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RESUMEN (en espafiol)

En una poblacién envejecida como es la de los paises desarrollados, la enfermedad
renal crénica (ERC) supone un importante problema de salud publica, llegando a tener algun
grado de disminucion en la funcion renal hasta el 10% de la poblacion adulta de Espafa. La
pérdida de funcién de los rifiones afecta a otros sistemas de 6rganos, favoreciendo el
depdsito de calcio en el aparato cardiovascular. La calcificacion de las arterias y las valvulas
cardiacas no se produce por un simple depdsito de mineral, interviniendo numerosos
mecanismos que, aunque tengan peculiaridades en ambas, convergen en procesos de
transdiferenciacion del tipo celular caracteristico del tejido a células similares a osteoblastos.

A pesar del grave impacto que el descenso en la capacidad excretora tiene sobre la
salud, mas de la mitad de los pacientes con ERC en fase terminal mueren por causas
cardiovasculares, falleciendo por este mismo motivo individuos aun en estadios tempranos.
Debido a esto, el estudio de la calcificacion 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 deteccion o evaluaciéon 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 secuenciacion
masiva. Esto no dio resultados 6ptimos aunque confirmé que algunos de los microRNAs mas
expresados en la circulacion proceden de las células sanguineas. Otra aproximacion fue
seleccionar microRNAs candidatos por su participacion en procesos fibréticos y de
diferenciacion osteoblastica. Asi se observaron niveles alterados de miR-29b y miR-30c en el
suero de un modelo animal de insuficiencia renal crénica.
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Seguidamente, se comprobé que tanto miR-29b como miR-30c ven sus niveles
alterados en cultivos in vitro de células de musculo liso vascular sometidas a un estimulo
calcificante consistente en concentraciones elevadas de calcio y fosfato. Ademas, la adicion
del compuesto analogo de la mitramicina EC-8042 a estos cultivos fue capaz de prevenir el
cambio fenotipico inducido por las condiciones calcificantes, probablemente a través de la
regulacién de los niveles de expresion de miR-29b y miR-30c, sin afectar a la formacion de
depdésitos minerales sobre las células.

Por otro lado, se estudiaron diversos mecanismos moleculares implicados en la
calcificacion de la valvula adrtica, cuya extension se cuantifico mediante el uso de variables
propias de histomorfometria ésea derivadas de microtomografia computarizada. Asi se
corroboré que estas medidas se correlacionan con los cambios producidos en el tejido
valvular de pacientes sometidos a reemplazo quirirgico. Gracias a ello se pudo determinar
que, al igual que se ha descrito para la calcificacién de la tanica intima arterial, la produccion
de exosomas por parte de los macrofagos podria estar dirigiendo el proceso. También se
observé que los pacientes con valvula calcificada tienen una mayor cantidad de este tipo de
vesiculas en la circulacion que pacientes con valvula sin calcio.

Por ultimo, se pudo determinar que dos polimorfismos del gen MMP1, que codifica la
metaloproteasa de matriz extracelular 1, se asocian con la extensién de la calcificacién en
los velos de la valvula adrtica. Se estudié también este tipo de asociaciéon para sendos
polimorfismos hallados en estudios genéticos a gran escala en el contexto de la calcificacion
valvular, relacionados con los genes LPA, que codifica la lipoproteina aterogénica
lipoproteina(a), y PALMD, que codifica una proteina de funcién aun desconocida. Aunque
ninguno de los dos se asocid con la extension de la calcificacién en la valvula adrtica, el
polimorfismo de LPA lo hizo con la calcificacion arterial en pacientes con ERC.

Como conclusion, microRNAs circulantes y polimorfismos de LPA y MMP1 podrian
servir como biomarcadores o predictores de la susceptibilidad de calcificacion de arterias y
valvulas. Los exosomas implicados en su fisiopatologia podrian también predecir
calcificacion en la valvula una vez que son liberados a la circulacién. Por otra parte, el
compuesto EC-8042 es, asimismo, un buen candidato para desarrollar una terapia dirigida a
prevenir la calcificaciéon vascular al ser capaz de modular los niveles de microRNAs alterados
durante la ERC.




; 1'\; Universidad de Oviedo
/ﬁ = N\ Universida d'Uviéu
AAA b ..MA University of Oviedo

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
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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.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN
CIENCIAS DE LA SALUD
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Que la ciencia mas que ninguna de las otras actividades de la humanidad ha
modificado la vida del hombre sobre la tierra es tenido por verdad indubitable. Que la
ciencia es una palanca liberadora de las infinitas alienaciones que le impiden adecuar su

existencia concreta a su esencia libre, tampoco es dudado por nadie [...].

A partir de estas sencillas premisas puede deducirse la necesidad de establecer en cada
hormiguero humano un a modo de reloj en movimiento incesante o de mecanismo
indefinidamente perfectible dentro de cuyos engranajes, el esfuerzo de cada uno de aquellos
varones meritorios vaya encasillado de modo armonioso para que —como consecuencia de

todos deseada— se logre un maximum de rendimiento y de disfrute.

Luis Martin-Santos, Tiempo de silencio.
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Enfermedad renal crénica

Glomerular filtration rate, tasa de filtrado glomerular
Genome-wide association study, estudio de asociacion del genoma completo
Hospital Universitario Central de Asturias

Insuficiencia renal crénica

Low density lipoprotein, lipoproteina de baja densidad
Lipoproteina(a)

Minor allele frequency, frecuencia del alelo minoritario
Microcomputed tomography, microtomografia computarizada
MicroRNA

Matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz extracelular
RNA mensajero
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Oxidised phospholipid, fosfolipido oxidado

Single nucleotide polymorphism, polimorfismo de nucledtido Unico
Valvular endothelial cell, célula endotelial valvular

Valvular interstitial cell, célula intersticial valvular

Vascular smooth muscle cell, célula de musculo liso vascular
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Introduccion

El modo de vida y los avances sanitarios caracteristicos de los siglos xx y XXl 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 Espafia, 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 paises en vias de desarrollo provocan un
importante nimero de muertes prematuras, en paises desarrollados como Espafia la mortalidad
como consecuencia de enfermedades no transmisibles es mas frecuente en los grupos de edad mas
avanzada. De hecho, el envejecimiento de nuestra poblacion es uno de los factores que favorecen su

elevada prevalencia [1].

1.1. Enfermedad renal créonica

La enfermedad renal crénica (ERC) se produce por alteraciones de la estructura y funcién de
los rifiones que cursan durante mas de tres meses y llevan a una pérdida progresiva e irreversible de
la funcidn 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 dafio renal agudo [2]:

e Duracion mayor de 3 meses, incidiendo asi en la cronicidad de la enfermedad y la necesidad de
su seguimiento a lo largo del tiempo. Ademds, esta suele ser de caracter irreversible,
desarrollandose sus causas durante toda la vida de los individuos que la padecen y, por tanto,

enfocandose sus tratamientos en ralentizar la progresién hacia el fallo renal terminal.

e Disminucidn de la tasa de filtrado glomerular (GFR, glomerular filtration rate), una medida de
la capacidad excretora de los rifiones o funcidn renal que se define como el volumen de fluido
filtrado por el rifidn por unidad de tiempo ajustado a la superficie corporal. Una GFR menor de
60 mL/min/1,73 m? mantenida durante tres meses se considera indicativa de ERC. La GFR

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

e Existencia de dafio renal, del cual un buen indicador es la presencia de proteinas en la orina
(proteinuria) y, mas concretamente, la presencia de albumina (albuminuria). Efectivamente, la
albumina es el principal componente proteico de la orina de los pacientes con ERC. Asimismo,
la asociacién de la albuminuria con el riesgo de padecer una enfermedad renal o
cardiovascular ha sido demostrada por estudios recientes [3-6]. Una tasa de excrecidn urinaria
de albumina igual o superior a 30 mg/24 horas mantenida durante tres meses se considera
indicativa de ERC (equivalente a un cociente albumina/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 sélo de su propia fisiopatologia,

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]. Segun datos del afio
2010, en Espana la ERC afecta a un 4,0% de la poblacién adulta (20 a 74 aifos), aunque si se
consideran también los individuos con algin grado de disminucién en su funcidn renal, el porcentaje
asciende al 9,8% [8]. Es importante destacar también que la prevalencia varia de forma notable por

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

Ademas, el nimero de personas que padecen la enfermedad se encuentra en aumento y cada
vez son mas las muertes que tienen lugar como consecuencia de la ERC. De hecho, y segun datos del
estudio Global Burden of Disease de 2010 [9], la ERC estaba en el puesto niumero 27 de la lista de
causas del numero total de muertes a nivel global en 1990 y escalé hasta el puesto 18 en 2010,
siendo esta tendencia al alza solamente superada por el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
(SIDA).

1.1.2. Causas

La principal causa del aumento en la prevalencia de la ERC es el creciente nimero de enfermos
de diabetes tipo 2 en los ultimos afios, la cual se ha estimado que en 2030 afectard a un 69% mas de
adultos en paises en vias de desarrollo y a un 20% mds en paises desarrollados que en 2010 [10]. A
esta le sigue el notable incremento en la prevalencia de hipertensién arterial que ha tenido lugar en
las tres ultimas décadas, atribuido al envejecimiento de la poblacion [11]. Como consecuencia de
esto, durante los afios 90, un 20% de los casos de insuficiencia renal terminal producidos en Espaina
ya lo fueron a causa de la diabetes y un 15% a causa de la enfermedad vascular renal asociada a
hipertension arterial, guedando en tercera posicidon la glomerulonefritis como causante de un 14% de
los casos [12]. La glomerulonefritis posinfecciosa, que puede producirse tras haber padecido una
infeccion bacteriana, frecuentemente causada por Streptococcus pyogenes, llegd 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. Clasificacién

Hasta llegar al fallo renal terminal, los pacientes iran sufriendo una progresiva disminucién de
la funcidon de sus rifiones. Aunque no necesiten de una terapia sustitutiva, el deterioro de su funcién
renal puede provocar importantes complicaciones. Con el objeto de llegar a un mejor manejo clinico

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

A la clasica clasificacion de los pacientes en estadios basada en el uso de la GFR, las actuales
guias de practica clinica de la organizacion Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) han
afiadido la albuminuria segun el ACR, creando asi una tabla que clasifica a los pacientes seglin su

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

La importancia de la clasificacion de los pacientes con ERC en categorias basadas en GFR y

albuminuria seguin ACR, asi como la asignacidn de niveles de riesgo a la mismas, queda reflejada en la
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capacidad de ambas medidas para predecir de manera independiente el riesgo de mortalidad por
cualquier causa en la poblacion general [14]. Sin embargo, a la hora de predecir si un individuo
desarrollard la enfermedad, estos indicadores son tardios, por lo cual es de gran relevancia la

busqueda de nuevos biomarcadores.

Tabla 1. Clasificacion de los pacientes con enfermedad renal crénica atendiendo al riesgo de progresién hacia la
fase terminal de la enfermedad segun categoria de tasa de filtrado glomerular y albuminuria.

Categorias de albuminuria segtiin ACR
A1 A2 A3
i Neorran;a;r?te Moderadamente Severamente
9 elevada elevada
elevada
< 30 mg/g 30-300 mg/g > 300 mg/g
<3 mg/mmol | 3-30 mg/mmol | > 30 mg/mmol

G1 Normal o elevado 290
E
2_ G2 Ligeramente reducido 60-89
= |
E
—E' G3a Ligera a moderadamente reducido 45-59
@
)
o | G3b Moderada a severamente reducido 30-44
o
)
8
S
% G4 Severamente reducido 15-29
©
o

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 albumina/creatinina, GFR: tasa de filtrado glomerular.

1.1.4. Fisiopatologia

La pérdida de funcién de los rifiones se produce por un conjunto de diferentes mecanismos.
Las nefronas, unidades estructurales y funcionales basicas del rifidn, no se regeneran tras su
formacidn en las etapas embrionarias, por lo que su pérdida como consecuencia de la edad o de
algun tipo de dafio genera importantes cambios. La pérdida de capacidad de filtrado sera
inicialmente compensada mediante la hiperfiltracion de los glomérulos restantes y la hipertrofia de
las nefronas. Si esta situacidn se mantiene, acabarda por agravar el dafio renal produciendo
proteinuria y pérdida de podocitos, las células que mantienen la barrera de filtracion glomerular.

Ademas, la pérdida de nefronas también implica la activacién de mecanismos de respuesta al dafio
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como la fibrosis intersticial que traera como consecuencia, entre otras, la pérdida de mas nefronas

mediante isquemia renal [15].

Independientemente de cudl sea el causante de la ERC, la fibrosis renal supone un proceso de
gran importancia en la progresién de la enfermedad hacia el fallo renal terminal [16]. Aunque los
cambios a escala celular que conducen a la fibrosis renal son muy diversos (activacién de fibroblastos
y células mesangiales, transicion epitelio-mesénquima tubular, infiltracién de células inmunes y
apoptosis), en todos los tipos de ERC tiene lugar la sobreexpresion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), segun 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
acumulacidn y degradacion defectuosa de los componentes de la matriz en el rifidon durante el
transcurso del proceso fibrético. Aparte de una desregulacion de estas Ultimas proteinas y sus
inhibidores enddgenos en el tejido, un gran nimero de estudios han encontrado niveles elevados de

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

Aunque la consecuencia mas grave de la progresion de la ERC es el fallo renal terminal, que
conduce a didlisis o trasplante, los individuos en estadios intermedios también sufren importantes
complicaciones que reflejan la pérdida de la capacidad exocrina y endocrina de los rifiones,
afectando a todos los sistemas de drganos. Entre ellas se encuentran anemia, hipertensién,
deficiencia de vitamina D, acidosis metabdlica, hiperfosfatemia, hipoalbuminemia o

hiperparatiroidismo secundario [2].

Concretamente, las alteraciones del metabolismo dseo y mineral caracteristicas 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), asi como en los
niveles circulantes del factor de crecimiento fibroblastico-23 (FGF-23), ocurren de forma temprana
en el trascurso de la enfermedad y van progresando conforme disminuye la funcién renal [2]. Estos
cambios y las terapias dirigidas a corregirlos son causantes, ademds, 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 relacién entre una funcidn 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 poblacién general [19]. Las
complicaciones cardiovasculares son, por tanto, las que mayor niumero de muertes producen entre
los pacientes con ERC. De hecho, la mayoria 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 vinculo entre la ERC y las enfermedades cardiovasculares es tal que

recientemente se ha acufiado el término “sindrome cardio-renal” para englobar a todas las

Pagina 6



Introduccion

relaciones existentes entre ambas. Los sindromes cardio-renales fueron definidos por consenso
como “afecciones del corazén y los rifiones por medio de las cuales una disfuncion aguda o crénica

de un drgano puede inducir una disfuncién aguda o crdénica del otro” [20].

1.2. Calcificacion cardiovascular

Los procesos bioldgicos de acumulaciéon de fosfatos de calcio en la matriz extracelular,
denominados también biomineralizacién, son esenciales para la adecuada formacion y el correcto
funcionamiento de diversos tejidos como los huesos, el cartilago 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 calcificacidn ectépica y se trata de un conjunto de procesos patoldgicos por los cuales se forma
hidroxiapatita e incluso proteinas de matriz y células de tipo éseo en diversos tejidos y drganos,
siendo la piel, los rifiones, los tendones y el aparato cardiovascular especialmente propensos a
sufrirlos [21].

Esta Tesis Doctoral se centrara en el estudio de los procesos de calcificacion de diferentes
partes del aparato cardiovascular (Figura 1), los cuales son objeto de abundantes estudios debido a
las graves consecuencias clinicas que producen. De hecho, la presencia de estas calcificaciones puede
predecir mortalidad e indicar riesgo cardiovascular [22]. Asi, en estudios recientes, la calcificacién 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 corazén lo ha hecho con la enfermedad
coronaria y, junto con la presencia de calcio en la valvula 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 jovenes [25].

(o
Fisiolégicas —— Hueso

. .
Calcificaciones biologicas — Tejidos blandos / cartilagos

de la intima <—— Aterosclerosis

| Patologicas <
Vascular

de la media

L Cardiovascular
Valvular

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

1.2.1.1. Calcificaciéon de la intima

La calcificacidn de la intima es la forma mdas comun de calcificacidn vascular y se caracteriza
por la formacidn de depdsitos de hidroxiapatita en las placas de ateroma en estadios avanzados
presentes en la tunica intima de las arterias (Figura 2). La aterosclerosis, proceso patolégico
mediante el cual se forman estas placas, es la principal causa de enfermedades cardiacas vy
accidentes cerebrovasculares y, ademas, es la causa subyacente de alrededor del 50% de las muertes

que se producen en las sociedades occidentales [27].
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Figura 2. Estructura de la pared arterial sana.

La fisiopatologia de la aterosclerosis se caracteriza por el desarrollo de un proceso inflamatorio
cronico regulado por lipidos en las paredes arteriales. Este se inicia en localizaciones del arbol
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
expresion 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 intima contribuyen a la formacién de zonas de mayor permeabilidad

en las cuales iran acumuldndose lipidos y células inmunitarias [29] (Figura 3).

Concentraciones elevadas de colesterol en la circulaciéon contribuyen al desarrollo de estas
lesiones ateroscleréticas. El colesterol es transportado por las lipoproteinas de baja densidad (LDLs)
que, ante la presencia de lesiones, pueden unirse a componentes de la matriz extracelular mediante
interacciones idnicas [30]. Una vez atrapadas en la intima, estas lipoproteinas son susceptibles de
sufrir procesos oxidativos como consecuencia de ataques enzimdticos o de la presencia de especies
reactivas de oxigeno, dando lugar a lo que se conoce como oxLDL [31]. Estos lipidos oxidados activan
a las células endoteliales, las cuales expresan moléculas de adhesidn y quimioquinas en la superficie

arterial que provocan la migracién de monocitos y otros tipos de células inmunitarias desde la
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circulacion a la intima [31]. Las células endoteliales activadas producen, ademas, la citoquina factor
estimulante de colonias de macréfagos o M-CSF, que estimula a los monocitos para que se
diferencien a macréfagos, un proceso necesario en el desarrollo de la aterosclerosis [32].
Seguidamente, los macréfagos sobreexpresan en la intima sus receptores scavenger o carrofieros con
los que toman las particulas de oxLDL, acumulandose asi en la regién subendotelial convertidos en

las células espumosas caracteristicas de las placas de ateroma [31] (Figura 3).
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Figura 3. Procesos patolégicos caracteristicos de las primeras fases de la aterosclerosis. Adaptado de [33].
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Asimismo, se han detectado acimulos de lipoproteina(a) [Lp(a)] en la intima arterial [34], lugar
donde ejerceria sus efectos aterogénicos por medio de la asociacién a fosfolipidos oxidados (oxPLs)
con caracteristicas proinflamatorias, moléculas que Lp(a) se encarga de transportar [35]. De hecho, el
incremento en los niveles plasmaticos de esta lipoproteina 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 retencién en la matriz extracelular de la pared de los vasos podria verse
favorecida por su unién a la misma a través de componentes que no estan presentes en las LDLs [39].
Ademas, se ha descrito su capacidad para unirse a proteinas como las defensinas, una familia de

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

Las placas mas avanzadas cuentan con la presencia de células de musculo liso vascular (VSMCs,
vascular smooth muscle cells) procedentes de la tinica media. La migraciéon y proliferacidon de estas
células esta mediada por citoquinas y factores de crecimiento secretados por los macréfagos y otros
tipos de células inmunitarias [27]. Las VSMCs presentes en las lesiones ateroscleréticas secretan una

matriz extracelular fibrosa que genera placas que aumentan su tamafio y comienzan a ocluir el lumen
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arterial [27] (Figura 3). En estas placas fibréticas, la apoptosis de macréfagos y VSMCs, provocada por
rutas de respuesta al estrés celular inducidas por el dafo oxidativo y los lipidos acumulados en ellas,
contribuye a la formacion de un nucleo necrético en las mismas [41]. Los cuerpos apoptdticos y las
vesiculas de matriz liberadas durante la muerte de estos dos tipos celulares sirven como sitios de
nucleacion para la formacion de cristales de fosfato de calcio, la fase temprana de la calcificacién de
las placas [41]. Adicionalmente, los proteoglicanos secretados por las VSMCs contribuyen a la unién

de LDLy 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 estan presentes y no se detecta ninguna actividad metaloproteasa,
las placas ateromatosas altamente inflamadas muestran un incremento generalizado en la actividad
de estas proteinas [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 migracién [43]. MMP2 y MMP9 median, ademas, la calcificacion
vascular caracteristica 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 circulacidn se han propuesto como potenciales

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

La progresién de la calcificacidén de las placas incluye la aparicién en las mismas de células con
fenotipo osteogénico, las cuales se ha confirmado que proceden en su mayoria de la
transdiferenciacién de las VSMCs de la media [49]. Este papel mediador de la calcificacion de la
transformacién osteogénica de las VSMCs ha quedado también recalcado tras demostrarse que el
bloqueo de este proceso afecta a la calcificacién de las placas aterosclerdticas pero no al
metabolismo lipidico, al reclutamiento de monocitos o al tamafio de las lesiones [50]. Moléculas
encargadas de iniciar la diferenciacidn osteobladstica como la proteina morfogenética ésea 2 (BMP2),
o factores de transcripcion osteoblasticos como el factor de transcripciéon 2 relacionado con Runt
(RUNX2), MSX2 y Osterix se han asociado a la calcificaciéon ateroscleroética de la intima, habiéndose
descrito también la pérdida de marcadores de musculo liso vascular, por ejemplo actina de musculo
liso o transgelina [51]. Los macréfagos juegan un papel importante en este proceso, pues se ha
demostrado la colocalizacién de tales células con la actividad osteogénica en las placas [52]. Los
macréfagos no intervienen en la transformacion de las VSMCs por medio de un Unico mecanismo ya
que, aparte de liberar de vesiculas de matriz con expresién de marcadores exosomales [53], estos
producen citoquinas proinflamatorias que también inducen la expresién de genes osteogénicos como
RUNX2 y fosfatasa alcalina [41].

1.2.1.2. Calcificacion de la media

La calcificacién de la media es una forma de calcificacidn vascular que tiene lugar en la tdnica
media de las arterias (Figura 2) produciendo rigidez en las mismas y puede desarrollarse en ausencia
de depdsitos lipidicos o infiltracién de células inflamatorias. Puede ocurrir durante el desarrollo de
numerosas condiciones clinicas como enfermedades genéticas, envejecimiento, ERC, diabetes

mellitus, dislipemia, lupus eritematoso sistémico o hipervitaminosis D [51]. Cuando este tipo de
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calcificacién se presenta en las arterias de las extremidades, también recibe la denominacion de
esclerosis de Moénckeberg. Es el tipo mas frecuente de calcificaciéon de la media y, aunque se ha
estimado que ocurre en un 0,5% de la poblacién 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 calcificacidn, las lesiones se observan al microscopio
como pequefios depdsitos granulares en la tunica media que, en ocasiones, se alinean a lo largo de la
membrana eldstica interna [54]. En lugar de depositarse en el coldgeno tipo | 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 asociacién de dafos de diferente naturaleza sufridos por las fibras elasticas y la
calcificacién de la media [55, 56]. Posteriormente, la banda que forman estos depdsitos se ensancha
y se convierte en una placa que se extiende hacia la parte interna de la media [54]. Con el tiempo, en
la intima 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 calcificacidon aterosclerdtica, se caracteriza por la presencia de células osteogénicas,

que pueden incluso dar lugar a metaplasias con trabéculas 6seas [26].

El proceso de calcificacién de la media, al igual que la calcificacion aterosclerdtica, estd
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
calcificacién. La proteina Gla de la matriz (MGP), capaz de inhibir BMP2; la fetuina A, capaz de inhibir
la capacidad de las vesiculas extracelulares de favorecer la precipitacién de fosfatos de calcio; y el
pirofosfato, capaz de inhibir la expresién de genes déseos incluso en presencia de concentraciones
elevadas de calcio o fosfato, ven disminuidos sus niveles circulantes en la ERC o la diabetes [51].
Ademas, la senescencia celular y el dafio oxidativo producidos durante el envejecimiento modifican
la expresion génica de las VSMCs, y las elevadas concentraciones de fésforo caracteristicas de la

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

Las VSMCs también generan sitios de nucleacion para los fosfatos de calcio, secretando
vesiculas de matriz (recientemente caracterizadas como exosomas [57]) y cumpliendo el papel
ejercido por los macroéfagos en la aterosclerosis [58], ademads de endocitar cristales formados por
estas sales, con la consecuente toxicidad. De hecho, la disolucion de los cristales internalizados por
las células provoca su muerte que, cuando se produce a través de apoptosis, genera cuerpos
apoptédticos que también sirven de sitios de nucleacién [59]. Asimismo, el DNA liberado tras la
muerte celular precipita calcio y fosfato y podria iniciar el proceso de calcificacidon [60]. Todos estos
procesos contribuiran, en definitiva, a la precipitacién de hidroxiapatita a partir de la disolucion

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

Merece especial mencidn la calcifilaxis, un tipo de calcificacién de la media que se da en vasos
sanguineos subcutdneos de pequefio tamafio. Suele presentarse en pacientes sometidos a

tratamiento renal sustitutivo, por lo que también se la denomina arteriolopatia urémica calcificante,
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aunque, de forma mucho mas rara, también puede tener lugar en pacientes con funcién renal
normal. Su incidencia anual es baja, 35 por cada 10.000 pacientes en hemodialisis en los Estados
Unidos, 4 por cada 10.000 en Alemania o menos de 1 cada 10.000 en Japdn, pero actualmente se
encuentra en alza [61]. Ademds, se asocia a una elevada morbilidad como consecuencia de las
Ulceras que provoca y a una alta mortalidad debida a que la infeccion de las mismas puede

desembocar en sepsis.

En cuanto a su fisiopatologia, la deficiente inhibicidn de la precipitacidon de fosfatos de calcio
observada en el suero de pacientes con calcifilaxis indica una falta de inhibidores de la calcificacién
como causa de la enfermedad. Niveles bajos de MGP, fetuina A o ciertos polimorfismos del gen de la
ectonucleédtido pirofofatasa/fosfodiesterasa 1 (ENPP1) se han visto asociados a la calcifilaxis [61]. Por
otro lado, el motivo por el cual se presenta en la microcirculacién asociada a grasa subcutanea podria
ser la produccién de adipoquinas capaces de inducir la calcificacién de las VSMCs por parte de
adipocitos expuestos a niveles elevados de fosforo [62]. De hecho, la calcifilaxis es frecuente entre

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

1.2.1.4. Enfermedad renal cronica y calcificacion 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
calcificacién de la media es de casi un 30% en pacientes con enfermedad renal terminal [26] y el
numero de ateromas calcificados y el contenido en calcio de los mismos es mas elevado en pacientes
con ERC que en la poblacidn general [64]. Ademas, se ha demostrado que los pacientes en didlisis
tienen scores de calcificacion de 2 a 5 veces mayores que sujetos control con la misma edad con

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

Sin embargo, ya que en los enfermos de ERC se pueden presentar de manera simultdnea
calcificaciones de los dos tipos anteriormente citados, la existencia real de estas dos categorias es
materia de debate [66]. Algunos autores sostienen que el origen de las calcificaciones en la intima y
la media es el mismo y que el colesterol es el estimulo iniciador del proceso en cualquier arteria [67].
Se apoyan para ello en estudios en los cuales se observaron depédsitos de material lipidico y ateromas
en secciones de tejido arterial que solamente presentaban calcificacién en la media [68] o en los que
no se encontraron distinciones clinicas, de localizacidn anatémica o histoldgicas entre las lesiones de
pacientes con aterosclerosis o con esclerosis de Mdnckeberg [69]. La calcificacion de los vasos
pequefios, en cambio, se produce exclusivamente en la media y otros autores consideran por este y
otros motivos que existen dos procesos bien diferenciados de calcificacion vascular [70]. Por
ejemplo, en un modelo de ERC de conejos a los que se les practicaron nefrectomias subtotales, en
ausencia de una dieta rica en colesterol, se observaron calcificaciones en las arterias sin evidencias
de depdsitos lipidicos incluso tras 8 meses de seguimiento [71]. Ademas, la distincién entre ambas
variantes de la calcificacion vascular es importante desde un punto de vista clinico, pues se ha
demostrado que en pacientes en hemodialisis el riesgo de mortalidad es menor en aquellos que

tienen calcificacién en la media que en los que tienen calcificacién en la intima [72].
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1.2.2. Calcificacion valvular

Ademas de en las paredes arteriales, la calcificacion ectdpica ocurre en otros tejidos blandos.
Las valvulas cardiacas son las estructuras encargadas de mantener un flujo de sangre unidireccional
entre las diferentes cdmaras que componen el corazdén, asi como entre estas y los vasos que entrany
salen de dicho drgano. Existen dos tipos de enfermedades de las valvulas cardiacas: estenosis o

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

impedir el retorno del flujo sanguineo [73]. Las valvulas situadas en el lado izquierdo del corazén
(adrtica y mitral) son mas susceptibles a sufrir algin tipo de dafio [74], pues soportan mayores
presiones. Aunque hay estudios poblacionales que describen una mayor prevalencia de Ia
insuficiencia mitral entre las enfermedades valvulares [75], es la estenosis adrtica la que tiene
consecuencias clinicas mas importantes [76]. Este ultimo tipo de enfermedad valvular es producido
mayoritariamente por un proceso de calcificacién que guarda similitud con la calcificacion vascular y,

especialmente, con la de la intima [76].

1.2.2.1. Estenosis abrtica por calcificacion

La estenosis adrtica por calcificacién consiste en un estrechamiento del orificio de la valvula
adrtica provocado por un proceso en el que tienen lugar fibrosis y formacidon de depdsitos de
fosfatos de calcio en los velos valvulares. Representa el estadio final de la conocida como
enfermedad de la valvula adrtica calcificada (CAVD, calcific aortic valve disease), la cual se inicia con
un endurecimiento de los velos valvulares conocido como esclerosis adrtica y cursa de forma
asintomatica hasta sus fases mds avanzadas, en las cuales la estenosis puede provocar angina de

pecho, sincope o fallo cardiaco [77].

La prevalencia de la esclerosis adrtica es elevada entre la poblacién mayor de 65 afios de los
paises desarrollados (se estima en un 25%) mientras que la prevalencia de la estenosis adrtica en
este grupo de individuos es un 1,7% y solamente un 0,4% en la poblacién general [76]. Sin embargo,
y como consecuencia del progresivo envejecimiento de la poblacion, se estima que el nimero de
pacientes ancianos con estenosis adrtica por calcificacion se doblara o triplicara en los proximos 50
afos en los paises desarrollados [76]. A pesar del importante problema que supone, todavia no
existe ningun tratamiento farmacoldgico que sea capaz de frenar o ralentizar la progresion de la
CAVD hacia la estenosis adrtica. Por tanto, la Unica forma de tratar a los pacientes con estenosis
adrtica severa es realizar un reemplazo de la vélvula, ya sea por un procedimiento quirurgico
convencional o transcatéter [78]. El reemplazo valvular es el segundo procedimiento mas frecuente
en la cirugia cardiaca tras el bypass aorto-coronario. Cada afio 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 Espafia, los registros hospitalarios recogen mas de 18.000 reemplazos

valvulares entre los anos 2014 y 2015 [80].

1.2.2.1.1. Causas de la estenosis aortica

La valvula adrtica cuya anatomia es considerada normal consta de tres velos (tricuspide), pero

entre un 0,5% y un 2% de la poblacién presenta valvula con tan solo dos velos (bicuspide), segin han
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estimado varios estudios [81]. La estructura de las valvulas bicuspides es mas 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 valvulas tricuspides [82]. De hecho, se ha descrito que hasta un 65% de los
pacientes sometidos a un reemplazo valvular antes de los 60 aifos poseen valvulas con esta anatomia
[83].

Si bien la producida por calcificacion es la forma mas comun de estenosis adrtica, existen otras
maneras por las cuales el diametro de apertura de la vdlvula adrtica también se puede ver
disminuido (Figura 4). La presencia de ciertas malformaciones, frecuentemente una valvula
monocuspide, hace que la valvula adrtica sea estendtica de forma congénita sin necesidad de llegar a
calcificarse. Como consecuencia, para estos individuos es practicamente imposible llegar a la edad
adulta de forma asintomatica [84]. Ademas, la fiebre reumatica, una enfermedad inflamatoria que
resulta de una infeccién con S. pyogenes, también puede provocar una enfermedad valvular adrtica
casi siempre acompaiada de enfermedad en la valvula mitral. Sin embargo, esta es actualmente una

causa rara de estenosis adrtica en los paises desarrollados [85].

Valvulas tricuspides
I L
Por calcificacion

Valvulas bicuspides

Estenosis de la valvula aértica < Congénita «<——— Valvulas monocuspides

\ Como consecuencia de fiebre reumatica

Figura 4. Causas de la estenosis de la valvula adrtica.

1.2.2.1.2. Estructura de las valvulas adrticas normales y patolégicas

Las valvulas adrticas estan constituidas mayoritariamente por tejido conectivo en forma de
una matriz extracelular avascular en la cual pueden diferenciarse histolégicamente tres capas (Figura
5): del lado adrtico se encuentra la capa fibrosa, caracterizada por un predominio de fibras colagenas
que confieren rigidez a los velos; del lado del ventriculo izquierdo estad la capa ventricular, que
ademas de coldgeno contiene fibras de elastina con propiedades elasticas; 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 morfologia (Figura 5): células endoteliales valvulares (VECs, valvular endothelial cells)
formando una monocapa en las superficies adrtica y ventricular, una pequena 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 histolégico durante el

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

1997 una division del desarrollo de esta enfermedad en estadios basandose en las observaciones de

374 valvulas obtenidas durante cirugias de reemplazo [87]:

El grado 1 se corresponde con aquellos casos en los que los velos valvulares mantienen aun la
integridad de su estructura histoldgica sin presencia de calcificacion pudiendo, no obstante,

presentar cierto engrosamiento fibroso.

Las valvulas incluidas en el grado 2 presentan engrosamiento de sus velos valvulares
acompafiado de la aparicién de nddulos calcificados, en los cuales se produce degeneracion
del tejido conectivo. Aunque la calcificacion comienza a deformar la capa fibrosa, el tejido

elastico todavia se mantiene intacto.

En el grado 3 los velos estdn ya gravemente engrosados y los nddulos calcificados son
abundantes, provocando tanto la deformacion de la capa fibrosa como el estiramiento del
tejido elastico. Ademas, puede haber presencia de metaplasias dseas o cartilaginosas, cristales

de colesterol y neovascularizacion.

Finalmente, en el grado 4 la estructura general de los velos se encuentra notablemente
modificada. Todos sus componentes estan alterados o incluso destruidos, incluidas la capa
fibrosa y el tejido elastico. La presencia de cambios metapldsicos y de neovascularizacion es
frecuente. Este estadio puede subdividirse ademas en dos, segun la superficie de los velos se

encuentre (4B) o no (4A) ulcerada.
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Figura 5. Estructura de los velos valvulares adrticos sanos.

1.2.2.1.3. Fisiopatologia

La similitud entre la fisiopatologia de la estenosis adrtica por calcificacion y la de la

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

dafios en el endotelio como consecuencia del estrés mecanico producido por el flujo de la sangre
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[88]. Prueba de ello es la mayor incidencia de calcificacién entre los individuos con una valvula

bicuspide, peor preparada para soportar las fuerzas mecanicas a las que es sometida.

Un endotelio valvular daifiado puede permitir la entrada de lipidos y su acumulaciéon en zonas
de inflamacién [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 plasmaticos elevados de ambas
lipoproteinas fueron reconocidos como factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad hace
mas de dos décadas [89]. Se ha demostrado que el oxLDL promueve la mineralizacién 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 valvulas adrticas estendticas, aumentando su cantidad conforme lo hacen la
degeneracién del tejido y la calcificacion [91]. Los oxPLs transportados por Lp(a) también juegan un
papel importante en la mineralizacién de las valvulas. De hecho, recientemente se ha verificado la
asociacién entre los niveles de Lp(a), el avance de la calcificacion y la progresion hemodinamica de la
CAVD vy los niveles de oxPL, dependiendo ademas la capacidad de la lipoproteina para inducir la

diferenciacién osteogénica de las VICs de su contenido en oxPL [92].
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Figura 6. Procesos patolégicos que tienen lugar durante el transcurso de la enfermedad de la valvula adrtica
calcificada. Reproducido de [88] con permiso de Elsevier.

Los procesos de oxidacidn lipidica en el ambiente valvular tienen su origen en el desacople de
la actividad éxido nitrico sintasa endotelial [93], cuyo incorrecto funcionamiento genera especies
reactivas de oxigeno. Conjuntamente, algunos proteoglicanos como el biglicano y la decorina se
sobreexpresan durante la estenosis por calcificacion [94, 95], promoviendo la retencién de lipidos y
su modificacion enzimatica, lo cual produce diversos tipos de compuestos bioactivos [96]. Los lipidos
oxidados también contribuyen a la iniciacién de un proceso inflamatorio en las valvulas al activar la

respuesta inmune innata a través de los receptores tipo Toll y la via del factor nuclear kB [76].
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Gracias a un estudio en el cual Bossé y colaboradores compararon la expresion génica de
vdlvulas adrticas sanas y valvulas con estenosis por calcificacion se descubrié que hasta un 15% de los
mas de 700 genes regulados diferencialmente en la CAVD estdn relacionados con la inflamacién [97].
La presencia de infiltrados inflamatorios en las valvulas, constituidos mayoritariamente por
macroéfagos (Figura 6), se ha relacionado con la severidad de la estenosis y con rasgos histoldgicos
caracteristicos de la CAVD como metaplasia osteocondrogénica o neovascularizacion [98]. La
produccion de diferentes tipos de citoquinas por parte de las células inflamatorias también
contribuye a la progresion de este proceso. Asi, la secrecion del factor de necrosis tumoral o (TNF-a)
por parte de monocitos y macrdfagos activa la respuesta osteogénica a través de la expresién 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-a y del factor nuclear kB, es secretada en grandes
cantidades por las VICs cultivadas en condiciones osteogénicas y el bloqueo del gen que la codifica

reduce la expresion de BMP2 [99].

En el estudio llevado a cabo por Bossé y colaboradores, el gen que codifica la MMP12 era uno
de los mas sobreexpresados en valvulas estendticas con respecto a las normales [97]. Efectivamente,
en las valvulas, la inflamacién va a acompafiada de la expresion de MMPs, las cuales, ademas de
participar en el remodelado de la matriz, generan péptidos capaces de promover la calcificacion
[100] (Figura 6). Se ha encontrado una mayor expresién de MMP1, 2 y 3 en el tejido de las valvulas
calcificadas que en el procedente de valvulas normales y una expresion exclusiva de MMP9 en las
valvulas enfermas [101]. Concretamente, MMP1 aparece asociada a los infiltrados de leucocitos en
las valvulas estendticas y su expresion se ve incrementada en las VICs en cultivo tras la aplicacion de
las citoquinas TNF-a e IL1-f [102, 103].

Los niveles elevados de fosfato en la circulacién son también un factor de riesgo para la CAVD
[104]. De hecho, se ha descrito la sobreexpresién del transportador de fosfato dependiente de sodio
PiT-1 en valvulas adrticas calcificadas, asi como un incremento de su expresidn en cultivos in vitro de
VICs expuestas a concentraciones elevadas de fosfato y la prevencién de la calcificaciéon de estos
cultivos tras su silenciamiento [105]. La entrada de fosfatos en la célula mediada por PiT-1 activa la
caspasa 3, promoviendo asi la calcificacidn a través de un proceso apoptoético. Las ectonucleotidasas
ENPP1 y fosfatasa alcalina también se encuentran sobreexpresadas en el proceso de calcificacién que
tiene lugar en la CAVD [106]. Estas enzimas generan fosfato inorganico mediante la hidrdlisis de
nucledtidos, y una mayor expresion de las mismas provoca que los niveles de fosfato sean mas
elevados que los de pirofosfato, un inhibidor de la calcificacion. Ademas, las ectonucleotidasas
reducen el nivel extracelular de ATP, desencadenando asi de otra manera la apoptosis de las VICs
[106].

Por ultimo, otro de los puntos clave en la fisiopatologia de la CAVD es la diferenciacién
osteogénica de las células de la valvula (Figura 6). De nuevo el estrés mecanico producido por el flujo
sanguineo podria 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
adrtica de los velos expresa menos genes antiosteogénicos que el situado en la cara ventricular [108],
fendmeno que ademds concuerda con la ocurrencia mas frecuente de fibrosis y calcificacion en la
capa fibrosa. Es conocido también el papel de NOTCH1 en el desarrollo del cambio osteogénico
caracteristico de la CAVD: una actividad deficiente de la proteina repercute en la falta de inhibicién
de RUNX2, el cual esta implicado en la calcificacién valvular al igual que en la vascular [109]. Ademas,
las citoquinas inflamatorias y los derivados oxidados de los lipidos son también capaces de inducir la
expresién de BMP2 en las VICs [110].

Estos cambios estdn en gran medida orquestados por las células de la valvula v,
fundamentalmente, por las VICs. Se trata de células de origen mesenquimal con una elevada
plasticidad, capaces de adaptarse a los estimulos presentes en el ambiente cambiando su fenotipo.
Algunos autores consideran que pueden presentar hasta cuatro diferentes: quiescentes, encargadas
de mantener la fisiologia normal de la vélvula; activadas, implicadas en la regulacién de los
mecanismos patolégicos de respuesta al dafio y similares a miofibroblastos; progenitoras, con
funciones de reparacion; y osteoblasticas, encargadas de dirigir los procesos de osteogénesis y

condrogénesis [86].

Es importante destacar también que, a dia de hoy, y a pesar de todos los mencionados avances
en el conocimiento de la fisiopatologia de la CAVD a nivel celular y molecular, aun 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 asintomatica [111], la

investigacion dirigida a prevenir la CAVD es de vital necesidad.

1.2.2.2. Enfermedad renal crénica y estenosis adrtica

Al igual que ocurre con la calcificacién de las arterias, el proceso de calcificacion de la valvula
adrtica puede verse influenciado por la ERC. Se ha estimado que la prevalencia de la calcificacidn
valvular es entre 5 y 10 veces mayor en los individuos con una funcién renal disminuida [112]. De
hecho, hasta un 85% de los pacientes dializados puede presentar algun grado de CAVD y entre un 6y
un 13% de los pacientes en hemodidlisis presentan estenosis adrtica severa [113]. Ademads, se ha
demostrado la existencia de una correlacidon inversa entre la cantidad de calcio medido por
tomografia computarizada (CT) en la valvula adrtica y la GFR estimada [114]. Es importante destacar
también que la calcificacién de las valvulas posee factores de riesgo similares a los clasicos de la
aterosclerosis, encontrandose asociada con hallazgos patoldgicos en la intima de las arterias en
pacientes con ERC [115].

La relevancia de esta asociacidn radica en el aumento en la mortalidad y presencia de eventos
cardiovasculares que provoca la calcificacién de la valvula adrtica en pacientes con ERC. En un
estudio realizado en pacientes en hemodialisis se demostrd un incremento de dos veces en el riesgo
de mortalidad en aquellos individuos con calcificacidn en las valvulas adrtica y mitral con respecto a

los individuos que no la tenian [116]. En otro estudio, se describio una tasa de supervivencia a 5 afios
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para los pacientes con estenosis adrtica severa de solamente un 42% en pacientes con ERC, frente a
un 67% en pacientes con funcién renal normal [117]. Por ultimo, en un trabajo para el cual se realizé
un seguimiento de pacientes con ERC durante varios afios, el 13,2% presentaron algin evento
cardiovascular en ausencia de calcificaciéon valvular, mientras que un 37% y hasta un 75% de los
pacientes con calcificacién de grado moderado o severo, respectivamente, presentaron un evento

durante el estudio [118].

1.3. Estudios genéticos en la enfermedad renal crénica y la calcificacion
cardiovascular

Al igual que sucede con otras muchas enfermedades, el desarrollo y progresién de la ERC y los
distintos tipos de calcificacién en el aparato cardiovascular tienen un cierto componente genético.
Los polimorfismos de nucledtido unico (SNPs, single nucleotide polymorphisms) son las variantes
genéticas mas 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 prondstico. Se
han realizado un gran nimero de investigaciones con el objetivo de encontrar SNPs asociados con la
ERC y la calcificacidon cardiovascular. Por ejemplo, estudios genéticos a gran escala (GWAS, Genome-
Wide Association Study) han conseguido identificar variantes de este tipo asociadas con la
calcificacién de las arterias coronarias [119-121] o con la disminuciéon en la GFR [122, 123].
Generalmente este tipo de estudios permiten identificar genes que a priori no parecerian

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 Ultimos afios [124, 125]. Se trata de
un gen expresado mayoritariamente en el tejido muscular cardiaco y esquelético que codifica una
proteina cuyas funciones son poco conocidas [126]. La palmdelfina se localiza en el citosol, donde se
asocia a los filamentos de actina y podria controlar la dindamica de la membrana plasmatica y la forma
de las células [127, 128]. También promueve la diferenciacidon de los mioblastos y la regeneracién
muscular [129], ademas de intervenir en la apoptosis en repuesta a dafios en el DNA en lineas

celulares de osteosarcoma [130].

Entre las investigaciones realizadas en los Ultimos afios destaca asimismo un GWAS en el cual
se identificd la implicacién del polimorfismo rs10455872, situado en una regién intrdnica del gen
LPA, en la calcificacidon de la valvula aértica a través de su influencia en los niveles plasmaticos de
Lp(a) [131]. El gen LPA codifica la apolipoproteina(a), la cual forma parte de Lp(a) junto con una
particula de LDL y una molécula de apolipoproteina B100 [132]. Niveles plasmaticos elevados de
Lp(a) son un conocido factor de riesgo para la enfermedad cardiovascular y también estdn
determinados genéticamente por la variacion en el nimero de repeticiones de un dominio Kringle en

el gen LPA [132]. De hecho, ya se ha demostrado la asociacidn 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 fisiopatologia de una enfermedad. Es el caso del gen MMP1, que codifica una
proteina perteneciente a una familia de enzimas capaces de degradar componentes de la matriz
extracelular, citoquinas, péptidos antimicrobianos o proteinas de la superficie celular [135] y que
intervienen en diversas enfermedades asociadas a procesos inflamatorios [136]. La expresidn del gen
MMP1 estd controlada por diversas variantes genéticas. En concreto, se han descrito una serie de
SNPs en su regidon promotora capaces de modificar su actividad transcripcional: el alelo de la
insercion (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]. Ademas, el genotipo
2G2G.1607 S€ ha asociado con una mayor mortalidad de los pacientes en hemodialisis [139], y se ha
propuesto la posesion del alelo G.s;9 como factor de riesgo para el desarrollo de ERC [140]. Sin
embargo, aun no se han asociado estos SNPs con patologias relacionadas con la calcificacién

cardiovascular.

De entre las investigaciones centradas en genes candidatos llevadas a cabo en nuestro pais,
destacan las realizadas recientemente en la poblacién del estudio NEFRONA (Observatorio Nacional
de Aterosclerosis en Nefrologia): se han asociado 5 SNPs relacionados con proteinas 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 proteina Klotho) con un descenso en el riesgo de progresion

de la aterosclerosis asociada a la ERC [142].

1.4. MicroRNAs en la enfermedad renal crénica y la calcificacion
cardiovascular

Puesto que los miRNAs regulan al menos el 50% de los genes codificantes de proteinas [143],
estos son cruciales en practicamente todos los procesos celulares. Por tanto, perfiles de expresion
andmalos se han asociado con condiciones patolégicas de muy diversa indole, como hipertrofia
cardiaca [144], cancer [145], infarto de miocardio [146], enfermedad hepdtica [147] o lupus
eritematoso sistémico [148], entre otras. Los miRNAs también intervienen en numerosos aspectos de
la calcificacidon cardiovascular [149]. Desde el primer estudio al respecto, en el cual se demostrd que
la desregulacién del miR-125b conduce a la diferenciacion osteobldstica de VSMCs humanas a través
de la modulacidn del factor de transcripcion Osterix [150], se han llevado a cabo grandes avances.
Por ejemplo, se ha descrito el incremento en la expresion de cuatro miRNAs en la media arterial de
ratones con alteraciones del metabolismo dseo y mineral similares a las producidas por la ERC [151,
152] y, mds recientemente, se han identificado cinco miRNAs diferencialmente expresados en

valvulas adrticas estendticas procedentes de cirugias de reemplazo [153].
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Ademads 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 minimamente invasivos [154, 155]. Su estructura quimica es mucho mds
simple que la de otros biomarcadores, generalmente proteicos, cuya deteccién es mas dificultosa al
requerir la generacién de anticuerpos. Puesto que existen miRNAs especificos de tejido [156], su
aparicidn en sangre podria indicar un dafio en el tejido correspondiente [157]. Se ha propuesto el uso
de miRNAs circulantes como biomarcadores de la calcificacidon 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 aterosclerético, el Unico comun a las tres
enfermedades [149]. Por otro lado, se ha descrito la reduccidn en los niveles circulantes del total de
miRNAs, asi como de miRNAs especificos, en pacientes con ERC [158]. Particularmente, algunos de
estos miRNAs podrian estar relacionados con las alteraciones cardiovasculares que sufren estos
individuos [159]. Ademas, los niveles plasmaticos del miR-210 son capaces de predecir supervivencia

en enfermos con dafio renal agudo [160].

1.5. Tratamiento de la calcificacion cardiovascular

Por el momento, el Unico tratamiento farmacolégico dirigido a prevenir la calcificacién vascular
que ha conseguido llegar a la fase de ensayo clinico es el consistente en la administracién
intravenosa de SNF472 [161]. El tratamiento incluye en su formulacién mio-inositol hexakisfosfato o
acido fitico, un compuesto que ha demostrado ser capaz de evitar la cristalizacién de fosfatos de
calcio en forma de hidroxiapatita in vitro [162] y la formacién de depdsitos minerales en las aortas y
corazones de ratas a las que se inyectaron dosis suprafisiolégicas 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 quimico que ya ha sido utilizado en la clinica es la mitramicina, concretamente
en la enfermedad ésea de Paget u osteitis deformante [165]. Se trata de una enfermedad en la cual
un incremento en la actividad celular ésea conduce a una elevada fragilidad de los huesos
acompafiada de la formacién de nuevo tejido éseo desorganizado [166]. La naturaleza similar a una
neoplasia de bajo grado de la osteitis deformante y la observacién de hipocalcemia en numerosos
pacientes con cdncer tratados con mitramicina [167] sugirieron la utilidad de este compuesto para el
tratamiento de la enfermedad. Aunque las dosis necesarias eran mas bajas que las empleadas en
quimioterapia y los efectos secundarios mas leves, los bisfosfonatos, alternativa terapéutica mas

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

La mitramicina, acido auredlico o plicamicina es un antibidtico 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 cdncer, especialmente el de
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testiculo [169]. Su capacidad para unirse reversiblemente al surco menor de la hélice del DNA en
regiones ricas en G/C bloguea la unién de factores de transcripcion a promotores de genes que
contienen en su secuencia este tipo de regiones [170]. Mds concretamente, el factor de transcripcién
SP1 se une a este tipo de secuencias y su sobreexpresién 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 implicacion del metabolismo déseo en la osteitis deformante puede llevar a pensar que la
mitramicina también podria actuar contra la calcificacién cardiovascular. De hecho, Zhang vy
colaboradores describen en una publicacién reciente la implicacién de SP1 (Specificity protein 1) en
este proceso de forma que el aumento de su expresién en condiciones calcificantes desencadena un
aumento en la expresion de BMP2 y, consecuentemente, el cambio osteogénico de las VSMCs [173].
Sin embargo, aunque la mitramicina es atil para demostrar que la inhibicién de SP1 bloquea la
calcificacién, su potencial uso clinico queda anulado por la toxicidad del compuesto, aunque abre la
puerta al estudio de analogos que mantengan su actividad bioldgica pero carezcan de los efectos

secundarios.

Adicionalmente, se ha planteado el uso de los RNAs de pequefio tamafio para el tratamiento
de distintas enfermedades humanas [174]. En efecto, el avance en el conocimiento de la implicacién
de los miRNAs en la fisiopatologia de las enfermedades también los esta haciendo candidatos a servir
como dianas terapéuticas. Asi, el uso de inhibidores de miRNAs basados en acidos nucleicos
bloqueados (LNA-anti-miR) inhibe el crecimiento de lineas celulares de cancer [175] y bloquea
miRNAs sobreexpresados como consecuencia de infecciones [176]. De hecho, miravirsen, una terapia
contra la hepatitis C actualmente en fase de ensayo clinico, utiliza esta tecnologia para inhibir el miR-
122 [177]. Asimismo, se han podido reducir con mucha eficiencia y especificidad los niveles del miR-
192 en el rifién de ratones diabéticos, y con ellos la fibrosis renal y la proteinuria, apoyando la
posibilidad de una aproximacién traslacional basada en anti-miRNAs para evitar la progresion de la
ERC en la nefropatia diabética [178]. Adicionalmente, la administracién de moléculas que mimetizan
funcionalmente los miRNAs naturales (mimics, secuencias nucleotidicas cortas artificiales que se
asemejan a los precursores de los miRNAs o pre-miRNAs) permite la reposicion de los miRNAs poco
expresados y la regulacion del RNA mensajero (mRNA) diana tal y como harian los miRNAs
enddgenos [179, 180].
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Hipotesis y objetivos

El envejecimiento de la poblacién en los paises desarrollados ha provocado un notable
incremento en la prevalencia de enfermedades de naturaleza no transmisible. Como consecuencia,
hasta un 10% de la poblacién espafiola tiene disminuida su funcién renal, pudiendo considerarse
ademds un 4% de la poblacién como enfermos con ERC. La falta de biomarcadores precoces del
descenso en la GFR y de tratamientos contra una de sus complicaciones mas importantes, la
calcificacién cardiovascular, pone de manifiesto la necesidad de buscar nuevos métodos de

diagndstico y dianas terapéuticas.

Los miRNAs presentes en la circulacién podrian servir como indicadores de las alteraciones que
se producen en el rifidn, los vasos o las valvulas cardiacas, jugando también un papel en los
mecanismos que regulan la expresién de los genes alterados en estas enfermedades. Por otro lado,
el genotipo de un individuo para polimorfismos de genes implicados en los procesos de calcificacidn
podria ser capaz de predecir la susceptibilidad de pacientes de riesgo, como aquellos con ERC, a

desarrollar estas alteraciones.
Se formulan, por tanto, las siguientes hipotesis:

1. Existen diferencias en el perfil de miRNAs circulantes entre los distintos estadios de la ERC.
Estas diferencias se relacionan ademas con el proceso de calcificacidn vascular y pueden servir

como dianas terapéuticas del mismo.

2. Existen numerosas similitudes entre el proceso de calcificacién de las arterias, el proceso de
calcificacién cardiovascular mas estudiado, y el de las valvulas cardiacas. Mecanismos que
controlan el primero pueden igualmente dirigir la calcificacion de la valvula y viceversa,
estando en consecuencia ambos procesos producidos por los mismos mecanismos

moleculares, celulares y genéticos.
Para confirmar la validez de estas hipétesis, 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 expresion de los miRNAs desregulados por la ERC en una linea celular de
VSMCs cultivada con concentraciones elevadas de calcio y fosfato, asi como con un compuesto

potencialmente inhibidor de la calcificacion.

3. Estudiar el proceso de calcificacion de la valvula adrtica mediante la cuantificacion de los
depdsitos de calcio presentes en velos obtenidos mediante cirugia y correlacionar estas

medidas con los niveles de genes y proteinas que acompanan al cambio osteogénico.

4. Determinar si los genotipos para polimorfismos de LPA, MMP1 y PALMD de individuos con
valvulopatias o calcificacion vascular asociada a ERC se asocian con el nivel de la calcificacién

de sus valvulas o arterias.
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Pacientes y métodos

3.1. Pacientes y recogida de muestras
3.1.1. Pacientes con enfermedad renal crénica

Se partid de la poblacién recogida en el estudio NEFRONA [181]. Este proyecto, de naturaleza
observacional y prospectiva, tiene como objetivo principal evaluar la carga aterosclerética subclinica
de pacientes con ERC. Para ello, el proyecto reclutd un total de 2.445 pacientes en distintos estadios
de la enfermedad procedentes de 81 centros sanitarios de Espafia, asi como 559 controles sin ERC. El

diagndstico se baso en los criterios detallados por las guias KDIGO [2].

El proyecto cuenta con numerosos datos de los pacientes incorporados en una base de datos
anonimizada. Se recogieron variables antropométricas y bioquimicas (Tabla 2), datos especificos 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 inclusién de todos los individuos
incluidos en el estudio. A todos ellos se les habian realizado, ademas, ecografias de las arterias
femoral y carétida al comienzo del estudio, las cuales se repitieron a los 24 meses en los enfermos

para valorar su evolucion.

Ademas de los datos, el proyecto se encargd de recopilar muestras de sangre que se enviaron
al Biobanco de la Red Tematica de Investigacién Cooperativa (RETIC) Red de Investigacion Renal
(REDINREN) en la Universidad de Alcalda de Henares para su posterior procesamiento para la

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

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién del estudio NEFRONA.

Total Controles ERC p-valor
N = 3004 N =559 N = 2445
Edad 57,3 (12,6) 54,6 (11,6) 58,0 (12,8) <0,0001
Hombre 1806 (60,1) 298 (53,3) 1508 (61,7)
Sexo 0,0003
Mujer 1198 (39,9) 261 (46,7) 937 (38,3)
No fumador 1296 (43,1) 222 (39,7) 1074 (43,9)
Tabaquismo Ex-fumador 1109 (36,9) 228 (40,8) 881 (36,0) 0,094
Fumador 599 (19,9) 109 (19,5) 490 (20,0)
No 1193 (39,7) 362 (30,3) 831 (69,7)
Dislipemia <0,0001
Si 1811 (60,3) 197 (10,9) 1614 (89,1)
No 2323 (77,3) 499 (89,3) 1824 (74,6)
Diabetes <0,0001
Si 681 (22,7) 60 (10,7) 621 (25,4)
No 579 (19,3) 361 (64,6) 218 (8,9)
Hipertensién <0,0001
Si 2425 (80,7) 198 (35,4) 2227 (91,1)
Blanca 2910 (96,9) 549 (98,2) 2361 (96,6)
Raza 0,044
Otra 94 (3,1) 10 (1,8) 84 (3,4)

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 (desviacion estandar) 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 valvulopatia adrtica

Todos los pacientes con valvulopatia adrtica fueron diagnosticados en el Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA) siguiendo los criterios recogidos en las guias de practica clinica de la
American Society of Echocardiography [183, 184] tras el estudio ecocardiografico de sus valvulas. Se
muestran en la Tabla 3 los valores de los parametros ecocardiograficos utilizados para clasificar los
grados de severidad de la estenosis adrtica. Asimismo, se recogieron diversos parametros

antropométricos y clinicos de todos ellos, incluyendo la anatomia de su valvula adrtica.

Tabla 3. Grado de severidad de la estenosis valvular aértica de acuerdo con parametros ecocardiograficos.

Grado de severidad de la estenosis

Leve Moderada Severa
Velocidad del chorro (m/s) <3 3-4 >4
Gradiente medio (mmHg) <25 25-40 >40
Gradiente maximo (mmHg) <40 40 -60 >60
Area valvular (cm?¥m? >15 1-15 <1

En una primera poblacién se estudiaron pacientes derivados al Laboratorio de Imagen del Area
del Corazén del HUCA por sospecha de valvulopatia entre los aflos 2008 y 2014 (Tabla 4). Se
seleccionaron pacientes con diagndstico de valvula adrtica normofuncionante (13,8%), estenosis
adrtica (47,1%), insuficiencia adrtica (15,2%) o doble lesidn adrtica (23,9%). Todos los pacientes
firmaron un consentimiento informado tanto para su participacién en el estudio como para la cesion
de sus muestras al Biobanco del Principado de Asturias. Un total de 348 muestras de sangre
(extraidas precirugia en caso de haberla) fueron remitidas al Biobanco para la separacion de plasmay
DNA vy, ademas, de los 119 pacientes sometidos a reemplazo valvular aértico se obtuvieron las
valvulas explantadas (Figura 7), que fueron depositadas en tubos con RNA/ater (Ambion) en el propio

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

Se utilizd una segunda poblacién de pacientes con valvulopatia adrtica, procedentes también
del HUCA, pero esta vez con el criterio de incluir a todos los pacientes sometidos a sustitucion
quirargica de la valvula adrtica en el citado hospital durante un afio (Tabla 5). Los criterios de
exclusién fueron: pacientes con diagndstico de endocarditis, pacientes reintervenidos que porten
protesis adrticas y pacientes intervenidos de forma urgente. Asi, la poblacion 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 lesidn). Todos ellos firmaron los consentimientos informados
requeridos como justificante de la donacién de sangre y tejido que realizaron, documentos que

fueron igualmente enviados al Biobanco.

Pagina 30



Pacientes y métodos

Tabla 4. Caracteristicas demograficas y clinicas de la primera poblacién de pacientes con valvulopatia aértica.

Diagnéstico valvular aértico

Total Normofuncionante Insuficiencia Estenosis Doble lesion p-valor
N =348 N =48 N =53 N =164 N=83

Edad 64,5 (15,0) 60,5 (14,9) 51,7 (15,5) 68,6 (13,4) 66,7 (12,5) <0,0001
Hombre 224 (64,4) 32 (66,7) 40 (75,5) 97 (59,1) 55 (66,3)

Sexo 0,169
Mujer 124 (35,6) 16 (33,3) 13 (24,5) 67 (40,9) 28 (33,7)
No fumador 226 (64,9) 27 (56,3) 36 (67,9) 113 (68,9) 50 (60,2)

Tabaquismo Ex-fumador 24 (6,9) 0(0,0) 3(5,7) 6 (3,7) 15(18,1) 0,0001
Fumador 98 (28,2) 21 (43,8) 14 (26,4) 45 (27,4) 18 (21,7)
No 188 (54,0) 34 (70,8) 40 (75,5) 74 (45,1) 40 (48,2)

Dislipemia <0,0001
Si 160 (46,0) 14 (29,2) 13 (24,5) 90 (54,9) 43 (51,8)
No 271 (77.,9) 39(81,3) 49 (92,5) 116 (70,7) 67 (80,7)

Diabetes 0,007
Si 77 (22,1) 9(18,7) 4(7,5) 48 (29,3) 16 (19,3)
No 142 (40,8) 22 (45,8) 32 (60,4) 64 (39,0) 24 (28,9)

Hipertension 0,003
Si 206 (59,2) 26 (54,2) 21(39,6) 100 (61,0) 59 (71,1)
Tricuspide 202 (58,0) 37 (77.1) 12 (22,6) 108 (65,9) 45 (54,2)

Anatomia T

valvular Bicuspide 134 (38,5) 11(22,9) 41(77,4) 52 (31,7) 30 (36,1) <0,0001
Otra 12155) 0(0,0) 0(0,0) 4(24) 8(9,6)

Las variables cualitativas se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos
se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Las variables cuantitativas se expresan como
media (desviacion estandar) y las diferencias entre los grupos de distinto diagndstico se analizaron mediante la prueba

ANOVA.

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas y clinicas de la segunda poblacién de pacientes con valvulopatia adrtica.

Diagnéstico valvular aértico

Total Insuficiencia Estenosis Doble lesion p-valor
N =308 N =41 N =223 N =44

Edad 72,6 (9,8) 69,7 (10,6) 73,2 (9,0) 72,0 (12,0) 0,094
Hombre 180 (58,4) 25 (61,0) 135 (60,5) 20 (45,5)

Sexo 0,168
Mujer 128 (41,6) 16 (39,0) 88 (39,5) 24 (54,5)
No fumador 188 (61,0) 26 (63,4) 136 (61,0) 26 (59,1)

Tabaquismo Ex-fumador 93 (30,2) 9(22,0) 72 (32,3) 12 (27,3) 0,258
Fumador 27 (8,8) 6 (14,6) 15(6,7) 6 (13,6)
No 130 (42,2) 22 (53,7) 88 (39,5) 20 (45,5)

Dislipemia 0,308
Si 178 (57.,8) 19 (46,3) 135 (60,5) 24 (54,5)
No 228 (74,0) 36 (87,8) 157 (70,4) 35(79,5)

Diabetes 0,044
Si 80 (26,0) 5(12,2) 66 (29,6) 9(20,5)
No 86 (27,9) 17 (41,5) 57 (25,6) 12 (27,3)

Hipertension 0,113
Si 222 (72,1) 24 (58,5) 166 (74,4) 32(72,7)
Tricuspide 261 (84,7) 31(75,6) 193 (86,5) 37 (84,1)

Anatomia .

valvular Bicuspide 43 (14,0) 8(19,5) 29 (13,0) 6 (13.,6) 0,128
Otra 4(1,3) 2(4,9) 1(0,5) 1(2,3)

Las variables cualitativas se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos
se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. Las variables cuantitativas se expresan como media (desviacion estandar) 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 valvulas adrticas reemplazadas quirdrgicamente. Se muestran como
ejemplo tres velos con diferente grado de degeneracion.

3.2. Modelo animal de insuficiencia renal cronica

Se utilizaron también muestras de suero procedentes de un modelo animal de insuficiencia
renal crénica (IRC) desarrollado en el laboratorio de la UGC Metabolismo Oseo 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 nefrectomias 7/8 para inducir la IRC,
manteniéndose el resto como un grupo Sham que se utilizé a modo de control. En |la Tabla 6 se

recogen las caracteristicas bioguimicas relativas a la IRC de estos animales.

Tabla 6. Parametros bioquimicos de las ratas cuyos sueros fueron utilizados en este trabajo.

Sham IRC
N=7 N=7

Aclaramiento de creatinina (mL/min) 2,01(0,32) 0,71 (0,30)*

Calcio (mg/dL) 10,9 (0,3) 11,8 (0,5)
Fésforo (mg/dL) 6,9 (1,0) 5,6 (2,2)
PTH (pg/mL) 5,0(2,6) 20,7 (33,2)*
FGF-23 (pg/mL) 368 (55) 792 (214)*

Datos presentados como media (desviacion estandar). 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 calcificacién vascular

Se utilizé la linea celular A7r5 de VSMCs embrionarias de rata (CRL-1444; American Type
Culture Collection) para la realizacién de todos los experimentos de cultivo celular. Las células se
cultivaron a 37 °C en una atmodsfera humidificada con un 5% de CO, y se utilizé 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), asi como con un 10% de suero fetal bovino (GE

Healthcare Life Sciences). El medio de cultivo se cambio cada 2-3 dias.
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Para la realizacion de los experimentos, las células se sembraron a una concentracion tal que a
las 24 h su confluencia era de alrededor del 80%, tras lo cual el medio de cultivo se sustituyd por otro
de idéntica formulacidn al de mantenimiento pero con un menor contenido de suero fetal bovino
(5%), el cual sirvié de condicidn control. En otros dos grupos de células, a este medio se adicionaron
diferentes concentraciones (10, 100 y 500 nM) de mitramicina o su analogo demicarosil-3D-B-D-
digitoxosil-mitramicina SK (EC-8042, Figura 8), ambos proporcionados por EntreChem S.L. Se incluyé
ademas un cuarto grupo de células a cuyo medio se adicionaron volimenes de DMSO
(dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich, vehiculo 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 analisis.

Figura 8. Estructura quimica del compuesto EC-8042. Se muestran en color rojo los grupos modificados con
respecto a la molécula de la mitramicina.

Una vez elegida la concentracion de EC-8042 que produjo los efectos deseados sobre las
células (100 nM), esta se aplicé a un modelo in vitro de calcificacién vascular. En este caso, aparte de
la condicidn control, se aplicé a un grupo de células un medio calcificante (CaP) con la misma
formulacién que el control al que se anadieron CaCl, (Sigma-Aldrich) y NaH,PO4 (Merck) para
conseguir unas concentraciones finales de calcio y fosfato de 2,7 y 2,0 mM, respectivamente, segin
un modelo descrito [186], frente a 1,8 y 0,9 mM presentes en el DMEM. Se comprobé la capacidad
de este medio para inducir la formacién de depdsitos de calcio sobre las células mediante la
realizacion de tinciones de Rojo Alizarina (Figura 9). En los experimentos en los que se afiadid EC-
8042, los pocillos tratados con CaP se dividieron, pasados 5 dias, en tres grupos: en uno se mantuvo
el medio CaP, a otro se le afiadid EC-8042, y a otro un volumen equivalente de vehiculo. Las células

se recogieron a los 9-10 dias para realizar los diferentes analisis.

3.4. Analisis de los depdsitos de calcio
3.4.1. Tincién de Rojo Alizarina

Se llevaron a cabo tinciones de Rojo Alizarina para visualizar los depdsitos de calcio formados
sobre las células en cultivo (Figura 9). Se siguié para ello un protocolo descrito previamente [187], al
cual se introdujo alguna modificacidon para realizarlo a temperatura ambiente. Tras lavar las células
con tampodn PBS (Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich), se les aplicé una disolucion de

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

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

Figura 9. Comprobacién de la capacidad del medio CaP para inducir la formacién de depésitos de calcio sobre
las células mediante tincién 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: imagenes tomadas con el microscopio de las células en dichas condiciones (aumento:
100X).

3.4.2. Cuantificacion del calcio depositado sobre monocapas celulares

La cantidad de calcio depositado sobre las células sometidas a estimulos calcificantes se
determind mediante un método colorimétrico. En primer lugar, tras lavar las células con tampdn PBS,
se les aplicé HCI 0,6 N durante una noche a 4 °C para disolver el calcio, tras lo cual se siguié un
protocolo basado en el método de la o-cresolftaleina 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 uL de una disolucion de hidrocloruro de etanolamina (Sigma-Aldrich) 880
mM (pH = 11), 5 pL del sobrenadante recogido de cada muestra, y 100 uL de una disoluciéon con
o-cresolftaleina complexona (Sigma-Aldrich) 0,1 mM y hemisulfato de 8-quinolinol (Sigma-Aldrich)
11 mM. Tras 5 min de incubacidén, se midid la absorbancia de cada mezcla a 570 nm con un

espectrofotometro Multiskan GO (ThermoFisher).

La cantidad de calcio de cada muestra se normalizd en funcién de la proteina total de las
células sobre las que estaba depositado (ug calcio/mg proteina), que fue extraida con una disolucidn
0,1 N de NaOH (Merck) con un 0,1% de SDS (dodecilsulfato sddico, Sigma-Aldrich) [191]. La
concentracién 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. Cuantificacion del contenido en calcio de los velos valvulares

Se determind el contenido en calcio de muestras de tejido valvular conservadas en etanol
mediante microtomografia computarizada (microCT) en un equipo SkyScan 1174 (Bruker) de la
Unidad de Imagen Preclinica de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. Las
imagenes fueron obtenidas utilizando unos parametros de 50 kV y 800 pA. Se obtuvieron unas 1.300
imagenes de cada una de las muestras con un paso de rotacién de 0,3° y un promedio de marco de 2
para un escaneo de 180°. El escaneo de cada una de ellas duré entre 10 y 20 min (dependiendo del
tamafio de la valvula) usando un tiempo de exposicién de 6.200 ms. Se realizé la correccién de

campo plano al principio de cada escaneo.

Las imagenes obtenidas fueron reconstruidas con el programa NRecon (Bruker, Figura 10). Los
valores de correccion del coeficiente de atenuacién, dureza del rayo, suavizado y artefactos de anillo

fueron los mismos en todas las muestras.

El andlisis 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 usé para
todas ellas fue de 0,74 a 3,39 g/cm® de BMD (bone mineral density, densidad mineral dsea),
habiéndose calibrado esta medida con respecto a dos fantomas con 0,25 y 0,75 g/cm® de

hidroxiapatita.

Se consideraron los pardmetros BMD y BV/TV (bone volume/tissue volume, volumen

oseo/volumen de tejido) como medidas de la cantidad de calcio depositado.

Figura 10. Imagenes de los depositos minerales obtenidas tras el analisis mediante microtomografia
computarizada (microCT) de los velos valvulares adrticos. A la izquierda se muestra un velo con una calcificacion
menos extensa que el de la derecha, severamente calcificado.

Pagina 35



Pacientes y métodos

3.5. Tinciones histoldgicas

Tras la realizacién del microCT, algunas de las muestras de tejido valvular fueron enviadas al
Biobanco del Principado de Asturias, donde se descalcificaron con una disolucidn de acido férmico al
10% para posteriormente incluirse en bloques de parafina. Se realizaron secciones de 5 um de grosor

gue se colocaron sobre portaobjetos para su posterior analisis histolégico.
3.5.1. Tincién 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 aplicé a estos hematoxilina de
Mayer (5% alumbre potdsico, Labkem; 2% acido acético glacial, Merck; 0,1% hematoxilina, Sigma-
Aldrich; 2:10%% KI0s, Sigma-Aldrich) durante 5 min. Los cortes se lavaron con agua del grifo hasta
que la tincién obtuviese un color azulado. A continuacion, se aplicé eosina A (Merck) al 1% durante
1,5 min. Para quitar el exceso de este colorante, se realizaron lavados rapidos con etanol 95% vy
100%, cuyos restos fueron eliminados con xileno. Finalmente, se les aplicd6 medio de montaje

Entellan (Merck) para fijar el cubreobjetos.
3.5.2. Tincién de orceina

Se realizd una tincidn de orceina en las muestras para poder diferenciar facilmente las fibras
elasticas del resto de los componentes de la matriz extracelular de las valvulas. La tincién se llevé a
cabo en la Unidad de Histopatologia Molecular en Modelos Animales de Cancer del Instituto
Universitario de Oncologia del Principado Asturias (IUOPA), siguiendo un protocolo descrito
previamente [192]. Una vez se desparafinaron e hidrataron los cortes, se les aplicé una disolucién
acida de orceina en etanol al 70% durante 30 min, cuyo exceso se elimind mediante un lavado rapido
en agua destilada. A continuacion, los cortes se tifieron durante 20 s con carmin de indigo en una
disolucién saturada de 4cido picrico. Por ultimo, se diferenciaron las fibras eldsticas tefiidas con

orceina mediante una deshidratacién prolongada en etanol y se colocé un cubreobjetos.

3.6. Inmunohistoquimicas

Para la realizacion de inmunohistoquimicas, los cortes de tejido valvular fueron igualmente
desparafinados con xileno y rehidratados en disoluciones con concentracién decreciente de etanol. A
continuacién se utilizaron reactivos del kit EnVision FLEX High pH (Dako), con lavados intermedios
con PBS. En caso de necesitarse el desenmascaramiento de los antigenos, los cortes se
desparafinaron y rehidrataron con el tampén Target Retrieval Solution a 96 °C durante 20 min
utilizando el equipo PT Link (Dako). Seguidamente, se bloqued la actividad peroxidasa enddgena
aplicando Peroxidase-blocking reagent durante 5 min y las uniones inespecificas aplicando albumina
de suero bovino (Sigma-Aldrich) al 3% en PBS durante 10 min. Los cortes se incubaron a continuacion
con una dilucién del anticuerpo contra la proteina de interés (Tabla 7) durante 30 min, y con un

anticuerpo secundario Envision/HRP contra ratdon y conejo con peroxidasa de rabano (HRP)
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conjugada durante otros 30 min. Se aplicé también un amplificador de la sefial del anticuerpo
primario (Linker, Dako) durante 15 min cuando fue necesario. Para detectar las proteinas reconocidas
por los anticuerpos en el tejido valvular, se aplicd una disolucion de diaminobencidina (DAB,
preparada en el momento a partir de DAB+ Chromogen y Substrate Buffer) durante 10 min. Se realizé
asimismo una contratincién con hematoxilina de Mayer para destacar los nucleos celulares.

Finalmente, se deshidrataron los cortes y se les colocd un portaobjetos con medio de montaje.

Tabla 7. Anticuerpos y condiciones utilizados en las inmunohistoquimicas.

Proteina Casa comercial y referencia Dilucion Desenmascaramiento

Alix Santa Cruz, sc-53540 1:50 pH9
BMP2 Abcam, ab6285 1:100 No
CD31 Dako, GA610 * pH 9
CD63 Santa Cruz, sc-5275 1:200 No
CD68 Dako, M0876 1:500 pH 9

Alix: Apoptosis Linked Gene-2 (ALG-2) interacting protein X; CD: Cluster of Differentiation. * anticuerpo prediluido
comercialmente, al que ademas se aplico 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, empledndose para ello
controles positivos, es decir, tejidos donde la presencia de la proteina de interés esta demostrada. En
la Figura 11 se muestran las inmunohistoquimicas realizadas en las condiciones que se consideraron

Optimas.

La cuantificacion del area tefiida con DAB se realizd con el programa Fiji [193]. Se tomaron
para ello imagenes de los portabjetos completos con la resolucion de un objetivo 20X con el equipo
SCN 400 Slide Scanner (Leica) de la Unidad de Histopatologia Molecular en Modelos Animales de
Cancer del IUOPA. A partir de ellas se obtuvieron capturas equivalentes a imagenes de campos
aleatorios de un microscopio éptico con el programa SlidePath Gateway (Leica), las cuales generaron
archivos de imagen con el mismo tamafio. Sobre estos archivos se aplicé el complemento Colour
Deconvolution [194] para separar el color marrén de la DAB del azul de la hematoxilina. Se generaron
asi imagenes monocromaticas a las que se aplicd un umbral de intensidad con el que se pudieron
discriminar las areas de positividad con respecto al fondo. Se obtuvo el valor aproximado del area

total tefiida con DAB en cada muestra calculando la media de las dreas medidas en las capturas.
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Figura 11. Imagenes representativas de las inmunohistoquimicas realizadas en los controles positivos con las
que se determinaron las condiciones adecuadas para cada anticuerpo. A: Alix — melanoma; B: BMP2 — pared
arterial patolégica; C: CD31 — apéndice; D: CD63 — placenta; E: CD68 — amigdala.

3.7. Cuantificacidn de los niveles de apoptosis

El marcaje de las células apoptdticas se llevd a cabo con el FITC Annexin V Detection Kit
(BioLegend). Se utilizd para ello una suspension de las células cultivadas en las diferentes condiciones
en las que se queria determinar el nivel de apoptosis. Puesto que se trabajo con células adherentes,
estas fueron tripsinizadas y posteriormente sedimentadas por centrifugacién junto con aquellas que
ya se encontrasen en suspension. Tras realizar dos lavados del pellet con 1 mL de tampdn Cell
Staining Buffer, las células se resuspendieron en 100 uL de tampdn Annexin V Binding Buffer a los
gue se anadieron 5 uL de FITC-Annexin V. Tras agitar en vortex se incubd en oscuridad durante 15
min. Se realizé un lavado con 1 mL de Annexin V Binding Buffer para eliminar el exceso del fluoréforo

y se resuspendio el pellet resultante en 400 pL del mismo buffer.

La adquisicidon se realizd en un citdmetro FACS Aria Ilu (BD Biosciences) de la Plataforma de
Citometria del Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA). Se utilizé el
porcentaje de células marcadas con FITC (isotiocianato de fluoresceina) con respecto al total para

expresar los niveles de apoptosis provocados por cada condicién estudiada.
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3.8. Cuantificacion de exosomas circulantes

Se utilizé el kit ExoStep Plasma (Immunostep) con modificaciones. El kit se basa en el
reconocimiento de dos antigenos propios de exosomas. Se realizd 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
vesiculas de mayor tamafio. El Ultimo sobrenadante se diluyd 1:1 con un tampédn salino con HEPES y
2% de BSA y se afiadieron 100 uL de una disolucion de cuentas microscépicas o beads conjugadas
con un anticuerpo anti-CD63. La deteccidon se hizo tras la adicién de un anticuerpo anti-CD9

biotinilado y, posteriormente, estreptavidina-ficoeritrina.

La adquisicidon se realizd en un citdmetro FACS Canto Il, 3 laseres configuracion 4-2-2 (BD
Biosciences) del Area de Inmunologia del Departamento de Biologia Funcional de la Universidad de
Oviedo. Para expresar la cantidad de exosomas se utilizd el valor de la media de la intensidad de

fluorescencia (ficoeritrina) de las beads en cada muestra.

3.9. Analisis de la expresion de genes y microRNAs
3.9.1. Extraccién 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 extraccion se emplearon 250 ulL de
plasma a los cuales se afiadieron una cantidad fija del miR-39 de Caenorhabditis elegans (Qiagen) a
modo de control exdgeno (spike-in) y 20 pg glicégeno (Roche) a modo de carrier o portador de los
miRNAs.

La concentracion de miRNAs en cada muestra fue determinada con un equipo Bioanalyzer
2100 (Agilent) y un Small RNA Chip (Agilent) en el laboratorio de Biotecnologia y Cultivos Celulares de

los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.
3.9.2. Secuenciacion masiva de microRNAs

Posteriormente, en el laboratorio de Secuenciacién de los Servicios Cientifico-Técnicos de la
Universidad de Oviedo se llevé a cabo la secuenciacion masiva de los miRNAs circulantes, extraidos
de las muestras de plasma, mediante el método de alto rendimiento lon Torrent. Se emplearon
equipos y reactivos de la casa comercial ThermoFisher siguiendo en todo momento sus
especificaciones. El protocolo incluye, en primer lugar, la construccién de una biblioteca de
secuenciacion con el AB Library Builder System, proceso por el cual se ligan oligonucleétidos
adaptadores a los miRNAs y se realiza una retrotranscripcion para generar DNA copia de los
productos de esta hibridacion. Seguidamente se lleva a cabo una amplificacion clonal de las
secuencias con el tamafo adecuado mediante una PCR en emulsidn en el lon One Touch 2 System. A

continuacién se procede a la secuenciacion de estos fragmentos en el equipo lon Personal Genome
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Machine (PGM) utilizdndose, en este caso, un chip semiconductor lon Chip 318. Este sistema tiene
capacidad para generar hasta 1.500.000 lecturas. Mientras que otros métodos de secuenciacién
emplean nucleétidos modificados quimicamente, en este caso el equipo detecta los cambios en el pH
generados por los protones liberados durante el proceso de polimerizacién del DNA, el cual tiene
lugar en micropocillos donde se aplica un Unico nucledtido a cada secuencia por determinar.
Finalmente, la informacion asi generada se analizdé con el programa Torrent Suite Software, que
compard las secuencias obtenidas con las depositadas en la edicidn 20 de la base de datos miRBase
(www.mirbase.org) de la Universidad de Manchester, en la cual estan recogidos cerca de 2.000

miRNAs humanos diferentes.
3.9.3. Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total a partir de suero de rata, monocapas celulares o vélvulas adrticas
humanas se realizo siguiendo un protocolo estandar para el uso de reactivo TR/ (Sigma-Aldrich). En el
caso de los sueros se realizd a partir de 400 uL a los que se aifadid una cantidad fija del RNA pequefio
nuclear (snRNA) 4,5S (Teknokroma) como spike-in. El RNA valvular se extrajo a partir de fragmentos
de tejido de aproximadamente 1 cm? que fueron triturados con un homogeneizador de tejidos TH
(Omni).

Se utilizé ademas un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher) para determinar
la concentracién 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, asi como a 260 y
230 nm.

3.9.4. Retrotranscripcién 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 pg o 100 ng de RNA total,
respectivamente, utilizando el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, se utilizaron Fast Start Universal Probe
Master (Roche) con el fluoréforo ROX, sondas TagMan con el fluoréforo FAM especificas 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
TagMan fue relativizada con respecto a ROX y la interpretacion de los valores asi obtenidos se llevo a
cabo por la comparacién de diferencias de ciclos umbral con respecto a un control, descrito como el
método 222 [195]. Como normalizador se utiliz& 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 pequeiio

nucleolar SNORD87 para miRNAs en células.
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Tabla 8. Sondas TagMan utilizadas en la PCR cuantitativa.

miRNAs y RNAs pequeios Genes
Rattus norvegicus/Homo sapiens R. norvegicus H. sapiens
miR-29b-3p 000413 ACTA2 Rn01759928_g1 BMP2 Hs00154192_m1
miR-30c-1-3p 002108 Rn00567818_m1 MGP Hs00969490_m1
snRNA U6 001973 BIP2 500792 (Roche) GAPDH  Hs99999905 m1
R. norvegicus COL1A1 Rn01463848_m1
snRNA4,5S 001716 HDAC4 Rn01427040_m1
SNORD87 001712 Osterix Rn02769744_s1

RUNX2 504281 (Roche)

SP1 Rn00561953_m 1
TGF-83  Rn00565937_mH1
GAPDH  Rn99999916_s1

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 proteina total de las monocapas celulares con
Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA: 150 mM NacCl; 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1% NP-40; 0,5%
desoxicolato de sodio; 0,1% SDS; reactivos de Sigma-Aldrich) al que se afiadié cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail (Roche). La concentracidn proteica de estos extractos fue determinada mediante el

método colorimétrico DC Protein Assay en el equipo Multiskan GO.

Las proteinas extraidas fueron separadas en funcién de su peso molecular en geles de
acrilamida/bisacrilamida (BioRad) al 10% en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE)
siguiendo un protocolo estandar. Se empled para ello el buffer de carga Laemmli Sample Buffer 4x
(200 mM Tris-HCI pH 6,8; 40% glicerol; 20% B-mercaptoetanol; 8% SDS; 0,2% azul de bromofenol;
todos los reactivos de Sigma-Aldrich). Una vez separadas en el gel, las proteinas fueron transferidas a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) Hybond P (GE Healthcare) siguiendo también un
protocolo estandar, tras lo cual se bloquearon con una disolucién de leche desnatada en polvo (Santa
Cruz) al 5% en Tris-buffered saline (TBS: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 7,4; reactivos de Sigma-
Aldrich) con Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 0,1% (TBS-T) durante una hora para evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos. A continuacién, 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 proteinas se detectaron por quimioluminiscencia usando Clarity Western ECL
Substrate (BioRad) y obteniendo imagenes de las mismas con un equipo Chemidoc XRS+ y el
programa ImagelLab (ambos de BioRad). La cuantificacién de la intensidad de las bandas se realizé
con la funcién Analyze Gels del programa de analisis de imagen Fiji, dividiéndose los valores

obtenidos para la proteina problema entre los de GAPDH, que se utilizé como control constitutivo.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en el Western Blot.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Proteina
Casa comercial y referencia Especie Dilucién Casa comercial y referencia Dilucion
SP1 Santa Cruz, sc-420 Raton 1:250 Calbiochem, 401215 1:10.000
GAPDH Santa Cruz, sc-25778 Conejo 1:10.000 Santa Cruz, sc-2004 1:20.000

3.11. Genotipado
3.11.1. Genotipado por PCR-RFLP

A partir de DNA gendmico obtenido de sangre periférica, se caracterizé el genotipo para tres
polimorfismos en individuos con valvulopatia adrtica. Los fragmentos de DNA que contenian los
polimorfismos se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa Tag (Biotools) con una mezcla de
desoxirribonucledtidos trifosfato, oligonucleétidos cebadores y MgCl, a concentraciones finales de
200 uM, 1 uM y 2mM, respectivamente. Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
MyCycler (BioRad) siguiendo un programa estandar. Seguidamente, los productos de la PCR se
digirieron con enzimas de restriccion cuya secuencia de corte especifica contenia 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 oligonucleétidos, temperaturas de anillamiento
y enzimas de restriccidn 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 digestion para cada

uno de los genotipos.
3.11.2. Genotipado por PCR cuantitativa

El genotipado de otros dos polimorfismos se realizé utilizando sondas TagMan (Applied
Biosystems, Tabla 11) y TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) segun las

especificaciones del fabricante, en un termociclador Stratagene Mx3005P.
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Tabla 10. Parejas de oligonucledtidos usadas en las PCRs para el estudio de los polimorfismos.

Gen SNP Oligonucleoétidos Ta Producto Enzima Fragmentos
(°C) (pb) (pb)
-1607 1G> 2G F: AAGTGTTCTTTGGTCTCTGC 58 209 Bal I 2G: 209
rs1799750 R: GGATTGATTTGAGATAAGTCAGATC J 1G: 176
MMP1 -519A>G F: TTACAGAGATGGGGTCTCAC 62 399 Kpn | A 234+175
rs1144393 R: CCATGGAGTACTCTTTGACC G:399
- F: TGTGTGGAGAAACCTGTAGGA :

340T>C = 60 209 saugsl 299
rs514921 R: TCACTTGGTGTTGCAATGTC C:189

Se muestran subrayadas las bases desapareadas; Ta: temperatura de anillamiento; pb: pares de bases; F=Forward (sentido);
R=Reverse (antisentido). Todas las enzimas de restriccion son de la casa comercial New England BiolLabs.

MMP1 - 1607 MMP1 - 519 MMP1 - 340

‘)
L
. -
g o .

2 i
1G1G 162G  2G2G AA AG GG T TC CC

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 restriccion para cada genotipo de los tres polimorfismos
estudiados.

Tabla 11. Sondas TagMan utilizadas en el genotipado por PCR cuantitativa.

Gen SNP Referencia Fluoréforo
LPA rs10455872 C__30016089_10 AVIC
G: FAM
G:VIC

PALMD rs6702619  C__26334289_10
T: FAM

3.11.3. Genotipado masivo

Las muestras de DNA de la poblacién NEFRONA se enviaron al Centro de Genotipado-
Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformaticos (CEGEN-PRB2) del Instituto de Salud Carlos
IIl (Nodo de la Universidad de Santiago de Compostela), donde se utilizd 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 amplificacion de las
secuencias que preceden a la variante a estudiar, tras la cual se realiza una extensién de una Unica
base correspondiente a aquella que discrimina los alelos. Se obtienen asi secuencias que difieren

solamente en una base, las cuales son identificadas mediante espectrometria de masas.

Como control de calidad, en el CEGEN se revisaron los datos para cada polimorfismo y se

eliminaron los que tenian bajo porcentaje de genotipado o que no estaban en equilibrio de Hardy-
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Weinberg. Se comprobd también la consistencia en los resultados para muestras repetidas, dentro
de la misma placa y entre placas. Ademas, en cada chip se incluyd un trio de muestras de DNA del
biorepositorio Coriell, para las que existen datos publicados y con las que se pueden comparar los

resultados obtenidos y asi comprobar la fiabilidad del genotipado.

3.12. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo con el programa IBM SPSS Statistics (IBM)
versién 20. La comparacidn entre frecuencias de variables cualitativas se realizé mediante la prueba
Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando la cantidad de datos asi lo requeria. En el caso de
las variables cuantitativas, su tratamiento estadistico fue diferente segun estas se ajustasen o no a
una distribucion normal, lo cual se comprobd mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para las
variables con distribucidn normal, las comparaciones entre dos grupos se llevaron a cabo con la
prueba t de Student, y entre mas de dos grupos con la prueba ANOVA, con analisis post hoc de
Bonferroni. Para el resto de variables se usaron las pruebas U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis,
respectivamente. Se calculd el coeficiente de correlacién de Pearson para determinar la existencia de
correlaciones entre variables con distribucion normal, utilizandose el coeficiente de correlacidon de

Spearman para el resto. Los p-valores menores de 0,05 fueron considerados como significativos.
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4.1. La secuenciacion de microRNAs circulantes en plasma de pacientes
con enfermedad renal crénica no dio resultados 6ptimos

Como primera aproximacion al estudio de posibles nuevos biomarcadores tempranos y no
invasivos para el desarrollo de ERC, se llevd a cabo un experimento de secuenciacion masiva de
miRNAs circulantes. Con el objetivo de encontrar un perfil caracteristico de los mismos asociado a la
pérdida de funcidn renal, se selecciond una pequefia muestra de 32 individuos de entre los incluidos
en la poblacién del proyecto NEFRONA: ocho controles sin ERC, ocho en estadio 2-3, ocho en estadio

4-5 y ocho en didlisis; siendo en todos ellos la etiologia una nefropatia glomerular.

En un primer ensayo se analizaron cuatro muestras, habiéndose agrupado en cada una, tras la
extraccion, el RNA de dos individuos de uno de los cuatro grupos citados. Los resultados de la
secuenciacién no fueron dptimos: solo se consiguieron identificar 120 miRNAs maduros diferentes en
el grupo control y unos 80 en los distintos grupos de ERC y, ademas, se registré 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 numero muy reducido de lecturas, este ultimo dato concuerda
con la observacidon de que los niveles generales de miRNAs se ven reducidos con la ERC [158].
También se obtuvo un nimero extremadamente bajo de lecturas del miR-39 de C. elegans, el cual
fue afladido exdgenamente 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 comparacion de la abundancia de los miRNAs detectados entre las diferentes muestras,
solamente podemos describir cudles estan presentes en los plasmas analizados. En la Tabla 12 se
recogen los 30 miRNAs para los que se registré6 un mayor numero de lecturas en cada una de las

cuatro muestras.

Una investigacidn realizada en 2011 demostré que una notable proporcidon de los miRNAs
circulantes identificados hasta entonces como biomarcadores del desarrollo de tumores sélidos
proceden de las células sanguineas [196]. Puesto que este hallazgo tiene una repercusion muy
importante sobre la interpretacion de los resultados de estudios de secuenciacién masiva como el
gue 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
registrd un mayor nimero de lecturas pueden provenir de los glébulos 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
gue mas RNAs pequefnos aportan a la circulacién [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 calcificacion vascular: por ejemplo, miR-9 altera el equilibro
entre fosfato y pirofosfato en condrocitos [199] e inhibe la proliferacién de las VSMCs y la formacién

de una “neointima” en las arterias [200], miR-34a suprime la autofagia en células del rifién [201] y

Pagina 47



Resultados y discusion

promueve la calcificacion [202], miR-155 regula la sintasa de acido nitrico endotelial [203] y sus
niveles en circulacidn se asocian a enfermedad de las arterias coronarias [204], y los niveles de miR-
423-5p, que interviene en la via de sefializacién del TGF-B, 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-B1 [205]. Es importante mencionar que entre los miRNAs que pueden ser liberados
por las células sanguineas también hay algunos que intervienen en la fisiologia de las VSMCs, lo cual
requeriria determinar su origen exacto. Asi, miR-22 interviene en la modulacién del fenotipo de las
VMSCs [206] y miR-223 es un potencial biomarcador del dafo que las concentraciones elevadas de

fosfato producen en las mismas [207].

Tabla 12. MicroRNAs que produjeron un mayor numero de lecturas en cada muestra analizada mediante
secuenciacion masiva.

CONTROL ERC 2-3 ERC 4-5 DIALISIS
miRNA Lecturas miRNA Lecturas miRNA Lecturas miRNA Lecturas
hsa-miR-451a 1122 hsa-miR-451a 267 hsa-miR-451a 202 hsa-miR-9-3p 335
hsa-miR-9-3p 411 hsa-miR-9-3p 178 hsa-miR-9-3p 103 hsa-miR-380-5p 193
hsa-miR-486-3p 366 hsa-miR-486-3p 133 hsa-miR-486-3p 87 hsa-miR-34a-5p 88
hsa-miR-486-5p 366 hsa-miR-486-5p 133 hsa-miR-486-5p 87 hsa-miR-451a 67
hsa-miR-380-5p 208 hsa-miR-380-5p 95 hsa-miR-380-5p 87 hsa-miR-155-5p 55
hsa-miR-34a-5p 102 hsa-miR-34a-5p 58 hsa-miR-34a-5p 37 hsa-miR-486-3p 49
hsa-miR-21-5p 83 hsa-miR-21-5p 38 hsa-miR-155-5p 26 hsa-miR-486-5p 49
hsa-miR-155-5p 59 hsa-miR-155-5p 29 hsa-miR-21-5p 21 hsa-miR-21-5p 44
hsa-let-7b-5p 38 hsa-miR-223-3p 13 hsa-let-7b-5p 9 hsa-miR-223-3p 13
hsa-miR-484 35 hsa-miR-191-5p 12 hsa-miR-223-3p 9 hsa-miR-423-5p 10
hsa-miR-423-5p 25 hsa-miR-423-5p 1" hsa-miR-484 8 hsa-miR-3184-3p 10
hsa-miR-3184-3p 25 hsa-miR-3184-3p 1" hsa-miR-143-3p 7 hsa-miR-140-3p 9
hsa-let-7i-5p 23 hsa-let-7b-5p 11 hsa-let-7i-5p 6 hsa-miR-22-3p 8
hsa-miR-223-3p 20 hsa-let-7i-5p 8 hsa-miR-140-3p 6 hsa-miR-145-5p 7
hsa-miR-15a-5p 18 hsa-miR-140-3p 8 hsa-miR-22-3p 6 hsa-let-7b-5p 6
hsa-miR-103a-3p 17 hsa-miR-22-3p 8 hsa-miR-425-5p 6 hsa-let-7¢c-5p 5
hsa-miR-103b 17 hsa-miR-425-5p 8 hsa-miR-103a-3p 5 hsa-miR-143-3p 5
hsa-miR-30d-5p 16 hsa-miR-16-5p 7 hsa-miR-103b 5 hsa-miR-34c-5p 4
hsa-miR-15b-5p 15 hsa-miR-29b-3p 7 hsa-miR-31-3p 5 hsa-miR-101-3p 3
hsa-let-7c-5p 14 hsa-miR-484 7 hsa-miR-101-3p 4 hsa-miR-1260a 3
hsa-miR-16-5p 22 hsa-miR-145-5p 6 hsa-miR-191-5p 4 hsa-miR-134-5p 3
hsa-let-7d-5p 1 hsa-let-7a-5p 5 hsa-miR-145-5p 4 hsa-miR-484 3
hsa-miR-22-3p 10 hsa-miR-24-3p 5 hsa-miR-16-5p 4 hsa-miR-24-3p 3
hsa-let-7g-5p 10 hsa-miR-15b-5p 5 hsa-miR-144-3p 3 hsa-miR-191-5p 3
hsa-miR-122-5p 9 hsa-miR-107 4 hsa-miR-23a-3p 3 hsa-miR-29a-3p 3
hsa-miR-3591-3p 9 hsa-miR-1 4 hsa-let-7¢c-5p 3 hsa-miR-450a-5p 3
hsa-miR-425-5p 9 hsa-miR-30d-5p 4 hsa-miR-101-3p 3 hsa-miR-181a-5p 2
hsa-miR-191-5p 9 hsa-miR-3074-5p 4 hsa-let-7a-5p 2 hsa-let-7i-5p 2
hsa-miR-19a-3p 8 hsa-miR-24-3p 4 hsa-miR-15a-5p 2 hsa-miR-16-5p 2
hsa-let-7a-5p 8 hsa-miR-192-5p 3 hsa-miR-19b-3p 2 hsa-miR-15a-5p 2
cel-miR-39 1 cel-miR-39 1 cel-miR-39 0 cel-miR-39 9
Total 3304  Total 1162  Total 802 Total 1044
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Es dificil identificar la causa exacta de la ineficacia del protocolo seguido para registrar un
numero 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 cientifica como una opcidon dptima 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 vacio para poder emplear un mayor volumen de muestra [211], la adicion de moléculas
de RNA que actien a modo de carriers o portadores de los miRNAs [212, 213], o la realizacion previa
de una ultracentrifugacién [214]. Por otro lado, el uso de plasma en lugar de suero es mas adecuado
pues la presencia de miRNAs liberados durante la coagulacién, a pesar de incrementar el
rendimiento de la extraccidn, puede alterar el auténtico perfil de los mismos en la circulacién [215].
Quizdas una excesiva manipulacién de los productos de la extraccion, que tuvieron que pasar por dos
laboratorios adicionales a aquel en el cual se procesaron los plasmas, pudo contribuir a Ia
degradacién del RNA. Dado que no se disponia de otro tipo de muestras con que probar mas
métodos para extraer el RNA, se abandond el uso de técnicas de secuenciacion 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 crénica

Puesto que no se pudo obtener ningun resultado concluyente del andlisis de los plasmas
humanos, se decidié adoptar una estrategia diferente para abordar el objetivo de encontrar un perfil
de expresion diferencial de miRNAs asociado a la ERC. Asi, se optd 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 Oseo del HUCA [216].

En este caso, en lugar de buscar miRNAs diferencialmente expresados mediante métodos de
secuenciacidon masiva, se estudié la expresidon de miRNAs candidatos elegidos tras la realizacidon de
consultas bibliograficas. Se seleccionaron dos miRNAs (miR-29b y miR-30c) involucrados tanto en
procesos fibroticos como de diferenciacion osteobldstica, los cuales juegan un papel clave en el
camino hacia la fase terminal de la ERC asi como en sus complicaciones mas frecuentes.
Concretamente, el miR-29b participa en la fibrosis renal inducida por TGF-B y su mediador Smad3,
quienes regulan negativamente la expresion del miRNA en el rifién [217]. Ademas, contribuye de
forma positiva a la regulacién de la diferenciacién osteoblastica impidiendo la traduccién de
numerosos genes inhibidores del proceso y modulando la expresion de proteinas de la matriz
extracelular [218]. Por su parte, el miR-30c reduce los niveles de mRNA y proteina del factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF, connective tissue growth factor), viéndose la expresion del
miRNA reducida en el tejido renal fibrético [219]. También participa en la diferenciacion
osteoblastica, en este caso regulandola de forma negativa, pues inhibe la expresién proteica de

RUNX2 [220].

En el analisis 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
gue 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).
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Figura 13. Niveles de miR-29b y miR-30c en el suero de ratas con insuficiencia renal cronica con respecto a un
grupo Sham. Se representan las medias y las desviaciones estandar. Se utilizé la prueba t de Student para
comparar los valores del nivel de expresion 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 expresion en el tejido
cardiaco del miR-29b y el miR-30c se ven disminuidos en estas ratas con IRC, cambios que irian a
favor de un aumento en la expresion de genes diana profibréticos [185]. Se pudo demostrar ademas,
mediante el andlisis de distintos marcadores como el area tefiida por Rojo Sirio y la expresidn génica
de colageno 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 desregulacién de los miRNAs estudiados, se comprobd que los cambios producidos en el corazén
se correlacionan con los cambios en sentido inverso en el suero. Los niveles circulantes de miR-29b y
miR-30c podrian, por tanto, utilizarse como biomarcadores del proceso de fibrosis. El origen de las
discrepancias entre lo observado en la circulacidn y en el tejido podria ser debido a la eliminacién
activa de estos miRNAs de los drganos en los cuales esté teniendo lugar la fibrosis mediante su
internalizacidén en vesiculas extracelulares como los exosomas, que posteriormente se secretarian a

distintos fluidos bioldgicos [221].

Tanto el miR-29b como el miR-30c han aparecido propuestos en sendos estudios recientes
como potenciales biomarcadores para la nefropatia diabética [222, 223]. A pesar de que las citadas
investigaciones utilizan orina en lugar de suero como fluido en el cual analizar la expresién de los
miRNAs, los cambios detectados en sus niveles van en la misma direccidon que los presentados en
este apartado. En el caso del miR-29b, su aumento en la orina de pacientes con nefropatia diabética
es atribuido a su produccion por células del rifidn, en particular las células endoteliales del
glomérulo, las cuales liberan el miRNA al medio al ser cultivadas con TGF-B afiadido exdgenamente
[222]. Por el contrario, una investigacién anteriormente mencionada y otras posteriores y con
objetivos similares, detectaron descensos de la expresidn de este miRNA en tejidos procedentes de
modelos animales de fibrosis renal [217, 224, 225]. Adicionalmente, nuestro laboratorio describio un
aumento en la expresion del miR-29b en VSMCs cultivadas con suero urémico o concentraciones
elevadas de calcio y fosfato, asi 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

nefropatia diabética no se atribuye a ningun tipo celular concreto [223].
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4.3. El compuesto EC-8042 atenua el cambio osteogénico en un modelo
in vitro de calcificaciéon vascular, posiblemente a través de la regulacion
de microRNAs

Recientemente se han sintetizado numerosos analogos de la mitramicina (mitradlogos) 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 mitralogos 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 cancer de ovario [229], mama [230] o sarcomas [231]. Es, por tanto, un
buen candidato para tratar de desarrollar un tratamiento farmacoldgico dirigido a prevenir la

calcificacidn cardiovascular.

4.3.1. EC-8042 a la concentracion 100 nM inhibe la transcripcion de genes diana de SP1
sin modificar los niveles de RNA mensajero y proteina del mismo, asi como sin provocar
muerte celular por apoptosis, en células de musculo liso vascular

Puesto que el compuesto EC-8042 aldn no se ha utilizado en modelos de enfermedades
distintas al cancer, no hay constancia en la literatura de ningln 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 calcificacién vascular sin provocar dafios a las
células. Con este objetivo, se cultivé una linea de VSMCs de rata con tres concentraciones diferentes
del mitrdlogo y de mitramicina en el rango de las ya utilizadas para inhibir la calcificaciéon con esta
ultima [173], asi como con voliumenes equivalentes de vehiculo. Se buscaba también de esta manera

comparar la efectividad del compuesto original con la de EC-8042.

Tras la aplicacidn del tratamiento, las células mantuvieron una confluencia muy similar a la del
control con la exposicidn a la concentracién mas baja de los compuestos (10 nM) (Figura 14). Sin
embargo, estos provocaron una disminucién importante de la cantidad de células a partir de una
determinada concentracién (100 nM en el caso de la mitramicina, y 500 nM en caso de EC-8042). Por
tanto, en el caso del mitrdlogo, 100 nM podria ser la maxima dosis de entre las ensayadas que no
provoca efectos toxicos a las células. Ademas, las diferencias observadas con respecto a la
mitramicina sugieren una ventana terapéutica para EC-8042 en torno a la concentracién 100 nM,

razon que llevé a realizar analisis encaminados a confirmarlo.

4.3.1.2. EC-8042 100 nM no provoca un aumento de la muerte celular por apoptosis

Se determind el porcentaje de células apoptdticas presentes en cada una de las condiciones
descritas anteriormente mediante la deteccidn por citometria 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, asi como con volimenes equivalentes de vehiculo. Aumento: 40X.

Mientras que ninguno de los compuestos produjo cambios en los niveles de apoptosis con
respecto al control o al vehiculo a la concentraciéon 10 nM, esto no fue asi para las concentraciones
100 y 500 nM (Figura 15). Se detectdé un 75% de células apoptoticas 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 podrian deberse a la accién directa de los
compuestos, pues la mitramicina es capaz de inducir apoptosis en algunas lineas celulares
neoplasicas a través de la activacidon de caspasas [232]. Sorprendentemente, Zhang y colaboradores
describieron la reduccion por parte de la mitramicina a la concentracién 100 nM de los niveles de
apoptosis provocados por un medio calcificante en la misma linea celular que la utilizada en los
experimentos aqui 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 ademas redujese el porcentaje de
células muertas por este mecanismo. Adicionalmente, se detectaron cambios en el tamafio y
complejidad interna o granularidad de las células bajo el efecto de las condiciones que produjeron

efectos téxicos sobre las mismas (Figura 16).

Los resultados recogidos en este apartado serian, por tanto, una justificacién adicional a los
cambios en la confluencia de las células en cultivo para elegir la concentracion 100 nM de EC-8042
como la mas adecuada para aplicar a las VSMCs con el objetivo de evitar el cambio osteogénico bajo

estimulos 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 estandar. Se utilizd la prueba t de Student para realizar las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05;
** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehiculo: # < 0,05; #* < 0,001; ##* < 0,0001. p vs. Mitramicina: %% <
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viables; los morados, las apoptéticas; y los negros, los restos celulares.
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4.3.1.1. EC-8042 100 nM bloquea la transcripciéon de COL1A1 sin alterar la de SP1
Se determinaron, mediante PCR cuantitativa, los niveles de expresién del mRNA del factor de

transcripcién SP1 en las células cultivadas bajo las condiciones ya mencionadas. El compuesto EC-
8042 produjo un descenso significativo en la expresién de SP1 a la concentracion 500 nM con
respecto al control y el vehiculo, el cual se corresponde con aproximadamente un 30% de los niveles
de expresién del control, pero no produjo ninglin cambio a la concentracion de 100 nM (Figura 17).
La mitramicina, en cambio, produjo un descenso significativo de entre el 40 y el 50% tanto a la
concentracién 100 nM como a 500 nM. Las condiciones que produjeron un descenso significativo en
la expresion de SP1 son aquellas a las que se observé una reduccién importante del nimero de

células en cultivo (Figura 14), asi como un incremento en la muerte por apoptosis (Figura 15).
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Figura 17. Efecto de EC-8042 y mitramicina a diferentes concentraciones sobre la expresién 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 estandar. Se utilizé la prueba t de Student para
llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehiculo: # < 0,01; ## < 0,001;
### < 0,0001. p vs. Mitramicina: ® < 0,05; % < 0,01).

Seguidamente se determinaron, también por PCR cuantitativa, los niveles de expresion del
mMRNA del colageno tipo | alfa 1 (COL1A1). El gen que codifica esta proteina 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]. Ademas, se trata de un gen
comunmente expresado por las VSMCs, pues los diferentes tipos de colageno son los componentes

mas 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 concentracion mas baja produjo un aumento
significativo con respecto al control, pero no con respecto al vehiculo, los cambios en la expresién de
COL1AL1 fueron significativos con respecto a ambos a 100 y 500 nM. Mientras que la concentracidn
mas alta redujo un 85% los niveles del mRNA con respecto al control, la concentracion 100 nM

produjo un descenso de alrededor del 30%. Con la mitramicina sucedié algo similar a lo descrito para
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SP1: mientras que el descenso en la expresién fue moderado a la concentracion mas baja, este fue
muy notable a las dos concentraciones restantes, produciéndose una reduccion de los niveles del
MRNA de COL1A1 de aproximadamente un 85% con respecto a los del control. Se produjo un ligero
incremento en la expresién de COL1A1 con el volumen de vehiculo correspondiente a la
concentracién 10 nM, aunque no se observaron cambios significativos al aplicar los otros dos
volumenes de DMSO. En este caso, las condiciones que producen un mayor descenso en los niveles
de expresion de COL1A1 se corresponden con aquellas en las que se observé un efecto téxico para
las células (Figuras 14 y 15), no asociandose a ningun efecto sobre la confluencia celular o la muerte

por apoptosis el descenso mas moderado registrado a 100 nM.
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Figura 18. Efecto de EC-8042 y mitramicina a diferentes concentraciones sobre la expresion 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 estandar. Se utiliz6 la prueba t de Student
para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehiculo: ## <
0,001; ### < 0,0001. p vs. Mitramicina: %% < 0,0001).

Por lo tanto, los efectos del compuesto EC-8042 sobre la transcripcidon de genes en las VSMCs
son dependientes de la concentracion al igual que sucede con la mitramicina [173], produciéndose
con el mitralogo a 100 nM una inhibicién de la expresion de dianas de SP1 como COL1A1 sin afectar
al factor de transcripcion, la cual no parece repercutir sobre la viabilidad celular. Por consiguiente, el
efecto producido por EC-8042 a la concentraciéon 100 nM podria ser util a la hora de bloquear la

transcripcién dependiente de SP1 de genes osteogénicos durante la calcificacién vascular.

La reduccién de la expresion de COL1A1 por parte de la mitramicina y su andlogo EC-8042 se
explica por el mecanismo de accidén de estos compuestos, es decir, su unién a regiones ricas en G/C
tales como aquellas a las que se une el factor de transcripcién SP1 para regular la expresién de sus
genes diana. Los compuestos se unen al sitio al que se uniria SP1, impidiendo asi que tenga lugar la

activacion de la transcripcién promovida por este.
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En principio, no se esperaria que la reduccidon observada en los niveles del mRNA de SP1 se
interpretase por esta explicacién. Sin embargo, se ha descrito la presencia de secuencias SP1 en el
promotor del gen que codifica esta proteina, lo cual provoca su autorregulacién positiva [235]. Los
compuestos estarian, por tanto, bloqueando este fenédmeno. El menor efecto de los mismos en este
caso podria explicarse por la compleja regulacidn transcripcional de SP1. Se trata de una proteina
expresada de forma ubicua y con multitud de genes diana, en cuya expresiéon 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 continuacién, se comprobaron también los efectos del mitralogo sobre la expresion de SP1 a

nivel proteico mediante Western Blot. El compuesto EC-8042 a la concentracién 500 nM provoco una
reduccion del 60% de los niveles de proteina SP1 con respecto a los de las células cultivadas con un
volumen equivalente de vehiculo (Figura 19). En cambio, la expresidn proteica de SP1 se mantuvo
similar a la del grupo tratado con vehiculo con las dos concentraciones restantes. Asimismo, se
determind que la mitramicina a 100 nM reducia los niveles de proteina SP1, confirmando las
diferencias observadas a esta concentracidn 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 degradacion de SP1 dependiente de proteasoma como se ha descrito previamente [232].

Por ultimo, contrastando estos resultados con los de los apartados anteriores se puede ver
como las condiciones en las que se detectaron aumentos en el porcentaje de células apoptéticas
(Figura 15) acompafiadas de reducciones en la confluencia de las VSMCs en cultivo (Figura 14) son,
ademas, aquellas en las que se inhibid la transcripcion de SP1 y se redujeron sus niveles proteicos.
Efectivamente, la reduccion de la expresidon de la proteina SP1 en células tratadas con RNAs de
interferencia se ha visto acompafiada 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 vy el
analogo a 500 nM provocarian los incrementos observados en el porcentaje de células apoptodticas
por este mecanismo, siendo entonces el mantenimiento del mensajero y proteina del factor de

transcripcién SP1 con EC-8042 a 100 nM una garantia para el uso terapéutico del mitralogo.
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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: cuantificacion de la intensidad de las bandas. Resultados
procedentes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Se representan las medias y las
desviaciones estandar. Se utilizé la prueba t de Student para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Vehiculo: # <
0,05; #* < 0,001. p vs. Mitramicina: ¥ < 0,05).

4.3.2. EC-8042 es capaz de prevenir los cambios en los niveles de expresion de RUNX2 y
TGF-B3 de las VSMCs en condiciones calcificantes, probablemente a través de la regulacion de
miRNAs osteogénicos en lugar de dianas de SP1

Una vez elegida una concentracién del mitrdlogo con la que tratar las VSMCs, se paso a aplicar
este compuesto a un modelo in vitro de calcificacion vascular. Puesto que en un paciente con
calcificacién en sus arterias (o con riesgo elevado de tenerla) el estimulo necesario para que esto se
produzca ya estaria presente antes de recibir un tratamiento, el compuesto no se aplicé desde el
momento en el cual se comenzé a tratar la linea celular de VSMCs con medio calcificante. El
mitralogo se administré a partir de la mitad del tiempo necesario para que las células adquiriesen un
fenotipo osteogénico. Se aplicé también al modelo un volumen equivalente de DMSO para descartar

la influencia del vehiculo.
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Los experimentos de calcificacidn se finalizaron cuando se observaron cambios morfolégicos
en las VSMCs al microscopio (Figura 20). Como se puede ver, las células presentaron en todas las
condiciones en las cuales habia un estimulo calcificante un aspecto diferente a las cultivadas con
medio control. Sin embargo, su confluencia en las condiciones CaP y CaP + Vehiculo era menor que
en la condicién en la cual se afiadié EC-8042 al medio CaP. Esto sugiere que el mitrdlogo fue capaz de

contrarrestar, al menos en parte, el efecto téxico que producen el calcio y el fosfato sobre las VSMCs.

Figura 20. Morfologia al microscopio de las células A7r5 cultivadas con las diferentes condiciones aplicadas al
modelo de calcificacién. Las imagenes se tomaron en el momento en el que se finalizé el experimento. Aumento:
40X.

Se cuantificd a continuacion el calcio depositado sobre las células cultivadas con las diferentes
condiciones. La concentracion elevada de calcio y de fosfato provocd un incremento significativo del
calcio depositado con respecto al control en todos los casos en los cuales estaba presente (entre 130
y 230 pg Ca/mg proteina total, frente a 3 pg Ca/mg proteina total, Figura 21). En cambio, la adicién
del mitrdlogo al estimulo calcificante no consiguié equiparar la cantidad de calcio depositada a la de
las células con medio control, siendo el depdsito de calcio en la condicidn CaP + EC-8042 similar al de
la condicion CaP. Ademas, esta tendencia no se corresponde con las marcadas diferencias
morfoldgicas que se podian observar al microscopio entre las células tratadas con el mitralogo y el
resto de las cultivadas con medio calcificante (Figura 20), por lo que la accién de EC-8042 sobre las

VSMCs parece ser independiente de la formacidn de depdsitos de calcio.

Al contrario de lo aqui 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 investigacion, el compuesto no solo redujo drasticamente
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la cantidad de calcio depositado, sino que ademas consiguié que la magnitud de los depdsitos se
asemejase mas a la del grupo control que a la de un grupo tratado solamente con el estimulo
calcificante. No obstante, es importante mencionar que en la antedicha publicacidn este estimulo es
diferente (B-glicerofosfato) y la mitramicina se afiadid desde el inicio del experimento de
calcificacién, pues en ese caso no se querian emular los efectos de una posible terapia contra la

calcificacidn vascular.
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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 estandar. Se utilizé 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 estimulo calcificante. En primer lugar, se analizaron los niveles de
expresion de tres promotores de la diferenciacion osteobldstica y del cambio osteogénico asociado a
la calcificacion 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 expresidon de Osterix y RUNX2 si
pudieron ser determinados. Asi, el compuesto EC-8042 fue capaz de prevenir el aumento en la
expresion de RUNX2 producido por el estimulo osteogénico (Figura 22), como ya esta descrito con la
mitramicina [173]. En este caso, se pasé de un incremento en los niveles del mMRNA con respecto al
control de alrededor de 2,5 o 3 veces con CaP o CaP + Vehiculo a uno de aproximadamente 1,5 veces,
una diferencia que ya no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, los niveles de expresién de
Osterix parecieron responder Unicamente a las concentraciones elevadas de calcio y fosfato y no se

vieron afectadas por la exposicion a EC-8042.

A continuacidn, se analizaron los niveles de expresion de la histona deacetilasa 4 (HDAC4) y la
isoforma 3 del TGF-B (TGF-B3), también por PCR cuantitativa. Ambas proteinas actian como
inhibidoras de la diferenciacion osteoblastica: TGF-B3 es capaz de reprimir la actividad

transcripcional de RUNX2 con la mediacion de Smad3 [237], proceso en el cual colaboran histona
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deacetilasas como HDAC4 [238]. Mientras que, al igual que sucedié con Osterix, los descensos en la
expresion de HDAC4 solo respondieron al estimulo calcificante, el compuesto EC-8042 fue capaz de

equiparar los niveles del mRNA de TGF-B3 a los medidos en la condicién control, contrarrestando el

descenso del 40% producido por el medio CaP (Figura 23).
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Figura 22. Efecto de EC-8042 sobre la expresién de promotores de la diferenciacion osteoblastica 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 estandar.
Se utilizé 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 + Vehiculo: ® < 0,05).
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Figura 23. Efecto de EC-8042 sobre la expresion de inhibidores de la diferenciacién osteoblastica 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 estandar.
Se utilizé 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 + Vehiculo: % < 0,01).

Se determinaron también los niveles del mRNA de la alfa actina de musculo liso (ACTA2),
cldsico marcador de VSMCs cuya expresidon 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 expresion 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 expresion 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 estandar. Se utilizé 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 + Vehiculo: % < 0,01).

Se analizaron después los niveles de expresion de SP1 y de su diana COL1A1. Curiosamente los
niveles del mRNA de SP1 no se vieron alterados ni por el estimulo calcificante ni por el compuesto
EC-8042 (Figura 25). Estos resultados contradicen lo descrito por Zhang y colaboradores en la Unica
publicacion de la que tenemos constancia que haya utilizado mitramicina para bloquear la
calcificacién [173], por la ausencia tanto de un incremento en la expresion de SP1 en condiciones
calcificantes, como de la inhibicién del mismo por parte del mitrdlogo en las VSMCs. Es asimismo
sorprendente que el mitralogo no solamente no reduzca la expresién de COL1A1 en el modelo de
calcificacién como se esperaria a la vista de los resultados publicados, sino que ademas esta aumente
con EC-8042 con respecto a CaP, condicidn que produjo un descenso del 60% en los niveles del
mRNA.

Los datos mostrados hasta ahora estarian indicando, por un lado, que EC-8042 es capaz de
prevenir, al menos parcialmente, el cambio osteogénico producido en las VSMCs sometidas a un
estimulo calcificante como son las altas concentraciones de calcio y fosfato. Los cambios en la
expresion de genes relacionados con este cambio fenotipico de las células coincide ademas con las
diferencias en su morfologia y confluencia observadas al microscopio: una menor confluencia y
morfologia en “valle y colina” con el medio CaP y CaP + Vehiculo, y una mayor confluencia y
morfologia mas similar a la del control con el medio CaP al que se afiadié EC-8042. Esto convertiria a
EC-8042 en candidato para ser utilizado a modo de terapia contra la calcificacién vascular, pues la
expresion de marcadores osteogénicos como RUNX2 y la morfologia en “valle y colina” de las VSMCs
se ha observado en asociacién con una fase presenescente de estas células en modelos in vitro de
envejecimiento vascular [239]. En caso de utilizarse con este propdsito, no obstante, EC-8042 deberia
complementarse con otros métodos capaces de eliminar los depdsitos minerales para evitar también

la rigidez que estos provocan en los vasos de los pacientes con calcificacion.
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Por otro lado, los datos recogidos en este apartado indican también que los niveles de
expresion del factor de transcripcion SP1 no parecen influir en el cambio hacia un fenotipo
osteoblastico de las VSMCs en el proceso de calcificacion de las arterias. Esta observacién, a pesar de
haber sido documentada por una publicacion cientifica reciente, es llamativa por el hecho de que,
hasta entonces, la sobreexpresién de SP1 se habia visto asociada a enfermedades de naturaleza
neoplasica, las cuales implican hiperproliferacién, y no un cambio fenotipico como el que se produce

durante la transdiferenciacion de las VSMCs hacia osteoblastos.
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Figura 25. Efecto de EC-8042 sobre la expresion 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 estandar. Se utilizé la prueba t de Student
para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: **** < 0,0001. p vs. CaP: # < 0,05. p vs. CaP + Vehiculo: % <
0,01).

Finalmente, se analizaron también los niveles de expresidon de los miRNAs que resultaron
desregulados en el modelo animal de IRC. Tanto la expresion del miR-29b como la del miR-30c se
vieron afectadas por la adicién 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 direccion 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 expresion se ve desregulada tanto por la ERC como por la calcificacién vascular. Sin embargo,
puesto que el estimulo en las ratas es diferente al aplicado a las células (no se les habia
proporcionado una dieta con alto contenido en fésforo a los animales) los cambios que los miRNAs
sufren en cada modelo pueden ir en sentido opuesto. Ademads, la expresion de los dos miRNAs se vio
modificada por el compuesto EC-8042, haciendo el mitralogo que el miR-29b redujese sus niveles de
expresion hasta equipararse al control y el miR-30c los aumentase, llegando a prevenir el cambio

provocado por la condicion CaP.

Mds concretamente, en relacion al miR-29b, estos resultados confirmarian la implicacién del
mismo en la calcificacién vascular in vitro ya descrita por nuestro grupo [226]. También podrian

explicar el descenso en la expresién de COL1A1 con CaP y la recuperacién parcial de sus niveles de
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expresion con EC-8042, pues este tipo de colageno 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 relacidon causa-efecto
entre la aplicacién del compuesto y la regulacion a la baja de la expresion del miR-29b y la regulacién
al alza del miR-30c, lo cual daria a los miRNAs la categoria de dianas terapéuticas. Ademas, seria
necesario llevar a cabo un estudio que permitiese correlacionar los niveles circulantes de los miRNAs
con los celulares, asi como determinar si las VSMCs son capaces de liberarlos al ambiente

extracelular para poder afirmar definitivamente que también sirven como biomarcadores.
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Figura 26. Efecto de EC-8042 sobre la expresion 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 estandar. Se utilizé 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 +
Vehiculo: ¥ < 0,05; $% < 0,001).

Por tanto, aunque seria necesario realizar mds experimentos para determinar cudl es el
mecanismo exacto por el cual el compuesto EC-8042 atenua el cambio osteogénico de las VSMCs, los
datos recogidos en la presente Tesis Doctoral parecen indicar que el mitrdlogo actua a través de la
regulacién de miRNAs implicados en este proceso, encontrandose entre ellos, al menos, el miR-29b y
el miR-30c. Es importante destacar que miR-29b también promueve la calcificaciéon de las VICs [240],
lo cual abre la puerta al traslado de nuestros resultados a otros tipos de calcificacion ectépica, como

por ejemplo la que ocurre en las valvulas cardiacas.

Para comprobar si la regulacién de estos dos miRNAs por parte del mitralogo podria producirse
por la unién del compuesto a regiones ricas en G/C como las que reconoce SP1, se buscé 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 transcripcion 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] identificd al menos un sitio consenso de unién 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 transcripcidon de los miRNAs regulados por
las mismas no puede deberse al bloqueo de la unién de la proteina SP1 al DNA. Esta regulacion
transcripcional quizds esté mediada por algin otro factor de transcripcion, 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 unidn a regiones ricas en G/C [243-246], aunque recientemente se ha sugerido que este
actua de forma diferente, uniéndose a regiones ricas en A/T a través de la formacidn de complejos
con proteinas de la familia DLX [247]. Ademads, 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 transcripcion tipo Krippel (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 regulacidon de la expresién génica que hemos
observado en nuestros experimentos. Es necesario, en consecuencia, continuar realizando
experimentos encaminados a dilucidar la manera por la que EC-8042 atenua el cambio osteogénico
de las VSMCs durante la calcificacion si se quisiese desarrollar una tratamiento farmacolégico basado

en este compuesto.
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Figura 27. Posicién de los sitios consenso de unién del factor de transcripcion SP1 en los promotores de los
genes Mir29b1, Mir29b2 (en los cromosomas 1y 13) y Mir30c1 de R. norvegicus. pb= pares de bases.
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4.4. La calcificacién de las valvulas aoérticas podria estar dirigida por
exosomas producidos por los macréfagos, viéndose ademas la cantidad
de estas vesiculas incrementada en la circulacién 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 caracteristicas similares a las de las células del hueso a la par que
se produce el depdsito de calcio. Como ya se explicé en la introduccion, la valvula adrtica sufre estos
cambios patoldgicos bajo determinadas circunstancias como pueden ser la edad avanzada o la ERC.
Se recogen a continuacidon una serie de experimentos realizados con el objetivo de estudiar con

mayor profundidad este proceso.

4.4.1. La cuantificacion de la extension de los depésitos minerales presentes en los
velos valvulares por medio de parametros de histomorfometria 6sea es indicativa de su grado
de degeneracion tisular

4.4.1.1. Hay una elevada correlaciéon entre BMD y BV/TV en las valvulas a pesar de existir
diferencias en la distribucion de sus valores

Con el objetivo de estudiar el proceso de calcificacién de la valvula adrtica, se cuantifico la
extension de los depdsitos de calcio de velos procedentes de cirugias de reemplazo mediante
microCT [251]. Esta técnica se ha aplicado previamente a valvulas extirpadas, permitiendo asi
demostrar la similitud entre los depdsitos presentes en las mismas y el hueso [252] o la existencia de
un mayor numero de estos en las valvulas estendticas de anatomia tricispide que en las bicuspides
[253]. Asimismo, se ha demostrado la correlacién de las medidas que pueden obtenerse a partir de
microCT con la evaluacién ecocardiografica de la severidad de la estenosis [253, 254]. En nuestro
caso se tuvieron en cuenta dos variables: la densidad mineral 6sea (BMD) y el ratio volumen
o0seo/volumen de tejido (BT/TV), parametros clasicamente utilizados en el campo de la
histomofometria dsea para determinar la calidad del tejido dseo [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 proporcidn de este volumen es ocupada por el mineral.

Puesto que las muestras estudiadas proceden de 57 pacientes con diversos tipos de
valvulopatia adrtica, no Unicamente estenosis severas, se esperaba conseguir una coleccién de
muestras que fuese representativa de todo el espectro posible de calcificacidon de la valvula adrtica.
Por ello, y antes de comenzar a trabajar con las mencionadas variables, se determind si la
distribucion 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 tomaria una distribucion
normal estandar, es decir, cuyo valor promedio es cero (Figura 28). Este tipo de grafico se denomina
grafico cuantil-cuantil o QQ-plot, y permite observar con facilidad cuanto se acerca la distribucién de

un determinado conjunto de datos a una distribucion ideal.
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La elevada frecuencia de ceros con los que cuenta la variable BMD impide que su distribucién
pueda considerarse normal, mientras que la variable BV/TV se ajusta bastante mejor a este tipo de
distribucidon. Ademas, y como consecuencia del limite de sensibilidad con el que el tomdgrafo 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 pequefios préximos al cero. Por tanto, la normalizacién de la
variable por medio de una transformacion de sus valores (por ejemplo, log [x+1]) no facilitaria su
manejo estadistico, pues lo Unico que conseguiria seria desplazar la cola de ceros a otro punto del eje
de ordenadas.
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Figura 28. Ajuste a la distribucion normal estandar de los valores registrados para BMD y BV/TV de los velos
valvulares aédrticos. Cada punto de los graficos representa el velo de un paciente. La proximidad entre los puntos,
asi como la posicion de los mismos con respecto a la linea discontinua, indican la similitud existente entre la
distribucion de los datos y una campana de Gauss centrada en el valor 0. Se muestra también la significacion
estadistica (p-valor) del ajuste a la distribucion normal segun el test de Kolmogorov-Smirnov.

Se comprobd a continuacidén que existe una correlacidén positiva entre BMD y BV/TV (Figura
29). Esto restaria importancia al hecho de que BMD no siga una distribucion normal, pudiendo servir
como justificante para realizar el mismo tratamiento estadistico de los datos con las dos variables

cuando se maneje la muestra completa.

Por otro lado, es importante destacar el hecho de que la linea de tendencia resultante cruce el
eje de abscisas, es decir, que el modelo de regresion lineal no contemple la existencia de valvulas con
ausencia total de un volumen correspondiente a depdsitos de calcio (BV/TV = 0) entre las extirpadas
y, por tanto, enfermas. Esto indica también que hasta que los depdsitos no alcanzan un determinado
volumen (alrededor del 1,5% del total del velo), la BMD es tan pequefia que el tomdgrafo no es capaz
de detectarla. Segun esta hipdtesis, una vez hayan alcanzado este tamafio minimo, la densidad media
de hidroxiapatita en las valvulas ird incrementando de manera proporcional al volumen de sus
depdsitos. Podria deducirse de esto que la calcificacién en las valvulas tiene un origen disperso,
afectando a la BMD solamente cuando los nucleos donde se haya depositado hidroxiapatita cobren
una cierta entidad. Es necesario, no obstante, corroborar la validez de esta hipétesis mediante la

correlacién de las medidas de BMD y BV/TV con los cambios ocurridos en el tejido.
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Figura 29. Correlacién entre las variables BMD y BV/TV. Cada punto del grafico representa un velo de un
paciente. La linea discontinua se corresponde con el modelo de regresion lineal que explica la relacion de los
valores que toman las variables. Se muestra la significacion estadistica de la correlacion (p-valor), asi como el
valor del coeficiente de correlacién de Spearman (p).

4.4.1.2. BV/TV aumenta de manera paralela a la progresiéon de la degeneracion del tejido
valvular, mientras que BMD solamente discrimina las valvulas mas calcificadas del resto

Se seleccionaron los 20 velos situados en los extremos del espectro de calcificaciéon de acuerdo
con los dos parametros de histomorfometria dsea (10 de entre los mas calcificados y 10 de los menos
calcificados) para determinar si existe una relacion entre estas medidas y los cambios sufridos por el
tejido valvular aértico durante la calcificacion. Una vez incluidos en parafina y realizados los cortes,
se realizé una tincién de orceina de las muestras seleccionadas para seguidamente realizar una
gradacion de la degeneracidn tisular de los velos con respecto a las pautas descritas por Warren y
Yong [87], ya mencionadas en la introduccién, atendiendo principalmente a los componentes de la
matriz extracelular. Como se observa en la Figura 30, las valvulas a las cuales se asigné el grado 1 de
la escala mantenian intacta la caracteristica estructura en tres capas de su matriz extracelular. Las
clasificadas como de grado 2 presentaban, en cambio, algun depdsito en la capa fibrosa, aunque sus
dimensiones no llegaban a afectar a las demas capas. En los velos de las valvulas de grado 3, el
tamafio de los depésitos era tal que estos provocaban un engrosamiento notable de las capas fibrosa
y esponjosa, aunque no llegaban a afectar al tejido eldstico, que aun asi se veia deformado y
desplazado. Por ultimo, en los velos de las valvulas en el ultimo estadio de degeneracion (grado 4) la
capa ventricular también se veia afectada, pudiendo encontrarse en ellos algin punto en el cual se

perdia 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 valvulas adrticas correspondientes a cada estadio de la
escala de Warren y Yong. Los componentes de la matriz extracelular de las valvulas se diferenciaron gracias a la
tincion de orceina: las fibras elasticas muestran un tono morado; el colageno, 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 elasticas en esta capa. Las imagenes fueron
tomadas con los mismos aumentos.

Puesto que siguiendo este criterio se obtuvo un nimero muy reducido de valvulas en los dos
primeros grados de la escala, probablemente como consecuencia del caracter patoldgico de todas las
muestras, los velos se agruparon en tres grupos para que hubiese un numero similar de muestras en

cadauno deellos (6, 7y 7).

Se encontraron diferencias significativas entre los tres grados de degeneracidn del tejido con
respecto a la extensién de sus depdsitos 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 estadisticas 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 podrian agruparse en dos categorias segiin su BMD,
tal y como se muestra en la Figura 32. Podria decirse entonces que la cuantificacidn de la extension
de los depdsitos de calcio mediante BV/TV es mas til a la hora de clasificar los velos en relacion a la
progresion de la calcificacidn, pues fue capaz de discriminar los grupos en los cuales se dividieron las
muestras mejor que BMD. Ademads, estos datos otorgan validez a los pardmetros de
histomorfometria ésea a la hora de asignar un valor numérico a la extensién de los depdsitos de
calcio en el tejido blando, ya que los valores aportados por las dos variables elegidas en esta Tesis

Doctoral guardan relacién con lo sucedido en el tejido valvular.
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Figura 31. Valores de BMD y BV/TV segun el grado de degeneracion del tejido valvular evaluado mediante la
escala de Warren y Yong. Cada punto del grafico indica el valor de la variable en el velo de un paciente. Se
representan la mediana y el rango intercuartilico. Se muestra la significacion estadistica (p-valor) de las
diferencias entre los tres grupos segun la prueba de Kruskal-Wallis.
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Figura 32. Valores de BMD para los dos grados de degeneracion del tejido segtin los estadios de Warren y Yong
agrupados. Cada punto del grafico indica el valor de la variable en el velo de un paciente. Se representan la
mediana y el rango intercuartilico. Se muestra la significacion estadistica (p-valor) de las diferencias entre los dos
grupos segun la prueba U de Mann-Whitney.

La distinta forma en que BMD y BV/TV se relacionan con la degeneracién de la matriz
extracelular viene a confirmar lo que sugeria la distribucién comentada en el apartado anterior, es
decir, un posible origen disperso de la calcificacion en las valvulas. Este podria ser uno de los
aspectos similares entre la calcificacion de las vélvulas 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 tamafio de solamente unos pocos nanémetros, como se ha
observado en la tunica media de arterias procedentes de pacientes en didlisis [256]. Estas
calcificaciones de pequeifo tamafio también se encuentran en las lesiones ateroscleréticas,
incluyendo las mas tempranas, donde preceden al incremento en la expresién de proteinas

reguladoras de la calcificacion [257].
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4.4.2. Proteinas indicadoras de diferenciacion osteobldstica, neovascularizacion,
inflamaciéon y presencia de exosomas estan presentes en las regiones proximas a los
depositos 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 inmunohistoquimica proteinas representativas de
diferentes procesos celulares que acompafian a la formacién de los depdsitos de calcio en las
valvulas. Se utilizaron con este motivo los mismos 20 velos seleccionados en el apartado anterior, los
cuales también se tifieron con hematoxilina y eosina para facilitar la observaciéon de la morfologia

general del tejido.

Como se puede ver en la Figura 33, los depdsitos 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 contraposicion a la matriz de naturaleza fibrilar y organizada en
capas del resto del velo. Los depdsitos eran, ademas, mayoritariamente acelulares. En las valvulas sin
depdsitos detectables (columna de la izquierda, muestra de grado 1 de Warren y Yong) o en las
regiones libres de los mismos de las vélvulas en estado mas avanzado de degeneracion se observé
una escasa positividad para todas las proteinas seleccionadas. En las valvulas con depdsitos, por el
contrario, se pudo observar la colocalizacion de todas las proteinas estudiadas en regiones vecinas a

los depdsitos de calcio, estando presentes algunas de ellas en cantidades muy abundantes.

Se aplicé a estas muestras un anticuerpo contra BMP2, proteina de conocida implicacion en el
cambio osteogénico asociado a los diferentes tipos de calcificacion cardiovascular. En la segunda fila
de la Figura 33 se puede observar como la mayoria de la positividad para BMP2 se detecté en grupos

de células adyacentes a los depdsitos.

Se localizd asimismo CD31 (Cluster of Differentiation 31), clasico 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 cdmo en ocasiones no se detecté CD31 ni
siquiera en los bordes de los velos, aunque esta ausencia podria deberse al procesamiento de las
muestras en lugar de al dafio del endotelio, pues este estd formado por una monocapa de células. Se

observaron también acimulos de vasos neoformados en las zonas préximas a los depdsitos.

Se hizo igualmente en estos 20 velos una inmunohistoquimica para detectar CDG6S,
comunmente empleado como marcador de macréfagos, células presentes en los infiltrados
inflamatorios de las valvulas (cuarta fila de la Figura 33). Se pudo observar algo de positividad para
esta proteina en las regiones no mineralizadas, aunque se presenté de forma muy dispersa. En
cuanto a las zonas cercanas a los depdsitos, la tincion positiva para CD68 fue muy abundante en
células que formaban acumulos situados alrededor de las zonas con neovascularizacién. El hecho de
que el grueso del marcaje para esta Ultima proteina no colocalizase con las zonas con mayor
concentraciéon de tincion para BMP2 podria indicar que las células que expresan el marcador

osteogénico son VICs y no procederian, por tanto, del sistema inmune.
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Por ultimo, se localizaron en los velos valvulares CD63 y Alix, reconocidos marcadores de
vesiculas extracelulares [258]. Mientras que CD63 pertenece a la familia de las tetraspaninas,
proteinas transmembrana presentes en estas vesiculas e implicadas en la transduccién de seiales,
Alix participa en la biogénesis de los exosomas [259]. Ambas proteinas se detectaron en las mismas
regiones en las cuales se detectd el marcador de macréfagos, aunque su tincion positiva fue mucho

mas escasa (quinta y sexta filas de la Figura 33).

La actividad osteogénica, la neovascularizacién y la presencia de infiltrados inflamatorios en las
valvulas adrticas patoldgicas son fendmenos bien caracterizados de la CAVD, como ya se menciond
en la introduccién. Gracias a los resultados aqui descritos hemos podido demostrar la ocurrencia
simultanea de todos ellos en las mismas regiones del tejido valvular. La presencia de BMP2 corrobora
la necesidad de la via de sefializacion mediada por la familia de las BMPs para el desarrollo de la
calcificacién de la valvula adrtica, 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 especifico [260]. En
cuanto a la neovascularizacion, se ha demostrado la presencia de células progenitoras endoteliales
en el tejido valvular patolégico que promueven el remodelado del mismo y contribuyen a que el
proceso de neovascularizacion tenga lugar [261, 262]. Ademads, se ha descrito previamente una
estrecha relacién de la inflamacion con los vasos neoformados en las valvulas, favoreciendo estos

ultimos la llegada de los monocitos al tejido donde se transformardn en macréfagos [98].

Adicionalmente, nuestros resultados corroboran la implicacién de las vesiculas extracelulares
en la calcificacion de las vdlvulas. Aunque esto ya era conocido [263], en una investigacidn reciente
se ha conseguido demostrar la colocalizacion de la proteina capaz de unir calcio anexina A6,
enriquecida en los exosomas producidos por VICs cultivadas in vitro bajo estimulos calcificantes, con
zonas de acumulaciéon de vesiculas en la matriz extracelular [264]. Asimismo, se sabe que los
macrofagos infiltrados en las lesiones aterosclerdticas tienen la capacidad de secretar vesiculas

identificadas como exosomas [53], proceso que nosotros hemos localizado en el tejido valvular.

Todo esto podria estar indicando, por un lado, que los macréfagos juegan un papel importante
en la calcificacién de las valvulas, accediendo al tejido valvular desde la circulacién a través de los
vasos neoformados para secretar vesiculas a la matriz extracelular que influyen sobre el fenotipo de
las VICs. Por otro lado, también indicaria que el cambio osteogénico de las VICs estaria dirigiendo la
formacion de los nidos de calcificacion. De hecho, BMP2, junto con el calcio y la PTH, es capaz de
inducir la sobreexpresién de PiT-1 [265], transportador de fosfatos presente en las membranas de las

vesiculas procalcificantes.

Figura 33 (en la péagina siguiente). Imagenes representativas de las inmunohistoquimicas de proteinas
implicadas en la enfermedad de la valvula adrtica calcificada. En la columna de la izquierda se recogen imagenes
de una vélvula en el grado 1 de la escala de Warren y Yong; en el centro, una regién proxima a un depésito de
calcio de una valvula en el grado 3; y a la derecha, un mayor aumento de la region mostrada en la columna
central. Las flechas indican la situacion de la regiéon mostrada a mas aumentos. El asterisco sefiala la posicion
del depésito de calcio.
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4.4.3. Los niveles de expresion de BMP2 en el tejido valvular no se correlacionaron con
la calcificacion de los velos, pero si con los niveles de expresiéon de MGP

Tras comprobar que BMP2 estaba presente en el tejido valvular, se decidié estudiar la

correlacidn entre el grado de calcificacidn de las valvulas y la expresion de su mRNA determinada por

PCR cuantitativa. Se extrajo para ello RNA de 22 valvulas elegidas de forma aleatoria de entre
aquellas que contaban con la medida de la extension de sus depdsitos de calcio mediante microCT.
Se analizaron también por PCR cuantitativa los niveles de expresion de MGP, uno de los mads
reconocidos e importantes inhibidores enddgenos de la calcificacién en los tejidos blandos [266] que

ejerce sus funciones, en parte, gracias a la inhibicién de BMP2 [267].

No hubo correlacién entre la expresion de los genes y las dos variables indicativas de la
cantidad de calcio depositada en las valvulas (Figura 34). Esto quizds 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
inmunohistoquimicas, puesto que el tratamiento de las muestras requerido por estas técnicas las
inhabilita para la correcta conservacidon del RNA. De hecho, se ha descrito la presencia de depdsitos
de calcio en diferentes estadios de desarrollo en cada uno de los velos de una valvula tricuspide
[268], fendmeno que pudo haberse dado en los individuos cuyas valvulas fueron utilizadas en estos
experimentos. De todas formas, también ha podido ocurrir que la proteina que aparece en el tejido
valvular se haya sintetizado en otra localizacion y llegue a la vélvula a través de los vasos
neoformados. Como consecuencia, no se ha podido establecer una relacion entre BMD y BV/TV y los
niveles de expresiéon 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 tamafio muestral y tratar de ver correlaciéon entre la
expresion de BMP2 y MGP, se amplié la muestra con otras 14 valvulas procedentes de la segunda
poblacién de pacientes con valvulopatias. Se pudo observar una correlacién positiva entre los niveles

de expresion de ambos genes, la cual tiene ademds una elevada significacion estadistica (Figura 35).

A pesar de la contradiccion que puede suponer el detectar niveles elevados de un inhibidor de
la calcificacion como MGP en muestras que también muestran una expresion 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 expresion de MGP en placas
aterosclerdticas en las paredes de las arterias [269-271], el cual se ha explicado por la existencia de
un desfase entre la sintesis de la proteina y la y-carboxilacién de la misma, proceso que la vuelve
bioldgicamente activa [257]. De hecho, se han detectado concentraciones elevadas de MGP en
lesiones calcificadas de la pared adrtica de ratas envejecidas que, como consecuencia de sus bajos
niveles de y-carboxilacién, no eran capaces de unir BMP2 para contrarrestar su actividad [272]. Por
tanto, al igual que sucede en las arterias, la calcificacién de las valvulas podria verse favorecida por la
falta de y-carboxilacion de la MGP vy, de hecho, se han detectado diferencias entre los niveles de la
proteina descarboxilada en el plasma de individuos sanos y en el de pacientes con estenosis adrtica
severa [273].
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Figura 34. Correlacién de los niveles de expresion de BMP2 y MGP en el tejido valvular con las variables BMD y
BV/TV. Cada punto del grafico representa el velo de un paciente. Se muestra la significacion estadistica de la
correlacion (p-valor), asi como el valor del coeficiente de correlacion de Pearson (r).
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Figura 35. Correlacién entre los niveles de expresion de BMP2 y MGP en el tejido valvular. Cada punto del
grafico representa el velo de un paciente. La linea discontinua se corresponde con el modelo de regresion lineal
que explica la relacidon de los valores que toman las variables. Se muestra la significacién estadistica de la
correlacion (p-valor), asi como el valor del coeficiente de correlacion de Pearson (r).
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4.4.4. El drea ocupada por los macréfagos en los velos valvulares se asocia con la
extension de la calcificacion

Para comprobar si, como las inmunohistoquimicas sugieren, los macréfagos estan dirigiendo el
proceso de mineralizacién, se decidid estudiar la asociacidn entre los mismos y la extension de los
depdsitos de calcio presentes en las valvulas. Se cuantificéd la tincion para CD68 como medida
indicativa de la cantidad de macréfagos presentes en el tejido, pero también indirectamente como
estimacién de la cantidad de exosomas al colocalizarse el marcaje para CD68 con el de CD63 y Alix.
No hay diferencias significativas en el drea tefiida entre los tres grados de degeneracién, aunque si se
aprecia una tendencia a un aumento a medida que aumenta el grado de degeneracién rozando la

significacion (mediana grado 1-2: 1,0%; grado 3: 1,8% y grado 4: 1,8 %. Figura 36).
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Figura 36. Relacion entre el area con tincion positiva para CD68 y el grado de degeneracion del tejido valvular
evaluado mediante la escala de Warren y Yong. Cada punto del grafico representa el velo de un paciente. Se
han representado la mediana y el rango intercuartilico. Se muestra la significacion estadistica (p-valor) de las
diferencias entre los grupos segun la prueba de Kruskal-Wallis.

Se determind a continuacidn si existia una correlacidén entre el drea tefiida mediante esta
inmunohistoquimica y los parametros de histomorfometria dsea y se vio que tanto BMD como BV/TV
se correlacionan positivamente con el porcentaje del area con marcaje para CD68, aunque la

significacion estadistica fue mayor con la primera variable (Figura 37).

Por tanto, los macréfagos, y por extensién la inflamacidén, podrian estar dirigiendo la
mineralizacién en la CAVD. De hecho, es sabido que estas células son capaces de agravar la
calcificacién aterosclerdtica y de las valvulas adrticas a través de la secrecion de citoquinas
inflamatorias como IL-6 o TNF-a, asi como de favorecer la degradacién y el remodelado de la matriz
extracelular mediante la sintesis de diversas enzimas proteoliticas [274]. Ademds, como ya se ha
mencionado, se ha descrito la presencia de exosomas derivados de macrdofagos en placas
aterosclerdticas. Adicionalmente, gracias a estudios in vitro, se ha podido determinar que las
vesiculas liberadas por estas células cuentan con la capacidad para nuclear hidroxiapatita [53].

Asimismo, y gracias a la observacion mediante microscopia electrénica de geles de colageno a los

Pagina 76



Resultados y discusion

gue se afiadieron vesiculas extracelulares procedentes de VSMCs cultivadas en condiciones
osteogénicas, se pudo determinar que la agregacion de estas vesiculas origina calcificaciones [275].
Por estas razones, los exosomas derivados de macrofagos ya se han postulado como un factor que
favorece la progresion de la calcificacion [274] y se ha llegado a afirmar que la agregacién de
vesiculas extracelulares derivadas de ellos resultaria en la acumulacién de mineral en las placas

aterosclerodticas [276].
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Figura 37. Correlacién del area con tincion positiva para CD68 con BMD y BV/TV en el tejido valvular. Cada
punto del grafico representa el velo de un paciente. La linea discontinua se corresponde con el modelo de
regresion lineal que explica la relacion de los valores que toman las variables. Se muestra la significacion
estadistica (p-valor) de la correlacién, asi como el valor del coeficiente de correlacion de Spearman (p).

4.4.5. La cantidad de exosomas circulantes en el suero de los pacientes con valvulopatia
aodrtica se asocia con la presencia de depdsitos de calcio en sus valvulas

Los resultados descritos en los apartados anteriores sugieren un papel central para los
macréfagos en la progresion de la calcificacién en las vélvulas, el cual quizas tenga que ver con su
capacidad para secretar vesiculas extracelulares. Debido a la importancia que tendria este proceso,
las vesiculas extracelulares liberadas a la circulacién podrian ser utilizadas como biomarcadores de la
progresion de la CAVD. Por ello, se decidié cuantificar la cantidad de exosomas circulantes presentes

en pacientes con valvulopatia adrtica.

En primer lugar, se probd el método elegido para detectar los exosomas en suero y plasma con
el objetivo de determinar cudl de los dos tipos de muestras proporcionaba los mejores resultados.
Este método se basa en la union de las vesiculas a beads o cuentas microscépicas capaces de captar
exosomas mediante su unidn a anticuerpos especificos anclados a su superficie. Una vez atrapados,
los exosomas son cuantificados mediante la deteccién de la fluorescencia emitida por fluoréforos
conjugados a otros anticuerpos especificos contra proteinas exosomales. Los valores de intensidad
de fluorescencia detectados mediante citometria de flujo en suero estaban mas concentrados en

torno a un valor central, mientras que los valores detectados en plasma presentaban una mayor
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dispersion (Figura 38). Estas diferencias pueden ser debidas a uniones inespecificas de las beads con
particulas presentes en el plasma que no estan en el suero, fluido que en general tiene menos
residuos. Por lo tanto, la fluorescencia detectada en el suero es mas representativa de la cantidad de

exosomas en la circulacién.
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Figura 38. Diferencias entre la medicién de la fluorescencia generada por las beads en muestras de plasma y
suero procedentes de un mismo individuo. En los graficos de la izquierda se representa el tamafio y complejidad
de las particulas o eventos detectados por el citdmetro. Cada punto representa un evento, FSC (forward scatter)
indica su tamafo y SSC (side scatter), su complejidad. Se muestran en rojo aquellos eventos que fueron
identificados como beads. En los graficos de la derecha se representa el nimero de beads (Count) detectadas
para cada valor de intensidad de fluorescencia registrado por el citémetro (PE, abreviatura de ficoeritrina,
fluréforo de deteccion).

Dado que la primera poblacidon de pacientes con valvulopatia adrtica solo tenia muestras de
plasma, se utilizaron las muestras de suero de los individuos pertenecientes a la segunda poblacidn
de pacientes. Por tanto, no se pudo analizar una posible asociacién de la cantidad de exosomas en la
circulacion con los valores de BMD y BV/TV. A pesar de ello, se llevé a cabo un pequefio estudio
piloto en muestras procedentes de 16 pacientes, 7 con calcificacién escasa y 9 con calcificacidn
extensa en sus valvulas, graduada segun 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 segln la prueba t de Student), se decidié
clasificarlos siguiendo criterios mas objetivos. Asi, los pacientes se dividieron en tres grupos segun la
severidad de su estenosis atendiendo a criterios ecocardiograficos y, adicionalmente, en dos grupos
segln presentasen o no depdsitos de calcio en el tejido detectables mediante observacién al
microscopio de secciones histoldgicas tefiidas con orceina. Solamente se encontraron diferencias

significativas en la cantidad de exosomas con respecto a la presencia de depdsitos de calcio (media
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de 1.700 en muestras sin depdsitos frente a 6.118 en muestras con depdsitos, 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

estadisticamente significativo como consecuencia del reducido nimero de muestras (Figura 39).
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Figura 39. Cantidad de exosomas presentes en el suero de pacientes con valvulopatia adrtica en funcién de la
presencia de depdsitos de calcio en sus velos y de la severidad de su estenosis. Cada punto de los graficos
representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se muestra la
significacion estadistica (p-valor) de las diferencias entre los grupos segun la prueba t de Student (grafico de la
izquierda) o la prueba ANOVA (grafico de la derecha).

Se ha demostrado la liberacidn de vesiculas extracelulares por parte de diversos tipos celulares
en enfermedades de tipo neurodegenerativo [277] y autoinmune [278], asi como en diversas
manifestaciones de enfermedad cardiovascular [279]. Mas concretamente, los niveles de vesiculas de
origen endotelial en la circulacidn se han asociado con factores de riesgo cardiovascular como la
hipertension o la dislipemia [280], y las vesiculas procedentes tanto de células endoteliales como de
monocitos ven incrementados sus niveles en la circulacién de pacientes con cardiomiopatia periparto
[281]. A pesar de la similitud de estas investigaciones con los resultados aqui recogidos, seria
necesario realizar una caracterizacion de los exosomas detectados en el suero de estos pacientes
para determinar el origen de los mismos y poder asi confirmar su utilidad como biomarcadores del
proceso de calcificacién de las vdlvulas adrticas. Los exosomas, ademds, contienen miRNAs que
podrian ser estudiados para identificar los diferencialmente expresados en ERC o en valvulopatia

adrtica y que podrian convertirse en biomarcadores de estas enfermedades.
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4.5. Polimorfismos de los genes MMP1 y LPA se asocian con la
calcificacion de la valvula aértica y de la tunica intima de las arterias

Los procesos de calcificacion del aparato cardiovascular estan regulados por numerosos genes
cuyas variantes podrian otorgar mayor o menor susceptibilidad a desarrollar depésitos de calcio a los
individuos portadores. Por ello se ha estudiado el efecto sobre la calcificacién de valvulas 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 extension de la

calcificacion valvular

Dada la conocida implicacidon de las MMPs en la calcificacién cardiovascular, se estudié la
asociacién de tres polimorfismos funcionales del gen MMP1 (-1607 1G>2G, -519 A>G y -340 T>C) con
la extension de la calcificacion de la valvula adértica medida por microCT. Se genotiparon para ello los
45 individuos de los cuales se disponia de DNA de entre los 57 de la primera poblacién cuyos velos
fueron analizados mediante microCT. Los individuos homocigotos para los alelos 1G.1607, G519 ¥ T-340
tenian una menor cantidad de calcio depositado en sus valvulas segin ambas variables, aunque las
diferencias entre los valores medios de las mismas para los tres genotipos de cada polimorfismo solo

fueron estadisticamente significativas en el caso de -1607 y BV/TV (Figura 40).
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Figura 40 (contintua en la pagina 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 graficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal.
Se indica también el p-valor resultante de la comparacion de los valores de las medias para cada genotipo
mediante la prueba ANOVA.

Mas adelante se comprobd, mediante un analisis post hoc (prueba de Bonferroni), que
Unicamente 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, €l cual se aplicod

igualmente a los alelos que produjeron un efecto equivalente en los otros dos polimorfismos.

Tras agrupar a los individuos segun este modelo de herencia genética se pudo comprobar que
los homocigotos para los alelos 1G.1607 Y G-s19 presentaban una cantidad significativamente menor de
calcio en sus velos valvulares seglin BMD y BV/TV que el resto de los individuos (Figura 41). Ademas,
para el polimorfismo -1607, estas diferencias significativas se mantuvieron para los niveles de BV/TV
tras el ajuste por sexo, edad, presencia de valvula adrtica bicuspide vy filtrado glomerular (p = 0,021),

conservandose la tendencia, aunque sin llegar a ser significativa, para los niveles de BMD (p = 0,073).
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Figura 41 (continua en la pagina 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 seguin
un modelo de herencia recesiva. Cada punto de los graficos representa el velo de un paciente. Se ha
representado la media como una barra horizontal. Se indica también el p-valor resultante de la comparacion de
los valores de las medias para cada genotipo mediante la prueba t de Student.

Para comprobar si, ademas de presentar esta asociacion con el nivel de calcificacion de la
valvula, los polimorfismos se asociaban con el diagndstico clinico de los pacientes, se amplié el
genotipado a mas individuos de la primera poblacién de pacientes con valvulopatia adrtica. En este
caso se tuvieron en cuenta solo aquellos cuya anatomia valvular era tricUspide para evitar el sesgo
gue puede producir esta variable sobre el nimero de pacientes que desarrollan estenosis. Asi, se
consideraron 114 pacientes, un 28,4% de los cuales tenian valvulas adrticas normofuncionantes, un

8,6% presentaban insuficiencia, un 49,1% estenosis y un 12,9% una doble lesion adrtica.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias genotipicas
para cada diagndstico en ninguno de los tres polimorfismos de MMP1 estudiados (Tabla 13). No
obstante, aplicando el modelo de herencia recesiva si que se vieron diferencias significativas en la
frecuencia de genotipos del polimorfismo -1607 entre los individuos con valvulas normofuncionantes
e insuficientes (p = 0,034) y entre aquellos que presentaban insuficiencia y estenosis (p = 0,025). Sin
embargo, las frecuencias genotipicas para este polimorfismo en los individuos con valvulas
normofuncionantes no diferian de las de los individuos que presentaban estenosis (p = 0,816), lo cual
indicaria una posible asociacién entre el polimorfismo -1607 y el desarrollo de insuficiencia valvular

adrtica, pero no de estenosis.
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas segtn el diagndstico clinico de valvulopatia para los polimorfismos -1607,
-519 y -340 de MMP1 en individuos con valvulas tricuspides.

Diagnéstico valvular aértico

SNP Genotipo Total Normofuncionante Insuficiencia Estenosis Doble lesion p-valor

N=114 N =33 N=10 N =57 N=15
161G 37 (32,5) 10 (30,3) 7(70,0) 16 (28,1) 4 (28,6)

-1607 1G> 2G 1G2G 50 (43,9) 14 (42,4) 2(20,0) 28 (49,1) 6 (42,9) 0,357
2G2G 27 (23,7) 9(27,3) 1(10,0) 13 (22,8) 4(28,6)
AA 46 (40,4) 14 (42,4) 1(11,1) 22 (38,6) 9 (60,0)

-519A>G AG 47 (41,2) 10 (30,3) 7(778) 27 (47,4) 3(20,0) 0,070
GG 21(18,4) 9(27,3) 1(11,1) 8(14,0) 3(20,0)
T 56 (49,1) 16 (48,5) 3(30,0) 29 (50,9) 8(57,1)

-340T>C TC 43 (37,7) 11 (33,3) 7 (70,0) 21(36,8) 4 (28,6) 0,483
cc 15(13,2) 6(18,2) 0(0,0) 7(12,3) 2(14,3)

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos se analizaron
mediante la prueba exacta de Fisher.

Finalmente, y para poner en contexto estas asociaciones, se comprobd que las frecuencias
obtenidas en nuestra poblacién 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 poblacién de pacientes con valvulopatias 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
valvulopatias y otras dos poblaciones europeas.

MAF MAF
1000
SNP HUCA p-valor gnomAD p-valor
Genomes
-1607 1G> 2G 48,6 50,4 0,538 49,1 0,842
-519A>G 37,3 35,1 0,413 38,6 0,589
-340T>C 29,6 29,5 0,965 27,0 0,221

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
calcificacién de la valvula adrtica, si lo han hecho con otras afecciones cardiovasculares. Se ha

observado un incremento significativo del riesgo de padecer aterosclerosis en la arteria carétida en
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portadores del alelo 2G.1607 [284] y una mayor proporcién del mismo entre individuos que habian
sufrido un ictus isquémico [285]. Asimismo, el alelo G.s15 se vio asociado con un aumento en el grosor
intima-media de la arteria cardtida en una poblacidon con hipertensidon [286]. Se ha encontrado
también una frecuencia significativamente menor de un haplotipo en cuya composicién intervienen
alelos de los polimorfismos -1607, -519 y -340 entre los individuos con valvulas adrticas bicuspides
[287]. Por tanto, cambios en la actividad transcripcional de MMP1 provocados por variantes
genéticas en su promotor podrian estar modulando estos procesos cardiovasculares. Ademas, resulta
interesante que los mismos tres alelos asociados en este trabajo con menor depdsito de calcio en Ia
valvula (1G.1607, Gs10 Y T-340) ejercen un efecto protector frente al infarto de miocardio precoz en
hombres fumadores [288]. Concretamente, esta combinacién de alelos esta descrita como de baja
actividad transcripcional y asociada a menores niveles de MMP1 en placa aterosclerética [137, 138].
En consecuencia, una menor actividad de esta enzima podria ser beneficiosa frente al desarrollo de

patologias cardiovasculares.

En el contexto de la CAVD, la proteccidn ejercida por una menor actividad MMP1 puede ser
debida a la capacidad de la proteina para degradar varios tipos de colageno [289], componente
estructural mayoritario de las valvulas. La interaccién entre las VICs y la matriz extracelular que las
sustenta es fundamental en la fisiologia valvular, pudiendo afectar al fenotipo de las células [290]. De
hecho, se han descrito diferencias en la mineralizacidon y en los niveles de expresion de marcadores
de cambio osteogénico como RUNX2 en VICs cultivadas in vitro sobre diferentes componentes de la
matriz [291], asi como un incremento en la mineralizacion acompafiado de un aumento en la
expresion de osteocalcina y fosfatasa alcalina en velos sometidos a degradacién enzimatica del
colageno [292]. Por tanto, en los individuos con menos MMP1, las fibras de colageno de sus velos
sufririan menos alteraciones bajo los estimulos iniciadores de la enfermedad, una mayor proporcién
de VICs mantendria su fenotipo quiescente y la formacién de depdsitos de calcio se veria 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 extensiéon de la
calcificacion valvular, pero si con la presencia de calcificacion aterosclerdtica en pacientes
con enfermedad renal cronica

4.5.2.1. El polimorfismo rs10455872 no se asocia con las medidas valvulares de BMD y BV/TV

Como se menciond anteriormente, los estudios de genotipado masivo GWAS permiten
identificar genes implicados en un proceso bioldgico. Es el caso del gen LPA en la CAVD. Nos
propusimos confirmar la asociacidn del polimorfismo rs10455872 de LPA con calcificacién valvular en
nuestra poblacion. Para ello se genotiparon los 45 individuos de la primera poblacién de pacientes
con valvulopatias de los cuales se disponia de DNA y datos de microCT de sus velos. No se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de calcio depositado en las valvulas adrticas
atendiendo a los valores medios para BMD y BV/TV entre los individuos con cada genotipo del
polimorfismo rs10455872 (Figura 42). Ademas, los Unicos dos homocigotos para el alelo de riesgo
para la calcificacién de acuerdo con el GWAS citado en la introduccién (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
graficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se indica
también el p-valor resultante de la comparacion de los valores de las medias para cada genotipo mediante la
prueba ANOVA.

Seguidamente, para comprobar si existia alguna asociacion entre el polimorfismo y el
diagndstico clinico, se genotiparon todos los individuos pertenecientes a las dos poblaciones de
pacientes con valvulopatia adrtica cuya anatomia valvular era tricispide y presentaban insuficiencia
o estenosis. Se consideraron asi 332 individuos, de los cuales un 13% habia sido diagnosticado de

insuficiencia y un 87% de estenosis adrtica.

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas del polimorfismo
para cada diagndstico (Tabla 15). Por tanto, los resultados del mencionado GWAS no se han replicado
en la poblacién asturiana, ni utilizando las variables de histomorfometria dsea derivadas del microCT
como indicativo de la cantidad de calcio depositada en los velos valvulares, ni tampoco agrupando a

los pacientes segun su diagndstico.

Tabla 15. Frecuencias genotipicas segun el diagndéstico clinico de valvulopatia para el polimorfismo rs10455872
de LPA en individuos con valvulas tricuspides.

Diagnéstico valvular aértico

Genotipo . - .
Total Insuficiencia Estenosis p-valor
rs10455872
N =332 N =43 N =289
AA 274 (82,5) 38 (88,4) 236 (81,7)
AG 55 (16,6) 5(11,6) 50 (17,3) 0,589
GG 3(0,9) 0(0,0) 3(1,0)

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos se analizaron
mediante la prueba exacta de Fisher.

Se comprobd también si las frecuencias alélicas del polimorfismo en la poblacion estudiada en
esta Tesis Doctoral diferian de las halladas en otras poblaciones europeas de referencia. Las
frecuencias alélicas halladas en nuestra poblacidn 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 valvulopatias y
en otras dos poblaciones europeas.

Poblacion MAF p-valor
HUCA 9,2
1000 Genomes 74 0,179
gnomAD 6,1 0,001

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 poblacién de mas de 40.000 individuos en el cual si se
replicaron los resultados del GWAS original, confirmdndose la asociacidon del SNP rs10455872 con la
estenosis adrtica [293]. Puesto que en estos dos trabajos se emplearon varias poblaciones de
individuos de distinta procedencia geografica, las divergencias en la constitucidon genética de la
poblacidn 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 pequeno tamafio de nuestra poblaciéon o a diferencias en las variables clinicas consideradas.
Mientras que los mencionados estudios dividen a los sujetos en controles sanos y pacientes con
estenosis adrtica, en nuestro caso no se consideraron pacientes con valvula adrtica completamente
normal, pues todos ellos habian acudido a una consulta de cardiologia por sospecha de valvulopatia.
Para incluir este tipo de controles en el estudio hubiera sido necesario realizar ecocardiografias a
personas sanas o analizar mediante microCT valvulas procedentes de autopsias donde se haya

descartado valvulopatia.

4.5.2.2. El polimorfismo rs10455872 se asocia con la presencia de calcificacion en las arterias
carotida y femoral de pacientes con enfermedad renal cronica

Lp(a) también participa en el desarrollo de aterosclerosis, lo cual llevé a estudiar la asociacién
entre el polimorfismo rs10455872 de LPA y la presencia de calcificacién en la carétida y la femoral en
la poblacion del proyecto NEFRONA. Se genotiparon con este objetivo 1.961 individuos a los que se
les habian realizado ecocardiografias de ambas arterias al comienzo del estudio. Con el objetivo de
poder comparar la extensién de la calcificacidon entre los diferentes genotipos, se creé una variable
basada en las observaciones clinicas realizadas a los pacientes. Asi, estos se dividieron en tres
categorias: pacientes a los cuales no se les detectd calcificacion, pacientes a los que se les detectd
calcificacién en algin campo de la arteria carétida o de la arteria femoral, y pacientes a los que se
detectd calcificacidn en algin campo de ambas arterias. De esta forma se incluyé un 81,7% de los
individuos en la primera categoria, un 14,3% en la segunda, y un 4,0% en la tercera. Se encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas presentadas por los individuos incluidos en
cada una de las categorias (Tabla 17). Hay mas frecuencia de homocigotos para el alelo G,
identificado como de riesgo para el desarrollo de CAVD, entre los pacientes con calcificacion en las

dos arterias examinadas.
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Tabla 17. Frecuencias genotipicas para el polimorfismo rs10455872 de LPA en la poblacion NEFRONA segun la
presencia de calcificacion en las arterias carotida y femoral al inicio del estudio.

Calcificacion al inicio del estudio

Genotipo ; . . Calcificacion en carétida Calcificacion en carétida
Total Sin calcificacion p-valor
rs10455872 o femoral y femoral
N =1961 N =1602 N =281 N=78
AA 1685 (85,9) 1388 (86,6) 233 (82,9) 64 (82,1)
AG 268 (13,7) 209 (13,0) 47 (16,7) 12 (15,4) 0,043
GG 8(0,4) 5(0,3) 1(0,4) 2(2,6)

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos se analizaron
mediante la prueba exacta de Fisher.

Puesto que los individuos a los cuales se les realizaron ecocardiografias al inicio del estudio
incluyen a los controles, se decidid comprobar también si esta asociaciéon se mantenia teniendo en
cuenta solamente a los pacientes con ERC. Para ello se analizaron los enfermos a los que se les
habian hecho ecocardiografias también a los 24 meses del comienzo del estudio para ver la
progresion de su calcificacion. Se compararon entonces las frecuencias genotipicas del polimorfismo
rs10455872 entre los mismos tres grados de calcificacién. Se incluyeron ahora 757 individuos, un
79,7% de los cuales no presentaba calcificacion, teniendo el 15,9% calcificacién en algun campo de la
carétida o la femoral, y el 4,5% calcificacién en ambas arterias. De nuevo se encontré un mayor
porcentaje de individuos homocigotos para el alelo G entre los incluidos en la tercera categoria
siendo, como consecuencia, las diferencias entre las frecuencias genotipicas estadisticamente

significativas (Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencias genotipicas para el polimorfismo rs10455872 de LPA en la poblacion NEFRONA segun la
presencia de calcificacion en las arterias carétida y femoral a los 24 meses del inicio del estudio.

Calcificacion a los 24 meses

Genotipo ; . . Calcificacion en carétida Calcificacion en carétida
Total Sin calcificacion p-valor
rs10455872 o femoral y femoral
N =757 N =603 N =120 N =34
AA 642 (84,8) 516 (85,6) 96 (80,0) 30 (88,2)
AG 111 (14,7) 85 (14,1) 24 (20,0) 2(5,9) 0,009
GG 4(0,5) 2(0,3) 0(0,0) 2(5,9)

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnésticos se analizaron
mediante la prueba exacta de Fisher.

Por tanto, hemos observado una asociacidon entre el polimorfismo rs10455872 de LPA y la
calcificacién en la tunica intima de las arterias, la cual es mas clara entre los pacientes con ERC. No es
la primera vez que se encuentra una asociacion entre este polimorfismo y la aterosclerosis:
recientemente se observé una mayor probabilidad de presentar lesiones en las arterias coronarias
entre los portadores del alelo G [294], asi como una asociacidn del SNP con eventos relacionados con

la enfermedad de las arterias coronarias independientemente de la reduccidon farmacoldgica 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 poblacidon con ERC [296], apuntan a la posible
utilidad del genotipado de los pacientes para el polimorfismo rs10455872 a la hora de clasificarlos
segln su susceptibilidad a desarrollar calcificacidn, lo cual podria servir de gran ayuda durante el

manejo clinico de individuos con tan elevado riesgo cardiovascular.

Se comprobd ademas que no existian diferencias entre las frecuencias alélicas de la poblacién
del estudio NEFRONA y dos poblaciones europeas de referencia (Tabla 19), apoyando la validez de
nuestros resultados no solo para la poblacidn espafiola, 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.

Poblacion MAF p-valor
NEFRONA 6,8
1000 Genomes 74 0,571
gnomAD 6,1 0,097

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 extension de la
calcificacién de la valvula adrtica

Por ultimo, y de manera andloga a lo realizado con el polimorfismo del gen LPA, nos
propusimos confirmar la asociacién del polimorfismo rs6702619 de PALMD con valvulopatia en
nuestra poblacién. Se genotiparon igualmente los 45 individuos de la primera poblacién de pacientes
con valvulopatias de los cuales se disponia 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 segun los

parametros de histomorfometria dsea entre los tres genotipos (Figura 43).

A continuacion, se comprobd si existia asociacion entre el polimorfismo y el diagnéstico clinico.
Se genotiparon de nuevo individuos con anatomia valvular tricispide y diagndstico de estenosis o
insuficiencia pertenecientes a las dos poblaciones de pacientes del HUCA. En una primera evaluacion,
en la cual se determiné el genotipo un total de 192 individuos (un 18,3% con valvulas insuficientes y
un 81,2% con valvulas estenéticas), no se pudo observar ningun tipo de asociacidn significativa ni de

tendencia (Tabla 20), por lo que no se continuaron genotipando mas individuos.

Se comprobé también si las frecuencias alélicas eran similares a las de otras poblaciones
europeas. En la Tabla 21 se muestran las halladas en nuestra poblacion y en otras dos de referencia,

presentando diferencias estadisticamente 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 graficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se indica
también el p-valor resultante de la comparacion de los valores de las medias para cada genotipo mediante la
prueba ANOVA.

Tabla 20. Frecuencias genotipicas segtn el diagnéstico clinico de valvulopatia para el polimorfismo rs6702619
de PALMD en individuos con valvulas trictuspides.

Diagnéstico valvular aértico

Genotipo

Total Insuficiencia Estenosis p-valor
rs10455872
N =192 N =36 N =156
T 40 (20,8) 6(16,7) 34 (21,8)
TG 95 (49,5) 20 (55,6) 75 (48,1) 0,686
GG 57 (29,7) 10 (27,8) 47 (30,1)

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagndsticos se analizaron
mediante la prueba Chi-cuadrado.

Tabla 21. Frecuencia del alelo minoritario del polimorfismo rs6702619 de PALMD en individuos con valvulopatias
y en otras dos poblaciones europeas.

Poblacion MAF p-valor
HUCA 54,2
1000 Genomes 50,3 0,112
gnomAD 47,7 0,025

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 pequeiio tamafio muestral y la falta de individuos completamente sanos nuevamente
podrian suponer una importante limitacién de este trabajo que ha podido influir en que no se
repliquen los resultados del GWAS en el que se descubrié la implicacion de rs6702619. A pesar de
esto, puesto que no existen estudios que repliquen la asociacion y aun se desconoce cual es la
funcion de la proteina codificada por el gen PALMD y qué papel juega en la CAVD, resulta dificil
determinar la causa de la falta de asociacion del polimorfismo con la calcificacidn valvular en nuestra

poblacién.
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Conclusiones

Existe un perfil diferencial de expresidn de microRNAs asociado a la pérdida de funcién renal
en un modelo animal de insuficiencia renal crénica que implica, al menos, al miR-29b y al

miR-30c, los cuales participan en procesos fibrdticos y de diferenciacién osteoblastica.

El mitralogo EC-8042 es candidato a ser utilizado como tratamiento de la calcificacidon
cardiovascular en pacientes con enfermedad renal crénica, pues es capaz de atenuar el
cambio osteogénico de las células de musculo liso vascular sometidas a altas concentraciones

de calcio y fosfato a través de la regulacion de miR-29b y miR-30c.

La extensién de la calcificacion en la valvula adrtica se correlaciona con el grado de
degeneraciéon del tejido, en el cual los depdsitos minerales aparecen asociados a cambio

osteogénico, neovascularizacién, inflamacién y produccién de exosomas.

La calcificacion de la valvula aértica, de manera andloga a la calcificacién de la tdnica intima
arterial, podria estar dirigida por la producciéon de exosomas por parte de los macréfagos.
Una vez se confirme su procedencia, la deteccidn de niveles altos de exosomas en circulacién
serviria como biomarcador de la enfermedad en pacientes con estenosis, pues su cantidad

podria ser un reflejo del avance de la calcificacién en el tejido.

Variantes genéticas de MMP1 influyen en el desarrollo de la enfermedad de la valvula adrtica
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 podria servir para predecir el riesgo de desarrollar calcificacion en las

arterias de pacientes con enfermedad renal crénica.
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