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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccidn: La calcificacién vascular ocurre en poblacidn sana, pero es especialmente
frecuente en los pacientes con insuficiencia renal crénica, en los que es la principal causa de
morbi-mortalidad. Pero no todos los pacientes tienen el mismo riesgo de desarrollar
calcificaciones y por eso es importante la identificacion de marcadores que predispongan a
este proceso. Unos posibles candidatos son las proteinas de la matriz extracelular, el espacio
donde ocurre la calcificacion. En arterias humanas calcificadas se ha visto un aumento de
expresion de proteinas tipicamente dseas, como osteocalcina y proteinas morfogenéticas
6seas (BMP) y una disminucion de proteinas que antagonizan la mineralizacion: osteopontina,
proteina GLA de matriz (MGP) y osteonectina, entre otras, todas presentes en la matriz
extracelular. Estos aumentos y/o disminuciones de los niveles de proteinas pueden ser debidos
a distintas causas, como variantes alélicas presentes en sus genes que podrian alterar los
niveles de las proteinas vy, por tanto, alterar el proceso acelerandolo o inhibiéndolo.

Objetivo principal: identificar un marcador precoz del riesgo de desarrollar
calcificaciones vasculares que permita clasificar a los pacientes renales de alto riesgo, para
disefiar acciones preventivas. Objetivos especificos: Caracterizar la variacion gendmica de
polimorfismos en genes candidatos en la poblacién NEFRONA. Estudiar la asociacién entre las
variantes y la presencia de calcificaciones vasculares o de otra caracteristica clinica relevante.
Determinar en plasma los niveles de las proteinas asociadas y correlacionarlos con las
caracteristicas clinicas de los individuos. Determinar la correlacién entre los polimorfismos y
los niveles de las correspondientes proteinas en el plasma de pacientes.

Desarrollo: La poblacién en estudio consistié en una cohorte de 2053 personas que
incluyé tanto pacientes en distintos estadios de enfermedad renal (2-3, 4-5 y en dialisis) como
controles sanos, y que forma parte del estudio NEFRONA. Se determinaron los genotipos de 31
polimorfismos de una serie de genes candidatos seleccionados con criterios funcionales: BMP-
2, -4, -7, fetuina, MMP-1, -2, -3, -9, MGP, MSX-1, -2, osteopontina, osteocalcina y RUNX2. Se
analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas y se buscaron asociaciones estadisticamente
significativas con la presencia y progresion de las calcificaciones vasculares presentes en




arterias femorales y cardtidas y con las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes.
Se determinaron los niveles de proteinas candidatas en plasma de los pacientes.

Resultados: En nuestra poblacion con enfermedad renal fue mas frecuente la
calcificacién a nivel de arteria femoral que de cardtida (24% frente a 18% en pacientes en
didlisis). Ademds, en nuestra poblacidn sana también se encontré un 5% de personas con
calcificaciéon vascular, mayoritariamente en arteria femoral. De los 3 polimorfismos cuyas
frecuencias eran diferentes en individuos con vy sin calcificacion, solo rs4242182 del gen del
factor de transcripciéon MSX2 se asocié independientemente a la calcificacidon vascular en
estadios tempranos de enfermedad, con una OR similar al hecho de ser fumador en nuestro
modelo (OR=2,3). El polimorfismo rs1800802, situado en la regidon promotora de MGP, se
asocié de forma independiente con progresion de la calcificacién total (especialmente en
femoral) en estadios tempranos, aportando la OR mas alta en nuestro modelo (OR=4,4).
Ninguno de los polimorfismos se asocid con enfermedad renal, utilizando como variable
dependiente el valor del filtrado glomerular calculado como MDRDA4. Los niveles circulantes de
MGP fueron significativamente mas elevados en los grupos a medida que progresa la
enfermedad, con una correlacidn inversa significativa con el filtrado glomerular. También
fueron mas altos en pacientes con calcificaciéon en femoral comparados con los no calcificados.
Sin embargo, esta variable no contribuyé a predecir calcificacién cuando se incluyen en el
modelo los factores de riesgo independientes observados en nuestro estudio. En un modelo
lineal multivariante, tanto los 3 polimorfismos de MGP como el estadio de enfermedad
contribuyeron independientemente a la prediccion de los niveles de MGP.

Conclusién: Hemos identificado polimorfismos en los genes MSX2 y MGP que se asocian
independientemente con calcificacidn vascular en estadios tempranos de la enfermedad renal
y que, por tanto, podrian tenerse en cuenta a la hora de predecir el riesgo de calcificacién de
un paciente. Mds estudios en otros genes y marcadores y en otras poblaciones son necesarios
para conseguir una predicciéon lo mas temprana posible, antes de que la calcificacion empiece
a producirse.




RESUMEN (en Inglés)

Introduction: Vascular calcification occurs in healthy population, but is especially
common in patients with chronic renal failure, where it is the main cause of morbidity and
mortality. However, not all patients are at the same risk of developing calcifications and thus it
is important to identify markers predisposing to this process. Possible candidates are
extracellular matrix proteins, the space where calcification occurs. Calcified human arteries
have been shown to increase expression of typically bone proteins, such as osteocalcin and
bone morphogenetic proteins (BMP) and decrease in mineralization-antagonizing proteins:
osteopontin, matrix GLA protein (MGP) and osteonectin, among others, present in the
extracellular matrix. These increases and/or decreases in protein levels may be due to
different causes, such as allelic variants present in their genes that could alter protein levels
and, therefore, alter the process by accelerating or inhibiting it.

Main objective: to identify an early marker of the risk of developing vascular
calcifications that allows classifying high-risk renal patients to design preventive actions.
Specific objectives: To characterize the genomic variation of polymorphisms in candidate
genes in the NEFRONA population. To study the association between variants and the
presence of vascular calcifications or other relevant clinical features. To determine in plasma
the levels of the associated proteins and to correlate them with clinical characteristics of the
individuals. To determine the correlation between polymorphisms and levels of the
corresponding proteins in the plasma of patients.

Development: The study population consisted of a cohort of 2053 people who included
both patients in different stages of kidney disease (2-3, 4-5 and dialysis) as well as healthy
controls, which is part of the NEFRONA study. The genotypes of 31 polymorphisms were
determined from a series of candidate genes selected with functional criteria: BMP-2, -4, -7,
fetuin, MMP-1, -2, -3, -9, MGP, MSX-1, -2, osteopontin, osteocalcin, and RUNX2. Allele and
genotype frequencies were analyzed and statistically significant associations were sought with
the presence and progression of vascular calcifications present in femoral and carotid arteries
and with the clinical and biochemical characteristics of the patients. The levels of candidate
proteins in plasma of the patients were determined.

Results: In our population with renal disease, calcification at the femoral artery level
was more frequent than in the carotid artery (24% vs 18% in dialysis patients). In addition, in
our healthy population also found 5% of people with vascular calcification, mainly in the
femoral artery. Of the 3 polymorphisms whose frequencies were different in individuals with
and without calcification, only rs4242182 of the transcription factor gene MSX2 was
independently associated with vascular calcification in early stages of disease, with an OR
similar to smoking status in our model (OR=2.3). The polymorphism rs1800802, located in the
promoter region of MGP, was independently associated with progression of total calcification
(especially in femoral) in early stages, with the biggest OR in our model (OR=4.4). None of the
polymorphisms was associated with renal disease, using as a dependent variable the value of
the glomerular filtration calculated as MDRDA4. Circulating levels of MGP were significantly
higher in the groups as the disease progressed, with a significant inverse correlation with




glomerular filtration. They were also higher in patients with femoral calcification compared to
non-calcified ones. However, this variable did not contribute to predicting calcification when
the independent risk factors observed in our study were included in the model. In a
multivariate linear model, both the 3 MGP polymorphisms and the disease stage contributed
independently to the prediction of MGP levels.

Conclusion: We have identified polymorphisms in the MSX2 and MGP genes that are
independently associated with vascular calcification in the early stages of renal disease and,
therefore, could be taken into account when predicting the risk of calcification in a patient.
Further studies in other genes and markers and in other populations are necessary to get a
prediction as early as possible, before calcification begins to occur.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION EN MEDICINA
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Introduccidn

1.1 Calcificacion vascular

La calcificacion vascular es un fendmeno comun en la poblacién general. Este
proceso se ve acelerado en personas de edad avanzada y estda modulado por la
presencia de ciertos factores de riesgo como tabaquismo, diabetes, hipertension vy
dislipemia.l’2 La calcificacion vascular estd asociada con una mayor probabilidad de
padecer enfermedades cardiovasculares tales como rigidez arterial, infarto de miocardio
y accidente cerebrovascular entre otras.>*

La calcificacién vascular puede afectar a diferentes arterias de nuestro
organismo, desde grandes vasos eldsticos como la aorta, hasta vasos pequefios como
ocurre en la calcifilaxis, alteracidon vascular poco frecuente pero con una elevada tasa de
morbilidad y mortalidad en pacientes con enfermedad renal crénica (ERC).”

En cuanto a la localizacion en la pared del vaso, las calcificaciones arteriales
pueden darse tanto a nivel de la capa intima como de la tunica media (Figura 1). Las
calcificaciones de la capa intima son consideradas como la evolucién de una disfuncién a
nivel del endotelio, como respuesta inflamatoria que comienza con la acumulacién de
células espumosas (macréfagos activados) y acaba en la formacion de placas de ateroma
mas o menos calcificadas (placas ateroscleréticas). Estas lesiones afectan a la funcion de
conduccién de los vasos dando lugar a oclusion arterial condicionante de isquemia.
Ademas, dichas lesiones pueden progresar hacia la capa media.’

Las calcificaciones a nivel de la media se producen generalmente en la [damina
eldstica interna y afectan a la funcién de amortiguacién de los vasos, lo que compromete
el paso al transformar la presidn y las fluctuaciones ciclicas de la circulacién en la aorta
en un flujo capilar continuo y de baja presion. Inicialmente, estas calcificaciones fueron
consideradas como independientes de la ateroesclerosis, no asociandose a placas de
ateroma o hiperplasia de la intima (esclerosis de Monckerberg)” 2 y sélo se relaciond con
arteriosclerosis tipica en personas de edad avanzada, diabéticos y ERC.? Sin embargo,
actualmente no esta clara esta clasificacién y estudios recientes apuntan a que la
esclerosis de Monckerberg puede ser una variante de ateroesclerosis avanzada y

° En contraposicién, otros estudios observan

calcificada con poca inflamacién.’
calcificacion exclusiva de la media por ejemplo en arterias mamarias de pacientes con
ERC, tanto en dialisis como en estadios previos de la enfermedad en comparacién con

poblacién sana.> 2
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Figura 1. Capas de la pared arterial (tomado de Slideshare).

1.1.1.Calcificacion vascular en los pacientes con enfermedad renal crénica

La ERC se define como la presencia, durante un periodo minimo de tres meses,
de al menos una de estas dos situaciones: filtrado glomerular (FG) inferior a 60
ml/min/1,73m2 o dafio renal. Este ultimo se define por la presencia de anomalias
estructurales o funcionales del rifidn que puedan ocasionar potencialmente un descenso
del FG con implicacion para la salud. En concreto, dano renal incluye: albuminuria
elevada, alteraciones en el sedimento urinario, alteraciones electroliticas u otra
alteraciones de origen tubular, alteraciones estructurales histoldgicas, alteraciones
estructurales en pruebas de imagen y trasplante renal (Guias KDIGO para la evaluacién y

el tratamiento de la ERC)."

La clasificacion de la ERC se basa en la causa que la origina, que se establecera
segun la presencia o ausencia de una enfermedad sistémica o segun un diagndstico
anatomopatolégico observado o presunto, y segun las categorias del FG y de la
albuminuria (Tablas 1y 2).
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Tabla 1. Categorias del filtrado glomerular.

Categoria FG Descripcidn
G1 >90 Normal o elevado
G2 60-89 Ligeramente disminuido
G3a 45-59 Ligera o moderadamente disminuido
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido
G4 15-29 Gravemente disminuido
G5 <15 Fallo renal

FG: filtrado glomerular (ml/min/1,73 m?)

Tabla 2. Categorias de albuminuria.

Cociente albumina/creatinina (mg/g)

Categoria en muestra aislada de orina Descripcion
Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 5300 Muy elevada (|rchuye sindrome
nefrético)

La ERC es reconocida actualmente como un gran problema de salud publica con
importantes implicaciones socioecondmicas, incluyendo los costosos tratamientos
sustitutivos en la fase terminal, pérdida de calidad de vida para el paciente y sus
familiares, asi como por el abordaje, tanto a nivel preventivo como post-evento, de la
enfermedad cardiovascular asociada a una mortalidad prematura que sufren un
porcentaje elevado de estos pacientes. Segun la National Kidney Foundation, la
American Heart Association y el Seventh Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure, la insuficiencia renal

1% 15 Incluso

cronica se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente.
grados leves de disfuncién renal, con valores de FG normales pero donde existe

albuminuria, pueden aumentar el riesgo cardiovascular.*®

En Espana, alrededor de un 10% de la poblacion estd diagnosticada de
enfermedad renal (Estudio EPIRCE)."” Ademds, se calcula que, aproximadamente el 40%
de la poblacién con enfermedad renal no diagnosticada fallecera por una complicacién
secundaria a la ERC, generalmente por enfermedad cardiovascular, antes de entrar en
un programa de dialisis. (Documento de consenso sobre la Enfermedad Renal, 27
noviembre 2012).

Dos millones de espafioles tienen una funcién renal por debajo del 50% de lo
normal y mas de 40000 pacientes estan en dialisis o trasplantados. La supervivencia
global evaluada para los pacientes en dialisis es de un 12,9% a los diez afios, a pesar de
los avances técnicos del tratamiento. Ello podria estar relacionado con el hecho de que
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el 50% tiene una media de tres factores de riesgo cardiovascular y una gran
comorbilidad asociada. (Documento de consenso sobre la Enfermedad Renal, 27
noviembre 2012).

La mitad de las muertes en pacientes con tratamiento renal sustitutivo son
debidas a eventos cardiovasculares.”® (Informe de Dialisis y Trasplante 2014, Registro
Espafiol de Enfermos Renales). En el estudio CHOICE, en el que se compararon los
factores de riesgo cardiovascular clasicos en 1041 pacientes en dialisis respecto a la
poblacién general, se comprobd que la prevalencia de estos factores es mayor en los
pacientes en dialisis.*® Pero también en poblacién con funcién renal normal se observé
una alta incidencia de calcificaciones a nivel de la aorta (European Vertebral Osteporosis
Study, EVOS). Sin embargo, la prevalencia de calcificaciones vasculares estaba
significativamente aumentada en la poblacién en hemodialisis.?

En la poblacidn con ERC, las calcificaciones arteriales aparecen de forma precoz,
progresan a una velocidad mayor y ocupan zonas mas amplias que en la poblacién
general.?! El primer estudio en establecer una asociacién entre ERC y mortalidad
cardiovascular fue el Framingham, en el que se demostrd que la presencia de
calcificacion en la aorta abdominal era predictor de mortalidad.?? En otro estudio se
observé que el 40% de los pacientes con ERC (FG medio=33 ml/min) presentaban
calcificaciones de las arterias coronarias en comparacion con el 13% de los controles de
edad similar y funcién renal normal.”® Cabe destacar que en estudios realizados en
poblacién joven menor de 30 afos en didlisis ya se encontrd calcificacién coronaria
severa y progresiva.?*

Las calcificaciones vasculares en la ERC resultan de la suma de calcificaciones de
placas de ateroma y calcificaciones de la media, pudiendo coexistir ambos tipos de
calcificacion en el mismo vaso. Como resultado, se ven afectadas las dos funciones
arteriales: conduccién y amortiguacion. Esto implica un mayor nimero de alteraciones
gue conllevan alto riesgo de mortalidad, lo que esta en consonancia con los estudios que
proclaman a las calcificaciones vasculares como factor prondstico en la poblacién con

ERC, relacionando el grado de calcificacion con mortalidad cardiovascular.”>?’

1.2. Pruebas diagnosticas para la deteccidon de calcificaciones vasculares

En la actualidad, las guias KDIGO recomiendan realizar un estudio para la
determinacion de calcificaciones vasculares en aquellos pacientes con ERC en los que la
deteccion pueda suponer una modificacién en la actitud terapéutica que se les presta,
en los pacientes que estan esperando un trasplante renal o en pacientes con
hiperfosfatemia significativa que requieran diferentes captores de fosforo, dada la gran
prevalencia y relacién de las calcificaciones vasculares con el prondstico cardiovascular.
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El patrén-oro actual para la deteccion de calcificacion vascular es el indice o
score de calcificacion de arterias coronarias (CAC) mediante tomografia computarizada
(CT) cuantificdndolas con la escala de Agatston.28 Ademas, también es el método de
referencia para calcificacion adrtica y valvular. Existen dos modalidades: CT helicoidal
multidetector y tomografia de haz de electrones (EBT por electron beam tomography).
Esta ultima genera imagenes con mayor rapidez evitando artefactos por movimientos
cardiacos y respiratorios de forma que es muy util para obtener imagenes a nivel
toracico. Ambas técnicas son caras y no estan disponibles en todos los centros
sanitarios.

Otra técnica muy sensible y quizds menos conocida es la tomografia por
emision de positrones (PET) donde es necesaria la administraciéon de un radiofarmaco
para la obtencién de imagenes. En combinacion con CT (PET-CT) permite estudiar las
placas ateromatosas y el grado de calcificacion que presentan. Para ello se administra al
paciente 18-fluordesoxiglucosa (18FDG), un radiofarmaco andlogo de la glucosa que sera
captado por las placas de ateroma en las que existe inflamacion. Los leucocitos y
macréfagos activados necesitan metabolizar gran cantidad de glucosa como fuente de
energia para la quimiotaxis y fagocitosis, por lo que mostraran gran avidez por la 18FDG.
La calcificacion se localiza mediante el estudio CT. Luego se pueden fusionar las dos
imagenes gracias a los equipos hibridos que actualmente existen, combinando asi la
informacién metabdlica que proporciona la imagen del PET con la informacién
anatémica del CT (Figura 2).

P Etpesor 327 mm

IMAGEN PET IMAGEN CT FUSION PET-CT

Figura 2. Imdgenes tomadas mediante PET, CT y fusion de las mismas donde se aprecia la
calcificaciéon en la pared de la aorta (flecha). Imdgenes cedidas por el Servicio de Medicina
Nuclear del Hospital Universitario Central de Asturias.
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Estas dos ultimas técnicas (CT y PET) son caras y no estan disponibles en todos
los centros sanitarios. Por ello se recurre a otras técnicas diagndsticas alternativas mas
sencillas y con mayor disponibilidad. Dentro de estas técnicas destacan las técnicas
radioldgicas convencionales y las técnicas ecograficas.

1.2.1.Radiologia convencional

Dentro de esta técnica se puede utilizar la radiografia lateral de abdomen para
la determinacion de calcificaciones en la aorta abdominal pues se ha demostrado una
buena correlacion con los hallazgos mediante CT.”° Ademds, las guias KDIGO sugieren el
uso de una radiografia lateral de abdomen para la deteccién de calcificacion adrtica
abdominal.*® Por otro lado, la determinacidn de calcificaciones adrticas mediante esta
técnica puede ser utilizada clinicamente para predecir morbilidad y mortalidad
cardiovascular.** !

La radiografia no es un método cuantitativo para determinar los niveles de
calcio, pero se han propuesto algunos indices semicuantitativos, como el propuesto por
Kauppila, que detecta la presencia y estima la gravedad de la calcificacidon en la aorta
abdominal mediante una radiografia lateral de abdomen.?! Para la determinacién de
calcificaciones a nivel del arco adrtico se puede utilizar |la radiografia de torax postero-
anterior.*?

La angiografia es la técnica por imagen patron-oro cuando se trata de
diagnosticar una disminucion del flujo vascular; sin embargo, sélo muestra informacion
sobre la luz del vaso y no de la pared. Si la calcificacidon no esta condicionando estenosis,
como es el caso de la mayoria de las calcificaciones de la media, puede no ser util. En
ERC, no se encontrd correlacion entre la angiografia y el CT para el estudio de la
enfermedad coronaria, donde se encontraron grados elevados de calcificacién sin
estenosis significativa.33

1.2.2.Técnicas ecograficas

Estas técnicas, permiten calcular el grosor intima-media (GIM) como marcador
de ateromatosis. Ademas, se puede observar si existe calcificacion y si hay o no
estenosis. Son utilizadas para el estudio del territorio carotideo y de otros vasos como
las arterias femorales.>* Presentan la ventaja de no irradiar al paciente a diferencia de
todas las técnicas de imagen descritas anteriormente, incluida la PET. Como
inconvenientes destacan que es una técnica explorador-dependiente y la dificultad de
algunos territorios vasculares de dificil acceso. Mediante Eco Doppler (ecografia
bidimensional a la que se suma el efecto del Doppler) se logra la visualizacién del vaso
explorado aportando detalles acerca de la morfologia del mismo, asi como de la
situaciéon hemodindmica en su interior. La presencia de calcio genera una imagen
hiperecogénica con una sombra posterior. En el caso de la detecciéon de calcificacién
valvular, las guias KDIGO recomiendan la ecocardiografia.
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El indice tobillo brazo (ITB) es una prueba que ha demostrado ser de gran
utilidad para el diagnostico de la enfermedad arterial periférica y para la detecciéon de
sujetos con alto riesgo cardiovascular. El ITB se calcula tras dividir la presién arterial
sistélica (PAS) de cada tobillo entre el valor de la PAS de una arteria braquial. Para ello,
so6lo es necesario un esfigmomandmetro y un Doppler portatil. Valores menores de 0,9
presentan una especificidad y sensibilidad muy altas para identificar obstruccion
superior al 50% en el territorio vascular de los miembros inferiores y valores de ITB
superiores a 1,4 sugieren rigidez arterial y/o calcificacion del vaso.

1.3. Fisiopatologia de la calcificacion vascular

Durante afios se considerd que las calcificaciones vasculares eran un proceso
pasivo consecuencia de la cristalizacién de sales de calcio debido al aumento en plasma
del calcio y el fésforo en los enfermos renales. Pero actualmente existen suficientes
evidencias de que la calcificacidon se debe, ademds, a un proceso activo, organizado y
altamente regulado, similar a la formacién de hueso.®® En este proceso activo participa
la apoptosis de las células de musculo liso vascular (VSMC) formando nucleos
apoptéticos donde se inicia la formacion de cristales calcicos, la diferenciacidon
osteocondrogénica de las VSMC capaces de producir vesiculas de matriz que actdan
como ncleos para la calcificacion® 36 y la degradacién de la elastina, inducida por la
elastasa y otras proteasas. La elastina degradada tiene mucha afinidad por el calcio, lo
gue conlleva el crecimiento de la hidroxiapatita. Los péptidos derivados de la elastina
acaban provocando diferenciacién osteocondrogénica.’’

La calcificacion vascular es un proceso en el que la hipercalcemia induce la
expresion del ARN mensajero de Pit-1, un subtipo de cotransportador de fosfato
localizado en las VSMC. La hiperfosfatemia activa el Pit-1 permitiendo asi la acumulacidn
de fosforo dentro de la célula, lo que sirve de sefial para la expresién de genes
osteogénicos.™®

En los pacientes con ERC, el numero de calcificaciones vasculares es mayor que
en la poblacion general debido a que, ademas de los factores de riesgo cldsicos, estos
pacientes pueden verse afectados por factores patogénicos, consecuencia de las
alteraciones del metabolismo éseo que sufren y las terapias usadas para controlarlas.
Entre estos factores destacan la hiperfosfatemia, las toxinas urémicas, el exceso de

vitamina D, los niveles bajos de fetuina y la inflamacién crénica.’® 38

1.4. Proteinas de la matriz extracelular

Estudios en proteinas de la matriz extracelular han sugerido que la calcificacion
extradsea se produce acompafiada de un aumento de la expresidn de proteinas
tipicamente éseas, como proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), osteocalcina (BGP),
fosfatasa alcalina y una disminucion de las proteinas que antagonizan la mineralizacion,

como osteopontina y proteina GLA de matriz (MGP), entre otras.>® 3% %
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1.4.1. Proteina Gla de la matriz

La proteina Gla de la matriz (MGP) es una proteina de bajo peso molecular
(aproximadamente 10 kDa) que contiene cinco residuos del aminoacido dependiente de
vitamina K acido y-carboxiglutamico (Gla) y tres residuos de serina susceptibles de ser

fosforilados.*> %2

Se encuentra en gran variedad de tejidos como huesos, valvulas
cardiacas, rifién, cartilago, arterias (predominantemente a nivel de la adventicia aunque
también en la media) y vesiculas de matriz donde actua limitando la nucleacion

mineral.*> %

La MGP fue la primera proteina estudiada in vivo implicada en la inhibicion de la
calcificacion vascular. Los ratones con delecion del gen de la MGP (MGP-/-) muestran
calcificaciones en todo el arbol arterial y mueren pocas semanas después de haber
nacido como consecuencia de la rotura espontdnea de la aorta calcificada.”® Ademas,
estos roedores sufren osteopenia, fracturas y presentan pequefio tamaifo. Estos
acontecimientos sugieren que la MGP regula indirectamente la mineralizacion ya que
tiene la capacidad de inhibir la diferenciacion osteogénica de las células mesenquimales
mediante la formacién de un complejo con la BMP-2 que evita la unién de la BMP-2 con
sus receptores y por lo tanto inhibe su actividad promotora.”® Ademas, la pérdida de
MGP permite que BMP-2 incremente su actividad, lo que podria inducir una conversion
condrocitica de las VSMC.>***

complejo BMP-2/MGP. Una y-carboxilacion incompleta, mas que una reduccion de MGP

La y-carboxilacion es un proceso necesario para formar el

en si, incrementa el riesgo de calcificacion.*®

La MGP es uno de los inhibidores fisiolégicos mas importantes de la
calcificacion que protege frente a factores promotores de la misma. Se ha explicado esta
capacidad de inhibicion de la calcificacion a través de la afinidad de los residuos Gla por
los fosfatos calcicos, uniéndose a ellos e impidiendo que cristalicen en forma de
hidroxiapatita.*’ Por otra parte, se ha descrito que la capacidad de unién de la MGP a
BMP-4 la convierte en un regulador de la formacién del arbol vascular.*®

1.4.2. Osteopontina

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina fosforilada con un peso molecular
gue puede variar entre 45 y 70 kDa en funcién de modificaciones postraduccionales.
Esta presente en varios tejidos mineralizados como huesos y dientes. También se
encuentra como citocina en sangre, orina y liquido seminal.”® En rifién, la OPN se
expresa, en condiciones fisioldgicas, en nefronas y epitelio tubulointersticial y ha sido
asociada a diferentes patologias como glomerulonefritis, formacién de calculos, etc.
Ademas, tiene un papel regenerador en la recuperacién de tejido renal, por ejemplo tras
la isquemia.”

La OPN actua como inhibidor del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita.
Ademas promueve la funcién osteoclastica mediante la integrina avBf3.>! La OPN se une
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estrechamente al calcio de la hidroxiapatita y a continuacién los osteoclastos lo
identifican mediante la integrina especifica, permitiendo asi que estas células puedan
ejercer su funcion de resorcién dsea durante el proceso de calcificacion.>

Se ha encontrado OPN en sitios de calcificacion de placas ateroscleréticas y en
valvulas adrticas calcificadas. Sin embargo no se ha encontrado en aortas normales.™
Los niveles de OPN también estan elevados en las arterias calcificadas de los roedores
MGP-/-, lo que sugiere que la OPN puede ser un regulador de la mineralizacién en
vsmc.>!

En un estudio realizado in vitro se demostrd la capacidad de las VSMC para
producir OPN y factores de transcripcion implicados en la diferenciacion de células a tipo
osteoblasto, como RUNX2 y MSX2, cuando se exponen a altas concentraciones de
fésforo, suero urémico, lipidos oxidados y algunos factores que se encuentran alterados
en los pacientes renales.™

1.4.3. Proteinas morfogenéticas dseas

Las BMP son un grupo de glicoproteinas de bajo peso molecular involucradas en
el crecimiento y desarrollo de varios tejidos y érganos como el hueso, corazdn, rifiones,
ojos, piel y dientes. Se sintetizan en las células mesenquimales, osteoprogenitoras,
condrocitos, osteoblastos y plaquetas dentro de la matriz extracelular y son secretadas
durante la reparacion y remodelacion ésea.>

Dentro de la familia de las BMP, la BMP-2 es una de las proteinas que presenta
mayor capacidad de inducir la regeneracion dsea y de formar hueso ectépico. Ademas, a
nivel fisioldgico regula el crecimiento, la diferenciacidén, la quimiotaxis y la apoptosis

55, 56

celular. Esta implicada en la reparacion ésea y es una de las proteinas que se

expresan en los primeros dias tras una fractura.

En las lesiones aterosclerdticas acompafiadas de calcificacidon se ha encontrado
una sobreexpresién de BMP-2,-4 y -6.>’ En concreto, BMP-2 estimula la expresién de
genes osteogénicos en VSMC en cultivo.”® Las sefiales en cascada iniciadas por un
aumento en la expresion de BMP-2 pueden ser activadas por estrés oxidativo y
citoquinas inflamatorias, lo que sugiere que estas sefales participan en la calcificacion
arterial que se observa en pacientes diabéticos sin ERC y en modelos animales de
sindrome metabdlico.>®

Por otra parte, la ruta de sefalizacién basica para la formacién y funcién de las
células dseas estd constituida por el sistema receptor activador del factor nuclear kB
(RANK)-ligando de RANK-osteoprotegerina (RANK-RANKL-OPG) y se ha demostrado que
este sistema también participa en el proceso de calcificacion de VSMC in vitro y ademas
lo hace a través de un aumento de la expresiéon de BMP-4.% Esta proteina, al igual que
BMP-2, es capaz de inducir diferenciacion osteogénica de las VSMC a través de la
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induccion de factores de transcripcién como RUNX2 y MSX2.5* RUNX2 se sintetiza en
regiones donde no esta presente la MGP, que actia como protectora frente a la
calcificacion.®? Ademas, regula la expresion de los componentes principales de la matriz
6sea, incluyendo colageno tipo |, osteocalcina y osteopontina.63

1.4.4. Metaloproteasas de matriz extracelular

El remodelado vascular, tanto fisiolégico como patoldgico, implica la
degradacidn y reorganizacion de la matriz extracelular, procesos en los que intervienen
las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP). Participan a través de la
degradacion de diferentes componentes de la matriz incluyendo colageno, caseina y
proteinas de adhesién como laminina, ademas de modular muchas moléculas bioactivas

® Intervienen en la proliferaciéon celular, la adhesion, la

en la superficie celular.
diferenciacién y la apoptosis asi como en la funciéon inmune, la cicatrizacion de tejido y la

angiogénesis.®

La actividad de las MMP en diversos tejidos estd estrechamente regulada por
inhibidores tisulares endégenos de MMP (TIMP).?® La alteracién del equilibrio fisiolégico
entre MMP y TIMP puede contribuir a la fisiopatologia de las enfermedades vasculares
tales como la aterosclerosis, aneurismas y venas varicosas.®’

Estas proteinas pertenecen a la superfamilia de las metzincinas que se
caracterizan por tener un motivo altamente conservado, con tres histidinas que
coordinan un atomo de zinc dentro del dominio catalitico y una metionina conservada
cercana al sitio activo. Se sintetizan como zimdgenos inactivos que requieren ser
activados por proteélisis.68

La MMP-1 es una colagenasa que juega un papel importante en la escision de
colageno fibrilar tipo |, Il y lll. MMP-1 es sintetizada por las células de musculo liso y los
macrofagos de la pared arterial y tiene una mayor expresidon en lesiones
ateroscleréticas.®

La gelatinasa MMP-2 es de particular importancia en la biologia vascular porque
se expresa abundantemente en las arterias y su actividad se modifica durante la
progresion de la enfermedad vascular. En arterias de pacientes trasplantados renales se
encontrd una relacion entre la activacion de MMP-2 y la degeneracién de las fibras
eldsticas, rigidez, calcificacion de la media y disfuncién vasomotora en las arterias.’® Los
autores proponen que la manipulacion de la actividad de la MMP-2 podria ser una
estrategia terapéutica potencial para controlar estas situaciones en pacientes renales.

Por otra parte, los niveles plasmaticos de MMP-1, -2, -3 y -7 aparecen mas
elevados en un grupo de pacientes jovenes (45—65 anos) ateroscleréticos, con GIM mas
elevado, que en los pacientes con menores grosores.69 Ademas, el indice normalizado de
GIM se asocié de forma independiente con los niveles de MMP-3, -7 y del inhibidor de

26



Introduccidn

MMP TIMP-1, y los niveles de MMP-7 se asociaron positivamente con calcificaciéon de la
carétida.”* También en otro trabajo se encontré una mayor expresién de MMP-1, -2 y -3
en valvulas adrticas calcificadas en comparacién con valvulas adrticas normales.”?

1.4.5. Estudios genéticos relacionados con la calcificacidon vascular

El estudio de las variantes génicas, bien sean mutaciones o polimorfismos
presentes en los genes de las diferentes proteinas implicadas en los trastornos del
metabolismo &éseo y mineral, podria colaborar a mejorar su entendimiento. Los
polimorfismos son variaciones en la secuencia del genoma que existen con relativa
frecuencia en la poblacion y diferencian a unos individuos de otros. Polimorfismos en
algunos genes se han asociado a la susceptibilidad a padecer enfermedades, a tener
manifestaciones clinicas especificas y/o a diferencias en la respuesta a tratamientos. Se
han descrito variantes genéticas asociadas con alteraciones del metabolismo dseo y
mineral en genes de proteinas relacionadas con la matriz extracelular, como BMP,’3 7
via de Wnt,”*”® MMmP’* % y mGp 213

A raiz del Proyecto Genoma Humano, que permitié determinar la secuencia del
genoma humano, aumento el interés por la busqueda de genes o loci que puedan
predecir y prevenir el desarrollo de enfermedades, permitiendo clasificar a los

individuos en funcién de su riesgo a desarrollarlas.®>®’

Para la busqueda de estos loci se
han empleado varios tipos de estudios entre los que destacan los estudios de ligamiento
y los estudios de asociacidén, y dentro de estos ultimos podemos diferenciar entre
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) vy los que estan basados en genes

candidatos.

Los estudios de ligamiento se caracterizan por estudiar a personas
pertenecientes a una misma familia donde se manifiesta una determinada enfermedad.
Para ello se identifica el genotipo, mayoritariamente para microsatélites aunque
también para polimorfismos distribuidos por todo el genoma de dichos individuos. Es un
método indirecto que permite establecer la relacién de una enfermedad entre
miembros de una misma familia.®®

Los estudios de asociacion pueden partir de una hipdtesis inicial en la que se
estudian genes candidatos con alta probabilidad de estar implicados en la enfermedad
(estudios de asociacidon basados en genes candidatos) o por el contrario no partir de
ninguna hipodtesis e identificar el genotipo para miles de polimorfismos repartidos por
todo el genoma (GWAS) mediante microchips de ADN. En ambos casos se trata de
estudios caso-control.® Los estudios de asociacion basados en genes candidatos pueden
presentar varias limitaciones entre las que destacan la falta de reproducibilidad en otras
poblaciones y el bajo poder estadistico debido a que el tamafio muestral suele ser
pequefio.”® Sin embargo, permiten una aproximacién menos costosa al problema
aunque los procedimientos de genotipado masivo cada vez son mas accesibles.
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Introduccidn

Actualmente ya existen numerosos estudios de variantes genéticas en algunas
proteinas de la matriz extracelular que sugieren relacién con el proceso de calcificacién
vascular. Asi, estudios genéticos de determinados polimorfismos en MGP sugieren
asociaciéon con pérdida de masa dsea y progresion de calcificacién vascular en

hombres." 2

En otro trabajo se asociaron variantes genéticas de MGP con calcificacion
en la pared vascular de la aorta y de las arterias coronarias.”® Por otro lado, el andlisis de
296 individuos de la poblacién general pertenecientes a la cohorte de Oviedo del estudio
EVOS-EPOS®* encontré asociacion de dos polimorfismos de MGP simultaneamente con

pérdida de masa dsea y con progresion de calcificacién aortica.”

Por otra parte, numerosos estudios de variantes genéticas en promotores de
diversas MMP han revelado asociaciones con progresion y estabilidad de la placa
aterosclerética.’® Un estudio caso-control en poblacidn espafiola mostré que
determinados polimorfismos del promotor de MMP-1 estaban asociados con el riesgo
de infarto de miocardio prematuro en hombres fumadores.”’ En otro estudio se
encontrd asociacion entre contenido de calcio en la valvula aédrtica y el polimorfismo
1G>2G de este mismo gen en pacientes sometidos a reemplazo valvular.?®

Diversos investigadores han intentado modificar los modelos matematicos
tradicionales de prediccién basados en factores de riesgo clasicos, como el descrito por
Framingham, introduciendo polimorfismos que aumenten el poder de prediccion de
padecer una enfermedad. En este sentido, McGeachie y col. confeccionaron un modelo
de prediccion de calcificacion coronaria en el que combinaron 13 polimorfismos con las
variables sexo, edad, peso, tabaquismo y diabetes mellitus, ademas de un marcador
informativo de ancestralidad, que aumentd aproximadamente un 12% el area bajo la
curva ROC frente al modelo en el que se incluyeron solamente las variables clinicas o los
polimorfismos.>

Todos estos hallazgos hacen atractivo que se siga investigando posibles
variantes genéticas en proteinas implicadas en el proceso de calcificacion vascular que
ayuden a entenderlo. Con los conocimientos de los que disponemos podemos afirmar
que algunas variantes genéticas que influyen en la expresidn de algunos genes de
proteinas de la matriz extracelular pueden ser en parte responsables de un mayor riesgo
de presencia y/o progresion de calcificacion vascular. Estos analisis genéticos
conducirian a la identificacion de los marcadores mas precoces posibles de las
alteraciones descritas antes puesto que vendrian determinados en el nacimiento del
individuo.
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Hipdtesis

La calcificacion vascular, un proceso que puede ocurrir en poblacién sana, es
especialmente frecuente en los pacientes urémicos. Sin embargo, no todos los
pacientes tienen el mismo riesgo de presentar calcificaciones, lo que sugiere que
podria existir un cierto componente genético que predisponga a este proceso. Unos de
los genes potencialmente candidatos son los que codifican proteinas presentes en la
matriz extracelular, que es el espacio donde ocurre la calcificacién y seran, por tanto,
el objeto de estudio de esta tesis doctoral.

Las arterias humanas sanas expresan cierto numero de proteinas asociadas a

10 Estudios en arterias humanas

hueso, aunque generalmente a niveles bajos.
calcificadas han mostrado un aumento de expresién de estas proteinas tipicamente
Oseas, como fosfatasa alcalina, osteocalcina y BMP y una disminucion de las proteinas
gue antagonizan la mineralizacion: osteopontina, MGP y osteonectina, entre otras,3’8
todas ellas presentes en la matriz extracelular. Por tanto, parece que en la pared
vascular calcificada se rompe el equilibrio a favor de las proteinas que promueven la
mineralizacidén, que prevalecen sobre las que protegen la pared vascular de

calcificaciones.

Estos aumentos y/o disminuciones de los niveles de proteinas pueden ser
debidos a distintas causas. En concreto, variantes alélicas presentes en los genes
codificantes de proteinas de matriz extracelular, especialmente en sus regiones
promotoras, podrian alterar los niveles de las proteinas y, por tanto, alterar el proceso
acelerandolo o inhibiéndolo. A partir de estos antecedentes, construimos nuestra
hipotesis principal: el hallazgo de una asociacion entre determinados alelos o
genotipos en estos genes candidatos, los niveles de proteinas circulantes y la
calcificaciéon vascular permitira establecer un nivel de riesgo para un individuo
dependiendo del genotipo que presente que podria, ademas, modular el efecto de los
factores ambientales.

Se trata de responder dos cuestiones fundamentales:

1.  ¢Hay polimorfismos en estos genes relacionados con la presencia de
calcificacién vascular?

2.  ¢Podrian ayudar a predecir la calcificacion vascular en los enfermos
renales antes de que llegue a establecerse?

Asi, una vez determinada esa asociacion, estas variantes podrian pasar a
considerarse como factores de riesgo para la aparicidn de calcificaciones vasculares.
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Objetivos

El objetivo de este trabajo de tesis doctoral es identificar un marcador precoz
del riesgo de desarrollar calcificaciones vasculares que permita clasificar a los
pacientes renales de alto riesgo, para disefiar acciones preventivas que evitarian los
costosos tratamientos paliativos posteriores. Para tratar de responder a este objetivo
fundamental se proponen los siguientes objetivos concretos:

19, Caracterizar la variacién gendmica de polimorfismos seleccionados en
genes candidatos de proteinas de la matriz extracelular, asi como genes reguladores de
dichas proteinas, en la poblacién del Proyecto NEFRONA.

29, Estudiar la asociacidon entre las variantes encontradas y la presencia de
calcificaciones vasculares o de otra caracteristica clinica relevante.

32, Determinar en plasma los niveles de las proteinas implicadas en la
calcificaciéon vascular cuyos genes salgan asociados en los estudios genéticos y
correlacionarlos con las caracteristicas clinicas de los individuos.

49, Determinar la correlaciéon entre las variantes genéticas de los genes
codificantes de proteinas de matriz extracelular y los niveles de las correspondientes
proteinas en el plasma de los participantes.
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Pacientes y métodos

4.1. Diseiio del estudio: seleccién de la poblacién NEFRONA

Para el estudio se selecciond una muestra a partir de la poblacién recogida
por el Proyecto NEFRONA, disefiado para evaluar la carga aterosclerdtica subclinica de
pacientes con ERC en Espafia utilizando técnicas de imagen y biomarcadores en la
191 E| proyecto NEFRONA es un
estudio observacional, prospectivo y multicéntrico que reclutd, desde octubre de 2010

prediccién de la enfermedad cardiovascular en la ERC.

a junio de 2012, un total de 2445 pacientes con ERC en distintos estadios procedentes
de diferentes centros del pais y 559 controles asintomaticos y sin enfermedad renal. El
proyecto recogié una serie de datos que incluyen variables antropométricas, variables
bioquimicas, datos especificos de la enfermedad renal (en el caso de que el sujeto
perteneciera al grupo de ERC), datos de comorbilidad, de tratamientos médicos en el
momento de la entrevista, asi como habito tabaquico e ingesta de alcohol.

A todos los participantes se les habia realizado una ecografia femoral, una
ecografia carotidea y se habia calculado el indice tobillo-brazo (ITB). Estas
exploraciones vasculares, se realizaron al inicio del estudio a todos los participantesy a
los enfermos renales se les repitieron a los 24 meses para poder valorar la evolucién.

Por otra parte, a todos los participantes se les extrajo una muestra de sangre
qgue se envido al Biobanco de la Red Renal REDINREN donde se almacenaron
convenientemente para la determinacién de biomarcadores que se especificaran mas
adelante y para la obtencion de células y DNA.

Todos los datos clinicos y bioquimicos estaban recogidos en una base de datos
del Proyecto NEFRONA de utilizacion publica.

4.2. Variables consideradas

Se consideraron todas las variables incluidas en la base de datos con algunas
excepciones en las que habia varias posibilidades. En concreto, se considerd la variable
“Tabaquismo” definida mediante 3 categorias: no fumador (para el que nunca habia
adquirido el habito tabdquico), exfumador (que lo habia sido, pero lo habia
abandonado) y fumador (fumador activo). Como valor de filtrado glomerular se utilizé
el calculado con la formula MDRD4 (Modification of Diet in Renal Disease). En cuanto a
las variables cuantitativas se utilizaron siempre los valores continuos excepto en la
proteinuria a 24 h, que también se utilizd en su forma categérica, y en las distintas
medidas de grosor intima-media (GIM), que se sustituyeron por la variable
transformada “Tipo de placa” (que se comentard mds adelante) que presentaba los
siguientes valores: Tipo 1 (uniformemente hipoecoica homogénea), Tipo 2
(predominantemente hipoecoica, >50% del GIM, heterogénea), Tipo 3
(predominantemente hiperecoica, >50% del GIM, heterogénea), Tipo 4
(uniformemente hiperecoica homogénea), Tipo 5 (calcificada; sombra acustica impide
evaluar).
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4.3. Medidas utilizadas para determinar calcificacidon vascular

Se tuvieron en cuenta las variables “Tipo de placa” de los 10 territorios
analizados para el proyecto NEFRONA, 6 en la arteria cardtida y 4 en la femoral,
basadas en las medidas ecograficas obtenidas con un ecégrafo Vivid i modelo BT09
(General Electric) con un transductor lineal tipo 8L-RS/13-6MHz, por dos observadores
independientes ciegos para las caracteristicas de los pacientes.'® La calcificacién
vascular (presencia de placa calcificada) estaba definida como aquella placa
hiperecogénica que producia sombra en la imagen obtenida por ecografia (Tipo 5).

4.4. Aspectos éticos

El proyecto NEFRONA fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Arnau de
Vilanova y todos los sujetos incluidos en el estudio aportaron un consentimiento
informado para la utilizacién de sus muestras bioldgicas y datos clinicos.

El uso de la base de datos del NEFRONA para realizar estos andlisis fue
autorizado previa solicitud al Comité Cientifico del NEFRONA (acta del 23 de febrero de
2011).

El proyecto concreto abordado por esta tesis doctoral fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacidn Clinica Regional del Principado de Asturias.

4.5. Selecciéon de polimorfismos candidatos

Una vez definida la lista de proteinas a estudiar, se hicieron blsquedas en
bases de datos publicas para identificar polimorfismos que hubieran sido descritos
asociados a alguna patologia relacionada con este estudio (vascular u dsea) y/o que
tuvieran un efecto funcional demostrado en la proteina, bien por afectar a la secuencia
de aminodcidos bien por afectar a regiones reguladoras y por tanto a su expresion. En
concreto los polimorfismos se seleccionaron mediante una busqueda exhaustiva en las
bases de datos del Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI) PubMed
(bibliografica), Nucleotide (de secuencias de nucledtidos) y dbSNP (de polimorfismos).

4.6. Genotipado

Las muestras de DNA se enviaron desde el Biobanco de REDINREN al Centro
de Genotipado-Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformdticos (CEGEN-
PRB2) del Instituto de Salud Carlos Il (Nodo de la Universidad de Santiago de
Compostela). Se utilizé la técnica iPLEX GOLD MassARRAY'® (Agena Bioscience, antes
Sequenom MassARRAY) y el software Assay Design v4.

Como control de calidad se revisan los datos para cada polimorfismo y se
eliminan los polimorfismos con bajo porcentaje de genotipado o que no estan en
equilibrio de Hardy-Weinberg y se descartan las muestras que tienen un porcentaje de
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genotipado bajo o que muestran peor calidad. También se comprueba la consistencia
en los resultados para muestras repetidas, dentro de la misma placa y entre placas.
Ademas, en cada chip se incluye un trio de muestras de ADN de Coriell, para las que
existen datos publicados y con las que se pueden comparar los resultados obtenidos y
comprobar la eficacia del genotipado.

4.7. Determinacidon de niveles de proteinas de la matriz extracelular en
plasma mediante ELISA

Se determinaron los niveles de las proteinas de matriz extracelular circulantes
en plasma MGP y MMP-1 mediante enzimo-inmunoensayos no competitivos (ELISA
tipo sandwich) especificos para la proteina humana en plasma. Estos ensayos estan
basados en la inmovilizacion de la proteina que se quiere determinar y su posterior
deteccién gracias a un anticuerpo primario que a su vez es reconocido por un
anticuerpo secundario que lleva enlazada una enzima capaz de generar un producto
detectable por espectrofotometria. Para ello se utilizaron los siguientes ensayos
comerciales siguiendo las recomendaciones especificas de los respectivos fabricantes:

-SEB477Hu de USCN, para detectar MGP.
-Ab100603 de Abcam, para detectar MMP-1.

Los diferentes pasos de lavado se hicieron con un lavador de microplacas
automatico Optic lvymen System y las lecturas se hicieron en un espectrofotdmetro
lector de placas Multiskan GO (Thermo Scientific).

4.8. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se contd con el apoyo de la Unidad de
Consultoria Estadistica de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.
Todos los analisis se realizaron mediante el software SPSS versién 22.0 (SPSS Inc) y el
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programa de uso libre R, versidon 3.3.1.7 " El nivel de significacion utilizado en todo el

estudio fue 0,05.

Se realizé un analisis descriptivo, proporcionando para variables cuantitativas
medidas de posicion como la media o la mediana y medidas de dispersién como la
desviacidén tipica o el rango intercuartilico. En el caso de variables cualitativas se
calcularon las distribuciones de frecuencias.

Para el andlisis de la relacion de variables cuantitativas con variables
cualitativas con dos niveles se empled el test t de Student o el test de Wilcoxon para
muestras independientes, segln se verificara o no la hipotesis de normalidad. Si la
variable cualitativa tenia 3 o mas niveles se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis ante el incumplimiento de la hipotesis de normalidad y/o homocedasticidad. En
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el caso de detectarse diferencias estadisticamente significativas se llevd a cabo el test
de comparaciones multiples de Dunn.'%®

La asociacion entre variables cualitativas y el cumplimiento del equilibrio de
Hardy Weinberg para los polimorfismos se evaluaron mediante el test xz de Pearson o
el test de Fisher, segin se cumpliera o no la hipdtesis sobre las frecuencias esperadas.

Para el estudio de la relacidon lineal entre variables continuas se calculé el
coeficiente de correlacion de Pearson y la significacion del contraste de hipotesis
asociado.

A continuacién, se llevaron a cabo distintos analisis multivariantes
dependiendo de la naturaleza de la variable dependiente. Si dicha variable era
cuantitativa se construyd un modelo lineal, en particular un modelo ANOVA si todas las
variables independientes eran cualitativas, o un modelo ANCOVA si ademas de
variables cualitativas se disponia de variables cuantitativas como predictoras. Después
se simplificd el modelo utilizando un método de seleccion paso a paso.

Si la variable dependiente era cualitativa con dos niveles se construyd un
modelo de regresion logistica binaria proporcionando las odds ratio (OR) y los
intervalos de confianza (IC) del 95%, simplificdAndolo posteriormente también
empleando un método de seleccidon paso a paso.
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5.1. Caracteristicas de la poblacion

Para los estudios de asociacion genética se hizo una seleccidén de pacientes
segun la etiologia de su enfermedad renal. Asi, se incluyeron solo pacientes cuya
enfermedad renal estaba causada por nefropatia glomerular, enfermedad vascular,
nefropatia diabética, enfermedades metabdlicas y nefropatia tubulointersticial,
descartando las debidas a farmacos o toxicos, las enfermedades quisticas, las displasias
o hipodisplasias renales, nefropatias hereditarias, mieloma multiple, amiloidosis y
cualquier tipo de tumor o enfermedad sistémica asi como otras no filiadas. Ademas, se
incluyeron solo individuos que tenian muestras bioldgicas recogidas en el Biobanco
puesto que en otro caso no podrian ser analizados genéticamente. De esta forma la
poblacién incluida en los analisis de asociacion incluyd el 68% de la poblacién
NEFRONA (2053 individuos). Debido a que algunos individuos tienen valores perdidos
para alguna de las variables, los tamafios de los grupos pueden no ser los mismos en
todos los analisis efectuados. Por ello, se afiadira el tamafio muestral (N) en cada caso.

Los individuos de la muestra se estudiaron agrupados por estadio de
enfermedad renal, obteniéndose 4 grupos: individuos control sin enfermedad renal
(Control), individuos con estadios 2 y 3 de enfermedad renal (ERC2-3), individuos con
estadios 4 y 5 de enfermedad renal (ERC4-5) e individuos en estadio 5 pero sometidos
a dialisis (Dialisis). Los parametros renales muestran las diferencias claras entre los 4
grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros de funcion renal de los individuos incluidos en el estudio.

Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis

Variable N=553 N=616 N=517 N=367 P-valor
Filtrado glomerular 89,8 (79,5-101,5) 43,1(36,6-49,8) 20,9 (16,2-24,8) 6,9 (5,4-9,2)  <0,001
Creatinina sérica, mg/dI 0,8 (0,7-0,9) 1,6 (1,4-1,8) 3,0(2,5-3,8) 7,9 (6,2-9,7) <0,001
Proteinuria 24h, g 0,0 (0,0-0,1) 0,2 (0,1-1,0) 1,1 (0,6-2,2) 1,1(0,2-1,7)  <0,001
Proteinuria <0,001

Normoalbuminuria 100 (61) 152 (35) 58 (18) 4(7)
Microalbuminuria 65 (39) 153 (35) 103 (31) 24 (44)
Macroalbuminuria 0(0) 126 (29) 167 (51) 27 (49)
Urea, mg/dI 36 (31-43) 63 (51-78) 118 (96-146) 123 (100-150) <0,001
Acido drico, mg/dl 5,1 (4,1-5,9) 6,8 (5,8-7,9) 6,9 (5,9-8,0) 5,8(5,1-6,8)  <0,001

Filtrado glomerular calculado como MDRD4. Las variables cualitativas se muestran como n (%). Las
variables cuantitativas se muestran como mediana (percentil 25-percentil 75) al no verificarse las
hipotesis de normalidad y homocedasticidad.

Para estos 4 grupos se consideraron una serie de variables antropométricas y
clinicas, observandose diferencias claras entre ellos, excepto en la variable tabaquismo
(Tabla 4). En cuanto al sexo, nuestros grupos de enfermedad renal presentan menos
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mujeres que el grupo control y en cuanto a la edad, son mas jovenes los controles y
pacientes en didlisis.

Tabla 4. Variables antropométricas y clinicas de los grupos estudiados.

Variable Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis p-valor
N=553 N=616 N=517 N=367
Sexo <0,001
Hombre 295 (53,3) 419 (68,0) 306 (59,2) 229 (62,4)
Mujer 258 (46,7) 197 (32,0) 211 (40,8) 138 (37,6)
Edad 56 (47-63) 65 (56-70) 62 (52-69) 56 (43-65) <0,001
IMC 27,7 (25,0-30,5) 28,9 (26,1-32,2) 28,63 (25,6-32,6) 26,1(23,3-29,9) <0,001
Tabaquismo 0,498
No fumador 219 (39,6) 244 (39,6) 225 (43,5) 157 (42,8)
Ex fumador 226 (40,9) 245 (39,8) 190 (36,8) 128 (34,9)
Fumador 108 (19,5) 127 (20,6) 102 (19,7) 82 (22,3)
Diabetes <0,001
No 494 (89,3) 414 (67,2) 320 (61,9) 263 (71,7)
Si 59 (10,7) 202 (32,8) 197 (38,1) 104 (28,3)
Hipertension <0,001
No 360 (65,1) 37 (6,0) 11 (2,1) 43 (11,7)
Si 193 (34,9) 539 (94,0) 506 (97,9) 324 (88,3)
Dislipemia <0,001
No 360 (65,1) 162 (26,3) 123 (23,8) 160 (43,6)
Si 193 (34,9) 454 (73,7) 394 (76,2) 207 (56,4)
TAS, mmHg 132 (120-144) 143 (130-158) 146 (131-162) 140 (124-155)  <0,001
TAD, mmHg 80 (73-87) 81 (75-89) 81 (74-89) 80 (70-90) <0,001
ITB 1,04 (0,96-1,10) 1,00 (0,92-1,11) 1,04 (0,94-1,15) 1,07 (0,96-1,25) <0,001

IMC: indice de masa corporal; TAS: tension arterial sistélica; TAD: tension arterial diastdlica; ITB: indice
tobillo-brazo. Las variables cualitativas se muestran como n (%). Las variables cuantitativas se muestran
como mediana (percentil 25-percentil 75) al no verificarse las hipotesis de normalidad y
homocedasticidad.

Ademas, se tuvieron en cuenta otras variables bioquimicas que fueron
significativamente distintas entre los grupos, destacando los niveles de PTH que eran
progresivamente mayores en los grupos a medida que aumenta el grado de
enfermedad renal, y los de vitamina D que eran progresivamente menores, tanto en
niveles de 250H como de 1,250H vitamina D (Tabla 5).
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Tabla 5. Variables bioquimicas séricas de los grupos de individuos estudiados.

Variable Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis p-valor
N=553 N=616 N=517 N=367

Colesterol total, mg/dl 200 (180-222) 185 (163-213) 173 (149-201) 158 (133-185)  <0,001
Colesterol HDL, mg/dl 54 (15) 50 (15) 49 (16) 48 (16) <0,001
Colesterol LDL, mg/d| 127 (33) 111 (33) 101 (33) 89 (33) <0,001
Triglicéridos, mg/d| 96 (71-140) 125 (95-175) 133 (94-175) 118 (85-170)  <0,001
Glucosa, mg/dl 97 (88-106) 102 (91-123) 99 (90-119) 93 (84-115) <0,001
PCRus, mg/I 1,6 (0,8-3,1) 2,0(1,0-4,2) 2,0(0,9-4,2) 2,1(1,1-5,1) <0,001
Hemoglobina, g/d! 14,5 (13,5-15,6) 13,8 (12,7-15,0)  12,3(11,4-13,3)  11,9(11,1-12,7) <0,001
Ferritina, ng/ml 84 (38-154) 113 (59-213) 147 (74-261) 291 (167-467)  <0,001
Calcio total, mg/dl 9,4 (9,1-9,7) 9,5 (9,1-9,8) 9,3 (8,9-9,7) 9,1(8,7-9,5)  <0,001
Fdsforo, mg/dl 3,5(3,1-3,9) 3,4 (3,0-3,8) 3,9(3,5-4,6) 4,8 (4,1-5,6) <0,001
Albiimina, g/dl 4,4 (4,2-4,6) 4,3 (4,0-4,5) 4,1(3,8-4,4) 3,9(3,6-4,2)  <0,001
PTHi, pg/ml 51 (45-60) 68 (48-102) 142 (93-217) 244 (155-258)  <0,001
250H vitamina D 18,8 (14,6-24,0) 15,4 (11,8-19,7) 14,7 (11,2-18,7)  13,3(9,9-17,9) <0,001
1,250H vitamina D 31,8(24,8-40,0) 18,8 (13,8-26,3) 15,4 (10,2-22,2) 6,9 (5,0-10,2)  <0,001

PCRus: proteina C reactiva ultrasensible; PTHi: hormona paratiroidea intacta. Las variables cuantitativas
se muestran como media (desviacion estdndar) si se verifican las hipdtesis de normalidad y
homocedasticidad y en caso contrario mediana (percentil 25-percentil 75).

5.2 Calculo de variables para estimar calcificacion vascular.

Para asignar un valor de calcificacion vascular a cada individuo se utilizaron las
variables recogidas en la base de datos del NEFRONA obtenidas mediante analisis
ecografico de distintas regiones de las arterias femoral y carétida. En concreto se
tuvieron en cuenta las mediciones en 10 territorios: cardtida comun derecha e
izquierda, bulbo derecho e izquierdo, carétida interna derecha e izquierda, femoral
comun derecha e izquierda y femoral superior derecha e izquierda. En cada region o
territorio estaba recogida de forma cualitativa la ecogenicidad obtenida, de forma que
uno de los 5 valores de la variable indicaba presencia de calcificacion en el territorio.

Se definieron las variables cuantitativas “Numero de calcificaciones femoral”,
“Numero de calcificaciones carétida” y “Numero de calcificaciones total” que valoran
el numero de territorios calcificados en cada arteria o en ambas, adquiriendo los
valores 0 a 4 en el caso de la femoral, 0 a 6 en el caso de la cardtiday de 0 a 10 en el
caso de la total. Se determind el nimero de individuos con calcificaciones en cada
grupo de enfermedad renal (Tablas 6, 7 y 8) y se vio que la diferencia en cuanto a
frecuencias era estadisticamente significativa en todos los casos.
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Tabla 6. Numero de calcificaciones en la arteria femoral en los distintos grupos al principio
del estudio.

Ne Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=544 N=593 N=507 N=347
0 516 (94,9) 473 (79,8) 412 (81,3) 263 (75,8)
1 22 (4,0) 64 (10,8) 55 (10,8) 53 (15,3)
2 5(0,9) 35(5,9) 29 (5,7) 14 (4,0)
3 1(0,2) 13 (2,2) 7(1,4) 11 (3,2)
4 0(0,0) 8(1,3) 4(0,8) 6(1,7)

N (% dentro del grupo). P<0,001

Tabla 7. Numero de calcificaciones en la arteria carotida en los distintos grupos al principio
del estudio.

Ne Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=497 N=540 N=466 N=315

0 495 (99,6) 476(88,1) 401(86,1) 258(81,9)

1 1(0,2) 28(5,2) 29 (6,2) 22 (7,0)

2 1(0,2) 18(3,3) 18 (3,9) 20 (6,3)

3 0(0,0) 13(2,4) 13(2,8) 7(2,2)

4 0(0,0) 4(0,7) 1(0,2) 4(1,3)

5 0(0,0) 1(0,2) 2(0,4) 0(0,0)

6 0(0,0) 0(0,0) 2(0,4) 4(1,3)

N (% dentro del grupo). P<0,001

Tabla 8. Numero de calcificaciones en las arterias cardtida y femoral en los distintos grupos
al principio del estudio.

Ne Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=490 N=525 N=457 N=300
0 466 (95,1) 404 (77,0) 337(73,7) 212 (70,7)
1 17 (3,5) 55 (10,5) 55 (12,0) 41 (13,7)
2 6(1,2) 35 (6,7) 35(7,7) 16 (5,3)
3 1(0,2) 12 (2,3) 14 (3,1) 10 (3,3)
4 0(0,0) 8(1,5) 7(1,5) 8(2,7)
5 0(0,0) 3(0,6) 5(1,1) 5(1,7)
6 0(0,0) 4(0,8) 2(0,4) 3(1,0)
7 0(0,0) 2(0,4) 1(0,2) 3(1,0)
8 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0)
9 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 1(0,3)
10 0(0,0) 0(0,0) 1(0,2) 1(0,3)

N (% dentro del grupo). P<0,001
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A partir de estas variables cuantitativas se definieron las variables categoricas
“Calcificacién femoral”, “Calcificacion carétida” y “Calcificacidn total” de forma que las
variables eran “Si” si aparecia algun territorio calcificado y “No” cuando no aparecia
ninguno en las arterias correspondientes y en cualquiera de las dos en el caso de la
tercera variable (Tablas 9, 10 y 11). En los tres casos, de nuevo, la diferencia de
frecuencias era estadisticamente significativa.

Tabla 9. Numero de individuos con calcificacion en algun territorio de la arteria femoral en
los distintos grupos a estudio.

Calcificacion Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
femoral N=544 N=593 N=507 N=347
No 516 (94,9) 473(79,8) 412(81,3) 263 (75,8)
Si 28 (5,1) 120 (20,2) 95 (18,7) 84 (24,2)

N (% dentro del grupo). P<0,001

Tabla 10. Numero de individuos con calcificacion en algun territorio de la arteria carétida en
los distintos grupos a estudio.

Calcificacion Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
carétida N=497 N=540 N=466 N=315
No 495 (99,6) 476 (88,1) 401 (86,1) 258 (81,9)
Si 2(0,4) 64 (11,9) 65 (13,9) 57 (18,1)

N (% dentro del grupo). P<0,001

Tabla 11. Numero de individuos con calcificacion en algun territorio de las arterias femoral y
cardétida en los distintos grupos a estudio.

Calcificacion Control ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
total N=490 N=525 N=457 N=300

No 466 (95,1) 404 (77,00 337(73,7)  212(70,7)

Si 24 (4,9) 121 (23,0) 120 (26,3) 88 (29,3)

N (% dentro del grupo). P<0,001

Se observa una mayor frecuencia de calcificaciones en la arteria femoral que
en la cardtida en todos los grupos de individuos, destacando un 5,1% de individuos
sanos con calcificacion en la femoral, y hasta un 24,2% en los pacientes en dialisis. En
carétida, en cambio, la frecuencia va desde un 0,4% en individuos controles hasta un
18,1% en pacientes en dialisis.

Ademas, se determind el niUmero de calcificaciones en cada localizacion, pero
con los datos obtenidos a los 24 meses, y en este caso solo teniendo en cuenta los
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grupos de pacientes puesto que los controles no habian sido seleccionados para un

seguimiento (Tablas 12, 13 y 14).

Tabla 12. Numero de calcificaciones en la arteria femoral en los distintos grupos a estudio, a

24 meses de seguimiento.

Ne ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=409 N=353 N=208
0 297 (72,6) 248 (70,3) 136 (65,4)
1 54 (13,2) 49 (13,9) 41(19,7)
2 38(9,3) 28(7,9) 16 (7,7)
3 17 (4,2) 14 (4,0) 7(3,4)
4 3(0,7) 14 (4,0) 8(3,8)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,051

Tabla 13. Numero de calcificaciones en la arteria carotida en los distintos grupos a estudio, a

24 meses de seguimiento.

Ne ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=409 N=353 N=208
0 318 (82,6) 272 (82,7) 159 (81,1)
1 35(9,1) 30(9,1) 18(9,2)
2 19 (4,9) 13 (4,0) 11 (5,6)
3 9(2,3) 7(2,1) 3(1,5)
4 3(0,8) 7(2,1) 3(1,5)
5 1(0,3) 0(0,0) 1(0,5)
6 0(0,0) 0(0,0) 1(0,5)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,732

Tabla 14. Numero de calcificaciones en las arterias femoral y carétida en los distintos grupos
a estudio, a 24 meses de seguimiento.

Ne ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
calcificaciones N=384 N=328 N=193
0 256 (66,7) 206 (62,8) 114 (59,1)
1 44 (11,5) 52 (15,9) 36 (18,7)
2 37 (9,6) 30(9,1) 16 (8,3)
3 23 (6,0) 17 (5,2) 8(4,1)
4 11(2,9) 6(1,8) 8(4,1)
5 10 (2,6) 7(2,1) 6(3,1)
6 3(0,8) 3(0,9) 2(1,0)
7 0(0,0) 5(1,5) 1(0,5)
8 0(0,0) 2(0,6) 1(0,5)
9 0(0,0) 0(0,0) 1(0,5)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,207
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En este caso, como se partia de individuos ya enfermos, las frecuencias de
calcificaciones fueron mas altas, llegando hasta un 34,6% en femoral y un 18,9% en
cardtida, ambos en pacientes en didlisis. En ningun caso las diferencias entre grupos
fueron estadisticamente significativas.

Se definieron las variables cualitativas “Progresion femoral”, “Progresion
carotida” y “Progresion total” de forma que las variables tomaban el valor “Si” si la
diferencia entre el niUmero de calcificaciones a 24 meses y el nimero de calcificaciones
en el momento basal era >0 y “No” si no habia diferencia en el nimero de
calcificaciones en las arterias correspondientes, o en cualquiera de las dos para el caso
de la tercera variable. En estas variables, por la razén que se explicd anteriormente,
solo se analizaron los grupos de pacientes renales (Tablas 15, 16 y 17).

Tabla 15. Numero de individuos con progresion en el numero de calcificaciones en la arteria
femoral a los 24 meses de seguimiento, en los distintos grupos a estudio.

Progresion ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
femoral N=420 N=349 N=114
No 342 (81,4) 257 (73,6) 91 (79,8)
Si 78 (18,6) 92 (26,4) 23(20,2)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,03

Tabla 16. Numero de individuos con progresion en el numero de calcificaciones en la arteria
cardtida a los 24 meses de seguimiento, en los distintos grupos a estudio.

Progresion ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
carétida N=397 N=327 N=105
No 352 (88,7) 285 (87,2) 95 (90,5)
Si 45 (11,3) 42 (12,8) 10(9,5)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,623

Tabla 17. Numero de individuos con progresion en el nimero de calcificaciones en las
arterias femoral y/o cardtida a los 24 meses de seguimiento, en los distintos grupos a

estudio.
Progresion ERC2-3 ERC4-5 Dialisis
total N=375 N=315 N=93
No 286 (76,3) 218 (69,2) 72 (77,4)
Si 89 (23,7) 97 (30,8) 21 (22,6)

La variable se muestra como numero de individuos N (% dentro del grupo). P=0,074

Hasta un 30,8% de pacientes en estadios 4-5 sufrieron progresion del numero
de calcificaciones debido principalmente a la progresion en la arteria femoral (26,4%).
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Solo en el caso de esta arteria hubo diferencias significativas entre las frecuencias de
individuos con progresién en los distintos grupos de enfermedad, siendo los de
estadios 4-5 los que mas progresaron.

5.3 Caracteristicas de la poblacion en funcién de la calcificacién vascular

Los individuos se agruparon segun la presencia de calcificacidon vascular y se
compararon para una serie de variables antropométricas y clinicas (Tabla 18),
bioquimicas (Tabla 19) y de funcién renal (Tabla 20). Los grupos de poblacién asi
creados fueron significativamente distintos en practicamente todas las variables
consideradas, siendo destacable la falta de diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de calcio total y PTH en plasma (Tabla 19) y proteinuria (Tabla 20).

Tabla 18. Diferencias en variables antropométricas y clinicas de la poblacion dividida en
grupos segun estén o no calcificados.

Calcificacién
Variable N=S3IS3 N=|\;219 P-valor
Sexo <0,001
Hombre 252 (71,4) 809 (57,0)
Mujer 101 (28,6) 610 (43,0)
Edad 64 (8) 55 (13) <0,001
IMC 30,0 (4,8) 28,2 (5,1) 0,006
Tabaquismo <0,001
No fumador 116 (32,9) 624 (44,0)
Ex fumador 155 (43,9) 515 (36,3)
Fumador 82(23,2) 280 (19,7)
Diabetes <0,001
No 209 (59,2) 119 (78,9)
Si 144 (40,8) 300 (21,1)
Hipertension <0,001
No 25(7,1) 378 (26,6)
Si 328(92,9) 1041 (73,4)
Dislipemia <0,001
No 100 (28,3) 622 (43,8)
Si 253 (71,7) 797 (56,2)
TAS, mmHg 147 (23) 139 (20) <0,001
TAD, mmHg 81(12) 81 (11) 0,547
ITB 1,11 (0,42) 1,07 (0,27) 0,091

IMC: indice de masa corporal; TAS: tensidon arterial sistdlica; TAD: tension arterial diastdlica; ITB: indice
tobillo-brazo. Las variables cualitativas se muestran como n (%). Las variables cuantitativas se muestran
como media (desviacion estandar).
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Tabla 19. Diferencias en variables bioquimicas de la poblacion dividida en grupos segun

estén o no calcificados.

Calcificacion

Variable N=53I53 N=|;l.219 P-valor
Colesterol total, mg/dl 179 (41) 187 (40) 0,002
Colesterol HDL, mg/dI 48 (15) 51 (15) <0,001
Colesterol LDL, mg/dl 105 (36) 111 (35) 0,022
Triglicéridos, mg/dl 149 (79) 132 (76) <0,001
Glucosa, mg/dl 115 (44) 107 (37) 0,001
PCRus, mg/| 5,9 (13,1) 3,5(6,0) 0,001
Hemoglobina, g/dl 12,9 (1,8) 13,4 (1,8) <0,001
Ferritina, ng/ml 250 (228) 198 (274) 0,001
Calcio total, mg/dl 9,3 (0,6) 9,3(0,5) 0,736
Fosforo, mg/dl 4,1(1,2) 3,9(1,0) 0,009
Albiimina, g/dl 4,1(0,5) 4,1(0,4) 0,175
PTHi, pg/ml 176 (178) 174 (190) 0,827
250H vitamina D 15,8 (7,2) 17,7 (8,0) <0,001
1,250H vitamina D 17,2 (10,7) 23,1 (14,2) <0,001

PCRus: proteina C reactiva ultrasensible; PTHi: hormona paratiroidea intacta. Las variables se muestran

como media (desviacion estandar).

Tabla 20. Diferencias en variables de funcion renal de la poblacién dividida en grupos segtin

estén o no calcificados.

Calcificacion Si

Calcificacion No

Variable N=353 N=1419 P-valor
Filtrado glomerular 29,5 (22,5) 48,4 (34,2) <0,001
Creatinina, mg/dI 3,8(3,0) 2,8(2,8) <0,001
Proteinuria 24h, g 2,2 (2,6) 1,1(1,6) 0,017
Proteinuria 0,349

Normoalbuminuria 48 (29) 223 (33)
Microalbuminuria 56 (33) 233 (34)
Macroalbuminuria 64 (38) 220 (32)
Urea, mg/dl 103 (49) 82 (49) <0,001
Acido drico, mg/dl 6,6 (1,7) 6,2 (1,7) <0,001

Filtrado glomerular calculado como MDRDA4. Las variables cualitativas se muestran como n (%). Las
variables cuantitativas se muestran como media (desviacion estdndar).
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5.4 Identificacion de polimorfismos candidatos.

Como se explicd previamente, el estudio se centré en proteinas de matriz
extracelular, por ser el espacio donde ocurre la calcificacion. Ademas, se seleccionaron
factores de transcripcion que se ha demostrado que son claves en el proceso de
calcificacién porque regulan la expresidon de proteinas implicadas en dicho proceso.

En cuanto a las proteinas presentes en la matriz extracelular, se seleccionaron
las 11 siguientes (Tabla 21): MMP-1, -2, -3y -9; BMP-2, -4 y -7, OPN, MGP, OC (BGLAP)
y fetuina (ASHG). En total se consideraron 28 polimorfismos, tratando de seleccionar al
menos dos por cada gen.

Cuando fue posible, se seleccionaron polimorfismos que ademds tengan
demostrado un efecto funcional diferencial segun el alelo presente. Por ello,
mayoritariamente son polimorfismos de regiones promotoras o que producen un
cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina correspondiente. Once de ellos
estaban localizados en la region codificante, produciendo 10 de ellos un cambio de
aminodcido en la secuencia de la proteina. Otros 12 polimorfismos se encuentran en la
region promotora, pudiendo afectar, por tanto, a la regulacion de la expresion del gen.
Dos de los polimorfismos se localizan en la region 3’ no traducida del gen de la OPN,
gue participa también en la regulacidon de la expresion del gen. Por ultimo, 3 de los
polimorfismos se localizan en intrones, teniendo por tanto un significado funcional
incierto, pero fueron seleccionados porque habia estudios previos de asociacidon con
patologias relacionadas con la calcificacién vascular.
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Tabla 21. Polimorfismos seleccionados pertenecientes a genes de proteinas de matriz

extracelular.

Polimorfismo Gen Secuencia y posicion Region

rs1144393 MMP1 NM_002421 c.-586A>G Promotor
rs514921 MMP1 NM_002421 c.-407T>C Promotor
rs243866 MMP2 NM_004530 c.-1855G>A Promotor
rs243865 MMP2 NM_004530 c.-1586C>T Promotor
rs17859821 MMP2 NM_004530 c.-1339G>A Promotor
rs243864 MMP2 NM_004530 c.-1070T>G Promotor
rs35068180 MMP3 NM_002422 c.-1671_-1670insT Promotor
rs679620 MMP3 NP_002413 p.Lys45Glu Codificante
rs17576 MMP9 NP_004985 p.GIn279Arg Codificante
rs17577 MMP9 NP_004985 p.Arg668GIn Codificante
rs2273073 BMP2 NP_001191 p.Ser37Ala Codificante
rs235768 BMP2 NP_001191 p.Argl90Ser Codificante
rs2071047 BMP4 NM_130851 ¢.370+160C>T Intrén

rs17563 BMP4 NP_001193 p.Vall52Ala Codificante
rs6123674 BMP7 NM_001719 c.761-3972C>T Intrén

rs17404303 BMP7 NM_001719 c.419-210G>A Intrén

rs11730582 OPN NM_000582 c.-546T>C Promotor
rs28357094 OPN NM_000582 ¢.-170T>G Promotor
rs1126616 OPN NP_000573 p.Ala236 Codificante
rs1126772 OPN NM_001251830 c.*138A>G 3'UTR

rs9138 OPN NM_000582 c.*294A>C 3'UTR

rs1800802 MGP NM_000900 c.-194T>C Promotor
rs1800801 MGP NM_000900 c.-63G>A Promotor
rs4236 MGP NP_000891 p.Thr102Ala Codificante
rs4917 AHSG NP_001613 p.Met248Thr Codificante
rs4918 ASHG NP_001613 p.Ser256Thr Codificante
rs1800247 BGLAP NM_199173 ¢.-198T>C Promotor
rs34702397 BGLAP NP_954642 p.Arg94GIn Codificante

La posicion se refiere a la secuencia de referencia del mensajero (NM) o de la proteina (NP) segtin donde

afecte el polimorfismo. UTR= region no traducida (del inglés untranslated region).

En cuanto a los factores de transcripcion implicados en procesos de

calcificaciéon se seleccionaron RUNX2, MSX1 y MSX2 (Tabla 22). En este caso se

seleccionaron 7 polimorfismos: 1 de regidn codificante, 1 de promotor, 1 de regién 3’

no traducida y 4 intrénicos correspondientes al gen de RUNX2, seleccionados estos

ultimos por la misma razon explicada anteriormente.
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Tabla 22. Polimorfismos seleccionados pertenecientes a factores de transcripcion
relacionados con el proceso de calcificacién vascular.

Polimorfismo Gen Posicion Regidn
rs2819854 RUNX2 NM_001015051 c.581-1156A>G Intrén
rs2819858 RUNX2 NM_001015051 c.424-3281A>T Intrén
rs1406846 RUNX2 NM_001015051 c.580+1184T>A Intrén
rs7771980 RUNX2 NM_001015051 ¢.59-1041T>C Intrén
rs12532 MSX1 NM_002448 c.*276A>G 3'UTR
rs4647952 MSX2 NM_002449 c.-17C>G Promotor
rs4242182 MSX2 NP_002440 p.Met129Thr Codificante

La posicion se refiere a la secuencia de referencia del RNA mensajero (NM) o de la proteina (NP) segun
donde afecte el polimorfismo. UTR= regidon no traducida (del inglés untranslated region).

5.5 Frecuencias de los polimorfismos en nuestra poblacion.

En un analisis preliminar de los 35 polimorfismos en 575 individuos se
comprobd que todos ellos cumplian los criterios de calidad para ser utilizados en los
analisis de asociacién. Se decidido descartar 2 de los polimorfismos por su baja
frecuencia en nuestra poblacion: rs2273073 de BMP2 (frecuencia de heterocigotos
0,02) y rs34702397 de BGLAP (frecuencia de heterocigotos 0,01), y otros 2
polimorfismos de MMP2 porque estaban en desequilibrio de ligamiento con un
tercero, incluyendo en el genotipado definitivo solo a uno de ellos (rs243864).

Para los restantes 31 polimorfismos se obtuvieron los genotipos de los 2053
individuos seleccionados para el estudio y se calcularon las frecuencias alélicas (Tabla
23). No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de los alelos
minoritarios en nuestra poblacion y las obtenidas por el proyecto 1000 Genomas para
poblacién europea.
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Tabla 23. Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados.

SNP Alelo MAF 1000G
rs1126616 C:0,7084 T:0,2916 0,2916 0,3614
rs1126772 A:0,7743 G:0,2257 0,2257 0,1691
rs1144393 C:0,3551 T:0,6449 0,3551 0,1977
rs11730582 C: 0,4805 T:0,5195 0,4805 0,3361
rs12532 A:0,7159 G:0,2841 0,2841 0,4233
rs1406846 A:0,4968 T:0,5032 0,4968 0,4714
rs17404303 C: 0,6096 T:0,3904 0,3904 0,2348
rs17563 C: 0,4940 T:0,5060 0,4940 0,3257
rs17576 A:0,6301 G: 0,3699 0,3699 0,4555
rs17577 A:0,1291 G:0,8709 0,1291 0,1909
rs17859821 A:0,1287 G:0,8713 0,1287 0,1380
rs1800247 C:0,2295 T:0,7705 0,2295 0,2224
rs1800801 A:0,3869 G:0,6131 0,3869 0,2622
rs1800802 C:0,1705 T:0,8295 0,1705 0,1929
rs2071047 C:0,5385 T:0,4615 0,4615 0,4101
rs235768 A:0,3440 T:0,6560 0,3440 0,2332
rs243864 G:0,2312 T:0,7688 0,2312 0,1386
rs2819854 C:0,5121 T:0,4879 0,4879 0,4754
rs2819858 A:0,4578 T:0,5422 0,4578 0,4928
rs28357094 G:0,2419 T:0,7581 0,2419 0,1008
rs35068180 A: 0,4866 T:0,5134 0,4866 0,2117
rs4236 A:0,5820 G:0,4180 0,4180 0,3854
rs4242182 C:0,8940 T:0,1060 0,1060 0,2342
rs4647952 C: 0,9466 G:0,0534 0,0534 0,0136
rs4917 C:0,7257 T:0,2743 0,2743 0,2646
rs4918 C:0,7226 G:0,2774 0,2774 0,2863
rs514921 A:0,7356 G:0,2644 0,2644 0,2248
rs6123674 A:0,5747 G:0,4253 0,4253 0,4930
rs679620 A:0,4903 G: 0,5097 0,4903 0,3478
rs7771980 C:0,0611 T:0,9389 0,0611 0,0789
rs9138 A:0,7084 C:0,2916 0,2916 0,3618

MAF= frecuencia del alelo minoritario (del inglés minor allele frequency). 1000G: frecuencia del alelo

minoritario en el proyecto 1000 Genomas.

Se determind si la poblacion cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg

comparando las frecuencias observadas con las esperadas segun las frecuencias

alélicas calculadas previamente. En todos los polimorfismos se obtuvo un p-valor>0,05

con lo cual se cumplia el equilibrio (Tabla 24).
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Tabla 24. Comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion.

Heterocigotos Heterocigotos

Polimorfismo observados esperados P-valor
rs1126616 0,3937 0,4131 0,1957
rs1126772 0,355 0,3495 0,7063
rs1144393 0,475 0,458 0,2623
rs11730582 0,5176 0,4992 0,2273
rs12532 0,3957 0,4067 0,4619
rs1406846 0,4884 0,5 0,447
rs17404303 0,4819 0,476 0,6981
rs17563 0,4884 0,4999 0,449
rs17576 0,4424 0,4661 0,1182
rs17577 0,2266 0,2248 0,8909
rs17859821 0,2389 0,2243 0,2497
rs1800247 0,3622 0,3537 0,5592
rs1800801 0,4699 0,4744 0,7646
rs1800802 0,291 0,2829 0,554
rs2071047 0,493 0,497 0,7931
rs235768 0,441 0,4513 0,4972
rs243864 0,3587 0,3555 0,8295
rs2819854 0,4875 0,4997 0,4216
rs2819858 0,4893 0,4964 0,6408
rs28357094 0,3649 0,3667 0,9002
rs35068180 0,525 0,4996 0,0955
rs4236 0,4875 0,4865 0,9506
rs4242182 0,1806 0,1896 0,4504
rs4647952 0,0975 0,1011 0,6914
rs4917 0,4022 0,3981 0,7843
rs4918 0,4006 0,4009 0,981
rs514921 0,3987 0,389 0,5136
rs6123674 0,4977 0,4888 0,5611
rs679620 0,5223 0,4998 0,1404
rs7771980 0,1148 0,1148 0,9949
rs9138 0,3937 0,4131 0,1957
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5.6 Busqueda de asociacidn genética con calcificacidon vascular

En primer lugar, se buscd una asociacion entre los polimorfismos y las
variables que cuantifican el nimero de calcificaciones presentes en arteria femoral, en
cardtida y en ambas. Ante el incumplimiento de la hipdtesis de normalidad y/o
homocedasticidad, se utilizd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. En el caso de
detectarse diferencias significativas en la comparacion de los 3 genotipos para cada
polimorfismo, se realizé el test post hoc de comparaciones multiples de Dunn. Se
encontrd una asociacion con 3 polimorfismos de forma que en los 3 casos la presencia
del alelo raro (el menos frecuente en la poblacidn) era mas frecuente en individuos
con mayor niumero de calcificaciones. En concreto, el polimorfismo rs1800801 de MGP
se asocidé con mayor numero de calcificaciones en arteria femoral (Tabla 25), con
diferencias significativas entre el genotipo GG y AA (p-valor=0,028).

Tabla 25. Numero de calcificaciones en la arteria femoral de acuerdo al genotipo para el
polimorfismo rs1800801 de MGP.

Genotipo N Media D.t. P-valor
AA 299 0,33 0,75
GA 892 0,27 0,71 0,03
GG 701 0,24 0,66

N=numero de individuos. D.t.=desviacion tipica

Esta asociacion también se manifestaba considerando la variable
“Calcificacion femoral Si/No”, obteniéndose un mayor porcentaje de individuos con
genotipo AA entre los calcificados en femoral que entre los no calcificados (p-
valor=0,03) (Tabla 26).

Tabla 26. Distribucion de genotipos del polimorfismo rs1800801 de MGP en funcion de la
presencia o no de calcificaciones en la arteria femoral.

Calcificacion femoral

No Si
Genotipo N % N %
AA 236 14,93 63 20,26
GA 744 47,06 148 47,59
GG 601 38,01 100 32,15

N=numero de individuos
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Ademas, el polimorfismo rs7771980 de RUNX2 se asocié con mayor niumero
de calcificaciones en arteria carétida, con diferencias significativas entre el genotipo TC
y CC (p-valor=0,004) y entre el genotipo TT y CC (p-valor=0,002) (Tabla 27).

Tabla 27. Numero de calcificaciones en la arteria cardtida de acuerdo al genotipo para el
polimorfismo rs7771980 de RUNX2.

Genotipo N Media D.t. P-valor
cC 9 0,78 0,97
TC 205 0,25 0,80 <0,001
TT 1514 0,19 0,70

N=numero de individuos. D.t.=desviacion tipica

Esta asociacion también se manifestaba considerando la variable
“Calcificacidon carétida Si/No”, obteniéndose un mayor porcentaje de individuos con
genotipo CC o incluso del heterocigoto TC entre los calcificados en cardtida que entre
los no calcificados (p-valor=0,01) (Tabla 28).

Tabla 28. Distribucion de genotipos del polimorfismo rs7771980 de RUNX2 en funcién de la
presencia o no de calcificaciones en la arteria carétida.

Calcificacion carotida

No Si
Genotipo N % N %
cC 5 0,32 4 2,29
TC 180 11,59 25 14,29
T 1368 88,09 146 83,43

N=numero de individuos

Por ultimo, el polimorfismo rs4242182 de MSX2 se asocid con mayor numero
de calcificaciones en las dos arterias (Tabla 29), con diferencias significativas entre el

genotipo TT y CT (p-valor=0,049).

Tabla 29. Numero de calcificaciones en las arterias femoral y cardtida de acuerdo al genotipo
para el polimorfismo rs4242182 de MSX2.

Genotipo N Media D.t. P-valor
cC 1332 0,42 1,16
CT 324 0,47 1,03 0,03
T 27 0,19 0,62

N=numero de individuos. D.t.=desviacion tipica
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Esta asociacion también se manifestaba considerando la variable
“Calcificacidon Si/No”, obteniéndose un mayor porcentaje de individuos con genotipo
heterocigoto CT entre los calcificados que entre los no calcificados (p-valor=0,02)
(Tabla 30), siendo muy poco frecuentes en los dos grupos los individuos homocigotos
para el alelo minoritario TT.

Tabla 30. Distribucion de genotipos del polimorfismo rs4242182 de MSX2 en funcién de la
presencia o no de calcificaciones en las arterias femoral y carétida.

Calcificacion total

No Si
Genotipo N % N %
cC 1086 80,21 246 74,77
CT 244 18,02 80 24,32
T 24 1,77 3 0,91

N=numero de individuos

5.7. Busqueda de asociacion genética con la progresion del nimero de
calcificaciones

Se buscaron asociaciones genéticas con la progresion del numero de
calcificaciones evaluadas a 24 meses en arteria femoral, carétida o en cualquiera de las
dos. No se encontré asociacion entre ningun polimorfismo y la progresiéon de
calcificaciones en arteria cardtida, pero en el caso de la arteria femoral se encontro
asociacion con el polimorfismo rs1800802 de MGP de forma que el genotipo
homocigoto para el alelo menos frecuente (CC) e incluso el heterocigoto (TC) eran mas
frecuentes entre los individuos con progresion total (p-valor=0,01) y mas
especificamente entre los individuos con progresién en femoral (p-valor<0,01) (Tabla
31).

Tabla 31. Distribucion de genotipos del polimorfismo rs1800802 de MGP en funcion de la
progresion o no del numero de calcificaciones en la arteria femoral o en las arterias femoral
y cardétida (total).

Progresion femoral Progresion total
No Si No Si
Genotipo N % N % N % N %
cC 9 1,40 11 5,95 9 1,68 9 4,59
TC 179 27,88 60 32,43 142 26,44 66 33,67
TT 454 70,72 114 61,62 386 71,88 121 61,73

N=numero de individuos
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Ademas, se encontrd asociacion entre el polimorfismo rs514921 en MMP1 y
la progresién del numero de calcificaciones considerando las dos arterias de forma que
el genotipo homocigoto para el alelo minoritario era mas frecuente entre los que
habian progresado (p-valor=0,049) (Tabla 32).

Tabla 32. Distribucion de genotipos del polimorfismo rs514921 de MMP1 en funcion de la
progresion o no del nimero de calcificaciones en las arterias femoral y cardtida.

Progresion total

No Si
Genotipo N % N %
AA 302 56,24 98 49,75
AG 198 36,87 75 38,07
GG 37 6,89 24 12,18

N=numero de individuos

5.8. Analisis multivariante de la asociacion de polimorfismos y calcificacion

Con el fin de determinar la contribucion en el proceso de calcificacion de cada
una de las variables estudiadas de forma independiente, se construyd un modelo de
regresion logistica binaria para predecir la calcificacion. Se incluyeron como variables
predictoras los polimorfismos que habian salido asociados con calcificacion en alguno
de los territorios (rs1800801, rs4242182 y rs7771980) junto con las variables que
resultaron estadisticamente significativas en el analisis bivariante para “Calcificacién
Si/No” (ver Tablas 18,19 y 20). Se simplifico el modelo utilizando un algoritmo por
pasos, mostrandose en la Tabla 33 las variables del modelo final. En concreto, se
presentan los coeficientes, los OR y sus intervalos de confianza al 95% junto con la
significacion del test de Wald y se observa que se pierde la contribucién de los
polimorfismos a la calcificacion, con una aportacién mas importante del hecho de ser
fumador y diabético (Tabla 33).
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Tabla 33. Regresion logistica binaria multiple en funcién de la calcificacion total.

Variable Coeficiente OR IC (95%) P-valor

Edad 0,068 1,071 1,051-1,092 <0,001
Tabaquismo

No fumador Referencia

Ex fumador 0,570 1,769 1,181-2,661 0,006

Fumador 0,860 2,363 1,446-3,870 <0,001
Diabetes

No Referencia

Si 0,807 2,242 1,523-3,301 <0,001
Hipertension

No Referencia

Si 0,610 1,841 0,911-4,066 0,106
TAS 0,008 1,008 0,999-1,017 0,051
Creatinina 0,163 1,177 1,084-1,277 <0,001
Colesterol total 0,007 1,007 1,002-1,011 0,006
PCRus 0,035 1,036 1,015-1,061 0,002
Hemoglobina 0,159 1,172 1,038-1,325 0,011
Urea 0,004 1,004 0,999-1,008 0,065

TAS: tension arterial sistdlica; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

Sin embargo, estratificando la poblacién por estadio de ERC, el polimorfismo

rs4242182 de MSX2 si que contribuye a la calcificacion con una OR=2,32 para el

genotipo heterocigoto (p=0,005) pero sélo en los pacientes en estadio 2-3, es decir, en

estadios tempranos de la enfermedad renal (Tabla 34). Excepto el hecho de ser

fumador, es la variable que aporta una OR mas alta en nuestro modelo.
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Tabla 34. Regresion logistica binaria mdultiple en

estratificando por estadio de ERC.

funcion de la calcificacion

Variable Coeficiente OR IC (95%) P-valor
ERC2-3
rs4242182
Genotipo CC Referencia
Genotipo CT 0,842 2,32 1,279-4,181 0,005
Genotipo TT 0,337 1,4 0,065-12,074 0,780
Tabaquismo
No fumador Referencia
Ex fumador 0,470 1,598 0,901-2,867 0,111
Fumador 0,972 2,642 1,319-5,332 0,006
ITB -0,933 0,393 0,109-1,094 0,110
Triglicéridos 0,004 1,004 1,001-1,007 0,005
ERC4-5
Edad 0,073 1,076 1,049-1,106 <0,001
Diabetes
No Referencia
Si 0,436 1,546 0,937-2,544 0,086
TAS 0,0133 1,013 1,002-1,025 0,025
PCRus 0,029 1,029 1,004-1,063 0,05
Calcio total 0,498 1,645 1,068-2,574 0,026
Dialisis
Edad 0,063 1,064 1,040-1,091 <0,001
Diabetes
No Referencia
Si 1,014 2,757 1,479-5,166 0,001

ITB: indice tobillo-brazo,; TAS: tension arterial sistdlica; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

total

5.9. Andlisis multivariante de la asociacidn de polimorfismos y progresion

del nimero de calcificaciones

Con el fin de determinar la contribucién de cada una de las variables

estudiadas que mostraron asociacion de forma independiente (p<0,05) en la

progresion del nimero de calcificaciones, se realizd un analisis multivariante. Para ello

se utilizd un modelo de regresidn logistica binaria, simplificdndolo posteriormente

empleando un método de seleccién paso a paso.

Se encontrd que tanto en el caso del polimorfismo rs1800802 de MGP como

en el rs514921 de MMP1, los individuos que tenian el genotipo homocigoto para el

alelo menos frecuente contribuian significativamente al modelo de progresion de
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calcificacion (Tabla 35), siendo los mayores contribuyentes en nuestro modelo a juzgar

por las OR.

Tabla 35. Regresion logistica binaria multiple en funcion de la progresion del numero de

calcificaciones.
Variable Coeficiente OR IC (95%) P-valor

rs1800802

Genotipo TT Referencia

Genotipo TC 0,416 1,515 1,015-2,256 0,041

Genotipo CC 1,577 4,843 1,587-15,237 0,006
rs514921

Genotipo AA Referencia

Genotipo AG 0,194 1,214 0,819-1,796 0,331

Genotipo GG 0,734 2,083 1,105-3,889 0,022
Sexo

Hombre Referencia

Mujer -0,491 0,612 0,387-0,959 0,034
Edad
Tabaquismo

No fumador Referencia

Ex fumador 0,418 1,519 0,954-2,432 0,079

Fumador 0,595 1,813 1,030-3,191 0,039
TAS 0,015 1,015 1,006-1,025 <0,001
Urea 0,006 1,005 1,002-1,010 0,004
PCRus 0,057 1,059 1,027-1,095 <0,001

TAS: tension arterial sistolica; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

Al estratificar por estadio de ERC se comprueba que la contribucién del

polimorfismo rs1800802 de MGP se mantiene especificamente en el estadio 2-3 de
ERC pero se pierde la contribucién del polimorfismo de MMP1 (Tabla 36).
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Tabla 36. Regresion logistica binaria multiple en funcion de la progresion de la calcificacion

estratificando por estadio de ERC.

Variable Coeficiente OR IC (95%) P-valor
ERC2-3
rs1800802
Genotipo TT  Referencia
Genotipo TC 0,114 1,121 0,616-2,001 0,703
Genotipo CC 1,479 4,390 1,085-18,939 0,037
Sexo
Hombre Referencia
Mujer -0,506 0,603 0,327-1,079 0,096
Edad 0,08 1,084 1,050-1,122 <0,001
ERC4-5
Sexo
Hombre Referencia
Mujer -0,721 0,486 0,257-1,028 <0,001
Edad 0,066 1,068 1,033-1,107 <0,001
Tabaquismo
No fumador  Referencia
Ex fumador 1,269 3,557 1,594-8,293 0,002
Fumador 1,346 3,943 1,427-10,797 0,009
Diabetes
No Referencia
Si 0,708 2,033 1,034-4,011 0,039
Dislipemia
No Referencia
Si 1,224 3,401 1,475-8,560 0,006
TAS 0,022 1,022 1,006-1,040 0,01
PCRus 0,088 1,091 1,041-1,155 <0,001
Urea 0,009 1,009 1,002-1,017 0,028
Dialisis
Edad 0,046 1,047 1,009-1,092 0,023

TAS: tension arterial sistdlica; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

Ademas, esta asociacién era debida a la contribucién a la progresion de la
calcificaciéon en arteria femoral, como se vio en el correspondiente modelo de
regresion logistica (Tabla 37).
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Tabla 37. Regresion logistica binaria multiple en funcion de la progresion de la calcificacion
en arteria femoral.

Variable Coeficiente OR IC (95%) P-valor

rs1800802

Genotipo TT Referencia

Genotipo TC 0,417 1,518 1,010-2,271 0,043

Genotipo CC 1,674 5,336 1,838-16,299 0,002
Sexo

Hombre Referencia

Mujer -0,522 0,594 0,368-0,945 0,029
Edad 0,053 1,054 1,034-1,076 <0,001
Tabaquismo

No fumador Referencia

Ex fumador 0,576 1,778 1,094-2,919 0,021

Fumador 0,941 2,561 1,447-4,567 0,001
Diabetes

No Referencia

Si 0,470 1,600 1,082-2,363 0,018
Dislipemia

No Referencia

Si 0,378 1,460 0,946-2,292 0,093
TAS 0,009 1,009 1,001-1,019 0,034
Urea 0,007 1,007 1,003-1,011 <0,001
PCRus 0,033 1,033 1,005-1,063 0,018

TAS: tension arterial sistolica; PCRus: proteina C reactiva ultrasensible

Esta asociacion se mantenia también al estratificar por estadio de enfermedad
renal, aunque solo en estadios tempranos (2-3) de la enfermedad (Tabla 38) siendo el
mayor contribuyente en nuestro modelo.
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Tabla 38. Regresion logistica binaria multiple en funcion de la progresion de la calcificacion
femoral estratificando por estadio de ERC.

Coeficiente OR IC (95%) P-valor
ERC 2-3
rs1800802
genotipo TT Referencia
genotipo TC 0,090 1,094 0,605-1,935 0,759
genotipo CC 1,518 4,565 1,193-17529 0,023
Sexo
Hombre Referencia
Mujer -0,6001 0,548 0,292-0,986 0,052
Edad 0,069 1,072 1,039-1,110 <0,001
ERC 4-5
Sexo
Hombre Referencia
Mujer -0,798 0,45 0,211-0,940 0,035
Edad 0,066 1,068 1,036-1,106 <0,001

5.10 Asociacidn de polimorfismos y filtrado glomerular

Con el fin de determinar si existia alguna asociacién subyacente de los
polimorfismos que se habian encontrado asociados con calcificacién, con el grado de
enfermedad renal, se cre6 un modelo lineal incluyendo los polimorfismos que habian
salido asociados con calcificacion junto con el resto de variables, utilizando como
variable dependiente el valor del filtrado glomerular calculado como MDRD4. Se pudo
comprobar que ninguno de los polimorfismos se mantenia en el modelo y por tanto no
habia asociacion con esta variable de enfermedad renal, que era dependiente
principalmente de la presencia de hipertensién (Tabla 39).
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Tabla 39. Modelo lineal (ANCOVA) para el filtrado glomerular.

Variable Coeficiente P-valor
Edad -0,271 <0,001
Hipertensién

No Referencia

Si -21,377 <0,001
Dislipemia

No Referencia

Si -4,003 <0,001
TAD -0,129 <0,001
Creatinina -7,569 <0,001
Hemoglobina 1,737 <0,001
Fosforo 2,493 <0,001
Urea -0,098 <0,001
Acido drico -2,118 <0,001
1,250H Vit D 0,207 <0,001

TAD: tension arterial diastdlica

5.11 Asociacion de niveles circulantes de proteinas y calcificacién vascular

De los genes con polimorfismos potencialmente asociados a calcificacidon
vascular solo los de MGP y MMP1 codifican proteinas que aparecen en la circulacion.
Por ello, se determinaron los niveles circulantes de ambas en muestras de plasma de
pacientes utilizando la técnica de ELISA. En primer lugar, se compararon los niveles en
pacientes con diferentes estadios de enfermedad renal. En el caso de MMP1 no se
obtuvieron niveles detectables en ninguno de los grupos estudiados y por eso no se
pudieron hacer andlisis de asociacion.

Los niveles de MGP obtenidos no presentaron una distribucién normal y por
ello se utilizaron test estadisticos no paramétricos (prueba de Kruskal-Wallis). Se
encontraron diferencias significativas en los niveles segln el estadio, de forma que
eran significativamente mas altos segun se agrava la enfermedad renal, con los niveles
mas altos en los pacientes en didlisis (p-valor<0,001) (Tabla 40 y Figura 3).

Tabla 40. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtin el estadio de ERC.

Estadio ERC I\/Inegdllrar'lrl‘a intef(:aunagr‘(t)ilico
ERC2-3 54,6 35,4-75,8
ERC4-5 92,2 64,0-140,4
Dialisis 324,4 187,0-516,5
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Figura 3. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes en distintos
estadios de enfermedad renal. Las barras horizontales indican la mediana.

De hecho, hay una relacion lineal inversa, estadisticamente significativa, entre
los niveles plasmaticos de MGP y el valor de filtrado glomerular calculado como
MDRD4 en los pacientes renales, con una correlacion de Pearson de -0,569 (p<0,001).

A continuacién, se analizaron los niveles de MGP en relacidon con la presencia
o no de calcificacidén vascular y se encontré que los pacientes calcificados presentaban
unos niveles mas altos de MGP circulante (p=0,016) (Tabla 41 y Figura 4).

Tabla 41. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn tengan o no calcificacion

vascular.
Calcificacion N Mediana . Rango’ .
ng/ml intercuartilico
No 109 84,0 49,9-152,3
Si 34 135,4 72,7-253,4

N: numero de individuos
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Figura 4. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn
presenten calcificacion vascular o no. Las barras horizontales indican la mediana.

Esta asociacién se mantenia estadisticamente significativa con la calcificacién
en arteria femoral (p=0,001) (Tabla 42 y Figura 5) pero no con la carétida (p=0,212)

(Tabla 43 y Figura 6).

Tabla 42. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn tengan o no calcificacion

en la arteria femoral.

Calcificacion N Mediana Rango
femoral ng/ml intercuartilico
No 140 85,2 50,9-187,0
Si 34 185,6 94,5-371,6

N: numero de individuos
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Figura 5. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn
presenten calcificacion en la arteria femoral o no. Las barras horizontales indican Ila

mediana.

Tabla 43. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn tengan o no calcificacion

en la arteria carotida.

Calcificacion N Mediana Rango
carédtida ng/ml intercuartilico
No 128 88,6 50,5-181,4
Si 21 103,2 62,7-230,7

N: numero de individuos
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Figura 6. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segun
presenten cailcificacion en la arteria cardtida o no. Las barras horizontales indican la

mediana.

5.12 Andlisis multivariante de la asociacidn de niveles circulantes de MGP y

calcificacion

Con el fin de determinar la contribucion de los niveles circulantes de MGP a la
calcificaciéon, se realizé un analisis multivariante incluyendo las variables estudiadas
gue habian mostrado asociacion con calcificaciéon de forma independiente (p<0,05).
Para ello, se utiliz6 un modelo de regresién logistica binaria, simplificandolo
posteriormente empleando un método de seleccién paso a paso. Se observd que se
pierde la contribucion de los niveles circulantes de MGP a la calcificacidn.

5.13 Asociacidn de niveles circulantes de MGP y polimorfismos

Se estudid la posible asociacion entre los niveles de MGP circulante y los
distintos polimorfismos estudiados en el gen, dos de los cuales estdn localizados en la
region promotora y, por tanto, podrian afectar a los niveles de la proteina (rs1800801
y rs1800802), y otro produce un cambio de aminoacido (rs4236).
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En cuanto al polimorfismo rs1800801 situado en la regién promotora del gen,
los homocigotos para el alelo menos frecuente (AA) y los heterocigotos presentaban
niveles mas bajos de MGP circulante (p=0,023) (Tabla 44 y Figura 7).

Tabla 44. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segun el genotipo para el
polimorfismo rs1800801.

151800801 Mediana . Rango“
ng/ml intercuartilico
Genotipo AA 107,0 65,6-148,6
Genotipo GA 81,6 50,5-149,2
Genotipo GG 139,7 61,9-357,0
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Figura 7. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes agrupados segun los distintos
genotipos del polimorfismo rs1800801. Las barras horizontales indican la mediana.

Aplicando un modelo de herencia dominante se pudo comprobar que
efectivamente los portadores de dicho alelo A tenian niveles mas bajos de MGP
circulante (p<0,001) (Tabla 45 y Figura 8).
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Tabla 45. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn el genotipo agrupado
segun un modelo de herencia dominante, para el polimorfismo rs1800801.

rs1800801 Mediana Rango
agrupado ng/ml intercuartilico
Genotipos AA+GA 86,2 51,1-149,3
Genotipo GG 139,7 61,9-357,0
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Figura 8. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtin los
distintos genotipos del polimorfismo rs1800801 agrupados siguiendo un modelo de herencia
recesiva. Las barras horizontales indican la mediana.

En cuanto al polimorfismo rs1800802, situado también en la regidn
promotora del gen, se observaron diferencias significativas en los niveles de MGP
circulante segun los distintos genotipos, de forma que, en este caso, los individuos
homocigotos para el alelo menos frecuente presentaban valores mas altos de MGP
gue el resto de genotipos (p=0,017) (Tabla 46 y Figura 9).
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Tabla 46. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segun el genotipo para el
polimorfismo rs1800802.

rsigo0g02  Miediana _ Rango
ng/ml intercuartilico
Genotipo CC 304,2 181,7-547,9
Genotipo TC 92,9 57,8-207,3
Genotipo TT 86,5 53,5-210,6
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Figura 9. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes agrupados
segun los distintos genotipos del polimorfismo rs1800802. Las barras horizontales indican la

mediana.

Una vez vista la distribucién de los niveles de MGP se aplicé un modelo de
herencia recesiva de forma que se agruparon los genotipos heterocigoto y homocigoto
del alelo mas frecuente y se comprobd que, efectivamente, los homocigotos para el
alelo menos frecuente presentaban niveles significativamente mas altos de MGP que
el resto de genotipos (p<0,001) (Tabla 47 y Figura 10).
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Tabla 47. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segtn el genotipo agrupado

segun un

MGP (ngimlL)

modelo de herencia dominante, para el polimorfismo rs1800802.
rs1800802 Mediana Rango
agrupado ng/ml intercuartilico
Genotipo CC 304,2 181,7-547,9
Genotipos TC+TT 89,8 54,4-212,0
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Figura 10. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segun los

distintos

genotipos del polimorfismo rs1800802 agrupados siguiendo un modelo de herencia

dominante. Las barras horizontales indican la mediana.

En cuanto al polimorfismo rs4236, que produce un cambio no sinénimo en la

proteina (Thr102Ala), no habia diferencias significativas en cuanto a los niveles de MGP

enlosd

istintos genotipos (p=0,15) (Tabla 48 y Figura 11).
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Tabla 48. Niveles de MGP medidos en plasma de pacientes segun el genotipo para el
polimorfismo rs4236.

rs4236 Mediana ' Rango' '
ng/ml intercuartilico
Genotipo AA 105,7 61,1-346,7
Genotipo AG 88,6 51,1-173,8
Genotipo GG 100,7 65,6-146,4
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Figura 11. Distribucion de los niveles de MGP medidos en plasma de pacientes agrupados
segun los distintos genotipos del polimorfismo rs4236. Las barras horizontales indican la
mediana.

5.14 Analisis multivariante de los niveles de MGP

De los analisis previos se deduce que los niveles circulantes de MGP podrian
venir determinados, al menos en parte, por polimorfismos funcionales en el gen. Para
confirmarlo se construyé un modelo lineal para predecir los niveles de MGP en plasma
en funcidn de los 3 polimorfismos y del estadio de ERC, y las 4 variables resultaron
estadisticamente significativas (Tabla 49).
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Tabla 49. Modelo lineal multivariante de los niveles de MGP en funcién de los polimorfismos

de MGP.

Variable Coeficiente P-valor
ERC2-3 Referencia
ERC4-5 42,5 0,094
Dialisis 286.,4 <0,001
rs1800801 (GG) Referencia
rs1800801 (GA) -312,2 0,032
rs1800801 (AA) -289,9 0,035
rs1800802 (TT) Referencia
rs1800802 (TC) 9,5 0,067
rs1800802 (CC) 106,2 0,039
rs4236 (AA) Referencia
rs4236 (AG) -14,8 0,759
rs4236 (GG) -302,6 0,026

Se observan diferencias entre los enfermos en didlisis y los que tienen

enfermedad en estadios precoces (ERC2-3) (p<0,001), resultando que los enfermos en

dialisis tienen un valor de MGP superior en 286,4 unidades. En cuanto a los

polimorfismos del gen de la MGP, en los tres casos los genotipos homocigotos para el

alelo menos frecuente contribuyen a los niveles de MGP circulantes, en concreto
rs1800801 y rs4236 bajando los niveles y rs1800802 aumentandolos respecto a los

homocigotos para los respectivos alelos mas frecuentes. En el caso del rs1800801,

también el genotipo heterocigoto contribuye a unos menores niveles de MGP

circulante (Tabla 49).
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El riesgo de desarrollar calcificaciones vasculares es mayor en los pacientes
con insuficiencia renal crénica que en la poblacion normal, lo que esta relacionado con
una mayor probabilidad de padecer eventos cardiovasculares.'® De ahi, la importancia
de identificar un marcador precoz del riesgo de desarrollar calcificaciones vasculares
gue permita clasificar a los pacientes renales de alto riesgo, para disefiar acciones
preventivas que evitarian los costosos tratamientos paliativos posteriores.

Existen alteraciones genéticas que predisponen a la calcificacién.'®” 1% |

Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI) ha publicado
recientemente un catalogo con mas de 14000 asociaciones encontradas
polimorfismos-fenotipo con una p <1x10~ donde se han rastreado al menos 100000
polimorfismos. En este catdlogo se pueden encontrar estudios de asociacién entre

19 En un estudio donde se analizaron 2,5

polimorfismos vy calcificaciéon vascular.
millones de polimorfismos en 2620 individuos de sexo masculino, fumadores o con
habito tabaquico anterior, se encontrd asociacidon entre calcificacion a nivel de la
arteria coronaria y el polimorfismo rs1537370 de la regidn cromosomica 9p21
(p=2,3x10™"); el rs3825807 (p=6,5x10°) del locus ADAMTS7 y con el rs12526453

(p=1,0x10"%) del locus PHACTR1.*°

El estudio genético objeto de esta tesis doctoral se centrd en varias proteinas
de la matriz extracelular, por ser el sitio donde ocurre la calcificaciéon (MMP-1, -2, -3y -
9; BMP-2, -4 y -7; OPN, MGP, OC y fetuina) y algunos factores de transcripcién que
regulan la expresién de proteinas implicadas en la calcificacion (RUNX2, MSX1 y MSX2).
Después de un analisis preliminar, se seleccionaron 31 polimorfismos y se buscé
asociacion con calcificacién, tanto a nivel de las arterias femorales como caradtidas.

La técnica de imagen utilizada para la deteccién de las calcificaciones tanto a
nivel femoral como de las arterias cardtidas fue la ecografia. Existen varias técnicas de
imagen que pueden ser utilizadas para la determinacién de calcificacion vascular: CT,
radiografia simple, PET, etc. La eleccion de la técnica puede condicionar la obtencién
de diferentes resultados. Es necesario, utilizar una técnica de imagen con la que
podamos realizar un buen diagndstico de la enfermedad para que exista una buena
correlacién con el posible marcador en estudio.

La ecografia es una técnica de imagen que permite a través de la evaluacién
del GIM (definido como la distancia existente entre la interfase luz-intima y la interfase
media-adventicia de la pared distal) determinar el nimero y el tamafio de las placas
ateromatosas. Las placas son definidas como engrosamientos focales del GIM con una
altura >1,2 mm o superior al 50% del GIM adyacente. Ademas, la ecografia, también
puede dar informaciéon sobre la composicion de las placas. Asi, las placas
hiperecogénicas que producen sombra de ecos, se consideran placas calcificadas. Por
otro lado, tiene la ventaja de ser una técnica disponible y barata en comparacién con
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técnicas mas complejas como el CT o la PET, ademas de ser una técnica que no irradia
al paciente. Sin embargo, tiene la desventaja de ser una técnica subjetiva en cuanto a
gue depende de la experiencia del observador en la valoracion de las imagenes, es
decir, es una técnica observador-dependiente. Si bien esto es cierto, en la poblaciéon
analizada por el proyecto NEFRONA, utilizada en esta tesis, las lecturas de las imagenes
ecograficas fueron realizadas por dos observadores independientes que, ademas,
desconocian las caracteristicas clinicas de los participantes, lo que minimizé el posible
error en la interpretacion de las imagenes.

Existen varios trabajos que sefialan al GIM como marcador de enfermedad
cardiovascular en poblacion general. Asi, un aumento del GIM es considerado como
factor de riesgo independiente de la incidencia de enfermedad cardiovascular.™! Sin
embargo, este marcador no ha sido tan estudiado, o los trabajos no muestran
resultados suficientemente concluyentes, en poblaciones de alto riesgo como pueden
ser los pacientes con ERC.H2 114

Por otro lado, el Unico método cuantitativo para la determinacion de calcio
vascular es mediante CT utilizando el score de calcificacion de Agatston, aunque
también ha resultado util la radiografia simple empleando métodos semicuantitativos,
como los descritos por Adragao y Kauppila, y que han demostrado un buen poder
predictivo de eventos cardiovasculares en la poblacién con ERC.

Por otro lado, dentro de las aplicaciones de la técnica de imagen PET, utilizada
en Medicina Nuclear, es posible, mediante la utilizacion de 18 fluoruro sdédico como
radiofarmaco, discriminar entre macro- y micro- calcificaciones vasculares. Se puede
considerar macro-calcificaciones cuando son nucleos mayores de 50 um y micro-

calcificaciones cuando son menores de 50 um.ns

Esta clasificacion es importante ya
gue las macro-calcificaciones suelen estar relacionadas con estabilidad de la placa
mientras que las micro-calcificaciones sugieren un mayor riesgo de rotura de placa y,

116 En un

por lo tanto, aumento del riesgo de eventos cardiovasculares, entre otros.
trabajo reciente, se compararon las imagenes obtenidas del PET (utilizando como
radiofarmaco 18 fluoruro sédico) con las obtenidas del CT de pacientes con cardtidas
calcificadas que posteriormente fueron sometidos a endarterectomias carotideas. Se
observaron diferencias en la distribucién de la calcificacion entre las imagenes
obtenidas con el PET y el CT. Asi, captaciones observadas en el PET que no fueron
detectadas con el CT se relacionaron con micro-calcificaciones y captaciones
detectadas con el CT que en la imagen del PET se clasificaron como zonas frias
correspondieron a macro-calcificaciones donde probablemente no existian o eran

leves los nacimientos de nucleos micro-calcificados.'*’

Estos hallazgos proponen al PET
como técnica no sdélo de cuantificacidn de calcificaciones vasculares sino para clasificar
la estabilidad de la placa y por lo tanto valorar el riesgo de padecer eventos
cardiovasculares o cerebrovasculares, entre otros. Como inconveniente, es una técnica

gue no esta disponible en todos los centros sanitarios.
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Otros factores a tener en cuenta a la hora de buscar un marcador de
enfermedad son las caracteristicas de la poblacién a estudio. Es bien sabido que las
calcificaciones vasculares se desarrollan de forma mas precoz y en mayor porcentaje
en hombres que en mujeres. Ademas, las mujeres en edad fértil estan mas protegidas
debido a la regulacion hormonal que ejercen los estrogenos. Muchos estudios se
apoyan en estas diferencias para buscar marcadores genéticos de calcificacion vascular

118

en poblaciones de un solo sexo y evitar asi posibles enmascaramientos.””~ Muchos

trabajos donde buscan marcadores de enfermedad ateromatosa o factores de riesgo

119 En este sentido se han encontrado

cardiovascular estan segregados por sexo.
asociaciones entre marcadores genéticos y calcificacion vascular tanto en hombres
como en mujeres por separado. Asi, estudios restringidos sélo a mujeres, donde la
prevalencia de calcificacion vascular es menor que en hombres, se encuentran
asociaciones entre calcificacion coronaria y proteinas de la matriz implicadas en el

proceso de calcificacion.*?

Sin embargo, también hay estudios que han demostrado asociaciones
genéticas con el riesgo de desarrollar calcificaciones vasculares donde incluyen tanto
hombres como mujeres. En nuestro trabajo, realizamos un andlisis de asociacion en
conjunto, donde el 60,8% de la muestra estaba representado por hombres y el 39,2%
por mujeres. Ademds, nuestros grupos de enfermedad renal, presentan menos
mujeres que el grupo control. De todos los analisis realizados, sélo se encontrd
asociacién con calcificacién para dos proteinas de matriz, MGP y MMP1, y dos factores
de transcripcion, RUNX2 y MSX2. En concreto, para la MGP se observdo que el
polimorfismo rs1800801 se asocié con calcificacion a nivel de la arteria femoral. La
presencia del alelo raro fue mas frecuente en individuos con mayor numero de
calcificaciones. Sin embargo, no encontramos asociacién de este polimorfismo con
calcificacién a nivel de la arteria cardtida. Estos resultados estan en consonancia con
otros trabajos como el estudio AXA, en el que se incluyeron 788 voluntarios sanos, 326
hombres y 462 mujeres, y se observd asociacion entre el polimorfismo rs1800801 y
calcificaciéon femoral, no encontrando asociacion a nivel de la arteria carétida.®? Es
interesante destacar que en el estudio AXA se utilizé la misma técnica para el andlisis
de las calcificaciones vasculares.

Hasta la fecha, ningun estudio GWAS ha encontrado asociacién con
polimorfismos de la MGP. La mayoria han sido realizados, fundamentalmente, sobre
calcificaciéon coronaria y en el Unico estudio GWAS en el que se analizé post hoc

calcificacién adrtica, el gen MGP no aparecié como candidato.*?**??

Al contrario que en nuestros resultados, un estudio donde se incluyeron
pacientes con calcificacién en arterias coronarias sin placa aterosclerdtica, con
calcificaciéon en arterias coronarias con placa aterosclerdtica, con calcificacion en
arteria adrtica sin placa aterosclerdtica, no encontraron asociacién entre los
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polimorfismos rs1800801 y rs4236 y calcificacién a nivel de la aorta y de la carétida
cuando estaba en la placa de ateroma y, en cambio, si encontraron asociacidon cuando
la calcificacion no estaba situada en la placa aterosclerdtica. En este estudio, la

124 Esto pone de

determinaciéon de las calcificaciones fue realizada mediante CT.
manifiesto la importancia de la técnica utilizada para la determinacion de calcificacion

vascular.

Para el polimorfismo rs1800802 no encontramos asociacion con calcificacidon
en ninguno de los territorios estudiados. Resultados similares fueron obtenidos en el
estudio AXA.®? Ademads, en un estudio multicéntrico donde participaron 624 individuos
(308 mujeres y 316 hombres) tampoco se encontrd asociacion entre este polimorfismo
y calcificacion a nivel adrtico.®> Sin embargo, encontramos asociacién para ese
polimorfismo y la progresion de calcificacidon a 24 meses, de forma que el genotipo
homocigoto para el alelo menos frecuente (CC) e incluso el heterocigoto (TC) eran mas
frecuentes entre los individuos con progresion y mas especificamente entre los
individuos con progresion en femoral. De hecho, se encontré que los individuos que
tenian el genotipo homocigoto para el alelo menos frecuente, contribuian
significativamente al modelo multivariante, siendo los mayores contribuyentes a juzgar
por las OR. Al estratificar por estadio de ERC, se comprueba que la contribucién de
este polimorfismo se mantiene especificamente en el estadio 2-3 de ERC. Esta
asociacion era debida principalmente a la contribucién a la progresién de la
calcificaciéon en arteria femoral, como se vio en el correspondiente modelo de
regresion logistica. Sin embargo, en contraposicion, otros autores observaron que el
genotipo CC se asocidé con una menor progresion de calcificacion a nivel de la aorta
abdominal en pacientes en hemodialisis.**® Sus frecuencias genotipicas muestran
diferencias con las de nuestra cohorte, quizd por ser poblacién japonesa. Cabe
destacar que, para la determinacion de calcificaciones, en este estudio se utilizé CT, lo
gue podria explicar las diferencias con el trabajo de esta tesis.

Respecto al polimorfismo rs4236 de MGP, en nuestro estudio no encontramos
asociacién con calcificacion ni con progresién de la calcificacion para los territorios
estudiados. Sin embargo, en el estudio AXA mencionado anteriormente se encuentra
asociacion con calcificacion a nivel femoral. Ademds, en otro estudio donde se
incluyeron 622 individuos (tanto hombres como mujeres) que no presentaban
enfermedad coronaria ni cirugia cardiaca previa, si que se observd asociacidon con
progresién de calcificacién coronaria.*?’

El polimorfismo rs4242182 de MSX2 se asocid con mayor numero de
calcificaciones en las dos arterias, con diferencias significativas entre el genotipo TT y
CT. Este polimorfismo produce un cambio de aminoacido Met129Thr y se ha asociado
.18 Estratificando la poblacién por estadio de
ERC en un analisis multivariante, este polimorfismo mantiene la contribucién a la

con problemas en el desarrollo cranea
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calcificaciéon con una OR=2,32 para el genotipo heterocigoto, aunque sdélo en los
pacientes en estadio 2-3, es decir, en estadios tempranos de la enfermedad renal. En
el analisis multivariante también se pierde la contribucién del género, con una
aportacién mas importante del hecho de ser fumador. Este resultado sugiere que este
polimorfismo podria considerarse un marcador precoz de calcificacion vascular en la
ERC.

Hay que tener en cuenta, que en nuestro trabajo se observd una mayor
frecuencia de calcificaciones en la arteria femoral que en la carétida en todos los
grupos de individuos destacando un 5,1% de individuos sanos con calcificacién en la
femoral, que va hasta un 24,2% en los pacientes en dialisis. En cardtida, en cambio, la
frecuencia va desde un 0,4% en individuos controles hasta un 18,1% en pacientes en
dialisis. Estos porcentajes diferentes pueden influir en las asociaciones encontradas.

De los genes con polimorfismos potencialmente asociados a calcificacidon
vascular, sélo los de MGP y MMP1 codifican proteinas que aparecen en la circulacién.
Por ello, se determinaron los niveles circulantes de ambas en muestras de plasma. En
el caso de MMP1 no se obtuvieron niveles detectables en ninguno de los grupos
estudiados y por eso no se pudieron hacer analisis de asociacion. Sin embargo, existen
trabajos donde observan mayor concentracion plasmatica de MMP (-1, -3 y -7) en
pacientes con un GIM carotideo aumentado en comparacién con pacientes con
grosores normales.”*

Los niveles de MGP fueron significativamente mas altos segun aumenta el
estadio de enfermedad renal. En este sentido, varios estudios, observan niveles mas
altos de MGP en estadios avanzados de la enfermedad frente a los encontrados en

129,130 Estos trabajos determinan niveles de proteina en su forma

estadios tempranos.
descarboxilada, es decir, en su forma inactiva, lo que puede sugerir que en nuestras
muestras hubiera un alto porcentaje de forma inactiva en los estadios de enfermedad

renal avanzada.

Por otra parte, también encontramos niveles mas altos de MGP circulante en
los pacientes calcificados, especialmente en arteria femoral. Varios estudios no

9293 Sin embargo, existen

encuentran asociacién entre niveles de MGP vy calcificacion.
estudios apuntan una asociacidon positiva ente los niveles plasmaticos de MGP
descarboxilada (forma inactiva) y el aumento de calcificacién vascular.”®® En otros
trabajos, se observa una asociacidén inversa entre concentracién de MGP total y

aumento de calcificacién coronaria.’*!

Se podria pensar que un inhibidor de Ia
calcificaciéon, como la MGP, deberia de estar disminuido en pacientes con mayor
numero de calcificaciones, cuando es cuantificado en plasma. Sin embargo, un
incremento de la concentracién total de MGP no tiene que reflejar necesariamente un
aumento de las formas metabdlicamente activas. Ademds, en otro trabajo, se

encuentran niveles de MGP mas bajos en pacientes con calcificaciones sin placa
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aterosclerdtica, a nivel adrtico y carotideo pero mas altos en pacientes con placa
aterosclerdtica en las mismas arterias, comparando esos niveles con los encontrados
en sujetos controles sanos.”

Por otro lado, cuando analizamos la contribucién de los niveles de MGP a la
calcificaciéon en un modelo multivariante observamos que se pierde la asociacién.
Ademas, llama la atencién que se pierden las contribuciones de todos los factores de
riesgo excepto la edad. Estos resultados pueden ser debidos al pequefio niUmero de
individuos en los que se analizaron niveles de MGP circulante y ademas eran todos
pacientes. Se analizé la contribucion de MGP, incluyendo esta variable en un modelo
multivariante ya construido previamente a partir de un nimero muy alto de valores de
potenciales factores de riesgo que incluian, ademas, a sujetos controles. Quizas se
deberia haber construido un modelo multivariante considerando sélo los valores de los
posibles factores de riesgo de los pacientes en los que se habia determinado la
concentracion plasmatica de MGP.

Ademas, se estudid la posible asociacién entre los niveles de MGP circulante y
los distintos polimorfismos estudiados en el gen. Los 3 polimorfismos estudiados se
asociaron con los niveles de la proteina. Tanto para el polimorfismo rs1800801 situado
en la region promotora del gen, como para el rs4236, los portadores del alelo menos
frecuente presentaban niveles mas bajos de MGP circulante, aunque no se habia
encontrado asociacién de estos polimorfismos con calcificacion en ninguno de los
territorios estudiados. Resultados similares se encontraron en el estudio de Crosier y
col. que encuentran niveles de esta proteina mdas bajos asociados con el alelo
minoritario de estos polimorfismos en una poblacién sin enfermedad renal con una
edad entre 60y 80 afios.”

En cuanto al polimorfismo rs1800802, situado también en la regidn
promotora del gen, se observé que los individuos homocigotos para el alelo menos
frecuente, que era el genotipo que habia resultado asociado con mayor progresion de
calcificacion, presentaban valores significativamente mas altos de MGP que el resto de
genotipos. Esto sugeriria que los valores circulantes de MGP podrian ser utilizados
como marcadores de progresion en poblacion con ERC, ademas del polimorfismo
rs1800802. Sin embargo, estudios en otras poblaciones no encontraron asociacién.*?

En cuanto a la etiologia de enfermedad renal, en nuestro estudio se
incluyeron solo pacientes cuya enfermedad estaba causada por nefropatia glomerular,
enfermedad vascular, nefropatia diabética, enfermedades metabdlicas y nefropatia
tubulointersticial, descartando las debidas a farmacos o toéxicos, las enfermedades
quisticas, las displasias o hipodisplasias renales, nefropatias hereditarias, mieloma
multiple, amiloidosis y cualquier tipo de tumor o enfermedad sistémica que podria
enmascarar una posible causa genética de la calcificaciéon vascular. No se tuvo en
cuenta las diferentes etiologias como posibles factores de riesgo independientes de
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calcificacion vascular. Tampoco se estudid asociacidon entre los polimorfismos
candidatos y dichas etiologias.

Ademas, en este trabajo, no se ha tenido en cuenta las posibles interacciones
que pueden causar los tratamientos farmacoldgicos pautados en los individuos
durante el estudio. Entre estos tratamientos destacan: tratamientos con
calcimiméticos (cinacalcet); tratamientos con derivados de formas activas de la
vitamina D (calcitriol, colecalciferol), tratamientos con quelantes de fdsforo,
tratamientos con antiagregantes, tratamiento con estatinas y tratamientos
hipotensores. Todos ellos, son susceptibles de interferir en la evolucién natural que
seguirian las calcificaciones vasculares en los sujetos a estudio.

Asi, dado que niveles elevados de fésforo inician, de forma activa, la
calcificacién vascular, es légico pensar que los captores de fosforo pueden llegar a
reducir las calcificaciones vasculares. En un estudio donde se administrd sevelamer (un
captor de fésforo) a pacientes renales en estadio 4 y 5, se redujo la calcificacidon a nivel
aortico y/o mitral en mas del 70% de los casos. Ademas la progresién de enfermedad
renal en estos pacientes fue mas lenta.**?

Los tratamientos hipolipemiantes, como la administracion de estatinas,
también pueden influir en el desarrollo de calcificaciones vasculares. Las estatinas son
los farmacos de eleccion para el tratamiento de la dislipemia. Ademas, han
demostrado que son Uutiles en la prevencion de la enfermedad cardiovascular. Los
estudios descritos hasta ahora, sobre el uso de estatinas en el tratamiento y
ralentizacion de la progresidon de la enfermedad aterosclerdtica apuntan a que estos
farmacos son eficaces en estadios tempranos de la enfermedad no quedando tan

133,134 por otro lado, la utilizacion de

demostrada su eficacia en estadios avanzados.
antiagregantes como la vitamina K pueden modificar el estado de la proteina MGP.
Niveles elevados de vitamina K, pueden inducir que la proteina se encuentre en su
estado activo de y-carboxilacion pudiendo afectar a las concentraciones totales de

MGP plasmaticas.

Si bien parecen necesarios mas estudios en esta drea, los resultados
epidemioldgicos y experimentales discutidos son alentadores y refuerzan la necesidad
de investigar sobre biomarcadores que permitan un diagndstico precoz y un
tratamiento mas especifico de las alteraciones del metabolismo dseo y vascular. Como
se acaba de explicar, es sabido que las variaciones genéticas pueden influir en las
alteraciones del metabolismo dseo y mineral. Por lo tanto, es razonable postular que
variantes en los genes implicados en estos procesos puedan ser utilizadas como un
indicador como de la progresion de la calcificacion vascular.’®
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En los pacientes con enfermedad renal es mas frecuente la calcificacion a nivel
de arteria femoral que de carétida, con un 24% frente a un 18% en pacientes en
dialisis.

En nuestra muestra de poblacion sana también se encontrd un 5% de personas
con calcificacidn vascular, mayoritariamente en arteria femoral.

De los 31 polimorfismos analizados, solo se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas para 5 de los polimorfismos pertenecientes a 4
de los genes candidatos: MGP, MMP1, RUNX2 y MSX2.

De los tres polimorfismos cuyas frecuencias eran diferentes en individuos con y
sin calcificacion, solo rs4242182 del gen del factor de transcripcion MSX2 se
asoci6 independientemente a la calcificacion vascular presentando una OR=2,3
para el genotipo heterocigoto en pacientes en estadios tempranos de
enfermedad renal.

El polimorfismo rs1800802 situado en la regidon promotora del gen MGP, se
asocio de forma independiente con progresidon de la calcificacién total en
estadios tempranos de la enfermedad renal, especialmente por la contribucion
debida a la asociacidon con progresion en arteria femoral. Con una OR=4,4 para
el genotipo homocigoto del alelo menos frecuente, es la variable que aporta
una OR mas alta en nuestro modelo.

Ninguno de los polimorfismos estudiados se asocido con enfermedad renal,
utilizando como variable dependiente el valor del filtrado glomerular calculado
como MDRD4, siendo el mayor contribuyente a este ultimo la presencia de
hipertension.

Los niveles circulantes de MGP fueron significativamente mads elevados en los
grupos de enfermedad renal a medida que progresa la enfermedad,
presentando una correlacién inversa estadisticamente significativa con el
filtrado glomerular.

Los niveles circulantes de MGP fueron significativamente mas altos en los
pacientes con calcificacion en la arteria femoral comparados con los no
calcificados. Sin embargo, esta variable no contribuyd a predecir calcificacion
cuando se incluyen en el modelo los factores de riesgo independientes
observados en nuestro estudio.

En un modelo lineal multivariante, tanto los tres polimorfismos de MGP
analizados como el estadio de enfermedad renal contribuyeron
independientemente a la predicciéon de los niveles circulantes de MGP.
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10. Hemos identificado polimorfismos en los genes MSX2 y MGP que se asocian
independientemente con calcificacidon vascular en estadios tempranos de la
enfermedad renal y que, por tanto, podrian tenerse en cuenta a la hora de
predecir el riesgo de calcificacion de un paciente. Mas estudios en otros genes y
marcadores y en otras poblaciones son necesarios para conseguir una
prediccion lo mas temprana posible, antes de que la calcificacion empiece a
producirse.
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