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INTRODUCCION GENERAL

La enfermedad renal crénica (ERC) es reconocida actualmente como un problema
de salud publica. Los estudios relizados en poblacibn americana muestran que la
prevalencia global se sitia en torno al 12%, mientras que en nuestro pais, el estudio
EPIRCE (Estudio de Prevalencia de la Insuficiencia Renal Crénica en Espafia) demostrd
que dicha prevalencia era superior al 9% lo que representa, en términos absolutos, que

mas de 4 millones de personas presentan ERC en Espafia (Otero et al., 2010).

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa mas comun de muerte en los
pacientes con ERC, siendo entre 20 y 30 veces mayor que en la poblacion general. Este
exceso de riesgo cardiovascular (CV) es explicado por la elevada prevalencia de factores
de riesgo CV tradicionales, asi como por la presencia de factores de riesgo especificos
relacionados con la ERC. Entre estos Ultimos destacan las alteraciones del metabolismo

mineral y la inflamacién.

Los trabajos que conforman la presente Tesis pretenden profundizar en el
conocimiento de las interrelaciones entre el metabolismo mineral, la inflamacion y la ECV
en el contexto de la ERC. Algunos de los avances mas relevantes en este campo derivan
del descubrimiento de nuevas relaciones entre la terapia con analogos de la vitamina D y la
inflamacién, del estudio del eje constituido por el factor de crecimiento fibroblastico 23
(fibroblast growth factor, FGF-23) y la proteina Klotho, recientemente identificado como el
regulador principal de la homeostasis del fésforo, y de la relaciéon de esta ultima con el

mantenimiento de la salud CV.

Dentro de las alteraciones del metabolismo mineral, uno de los trastornos mas
frecuentes que presentan los pacientes con ERC es el hiperparatiroidismo secundario
(HPTS), para cuyo tratamiento se han usado ampliamente analogos de la vitamina D.

Desde hace pocos afios se cuenta con una nueva molécula, el 19-nor-1-25-dihidroxi-
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vitamina D2 (paricalcitol), un activador selectivo del receptor de la vitamina D (RVD) que,
mas alla de su efectividad como terapia frente al HPTS, se ha relacionado con una mejoria
de la supervivencia. Estudios experimentales han mostrado que el paricalcitol presenta
propiedades anti-inflamatorias, lo cual podria contribuir a los beneficios referidos para esta
molécula, aunque esta posibilidad no ha sido analizada en estudios clinicos. Para evaluar
si la administracion de paricalcitol se asocia a efectos moduladores del fenémeno
inflamatorio a nivel clinico, desarrollamos un estudio en pacientes en hemodidlisis cuyos
resultados se han publicado en la revista Journal of Clinical Pharmacology (revista oficial
de la Asociacion Americana de Farmacologia Clinica). Este trabajo se presenta en esta
memoria como el Capitulo 1: Anti-inflammatory profile of paricalcitol in hemodialysis
patients: a prospective, open-label, pilot study. Navarro-Gonzalez JF, Donate-Correa

J, Méndez ML, Muros-de-Fuentes M, Garcia-Pérez J, Mora-Fernandez C. Journal of

Clinical Pharmacology. 2013;53(4):421-6.

Por otra parte, hemos fijado nuestra atencién en la posible relacion existente entre
el sistema FGF-23/Klotho y el dafio vascular. Este sistema, mas all4d de su papel en el
contexto del metabolismo mineral, parece tener implicaciones significativas en la ECV.
Estudios clinicos en pacientes con ERC han mostrado una asociacion independiente entre
los elevados niveles de FGF-23 y la presencia de hipertrofia ventricular izquierda, asi como
con un incremento en el riesgo de mortalidad. Respecto a Klotho, esta proteina ha sido
relacionada con el mantenimiento de la salud vascular. Dado que los estudios previos que
presentaban datos sobre los elementos del sistema FGF-23/Klotho a nivel de la pared
vascular habian sido realizados en animales de experimentacion, nuestro objetivo fue
caracterizar en la pared vascular humana la expresion de FGF-23, de sus receptores y de
Klotho. Los resultados se han publicado en la revista International Journal of Cardiology y
dicho trabajo se incluye en esta memoria bajo el epigrafe Capitulo 2: Expression of

FGF23/KLOTHO system in human vascular tissue. International Journal of

J. Donate Correa 7 Tesis Doctoral
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Cardiology. Donate-Correa J, Mora-Ferndndez C, Martinez-Sanz R, Muros-de-Fuentes

M, Pérez H, Meneses-Pérez B, Cazania-Pérez V, Navarro-Gonzalez JF. International

Journal of Cardiology. 2013;165:179-83.

Finalmente, como paso siguiente en el estudio del vinculo potencial existente entre
el sistema FGF-23/Klotho y el dafio vascular, nos hemos centrado en la relacién entre
Klotho y la enfermedad arterial coronaria (EAC). Descensos en los niveles de esta proteina
se relacionan con un sindrome de envejecimiento prematuro que incluye disfuncion
endotelial y aterosclerosis, ademas de un descenso en la esperanza de vida. Dado que se
ha propuesto que la proteina Klotho esta involucrada en el mantenimiento de la salud
vascular por distintos mecanismos, se ha sugerido que podria constituir un nuevo regulador
de la ECV, con un papel potencial en la patogénesis de la aterosclerosis. La EAC es la
principal causa de muerte en el mundo, y aunque el riesgo de ECV puede ser cuantificado
mediante asociaciones con factores de riesgo CV tradicionales, la susceptibilidad,
severidad y progresion de la EAC no se ajusta completamente a estos factores. Por tanto,
la aparicién en este escenario de un nuevo sistema bioldgico relacionado con la salud CV,
podria aportar nueva informacion que mejore nuestra comprension de la biologia de la
enfermedad aterosclerética y la determinacion del riesgo CV. Bajo estas consideraciones
hemos llevado a cabo un estudio transversal para testar la hipétesis que relaciona una
reduccion en la concentracién de la proteina Klotho soluble y un descenso en los niveles de
su expresion vascular con la presencia y severidad de la EAC. Los resultados se recogen
en el articulo publicado en la revista Heart y conforman el Capitulo 3: Reduced Klotho is
associated with the presence and severity of coronary artery disease. Navarro-
Gonzéalez JF, Donate-Correa J, Muros-de-Fuentes M, Pérez-Hernandez H, Martinez-

Sanz R, Mora-Fernandez C. Heart. 2014;100:34-40.
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Capitulo |

Perfil anti-inflamatorio del paricalcitol en pacientes en hemodidlisis: un estudio

piloto, abierto y prospectivo.

Juan F. Francisco-Gonzalez, Javier Donate-Correa, Maria Luisa Méndez, Mercedes

Muros-de-Fuentes, Javier Garcia-Pérez, Carmen Mora-Fernandez.

Anti-inflammatory profile of paricalcitol in hemodialysis patients: a prospective,

open-label, pilot study.

Journal of Clinical Pharmacology 2013;53(4):421-6
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Anti-Inflammatory Profile of Paricalcitol in
Hemodialysis Patients: A Prospective,
Open-Label, Pilot Study

Juan F. Navarro-Gonzalez, MD, PhD, FASN'23 Javier Donate-Correa>?
Maria L. Méndez, MD', Mercedes Muros de Fuentes, PharmD>*,
Javier Garcia-Pérez, MD, PhD', and Carmen Mora-Fernandez, MD**

Abstract

Inflammation is a strong predictor of increased morbidity and mortality in hemodialysis (HD) patients. Paricalcitol, a selective vitamin D receptor
activator used for prevention and treatment of secondary hyperparathyroidism, has shown anti-inflammatory properties in experimental studies,
although clinical data are scarce. In an open-label, prospective, single center, pilot study, 25 stable HD patients, previously receiving calcitriol, completed
12 weeks of therapy with oral paricalcitol. Serum and peripheral blood mononuclear cell (PBMC) expression profiles of inflammatory cytokines were
analyzed. Serum interleukin (IL)-1, IL-10, and IL- 18 did not change, unlike high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), tumor necrosis factor-o (TNF-«),
and IL-6, which experienced a significant mean percent decrease of 14.3%, 4.7%, and 5%, respectively. There was a significant reduction in the TNF-o/IL-
10 and the IL-6/IL-10 ratios (P < .05). Serum intact parathyroid hormone concentration experienced a mild but significant reduction. In addition,
expression levels of TNF-« and IL-6 decreased by 19.1% (P < .01) and 17.5% (P < .001), respectively, whereas expression of IL-10 increased by 17.7%
(P < .0l) after treatment. In conclusion, paricalcitol administration to HD patients is associated with a beneficial effect on the inflammatory cytokine

serum and gene expression profile of PBMC. This effect may contribute to the survival benefits of paricalcitol observed in clinical studies.

Keywords

gene expression, hemodialysis, inflammation, paricalcitol, peripheral blood mononuclear cells

Although significant improvements have occurred in
different aspects of care for patients on dialysis, the
morbid-mortality observed in this population remains very
high. Itis becoming increasingly appreciated that patients on
hemodialysis (HD) present a true chronic inflammatory
syndrome." This state of chronic inflammation is a powerful
predictor of mortality after adjustment for other risk factors,
and also isresponsible for other complications and mortality
risk factors, including anemia, left ventricular hypertrophy,
malnutrition, vascular calcification, and atherosclerosis.'
C-reactive protein (CRP) is the gold-standard of the
inflammatory markers, which has become a routine test in
many HD services. However, in the complex scenario of
end-stage renal disease (ESRD), cytokines are central
molecules in the inflammatory process that affects patients
on HD. Dysregulation of some of these molecules is a key
factor in the altered cytokine network of uremia, with
relevant implications in the development of complications
and the increased morbi-mortality in this population.*”
Paricalcitol (19-nor-1, 25-hydroxi-vitamin D2), a
synthetic, selective, new generation vitamin D receptor
activator, is a therapy for prevention and treatment of
secondary hyperparathyroidism (SHPT). Several studies
have shown that paricalcitol retains vitamin D biological
activity but shows important differences concerning
diverse aspects, including undesirable effects and toler-
ance,’ inhibition of renin expression,” and induction of

J. Donate Correa

vascular calcification.® In addition, experimental in vitro
and in vivo studies have demonstrated the anti-inflamma-
tory effects of paricalcitol, including suppression of
inflammatory chemokine expression, inhibition of renal
inflammation by sequestration of NF-kB, inhibition of
Wnt, and blockade of B-catenin-mediated gene transcrip-
tion.” '? However, so far there have been a limited number
of studies addressing the anti-inflammatory effects of
paricalcitol in the clinical setting."?
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The present study was undertaken to determine the
effect of oral paricalcitol administration on the serum
inflammatory profile and the peripheral blood mononuclear
cell (PBMC) inflammatory cytokines mRNA expression
levels in patients receiving regular HD treatment.

Subjects and Methods

Study Design

This was a prospective, open-label, pilot study of patients
under maintenance HD from a single center. The primary
endpoint was to analyze the effect of oral paricalcitol
administration on the serum interleukin (IL)-6 concen-
trations after 12 weeks of therapy. Secondary endpoints
were changes in serum concentration of inflammatory
molecules [high sensitivity (hs)-CRP, tumor necrosis
factor-a (TNF-w), IL-1, IL-10, and IL-18], and the mRNA
expression levels of IL-6 and TNF-« in PBMC. A sample
size calculation to detect a 25% relative difference in the
serum IL-6 concentration at the end of the study for a «-
value of 0.05 and a B-value of 0.90 showed a need for a
minimum of 19 individuals.

Patient Population

Patients were considered eligible if they met the following
inclusion and exclusion criteria. Inclusion criteria were
age older than 18 years, HD therapy for at least 3 months,
stable clinical condition, serum calcium, and phosphorus
concentrations lower than 10.5 mg/dL and 6.0 mg/dL,
respectively, calcium-phosphorus product lower than
80 mg*/dL?, SHPT under treatment with calcitriol for at
least 6 months, with an intact parathyroid hormone (iPTH)
level lower than 500 pg/mL, and able to give informed
consent. Exclusion criteria included previous parathyroid-
ectomy, treatment with calcimimetics, severe gastrointes-
tinal disease, current smoking habit, alcohol dependence
or drug abuse, known active immunologic or tumoral
disease, an acute inflammatory or infectious episode in the
previous month, hepatitis B, C or HIV positivity, previous
transplantation, active treatment with immunotherapy or
immunosuppressive medications, and non-compliance
with HD prescription. The protocol was approved by
the institutional ethic committee and procedures were in
accordance with the Helsinki Declaration. Informed
consent was obtained for all patients.

Thirty patients entered the study, and five did not
complete the trial (three received a renal transplant and
two discontinued intervention). Finally, 25 subjects
completed the study. After a washout period of 3 weeks
from intravenous calcitriol, patients had the basal
blood draw, and they subsequently started oral paricalcitol
(1 pg/day) for 12 weeks.

General Biochemical and Inflammatory Parameters
Blood samples were drawn after an 8 hours fasting period,
before the midweek HD session. Serum was obtained and

J. Donate Correa 11

frozen at —80°C for biochemical analysis and measure-
ments of inflammatory parameters. Routine biochemical
parameters were measured using standard methods. Serum
hs-CRP was measured by a high sensitivity particle
enhanced immunoturbidimetric fully automated assay
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) in a
Cobas 6000 analyzer from the same manufacturer
(functional sensitivity was 0.3 mg/L and the intra- and
inter-assay precision was 1.6 and 8.4, respectively). Levels
of TNF-«, IL-1, IL-6, IL-10, and IL-18 were measured
by high-sensitive immunoenzymatic ELISA method
(Quantikine®, R&D Systems, UK) in a DSXTM 4 Plate
ELISA Processor (Vitro SA, Madrid, Spain). Minimum
detectable concentrations were 0.10 pg/mL, 0.05 pg/mL,
0.70 pg/mL, 0.50 pg/mL, and 12.5 pg/mL, respectively.
Intra- and inter-assay coefficients of variability were
<10.8%.

Isolation of PBMC and RNA Extraction

PBMC were isolated from whole venous blood (10 mL)
collected into heparinized tubes and diluted with an equal
volume of PBS. PBMC were isolated by density gradient
centrifugation (Ficoll-Paque method). Total RNA was
isolated by using TRIreagent (Sigma—Aldrich, Steinheim,
Germany) as described in manufacturer’s instructions. The
concentration and purity of the recovered RNA were
established by measuring ultraviolet absorbance at 260 nm
and 280 nm. Total RNA integrity was checked by agarose
gel electrophoresis and ethidium bromide staining.

Primers and Real-Time Polymerase Chain Reaction

Expression levels of TNF-« and IL-6 were analyzed by
real-time quantitative RT-PCR. The sequence of primers
were designed for an annealing temperature of 60°C using
Primer 3 software (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/prim-
er3/primer3_www.cgi), except from p-actin primers (a
housekeeping gene) which also anneals at 60°C. Primers
are depicted in Table 1. Reactions were optimized to a final
volume of 25 pL: 1x reaction buffer, 0.2 mM of each
deoxynucleotide, 2.5 mM MgCl,, 0.15 uM of each
primer, 1:100 000 SYBR Green [ (Molecular Probes,
Leiden, Netherlands) and 0.4 U of HotStart DNA Tagq
Polimerase (Ecogen/Bioline, Madrid, Spain). Fluorescein
was also added in a final concentration of 1:100 000 in
order to normalize differences in amount of intercalating

Table |. Primer Pairs Used for Quantitative RT-PCR

Primers (5’ to 3')

Gene Forward Reverse

TNF-a gecaccacgetettetgt ggctacgggettgteacte
Interleukin-6 gtatgaacagcgatgatgeac gaaacggaactccagaagacc
Interleukin-10 acctgectaacatgettegag ctgggtettggtctcagett
p-actin tccctggagaagagetacga atctgcggaaggrggacag
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dyes caused by pippetting errors. RT-PCR amplification
was performed on an iCycler iQ Real-Time PCR system
(BioRad, Hercules, CA) and analyzed with the provided
software (iCycler software version 3.0). A three step run
protocol was used: (i) an initial hold of 9 minutes at 95°C
to activate Taq polymerase and a fluorescence measure-
ment to normalize the whole plate amount of fluorescein
dye, (ii) an amplification and quantification cycle with 45
repeats (denaturation 20 seconds at 95°C, annealing
20 seconds at 60°C, and extension 20 seconds at 72°C
with a fluorescence measurement), (iii) a melting curve
analysis from 65°C to 95°C to check the specificity of the
amplified product. Agarose gel electrophoresis was
performed to confirm that there were single-product
amplifications without primer dimers. Additionally, all
fragments were checked for specificity by direct sequenc-
ing of both strands with an ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer using Big Dye Terminator kit v 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Expression of cytokine
mRNA for each sample was then expressed as an arbitrary
ratio of the quantity of mRNA to that of S-actin.

Statistical Analysis

Data are presented as mean £ SD. Serum levels of
inflammatory parameters, as well as expression ratios,
were logarithmically transformed for statistical analyses and
then back-transformed to their natural units for presentation
in tables and figures. Comparisons between basal and final
values were performed by paired Student’s 7-test. A P-value
<.05 was considered as significant. Data were analyzed
using the SPSS version 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Results

Characteristics of the Patients

Twenty-five patients (13 males and 12 females, mean age
62 + 15 years, mean HD vintage 12 + 5 months)
completed the study and were finally analyzed (Table 2).
All participants were Caucasians, and nine subjects (36%)

Table 2. Biochemical Values Before (Baseline) and After Paricalcitol
Administration

Parameter Before Paricalcitol ~ After Paricalcitol ~ P-Value
Calcium (mg/dL) 9.1 =06 92+ 05 NS
Phosphate (mg/dL) 46 =08 47 £ 06 NS
Ca x P (mg¥dL?) 438 + 128 436 + 10.7 NS
iPTH (pg/mL) 317 £ 91 302 + 83 <0.01
hs-CRP (mg/L) 71+33 59+ 25 <0.001
TNF-« (pg/mL) 76 £27 7.1 £20 <0.05
Interleukin-| (pg/mL) 1.0 £ 05 08 +03 NS
Interleukin-6 (pg/mL) 6.8 £ 50 6.6 48 <0.05
Interleukin-10 (pg/mL) 79 £20 80 + 19 0.06
Interleukin-18 (pg/mL) 610 + 95 591 + 135 NS

NS, not significant; hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein; TNF-«, tumor
necrosis factor-a.
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were diabetics. All patients were maintained on a regular HD
regimen of three times a week, for 4 hours per session,
without dialysis filter reuse. Patients used polyacrilonitrile
(68%) or polysulfone membranes (32%). Regarding
vascular access, 77% had an arteriovenous fistula, whereas
23% had grafts or central dialysis catheters. All patients
received phosphate binder therapy (13 sevelamer hydro-
chloride, 12 lanthanum carbonate, and 6 calcium acetate),
and eight patients were under treatment with cinacalcet.
Most patients used antihypertensive therapy (calcium
channel blockers, 59%:; angiotensin converting enzyme
inhibitors or angiotensin receptor blockers, 49%; B-block-
ers, 27%: diuretics, 15%; and a-blockers, 10%). Twenty
patients (80%) used statins, and 94% received erythropoie-
sis-stimulating agents.

Evolution of Serum Mineral Metabolism and
Inflammatory Parameters
After 12 weeks of oral paricalcitol administration, serum
calcium, phosphorus, and calcium-phosphorus product
(CaxP) did not experience significant variations. Howev-
er, serum intact parathyroid hormone concentration
experienced a mild but significant reduction (Table 2).
Regarding the evolution of inflammatory profile,
whereas levels of IL-1, IL-10, and IL-18 did not change,
the serum concentration of hs-CRP, TNF-«, and IL-6
decreased significantly (Table 2). Respect to baseline
values, the mean percent variation of serum hs-CRP, TNF-
a, and IL-6 were, respectively, —14.3% (95% confidence
interval (CI), —21.5 to —7.2) (P < .001); —4.7% (95%
CL, —11.4 to0 2.0; P < .05); and —5% (95% CI, —6.5 to
5.4; P < .05). Serum IL-10 increased by 2.5%, and this
increment almost reached statistical significance. Evolu-
tion of inflammatory parameters is shown in Figure 1. The
balance between pro- and anti-inflammatory forces was
evaluated by the evolution of the ratios of TNF-«, IL-1, IL-
6, and IL-18 to the anti-inflammatory cytokine IL-10. We

10
e
i é
0 T T T T T T
% .5 - \I‘ \I‘
-10 1 P
-15 4
-20
hsCRP TNF-a -1 IL-6 IL-10 IL-18
* p<0.001, ** p<0.05 and *** p=0.06 vs baseline values

Figure |. Mean (SD) percent variation respect to baseline in serum
concentration of inflammatory parameters after 12 weeks of paricalcitol
administration.
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Figure 2. Mean (SD) percent variation respect to baseline of the ratios
of proinflammatory (TNF-e, IL-I, IL-6, and IL-18) to the anti-
inflammatory cytokine (IL-10) after paricalcitol administration.

observed a significant reduction in the TNF-o/IL-10 and
the IL-6/IL-10 ratios respect to baseline values (P < .05),
whereas the IL-1/IL-10 and the IL-18/IL-10 rations did not
experienced significant changes (Figure 2).

Finally, we evaluated the potential influence of the
serum concentrations of PTH and phosphate in the
response to paricalcitol. Comparison of the percent
change of cytokine serum concentrations after paricalcitol
administration in patients classified according a serum
PTH concentration above or below 300 pg/mL, or a serum
phosphate level higher or lower than 4.5 pg/dL did not
show any significant result (Table 3).

mRNA Expression Levels of TNF-a and IL-6

Evolution of mRNA expression levels of the pro-
inflammatory cytokine genes in PBMC is depicted in
Figure 3. After 12 weeks of paricalcitol administration, the
pre-treatment mRNA expression levels of TNF-« and [L-6
experienced a significant decrease, with a mean percent

Figure 3. Mean (SD) percent variation respect to baseline of the mRNA
expression level of TNF-w, IL-6, and IL-1 0 after paricalcitol administration.

reduction of 19.1% for TNF-a (P < .01) and 17.5% for
IL-6 (P < .001). On the contrary, the PBMC expression
of IL-10 significantly increased by 17.7% after parcical-
citol treatment (P < .01).

Discussion

A recent epidemiologic study showed that the use of the
selective VDR activator paricalcitol was associated with a
significant adjusted survival benefit when compared to the
use of calcitriol, which was observed not only in patients
who remained on their respective treatments throughout
the evaluation period, but also in that subgroup who
switched from calcitriol to paricalcitol.'* This study
revealed a potentially important systemic role for selective
VDR activation in the survival of patients with CKD,
indicating the presence of beneficial pleiotropic extra-
skeletal effects.'” Most of studies researching on these
pleiotropic effects have been performed in vifro or in
animal models, with scarce information from clinical

Table 3. Percent Change of Serum Cytokine Concentrations and mRNA Expression Levels of Peripheral Blood Mononuclear Cells According to the
Serum Concentrations of iPTH and Phosphate After Paricalcitol Administration

Serum iPTH Serum iPTH
<300 pg/mL =300 pg/mL <4.5 pg/dL <4.5 pg/dL
Serum concentrations

TNF-o —10.3 (—13.3 to 1.6) —3.9 (—17.5 10 3.4) ~11.0 (—=19.8 to —1.96) —1.9 (—10.0 to 3.4)
Interleukin-| —26.1 (-52.9 10 33.3) 7.1 (—40 to 57) —8.9 (—35.8 to 66.6) —16.6 (—40.0 to 50.0)
Interleukin-6 ~58 (—11.1 to 1.6) ~3.6(-10.0to 16.6) —5.8(—10.5 to 6.25) ~4.0 (-10.0 to 5.0)
Interleukin-10 4.9 (1.9 to 6.0) 4.1 (—4.0 to 9.8) 55 (0.7 to 7.2) 4.1 (—3.0 to 8.4)
Interleukin-18 —0.2 (—16.9 1o 3.6) —1.3(-169 w0 14.2) 0.44 (—16.9 to 10.3) =11 (=9.1 to 1.3)

mRNA expression levels
TNF-«
Interleukin-6

~256 (~500 to — 15.7)
—285 (—36.6 to —14.2)

Interleukin-10 1.4 (5.0 to 27.2)

~22.7 (~55.0 to —15.7)
—105 (—26.6 to 13.0)
9.0 (~6.2 to 33.3)

483 (-57.0 to —15.7)
~12.4 (~300 to ~7.9)
104 (3.3 0 17.8)

~227 (-333 to — 15.7)
~259 (~27.7 to —10.0)
1.1 (0.1 to 33.3)

Data are expressed as median and interquartile range.
TNF-e, tumor necrosis factor-c.

J. Donate Correa

13

Tesis Doctoral



Introduccién general

Navarro-Gonzdlez et al.

425

works. In the present study, we investigated the effects of
paricalcitol administration on the inflammatory profile of
HD patients. Our findings demonstrate the clinical anti-
inflammatory properties of paricalcitol, and characterize
its effects on the serum concentration of the main
inflammatory cytokines, as well as on the mRNA gene
expression levels of these molecules in PBMC.

Inflammation is a highly prevalent condition in renal
patients, which has been related to important complications,
including elevated cardiovascular morbidity and mortality.
Cytokines are crucial molecules in inflammation, with key
roles in critical processes resulting in cardiovascular injury,
including vascular calcification and atherosclerosis.'®!”
Thus, it has been demonstrated the causative role of
inflammation in the development of vascular calcification,
with TNF-« playing a pivotal role.'®'” On the other hand,
the Cardiovascular Health Study reported that levels of CRP
and IL-6 were significantly higher in patients with renal
insufficiency compared to patients with normal kidney
function,”® and more important, these parameters are
independently associated with all-cause and cardiovascular
mortality in HD patients, and the prognostic value of these
indicators resulted to be superior to that of other
inflammatory parameters.”'? These findings suggest that
modulation of inflammation with reduction of the levels of
these biomarkers may have beneficial effects. In fact, in the
Fast Revascularization during Instability in Coronary Artery
Disease (FRISC) II trial, IL-6 was an independent predictor
of mortality among patients presenting with acute coronary
syndrome, and importantly, early invasive strategy in
patients with elevated IL-6 levels led to a 65% relative
reduction in mortality at 1 year, as compared with subjects
with lower levels of this cytokine, in who an early invasive
strategy did not confer any benefit over a conservative
strategy.”

The use of new active vitamin D compounds has been
suggested as a key treatment to revert the cardiovascular
complications associated with renal disease, based on a more
safety profile, as well as classical and nonclassical actions,
including immunomodulatory and anti-inflammatory ef-
fects.'>?*>> In the present study, administration of
paricalcitol caused a significant reduction in serum
concentrations of hs-CRP and the pro-inflammatory
cytokines TNF-o and IL-6, whereas the level of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 increased nearly significantly.
We observed a mean percent reduction of 5.1% and 2.1% in
the serum TNF-a/IL-10 and the IL-6/IL-10 ratios. Very few
studies have looked at potential anti-inflammatory effects of
paricalcitol in HD patients. In a randomized placebo
controlled study, Moe et al.*® did not found a significant
effect of paricalcitol on cytokine release from isolated
monocytes. However, the study by Moe et al. shows
remarkable differences regarding the present work: (1) In
that study only patients with low PTH concentrations
(<200 pg/mL) were included, and therefore, mean PTH
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level at baseline was clearly reduced as compared with our
study (190 pg/mL vs. 317 pg/mL). Moreover, the high
standard deviation observed for the PTH values [183]
indicates that a number of patients presented an inadequately
low PTH concentration. (2) In our study, paricalcitol was
administered daily, whereas in the study by Moe et al. this
drug was administered intravenously thrice weekly. In
keeping with paricalcitol pharmacokinetics, little of the
active agent remains in the circulation after 24 hours, and
therefore, the serum concentration of this drug would be
lowest at the start of the dialysis session, when blood for
cellular studies was drawn. (3) In the study by Moe et al.,
cytokine production was measured ex vivo in response to
soluble stimuli after PBMC isolation, incubation and
stimulation, whereas in our study we directly measured
the serum concentration of cytokines. On the other hand,
only one previous study has analyzed the effects of
paricalcitol administration on the serum inflammatory
profile in HD patients. In that work, Stubbs et al.”” observed
that after paricalcitol administration to seven HD patients,
serum levels of TNF-o and IL-6 did not experienced
significant changes. However, this study was not primarily
designed to evaluate the anti-inflamamtory effect of
paricalcitol therapy, and more important, those patients
had received cholecalciferol supplementation for 8 weeks
before paricalcitol administration.

The next significant finding in our study was the effect
of paricalcitol on the cytokine gene expression profile of
PBMC. Inflammation is characterized by activation of
immune competent cells in the peripheral blood with
production of inflammatory cytokines. In addition,
activation and influx of PBMC from the circulation into
the vascular wall is a critical step in the pathogenesis of
atherosclerosis.”®*’ From a clinical perspective, an
increased expression of inflammatory cytokines in
PBMC has been related to cardiovascular disease.’*'
Recent works demonstrated that mononuclear cells from
HD subjects evidence characteristics of primed prestimu-
lated proinflammatory cells.*® Little is known about the
transcriptional impact of paricalcitol on PBMC in vivo,
and to the best of our knowledge, this is the first report
showing that, in addition to a decrease in the serum
concentrations of pro-inflammatory cytokines, paricalcitol
administration produces a beneficial effect on the
inflammatory cytokine gene expression pattern of
PBMC from HD patients. Specifically, after 12 weeks
of paricalcitol therapy, mRNA expression levels of TNF-«
and IL-6 reduced by approximately 20%, with a
concomitant and similar percent increase in the expression
level of the anti-inflammatory cytokine IL-10.

Although presenting novel information, we acknowl-
edge that there are several limitations to this investigation.
First, and the main of them, is the absence of'a comparative
group, especially patients treated with calcitriol. However,
since the general care and therapeutic approach to the

Tesis Doctoral



Introduccién general

J. Donate Correa

426

The Journal of Clinical Pharmacology / Vol 53 No 4 (2013)

patients did not change during the study, the results were
assumed to be due to paricalcitol administration. Other
limitations are the small number of patients and the short-
term follow-up of our study. These aspects, together with
the possibility that acute changes in cellular profile may
not translate to chronic modifications within this cell
population, not making it possible to draw solid and
definitive conclusions. Finally, we based our determi-
nations on single measurements of inflammatory markers
that are subjected to certain variability.

In conclusion, paricalcitol administration to HD patients
is associated with a beneficial effect on the inflammatory
serum and cytokine gene expression profile of PBMC. This
results in a favourable impact on the disbalance between
pro-inflammatory (IL-6 and TNF-«) and anti-inflammatory
(IL-10) cytokines, an important factor promoting athero-
sclerosis in CKD. These anti-inflammatory effects may be a
contributing factor to the survival benefits of paricalcitol
observed in clinical studies, although prospective long-term
trials are needed for further assessment of their impact on
morbidity, mortality and clinical outcomes.
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against endothelial dysfunction has been reported. Since expression of the FGF23-KLOTHO system in
human vascular tissue remains unproved, we aimed to study the expression of FGF23, FGF receptors
(FGFR) and KLOTHO in human aorta. In addition, we analyzed the FGF23-KLOTHO expression in occlusive
coronary thrombi.

ﬁ?’::,:d:(;m Methods: Thoracic aorta specimens from 44 patients underwent elective cardiac surgery, and thrombus mate-
Fibroblast growth factor 23 rial from 2 patients with acute coronary syndrome (ACS), were tested for FGF23-KLOTHO system expression.
KLOTHO Results: Expression of KLOTHO (mean expression level 4.85 -+ 5.43, arbitrary units) and two of the three cog-
Real time PCR nate FGFR (FGFR-1 and -3) were detected and confirmed by RT-PCR, sequencing and qRT-PCR. KLOTHO ex-

Gene expression pression was confirmed within occlusive coronary thrombi from patients with ACS. However, expression of
FGF23 and FGFR4 was not observed. We also detected the aortic expression of membrane-anchored A Desin-
tegrin and Metalloproteinases (ADAM)-17, the enzyme responsible for the shedding of KLOTHO from the cell
surface, and the anti-inflammatory cytokine interleukin (IL)-10. Interestingly, in aortic samples there was a
direct association between KLOTHO mRNA levels and those of ADAM-17 and IL-10 (r=0.54, P<0.001;
r=0.51, P<0.01, respectively).
Conclusions: Human vascular tissue expresses members of the FGF23-KLOTHO system, indicating that it can
be a direct target organ for FGF23. In addition, KLOTHO expression is also detected in occlusive coronary
thrombi. These findings suggest a putative role of FGF23-KLOTHO axis in human vascular pathophysiology
and cardiovascular disease.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fibroblast growth factor (FGF)-23 is a recently discovered phos-
phaturic hormone synthesized and secreted by bone cells, mainly os-
teoblasts. This hormone acts primarily on the kidney, where it
induces phosphaturia and suppresses vitamin D synthesis, regulating
phosphate homeostasis [1]. FGF23 belongs to a subgroup of the FGF
ligand superfamily called endocrine FGFs [2,3], which, unlike para-
crine and/or autocrine FGFs, posses differential features in their bind-
ing domains that allow them to enter into systemic circulation, but
also determine them to require one or more cofactors to activate
FGF receptors (FGFRs). Thus, FGF23 has very low affinity to FGFRs

* Corresponding author at: Nephrology Service, University Hospital Nuestra Sefiora
de Candelaria, 38010. Santa Cruz de Tenerife, Spain. Tel.: + 34 922 60 20 61;
fax: +34 922 60 05 62.
E-mail address: jnavgon@gobiernodecanarias.org (J.F. Navarro-Gonzalez).

0167-5273/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijcard.2011.08.850
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and it requires Klotho to bind and activate the cognate FGFRs under
physiological concentration [4].

Since most tissues express FGFRs, presence of Klotho determines
FGF23 target organs. The cognate FGFRs activated in the presence of
transmembrane cofactor Klotho are FGFR1, 3 and 4 [5-7]. This repre-
sents a novel mechanism for confining target organs in redundant
ligand-receptor interactions [2]. Until now, the organs described to
express Klotho are distal convoluted tubules in the kidney, choroid
plexus in the brain and also parathyroid gland, placenta, ovary, testis,
small intestine, prostate, and sinoatrial node of the heart [8,2,5,9,10].

Recent studies have reported that higher serum FGF23 levels, even
within the normal range, are independently associated with impaired
vasoreactivity and increased arterial stiffness [ 11]. Moreover, in patients
with stable coronary artery disease, higher FGF23 has been demonstrat-
ed to be independently associated with cardiovascular events and mor-
tality [12]. On the other hand, secreted form of Klotho protein, formed
by proteolytic cleavage on the cell surface by membrane-anchored A
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Desintegrin and Metalloproteinases (ADAM)-17 and -10, may also
function as a humoral factor [13], and has been potentially related to
protective mechanism against endothelial dysfunction by upregulating
the anti-inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-10) in vascular tissue
[14]. Therefore, emerging evidence suggests that FGF23 and KLOTHO
are factors potentially related to cardiovascular morbidity and mortali-
ty, raising the question whether FGF23-KLOTHO axis is involved in vas-
cular pathology. Most of the works in this area have been done in vitro
or in animal tissues, but the expression of FGF23, FGFRs and KLOTHO in
human vascular tissue remains unproved. Therefore, we aimed to study
the expression of members of the FGF23-KLOTHO axis in human aortic
vascular tissue and also analyzed the expression of ADAM-17 and IL-10,
factors related to KLOTHO functionality. In addition, we evaluated the
expression of FGF23 and KLOTHO in coronary thrombi obtained from
patients with acute coronary syndromes (ACS).

2. Materials and methods
2.1. Patients

Thoracic aorta specimens were obtained from 44 consecutive patients (9 females,
35 males; mean age of 64.7 + 9.3 years) who underwent elective cardiac surgery (cor-
onary artery bypass surgery in 37 patients and replacement valvular surgery in 7 pa-
tients) at the Hospital Universitario de Canarias (Tenerife, Spain). Thrombus samples
were collected using aspiration catheter from the site of coronary occlusion during pri-
mary percutaneous coronary intervention in two patients with ACS at the Cardiology
Service of the Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (Tenerife, Spain).
Informed consent was obtained from all patients, and the study was approved by the
Ethics Committee of Hospital Universitario Nuestra Seiiora de Candelaria.

2.2. RNA extraction

Samples, including the aspirated thrombi (the harvested thrombi were previously
separated from blood using a sieve), were immediately placed in RNAlater® (Ambion
(Europe) Limited, UK) solution and stored at 4 °C for subsequent RNA extraction. Total
RNA was isolated from tissues kept on ice after complete homogenization in TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) employing TissueRuptor (Qiagen, Hilden,
Germany) and further purified using RNeasy Mini kit (Qiagen), according to
manufacturer's specifications. Quality of extracted RNA was tested using an Experion™
Automated Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) to ensure
that 28S and 18S rRNA bands were clearly evident. RNA was quantified using a Thermo
Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific Nanodrop, USA). Only
samples with an appropriate yield of intact RNA were used. The ¢DNA was obtained
using a High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) accord-
ing to the manufacturer's instructions to be used in RT-PCR and in quantitative RT-PCR.

2.3. RT-PCR

Using the obtained human aorta and thrombi cDNAs as template, target sequences
were amplified by PCR using previously described intron-spanning primers and proto-
col parameters for FGFRs [15], KLOTHO [16] and FGF23 [17]. Primers are depicted in
Table 1. To test the possibility of generation of PCR products from genomic DNA con-
tamination we included a negative control that excludes reverse transcriptase. PCR
products were run on a 2% agarose gel with at least two standard lanes 100 bp DNA
ladder (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and then stained with 0.5 ng/ml of
ethidium bromide solution and visualized under UV illumination. RT-PCR products
were submitted to sequencing to confirm that the correct PCR products were ampli-
fied. DNA was extracted from agarose fragments excised from the gels using QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen). Automated sequencing was carried out in an ABI 3500 ge-
netic analyzer with BigDye fluorescent terminator chemistry (Applied Biosystems).

Table 1
Primer pairs used for FGF23, KLOTHO and FGF receptor RT-PCR.
Gene Primers (5' to 3') Product Reference
Forward Reverse Suee
(bp)
FGF23 taccacctgcagatccacaa gtttgetgagggatggtta 649 1%
KLOTHO actcccccagtcaggtggeggta  tgggecegggaaaccattgetgte 349 16
FGFR1 taccaccgacaaagagatgg ctggetgtggaagteactet 287 15
FGFR2 tggagcgatcgectcaccg cttccaggegetggeagaactgt 352 15
FGFR3  caccaccgacaaggagcta getegageteggagacatt 433 15
FGFR4 gggtectgetgagtgtge ggggtaactgtgectatteg 406 15

Primer sequences used to identify FGF23, KLOTHO and FGF receptors mRNA from human
aorta by RT-PCR, expected product size and references.
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FGFRs

M FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 KL M

Control

Fig. 1. RT-PCR products of the four FGFRs mRNA tested and KLOTHO (KL) mRNA show-
ing expression of FGFR1, 2, 3 and KLOTHO in human aorta. M, 100-bp marker. Control,
RT-PCR without reverse transcriptase.

2.4. Quantitative real time PCR

Transcripts encoding for KLOTHO, ADAM-17, IL-10 and glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were measured by TagMan real-time quantita-
tive PCR (qRT-PCR) with TaqMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).
TagMan Gene Expression Assays for each transcript (Hs00183100_m1 [KLOTHO),
Hs01041915_m1 [ADAM17], Hs0961622_m1 [IL-10), Hs00221003_m1 [FGF23| and
Hs99999905_m1 [GAPDH]) were analyzed in a 7500 Fast Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems). The level of target mRNA was estimated by relative quantification
using the comparative method (2~ 24<') [18] by normalizing to GAPDH expression.
Quantification of each ¢DNA sample was tested in triplicate, and a corresponding
non-reverse transcriptase reaction was included as a control for DNA contamination.

2.5, Statistical analysis

The fold-change in the expression of the target genes was calculated with
Data Assist™ v2.0 Software (Applied Biosystems) and results were exported to
SPSS 15.0 for further analysis. Associations between KLOTHO and IL-10 or
ADAM-17 mRNA expression levels in aorta were compared using Spearman rank
correlation test. A P<0.05 was considered statistically significant. Data are pre-
sented as means + standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Expression of FGF23-KLOTHO axis components mRNA by RT-PCR

To analyze the expression of the components of the FGF23-
KLOTHO axis (FGF23, KLOTHO and FGFRs) in human vascular tissue
and thrombi, RT-PCR from cDNA reverse transcribed from extracted
RNA was performed. FGF23 expression was not detected in any sam-
ple, whereas KLOTHO mRNA expression was demonstrated by obtain-
ing an amplification product of the predicted size in all the specimens
tested (Fig. 1). Regarding FGFRs, expression analysis in aortic tissue
showed the presence of FGFR1, FGFR2 and FGFR3 but not FGFR4. The
identity of the amplified products was confirmed by sequencing.

Fig. 2. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) measurements of KLOTHO mRNA expressed in
aorta samples from surgery patients (n=44). Results represent mean of three repli-
cates + standard deviation. Mean RQ = 4.85 + 543,
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Fig. 3. Amplification curves of quantitative RT-PCR measurements of KLOTHO and
FGF23 mRNA showing expression of KLOTHO but not FGF23 in coronary thrombi. Reac-
tions were performed in triplicate.

3.2. Quantitative analysis of KLOTHO, IL-10 and ADAM-17 expression

As predicted by RT-PCR results, FGF23 mRNA was not detected by
qRT-PCR. However, KLOTHO mRNA was also detected by qRT-PCR in
all aortic samples (4.85 + 5.43, arbitrary units), indicating a constitu-
tive expression of this cofactor independently of the characteristics of
the patients included in the study (Fig. 2). By this method, expression
analysis of the coronary thrombi also showed the presence of KLOTHO
but not FGF23 mRNA (Fig. 3).

In the aortic samples, a preliminary analysis regarding a potential
differential expression of KLOTHO based on patients' characteristics
did not show any significant result when subjects were compared by
sex, antecedent of diabetes or hypertension, or presence of atheroscle-
rotic coronary lesions in the coronariographic study (the 7 patients
who underwent valvular replacement surgery had a normal coronario-
graphy) (data not shown). Likewise, no significant correlation was
found between KLOTHO mRNA levels and age.

To test the potential interrelationship between aortic mRNA expres-
sion levels of KLOTHO with those of IL-10 and ADAM-17, qRT-PCR ex-
pression analysis for these targets was also performed. Mean values of
expression levels for IL-10 and ADAM-17 mRNA were 3.45 4 3.82 and
1.30 4+ 0.89 (arb. units) respectively. When we study the potential inter-
relationship among these variables, correlation analysis demonstrated
that KLOTHO mRNA concentration was direct and significantly associat-
ed with both ADAM17 and IL-10 expression levels (r=0.54, P<0.001;
r=0.51, P<0.01, respectively) (Fig. 4).

4. Discussion

The main finding of the present study is to characterize the ex-
pression pattern of the components of the FGF23/KLOTHO system in
human aortic vascular tissue. Specifically, our findings demonstrate
the expression of KLOTHO and two cognate receptors for FGF23
(FGFR1 and FGFR3), whereas expression of FGF23 and FGFR4 was
not detected. In addition, we also show that mRNA expression level
of KLOTHO was direct and significantly correlated with expression
levels of ADAM-17 and IL-10. Finally, we show that KLOTHO is
expressed in occlusive coronary thrombi from patients with ACS.

Most of the works studying the FGF23-KLOTHO axis have been
performed in vitro or in animal tissues, mainly in organs related to
mineral metabolism. However, few studies have focused on the po-
tential role of the FGF23-KLOTHO system on human vascular biology
[19-22, 12]. FGF23 acts on its target tissues by binding to and activat-
ing its cognate FGFRs in the presence of its obligatory coreceptor,
Klotho. This is a transmembrane protein whose expression deter-
mines the tissue specificity of FGF23. Therefore, target organs for
FGF23 are defined by the coexpression of membrane KLOTHO and
FGFRs. In the present work we confirm by different techniques, in-
cluding RT-PCR, sequencing and qRT-PCR, the expression of KLOTHO
and two of the three cognate FGF23 receptors, FGFR1 and FRGR3, in
human thoracic aorta.

In humans, FGF23 has been most extensively studied in pa-
tients with chronic kidney disease, where higher FGF23 levels
have been independently associated with cardiovascular morbidity
and mortality [23]. In addition, higher serum FGF23 levels, even
within the normal range, have been also shown to be independently
associated with impaired vasoreactivity and increased arterial stiff-
ness in the community [22,11]. More recently, a subanalysis of the
Heart and Soul Study showed that higher FGF23 concentrations in
patients with stable coronary artery disease were associated with a
2-fold greater risk for mortality and cardiovascular events after
adjusting for diverse variables, including traditional cardiovascular
risk factors, kidney function, and C-reactive protein level [12].
Based on these previous results and the findings of the present
work showing that human vascular tissue may be a target organ
for FGF23, a putative role of FGF23-KLOTHO axis in cardiovascular
disease is strongly suggested.

At the present time, the actions of FGF23-KLOTHO system on
human vascular tissue are unknown. One potential action would be
a harmful FGF23-mediated effect through its binding to FGFRs in the
vascular wall. FGF23 synthesis enhances in response to an increase
in phosphate levels in order to avoid hyperphosphatemia. Increased

KLOTHO mRNA fold change

0 T T T T

0 1 2 3 4 5
ADAM-17 mRNA fold change

0 5 10 15
IL-10 mRNA fold change

Fig. 4. Correlation between KLOTHO mRNA expression and (A) mRNA expression of ADAM-17 (r=0.55, P<0.001) and (B) mRNA expression of IL-10 (r=0.51, P<0.01).
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levels of FGF23 have been related to a reduction of Klotho expression
and vitamin D synthesis [24,25]. Thus, elevated FGF23 concentrations
might act on the vascular wall inducing a local reduction of Klotho, a
new agent able to ameliorate the calcifying vascular process [26], and
vitamin D, a recognized important factor for cardiovascular health
[27], which may result in vascular injury and cardiovascular disease.
This could be a very exciting novel regulation model that extends
the target organs for FGF23 action. Therefore, additional studies are
warranted to determine whether the FGF23-KLOTHO axis modulates
atherosclerosis development and progression through regulation of
mineral metabolism, or if this axis may play a direct role in vascular
pathology. Our results indicate that the potential effects of FGF23 in
vascular pathophysiology could be explained, at least in part, if con-
sidering vascular tissue as a direct target of FGF23 action.

Recent studies have revealed the presence of a soluble form of
Klotho with novel functions, including regulation of internalization
of ion channels [28,29] and growth factors on the cell surface [30]. Se-
creted form of Klotho can be formed by proteolytic cleavage on the
cell surface by membrane-anchored ADAM-17 [13]. Our data show a
strong significant and direct correlation between KLOTHO and
ADAM-17 mRNA expression levels suggesting the humoral KLOTHO
production from human aorta.

Finally, an endocrine protective function of KLOTHO against endo-
thelial dysfunction has been previously reported [31-33,14,34,35]. A
recent experimental study by Wang et al. [36] in spontaneous hyper-
tensive rats demonstrated that Klotho gene delivery may upregulate
the anti-inflammatory cytokine IL-10, an effect that has been sug-
gested to mediate the antihypertensive and renoprotective actions
of Klotho. Our data demonstrate for the first time, that KLOTHO is
expressed in human vascular tissue, with a direct and significant cor-
relation between KLOTHO and IL-10 mRNA levels. This finding indi-
cates a potential interrelationship between FGF23-KLOTHO axis and
inflammatory pathways, which may play a significant role in cardio-
vascular pathophysiology.

In addition to the findings in vascular samples, our study demon-
strates the expression of KLOTHO in occluding coronary thrombi from
patients with ACS. Although we could not perform an analysis of cells
within thrombi, previous studies have shown that CD14-positive
monocytes are the most prominent cell type at the site of occlusion,
whereas B-cells, T-cells, and granulocytes are less prevalent within
thrombotic material [37], suggesting that monocytes that accumulate
in ACS patients within thrombi express KLOTHO.

Although presenting novel information, this study has limitations
that need to be pointed out. First, since the majority of our patients
were suffering from coronary heart disease, and there are no data re-
garding the pattern of expression of the various targets studied
(FGF23, KLOTHO and FGFRs) in human vascular tissue from healthy
subjects, we cannot exclude that the presence of atherosclerotic dis-
ease could influence the expression of these elements. However, the
consistent expression of these components independent of diverse
factors, including hypertension, diabetes or the presence of coronary
atherosclerotic lesions, suggests a basal and constitutive expression
in aortic vascular tissue. Second, we do not have additional informa-
tion on which cellular components of the vascular wall express
KLOTHO and the FGFRs. Thirdly, serum levels of FGF23 or KLOTHO
were not measured in our study, so we cannot establish whether
the concentrations of these molecules may be related to the expres-
sion levels of the studied targets. Finally, regarding coronary occlud-
ing thrombi, although previous studies point to monocytes, we do
not specifically know the cell source of KLOTHO expression within
thrombi. In addition, there is a variety of pathophysiological variants
in ACS, which may display different KLOTHO expression pattern.

In conclusion, to the best of our knowledge, our study reports
for the first time the expression profile of FGF23-KLOTHO system
in human vascular tissue, providing novel data supporting this
tissue as a direct target organ for FGF23. In addition, our results
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demonstrate the expression of KLOTHO in coronary occluding throm-
bi from patients with ACS. These findings indicate a potential role of
FGF23-KLOTHO axis in human vascular pathophysiology, suggesting
a mechanistic hypothesis regarding the participation of this system
in cardiovascular disease. Future studies are required to define the
mechanisms and pathways involved in the effects of FGF23-KLOTHO
system on vascular tissue and cardiovascular disease.
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ORIGINAL ARTICLE

Reduced Klotho is associated with the presence
and severity of coronary artery disease

Juan F Navarro—Gonzalez,L2 Javier Donate-Correa,' Mercedes Muros de Fuentes,3
Horacio Pérez-Hernandez,* Rafael Martinez-Sanz,> Carmen Mora-Fernandez’

ABSTRACT

Objective Klotho is involved in vascular health. We
aimed to analyse in a cross-sectional study the
relationship between Klotho and human coronary artery
disease (CAD).

Methods The study induded 371 subjects who
underwent coronary angiography and 70 patients who
underwent elective cardiac surgery recruited between
May 2008 and June 2009. The presence and severity
(stenosis index) of CAD, cardiovascular risk factors,
Klotho gene expression in the thoracic aorta, and serum
soluble Klotho concentrations were evaluated.

Results The soluble Klotho concentration was lower
(p<0.001) in patients with significant CAD (n=233). The
maximal stenosis observed in every epicardial artery and
the stenosis severity index was significantly lower in
patients within the higher soluble Klotho concentrations
(p<0.0001). Multiple regression analysis showed that
serum Klotho concentrations were inverse and
significantly associated with CAD (adjusted R’=0.67,
p<0.001). Multivariate logistic regression analysis
showed that risk factors for significant CAD included
age, diabetes, smoking and inflammation, whereas high
serum Klotho values were associated with a lower risk
for CAD. Lower mRNA expression level of Klotho was
observed in 46 patients with significant CAD, as
compared with subjects without CAD (p=0.01). Logistic
regression analysis showed that high Klotho gene
expression was independently associated with lower risk
for CAD.

Conclusions Patients with significant CAD present
lower soluble concentrations of Klotho, as well as
reduced levels of Klotho gene expression in the vascular
wall. Reduced serum Klotho concentrations and
decreased vascular Klotho gene expression were
associated with the presence and severity of CAD
independently of established cardiovascular risk factors.

INTRODUCTION
Coronary artery disease (CAD) remains the leading
cause of death in the world." The risk of cardiovas-
cular disease (CVD) can be quantified by associa-
tions among classical risk factors, but the
susceptibility, severity, and progression of CAD is
not completely explained by these factors. Thus,
new biological systems could provide important
additional information to improve our understand-
ing of atherosclerotic disease biology and the
assessment of cardiovascular risk.

Klotho, a gene originally identified in 1997 that
encodes a novel protein, has been postulated as a
regulator of the human aging process.? Deletion of

Klotho causes a phenotype similar to premature
human aging, including endothelial dysfunction,
progressive atherosclerosis, and shortened lifespan.’
There are two forms of the Klotho protein: (1) a
transmembrane protein with a small intracellular
carboxy-terminal domain and a large extracellular
amino-terminal domain composed of two internal
repeat sequences (KL1 and KL2), which is predom-
inantly expressed in the kidney, although very
recent studies have demonstrated its expression in
human arteries* %; and (2) two putative soluble
proteins generated cither from direct secretion by
the cell due to an alternative splicing of the Klotho
gene that leads to the production of a single KL1
domain, or from proteolytic cleavage of the extra-
cellular domain of the membrane-bound form by
secretases, that generates both full KL1-KL2 extra-
cellular domain and/or the KL1 domain.® 7 These
soluble forms are found in the cerebrospinal fluid,
urine, and blood.

Normal aging is associated with a reduction in the
renal expression and serum and urine concentra-
tions of Klotho, which is also observed in diseases
characterised by premature vascular aging, such as
renal failure, hypertension (HT), and diabetes melli-
tus (DM).® ? Klotho is involved in the protection of
vascular health through different mechanisms,
including inhibition of angiotensin Il-induced react-
ive oxygen species production, protection against
cell apoprosis and senescence, and modulation of
inflammation.'*'? Therefore, Klotho has been sug-
gested as a master regulator of CVD,'® with a poten-
tial role in the pathogenesis of atherosclerosis.'*

Genetic studies have shown that variants of the
Klotho gene are associated with atherosclerotic
disease, ™7 and only one study has shown a sig-
nificant association between higher plasma Klotho
and lower risk of CVD.'® However, no studies have
examined the relationship between serum and gene
expression levels of Klotho and CAD. We con-
ducted a cross-sectional study to test the hypothesis
that reduced serum Klotho concentrations and
decreased vascular Klotho gene expression are asso-
ciated with the presence and severity of CAD.

METHODS

Study population

Between May 2008 and June 2009, consecutive
patients >18 years of age undergoing
emergency coronary angiography as part of a diag-
nostic evaluation for CAD were considered for
initial enrolment to study the relationship between
soluble Klotho and CAD. Exclusion criteria were

non-
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previous myocardial infarction, coronary angioplasty, intracor-
onary stent placement or coronary artery bypass graft surgery
(CABG), haemodynamic instability, cardiac arrhythmia,
immunologic or inflammatory diseases (such as rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, or inflammatory bowel
disease), or renal failure (defined as an estimated glomerular fil-
tration rate <60 mL/min/1.73 m?)."* To study the relationship
between Klotho gene expression and CAD, thoracic aorta speci-
mens were obtained from 144 consecutive patients who under-
went elective CABG or valvular replacement surgery. No patient
was receiving calcium, phosphate or vitamin D supplementation.
All the protocols complied with the ethical standards of the
Declaration of Helsinki and were reviewed and approved by the
institutional ethics committee. Written informed consent was
obtained from all participants.

Coronary angiography

Coronary angiography was performed using standard techniques.
Angiograms were analysed blinded to the blood test results for
serum Klotho and the gene expression analysis. Four major epi-
cardial arteries were considered for assessment of coronary sten-
osis: left main coronary artery, left anterior descending artery,
circumflex artery, and right coronary artery. A stenosis severity
index (SSI) was defined as the average of the maximum stenosis
in each of those arteries. Two groups were defined: (1) no signifi-
cant CAD, comprising subjects with normal coronary arteries
(09 stenosis) and patients with lesions of 1-49% stenosis in any
epicardial coronary artery; and (2) significant CAD (SCAD),
defined as the presence of at least one lesion leading to >50%
lumen diameter stenosis of any of these arteries.?’

Biochemical variables

Blood samples were drawn in the morning after an 8-10 h over-
night fast before angiography. Samples were collected in
Vacutainer SST tubes, and serum was immediately obtained and
frozen in cryovials at —80°C. Serum high sensitive C reactive
protein (hs-CRP) was measured by a high sensitivity particle
assay (Roche
GmbH, Mannheim, Germany) in a Cobas 6000 analyser. The
assay functonal sensitivity was 0.3 mg/L and the intra- and
inter-assay coefficient of variations (CVs) were 1.6 and 8.4,
respectively. Circulating Klotho concentration was measured by
a solid phase sandwich ELISA (Immuno-Biological Laboratories
(IBL), Takasaki, Japan). The sensitivity was 6.15 pg/mL, and the
intra-assay and inter-assay CVs were 3.1%0 and 6.9%, respect-
ively. This assay uses two kinds of highly specific antibodies that
recognise a tertiary protein structure of an extracellular domain
of Klotho. As a consequence, with this assay both forms of cir-
culating Klotho are measured (the shed product of the ectodo-
main of the membrane bound form, and the Klotho protein that
originates from alternate splicing of the Klotho gene).?! Briefly,
standards or samples are added to the precoated plate wells and
incubated for 60 min at room temperature, followed by washing
and then by the addition of labelled antibody solution with an
additional incubation for 30 min. After a new wash, a TMB
(3,3",5,5" " Tetra Methyl Benzidine) solution is added to each
well, and the reaction is terminated by the addition of a sul-
phuric acid solution. The colour change is measured spectro-
photometrically at a wavelength of 450 nm within 30 min after
addition of the stop solution.

Avery recent study evaluated the quality of the three commer-
cially available Klotho assays, and found that the IBL assay is
the only one that provides information on the epitopes against
which their antibodies are directed. In addidon, this assay

enhanced immunoturbidimetric Diagnostics

offered the best results after evaluation of different tests includ-
ing within-run variation, between-run variation, matrix effects,
linearity, and recovery.?? Finally, this assay has demonstrated its
performance in other settings, such as in neonates, where
soluble Klotho may have an impact on vitamin D metabolism
and oxidative stress,”> in endocrine disorders such as acromeg-
aly, because soluble Klotho appears to be a new biomarker
reflecting disease activity,”* and in chronic kidney disease
(CKD), because reduction in serum soluble Klotho has been
independently associated with signs of vascular dysfunction in
these patients.”

Vascular expression of Klotho: RNA extraction, RT-PCR and
qRT-PCR

Thoracic aorta samples were immediately placed in RNAlater
solution (Ambion Limited, UK) and stored at 4°C. Total RNA
was isolated after complete homogenisation in TRI Reagent
(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) and further purified
using RNeasy Mini kit (Qiagen). An adequate quality of
extracted RNA was tested using an Experion Automated
Electrophoresis  System  (Bio-Rad  Laboratories, Hercules,
California, USA). RNA was quantified using a Thermo Scientific
NanoDrop 2000  spectrophotometer  (Thermo  Scientific
Nanodrop, USA). The cDNA was obtained using a high capacity
RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) to be used as a template in retro-transcriptase PCR
(RT-PCR) and in quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Target
sequences were amplified by RT-PCR using previously described
intron-spanning primers and protocol parameters for KLOTHO
mRNA.2® Primers (5’ to 3") are: forward, actcccecagt-
caggtggeggtas reverse, igggcccgggaaaccatigclgic. RT-PCR products
were sequenced to confirm that the correct PCR products were
amplified. Automated sequencing was carried out in an ABI 3500
genetic analyser with BigDye fluorescent terminator chemistry
(Applied Biosystems). Transcripts encoding for KLOTHO and
glyceraldebyde 3-phosphate debydrogenase (GAPDH) were mea-
sured by TagMan qRT-PCR with TagMan Fast Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). TagMan Gene Expression
Assays for each transcript (Hs00183100 m1 (KLOTHO) and
Hs99999905 m1 (GAPDH)) were analysed in a 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The level of target
mRNA was estimated by relative quantification using the com-
parative method (27%) by normalising to GAPDH expression.
mRNA levels were expressed as arbitrary units. A corresponding
non-reverse transcriptase reaction was included as a control for
DNA contamination.

Statistical analysis

Continuous variables are reported as mean+SD or median
(IQR) as appropriate. Categorical data are presented as frequen-
cies or percentages. Normal distribution was assessed with the
Kolmogorov-Smirnov test; thus, serum and Klotho expression
levels were naturally log-transformed before incorporation into
analysis. Categorical variables between groups were compared
using x> test. Differences among groups were analysed by
unpaired t test or one-way analysis of variance with Bonferroni
post hoc test. Spearman correlation test was used to evaluate the
relation between soluble Klotho concentrations and other vari-
ables. Forward stepwise multiple regression analysis was per-
formed to determine the independent association between
patient clinical parameters as potential predictor variables (age,
sex, HT, DM, smoking, hyperlipidaemia, body mass index
(BMI), serum uric acid, phosphorus and hs-CRE and soluble
Klotho concentrations) and severity of CAD expressed as the
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SSI as the dependent variable. Collinearity statistics (tolerance
and variance inflation factor) were performed in order to detect
correlations among the independent variables. A multiple logis-
tic regression was performed to assess independent predictors of
the presence of SCAD. For this purpose, we adopted three
models: in model 1, we introduced conventional risk factors; in
model 2, we additionally included uric acid, BMI, and hs-CRP;
finally, in model 3, we adjusted the analysis for the soluble
Klotho concentrations. Regarding gene expression analysis,
quantification of each sample was tested in triplicate. Data were
expressed as arbitrary units, and were logarithmically trans-
formed for statistical analysis. Values of p<0.05 were considered
significant. Statistical analysis was performed using IBM SPSS
Statistics V.19 (IBM Corporation, Somers, New York, USA).

RESULTS

Soluble Klotho concentrations and CAD

Four hundred and ninety-one patients were considered for
enrolment in the study, and 120 were excluded due to exclusion
criteria. Therefore, 371 patients were finally included. Table 1
shows the demographic and laboratory data. Two hundred and
thirty-three patients (62.8%0) presented with SCAD. The preva-
lence of HT (p<0.05), DM and smoking (p<0.001) were

Table 1 Clinical characteristics and biochemical assessments of
patients included in the study
P
Overall NSCAD SCAD Value
Characteristics
N (%) 37 138 (37.2%) 233 (62.8%)
Age (years) 65+11 63+10 66+11 <0.01
Women (%) 33 36.7 306 NS
Systolic BP (mm Hg) 142+19 143+18 140+20 NS
Diastolic BP (mm Hg) 7711 7711 7711 NS
Body mass index (kg/m?)  28.1+4.6 284 284 NS
Comorbidities
Diabetes mellitus (%) 40 23 49 <0.001
Hypertension (%) 67 61.5 | <0.05
Smoking (%) 51 29 61 <0.001
Dyslipidaemia (%) 54 47.5 55 NS
Medication
RAS blockers (%) 63.0 63.1 64.2 NS
Aspirin (%) 7.4 58.6 789 <0.01
Statins (%) 65.7 52.8 733 <0.001
Laboratory data
Total cholesterol (mg/dL)  196+44 197+44 193+43 NS
LDL-C (mg/dL) 117+39 120+39 112438 NS
HDL-C (mg/dL) 48412 47112 48+12 NS
Triglycerides (mg/dL) 151+85 149+81 15491 NS
Uric acid (mg/dL) 7.242.0 7.2+¢19 72422 NS
Calcium (mg/dL) 9.4+0.4 9.4+0.4 9.4+04 NS
Phosphorus (mg/dL) 3.7+0.6 3.6+0.7 3.7+0.6 NS
hs-CRP (mg/L)* 0.97 (0.46— 0.50(0.32— 1.30 (0.81- <0.001
1.80) 0.86) 2.30)
Klotho (pg/mL)* 371 243— 767 (532— 275 (212-  <0.001
626) 995) 345)

*Data are expressed as median (IQR).

BP, blood pressure; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; hs-CRP, high sensitive
C reactive protein; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; NS, not significant;
NSCAD, non-significant coronary artery disease; RAS, renin-angiotensin system; SCAD,
significant coronary artery disease.

higher in this group, which was older in age (p<0.01) and had
higher serum hs-CRP values (p<0.001).

Soluble Klotho concentration was significantly lower in
patients with SCAD (p<0.001) (figure 1). Likewise, serum
Klotho concentrations were lower in patients with DM (318
(236-460) vs 364 (261-816) pg/mL, p<0.01) and in smokers
(312 (228-423) vs 442 (263-852) pg/mL, p<0.001). There
were no differences in subjects according to the presence of HT
or dyslipidaemia. The characteristics of subjects stratified by ter-
tiles of soluble Klotho are shown in table 2. Compared with the
other patients, subjects with higher soluble Klotho concentra-
tions (tertile 3) had a significantly lower prevalence of DM and
smoking (p<0.001), as well as lower serum concentrations of
total cholesterol (p=0.01) and hs-CRP (p<0.001).

Regarding the severity of the coronary lesions, the maximal
stenosis observed in every epicardial artery and the SSI were sig-
nificantly lower in patients within tertile 3 of soluble Klotho
concentrations (p<0.0001) (table 2). Subjects with normal cor-
onary arteries (0% stenosis) had higher soluble Klotho concen-
trations than patients with stenosis <50% or with SCAD (933
(761-1071) vs 506 (364-586) and 275 (213-344) pg/mL,
respectively, p<0.0001).

Soluble Klotho values correlated significantly and negatively
with age (r=-0.10, p<0.05), serum phosphorus (r=-0.13,
p=0.01), hs-CRP (r=-0.39, p<0.001), as well as the SSI (r=
—-0.69, p<0.0001). The SSI was also significantly correlated
with age (r=0.17, p<0.01) and hs-PCR (r=0.65, p<0.0001).
To test the independent association between soluble Klotho and
severity of stenosis, forward stepwise multiple regression ana-
lysis was performed with the SSI as the dependent variable. The
result showed that serum Klotho concentrations were inversely
related and significantly associated with CAD (adjusted
R?=0.67, p<0.001) (table 3). Collinearity was assessed by
examining tolerance and the variance inflation factor (VIF) for
each variable in the regression. Tolerance and VIF values were
higher than 0.80 and lower than 1.25 for all variables, respect-
ively. Therefore, collinearity was excluded.

The multivariate logistic regression modelling results, using
the presence/absence of SCAD as the dependent variable, are
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Figure 1 Differences in the log-transformed levels of serum Klotho
concentrations in patients with significant and non-significant coronary
artery disease (CAD).
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Table 2 Clinical characteristics of participants stratified by tertile of soluble Klotho

Tertile 1 (<275 pg/mL)

Tertile 2 (275-482 pg/mL)

Tertile 3 (>494 pg/mL) p Value for trend

Characteristics
N 120 128 123
Age (years) 66+11 65411 64+10 NS
Women (%) 31 33 35 NS
Systolic BP (mm Hg) 143418 142+18 139420 NS
Diastolic BP (mm Hg) 77412 77411 77411 NS
Body mass index (kg/m?) 274 2844 284 NS
Comorbidities
Diabetes mellitus (%) 45 47 25 <0.001
Hypertension (%) 69 68 65 NS
Smoking (%) 57 58 31 <0.001
Dyslipidaemia (%) 55 58 49 NS
Laboratory data
Total cholesterol (mg/dL) 201+48 198+38 188+42 0.01
LDL-C (mg/dL) 121+41 121136 119+38 NS
HDL-C (mgy/dL) 4711 48+12 47412 NS
Triglycerides (mg/dL) 147+76 153+84 153193 NS
Uric acid (mgydL) 7.2+2.0 72419 7.1+2.1 NS
Calcium (mg/dL) 94+04 94404 93+04 NS
Phosphorus (mg/dL) 3.7+0.5 37+0.7 3.6+0.7 NS
hs-CRP (mg/L)* 1.3 (0.8-2.3) 1.1 (0.5-2.1) 0.6 (0.3-0.92) <0.001
Stenosis severity index (%) 43.5+22.0 33.6+21.7 4.4+10.6 <0.001

*Data are expressed as median (IQR).

BP, blood pressure; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; hs-CRP, high sensitive C reactive protein; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; NS, not significant.

presented in table 4. Tradidonal risk factors for CVD (age, sex,
smoking, HT, DM, hyperlipidaemia) were entered as covariates,
with additional models in which BMI, serum uric acid, hs-CRP
(model 2), and soluble Klotho concentrations (model 3) were
added as covariates. In model 1, age, smoking and DM were
independent risk factors for SCAD. In model 2, in addition to
the previous factors, hs-CRP was associated with SCAD. Finally,
model 3 included soluble Klotho concentrations in addition to
all the previous covariates, showing that soluble Klotho concen-
tration is a protective factor for the presence of SCAD.

Vascular expression of Klotho and CAD

From the 144 patients who underwent elective cardiac surgery,
74 were excluded due to different exclusion criteria. Therefore,
70 patients (32 males and 38 females), with a mean age of 65
+7 years, were finally included in the study. When comparing
patients according to the presence (N=46) or absence (N=24)
of SCAD, there were no significant differences in age (64=8 vs

667 years), sex or prevalence of HT (65.2% vs 70.8%), DM

Table 3 Multiple stepwise regression analysis for severity index of
coronary stenosis as the dependent variable

Stenosis severity index B SE t p Value

Independent variable
Log hs-CRP 0.55 0.73 175 <0.001
Log soluble Klotho -0.36 0.002 =111 <0.001
Diabetes 0.13 158 4.24 <0.001
Smoking 0.09 1.60 A1 0.007
Age 0.07 1.60 2.33 0.02
Hypertension 0.07 1.68 A1 0.02

hs-CRP, high sensitive C reactive protein.

(56.5% vs 37.5%) or dyslipidaemia (63% vs 66.6%) in regard
to either therapy or general laboratory data. However, patients
with SCAD had a higher prevalence of smoking (45.6% vs
12.5%, p<0.001). Interestingly, these subjects showed a signifi-
cantly lower expression level of Klotho mRNA in the vascular
wall (p<0.01) (figure 2). The multivariate logistic regression
analysis using the presence/absence of SCAD as the dependent
variable, and traditional cardiovascular risk factors and Klotho
mRNA levels as covariates, showed that higher Klotho expres-
sion levels are associated with a lower risk for SCAD (table 3).

DISCUSSION
Our data show that patients with SCAD had lower soluble con-
centrations of Klotho, as well as a reduced expression level of
Klotho mRNA in the vascular wall. Moreover, the reduced
serum Klotho concentrations and decreased vascular Klotho
gene expression were associated with the presence and severity
of CAD independently of established cardiovascular risk factors
such as age, DM, HT, smoking, dyslipidaemia, and inflamma-
tion. Whether reduction of soluble Klotho concentrations and
vascular klotho expression may directly promote or favour the
development and progression of atherosclerosis is an intriguing
possibility that requires further study.

Soluble Klotho is considered to act as a humoral factor,
whereas the membrane form, which may also be secreted by
proteolytic cleavage of the extracellular domain, may act as an
autocrine or paracrine factor.” * ™* Klotho mutated mice show
multiple age-related disorders observed in humans, including
and  atherosclerosis.

endothelial Experimental

studies show that klotho is associated with maintenance of

dysfunction

endothelial integrity,?” and its actions comprise reduction of
oxidative stress and increment of endothelial nitric oxide pro-
duction, thereby improving endothelium-dependent vasodilata-
tion.”® Furthermore, it decreases cell surface abundance of the
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Table 4 Multivariate logistic regression analysis for the presence
of significant coronary artery disease

Independent variable OR (95% ClI) p Value
Model 1
Age 1.03 (1.01 to 1.06) 0.001
Gender 1.18 (0.70 to 1.99) 0.53
Tobacco 5.12 (3.04 t0 8.62) <0.001
Hypertension 1.37 (0.80 to 2.23) 0.24
Diabetes 3.22 (1.92 10 5.39) <0.001
Hyperipidaemia 0.96 (0.59 to 1.55) 0.87
Model 2 (model 1+body mass index, uric acid, hs-CRP, and phosphorus)
Age 1.03 (1.00 to 1.06) 0.01
Gender 1.02 (0.54 to 1.90) 0.94
Tobacco 4.91 (2.68 to 8.98) <0.001
Hypertension 1.78 (0.95 to 3.36) 0.07
Diabetes 3.21 (1.78 t0 5.87) <0.001
Hyperlipidaemia 0.90 (0.51 to 1.58) 0.87
Body mass index 0.97 (0.91 to 1.03) 034
Uric acid 1.01 (0.88 to 1.16) 0.87
hs-CRP 8.12 (4.52 to0 14.58) <0.001
Phosphorus 1.40 (0.93 to 2.10) 0.10
Model 3 (model 2+soluble Klotho)
Age 1.03 (1.00 to 1.07) 0.04
Gender 1.41 (0.58 to 3.39) 0.44
Tobacco 338 (1.48 t0 7.71) 0.004
Hypertension 2.38 (0.98 to0 5.78) 0.055
Diabetes 2.75 (1.15 10 6.54) 0.02
Hyperlipidaemia 0.55 (0.24 to 1.26) 0.16
Body mass index 1.01 (0.93 to 1.11) 0.70
Uric acid 0.99 (0.82 to 1.19) 0.96
hs-CRP 12.03 (4.62 to 31.29) <0.001
Soluble Klotho 0.92 (0.88 t0 0.99) <0.001
Phosphorus 1.14 (0.63 to 2.06) 0.64

hs-CRP, high sensitive C reactive protein.

calcium channel TRPC6, which is expressed in vascular smooth
muscle cells (VSMC) and plays an important role in the regula-
tion of vascular resistance and blood pressure.?’ Importantly,

soluble klotho administration has been shown to ameliorate the
premature aging-related phenotype.>® In addition, it has been
suggested that the Klotho protein might play a role in the patho-
genesis of atherosclerotic disease.> '* Studies analysing the rela-
tionship between Klotho and CAD in humans are very scarce,
and most of them are genetic studies. These show that variants
of the Klotho gene are associated with carotid atherosclerosis,?!
stroke,>? and CAD." '7 However, soluble Klotho and vascular
Klotho expression levels were not analysed. Only one previous
study'™® has shown that soluble klotho is related to CVD
(defined as CAD, heart failure, stroke, or peripheral arterial
disease). Similar to our study, Semba et al'® found that soluble
Klotho was independently associated with CVD, and that the
risk of CVD was lower in subjects with higher Klotho concen-
trations. From the 1023 subjects in that study, only 51 had
CAD. Our study included 371 subjects, with 233 suffering from
SCAD. Other important factors in our study include the lower
percentage of subjects older than 65 (56.8% vs >90%), since
reduced Klotho has been related to older age, and that none of
the subjects in our study had renal insufficiency (vs 24% of sub-
jects having CKD in the work by Semba et al'®), as CKD has
been described as a state of Klotho deficiency.®? 34

Experimental works have demonstrated that Klotho is
involved in the pathogenesis of vascular calcification associated
with CKD. Hu et al** showed that klotho-deficient mice had
undetectable concentrations of Klotho and severe vascular calci-
fication, whereas transgenic mice that overexpressed Klotho had
preserved Klotho concentrations with a dramatic attenuation of
vascular calcification. More recently, Lim et al* showed that vas-
cular Klotho deficiency potentiated the development of acceler-
ated vascular calcification. This beneficial action of Klotho has
been related to the role of phosphorus in vascular calcification.
Elevated phosphate is involved in a number of mechanisms that
trigger and advance the progression of vascular calcification,
including the transition of VSMC from a contractile to an osteo-
chondrogenic phenotype, the mineralisation of VSMC matrix,
the induction of VSMC apoptosis, and the inhibition of mono-
cyte/macrophage  differentiation into  osteoclast-like  cells.®®
Phosphate transport into cells is primarily mediated by sodium
dependent phosphate cotransporters, of which there are three
types. The type I (Nptl and Npt2) and type 1I (Npt2a, Npt2b
and Npt2¢) cotransporters in the kidney and intestinal epithe-
lium play important roles in whole body phosphate homeosta-
sis.*® The type I cotransporters, PiT-1 and PiT-2, are
ubiquitously expressed, including expression in VSMC, and play
a pivotal role in phosphate-induced VSMC calcification.” 38
Animals lacking klotho had increased expression of these

Table 5 Multivariate logistic regression analysis for the presence
of significant coronary artery disease in the vascular Klotho
expression study
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Figure 2 Differences in the log-transformed mRNA levels of Klotho
gene expression in the vascular wall of patients with and without
significant coronary artery disease (CAD).

Independent variable OR (95% Cl) p Value

Model
Age 1.01 (0.94 to 1.08) 0.73
Gender 1.00 (0.32 to0 3.13) 0.99
Tobacco 4.86 (1.10 to 21.3) <0.05
Hypertension 1.02 (0.26 to 3.89) 0.97
Diabetes 2.14 (0.65 to 7.04) 0.20
Dyslipidaemia 1.17 (0.29 to 4.58) 0.82
Klotho gene expression 0.85 (0.73 to 0.99) <0.05
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cotransporters and the osteogenic transcription factor CBFA1/
RUNX2 in VSMC, indicating that decreased klotho drives calci-
fication. Furthermore, when klotho is added to VSMC in vitro,
it decreases phosphate uptake by suppressing activity of the type
I cotransporters and prevents the change of VSMC t an
osteachondrogenic phenotype.** In addition, Klotho is a phos-
phaturic substance acting directly on the Npt2a cotransporter to
modulate renal phosphate excretion. Npt2a is the major regu-
lated sodium phosphate cotransporter responsible for proximal
tubule phosphate reabsorption, and Klotho modulates Npt2a in
a biphasic fashion: it acutely decreases its intrinsic transport
activity, and in a second phase induces changes in cell surface
Np2a.**

Our work is the first study of vascular Klotho expression and
CAD in humans. A previous work by our group showed for the
first time that the klotho gene is expressed in the human vascu-
lar wall.® In the present study, we showed thar patients with
SCAD had a reduced vascular expression level of Klotho
mRNA. In addition, the relationship between vascular klotho
expression and CAD was independent of other CV risk factors.

From a mechanistic perspective, Klotho is involved in main-
taining the health of the vasculature, and therefore disruption of
Klotho homeostasis may be an important factor in the develop-
ment of CVD.!? #® #! Klotho protects against endothelial dys-
function, a key factor in the pathogenesis of atherosclerosis.
Klotho-deficient mice show increased vascular endothelial per-
meability, impaired endothelial-dependent vasodilation, reduced
excretion of nitric oxide metabolites, and impaired angiogenesis
and vasculogenesis.” 28 *2 % These dysfunctions completely
recovered after parabiosis between wild-type and klotho-mutant
mice,”® whereas in an animal model of atherosclerotic discase,
klotho gene delivery resulted in amelioration of endothelial dys-
function, an increase of nitric oxide production, and prevention
of adverse vascular remodelling.?® In addition, klotho protects
endothelial and VSMC from inflammation and oxidation—crit-
ical factors in the pathogenesis of vascular disease.!2 **
Finally, the bidirectional relationship between Klotho and
inflammation is relevant. Both systemic and local inflammation
have been related to a decreased renal klotho expression,**™*
whereas neutralisation of inflammatory cytokines has resulted in
reversion of Klotho expression and preservation of circulating
klotho levels.*” *® Therefore, it is possible to speculate that ath-
an inflammatory chronic disorder—is associated
with impaired vascular klotho expression and reduced soluble
klotho concentrations, which in turn may potentiate oxidative
and inflammatory pathways resulting in development and pro-
gression of vascular damage.

Although the present study has some strengths (it was a
population-based sample of adults, the presence and severity of
coronary disease was carefully analysed, data included conven-
tional cardiovascular risk factors, and CKD—a key confounding
factor related to klotho deficiency—was excluded), we acknow-
ledge several limitations. First, serum concentrations of vitamin
D, fibroblast growth factor-23, and parathyroid hormone—
factors related to Klotho and calcium phosphate metabolism,
with potential impact on vascular calcification and CVD—were
not measured in our study, and therefore their possible influence
on the relationship between Klotho and CAD cannot be com-
pletely ruled out. Secondly, the study involved a relatively small
sample size, so the findings may not be generalisable to the
broader community. Thirdly, although we accounted for con-
founding of traditional cardiovascular risk factors, a potential
for uncontrolled or residual confounding that could affect the
Klotho—CAD relationship would be plausible. Finally, given the

erosclerosis

cross-sectional design of the study, we can only demonstrate
associations without definitive inferences on their direction or
causality. Nevertheless, this is the first study linking Klotho with
CAD. Further experimental and clinical studies are warranted to
confirm our findings, to explore the effects and relationships of
Klotho on the cardiovascular system, and to evaluate the role of
Klotho as a potential novel biomarker of CVD.

Key messages

What is already known about this subject?

Experimental studies have shown that Klotho may be a
protective factor for vascular health, including protection against
atherosclerosis. Regarding clinical studies, it has been shown
that variants of the Klotho gene might be associated with
atherosclerotic vascular disease. Finally, only one previous study
has reported that decreased plasma klotho concentrations are
related to cardiovascular disease in older patients.

What does this study add?

This study presents new evidence on the relationship between
Klotho and atherosclerotic disease, specifically coronary artery
disease. The results of the present study show that patients with
significant coronary artery disease have lower soluble
concentrations of Klotho, as well as a reduced expression level
of Klotho mRNA in the vascular wall. Moreover, the reduced
serum Klotho concentrations and the decreased vascular Klotho
gene expression were associated with the presence and severity
of coronary artery disease independently of established
cardiovascular risk factors such as age, diabetes, hypertension,
smoking, dyslipidaemia, and inflammation. All these findings
suggest that reduction of soluble Klotho concentrations and
vascular Klotho expression might promote or favour the
development and progression of atherosclerotic vascular
disease.

How might this impact on clinical practice?

Soluble Kiotho concentrations may be useful as a clinical
biomarker, resulting in an improvement of cardiovascular risk
stratification, both in subjects with suspected cardiovascular
disease as well as in patients with established disease. On the
other hand, Klothoe might be a therapeutic target. From this
perspective, the increase in soluble Klotho concentrations and/or
the vascular expression of Klotho might be associated with a
protective action on the vascular wall, including anti-
atherosclerotic effects.
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l. INTRODUCCION

I.1. Enfermedad Renal Crénicay Enfermedad Cardiovacular

La ERC constituye un importante problema de salud publica, con una incidencia y
prevalencia crecientes en las Ultimas décadas. Uno de los aspectos més relevantes de esta
enfermedad es su elevadisima morbimortalidad CV, que es entre 20 y 30 veces superior a
la de la poblacion general (Sarnak & Levey, 1999). Mas aun, en el proceso evolutivo de la ERC,
algunos estudios sefialan que estos pacientes tienen mayor probabilidad de morir por un
evento CV que de alcanzar un estadio de insuficiencia renal avanzada que precise del
inicio de tratamiento renal sustitutivo (Centers for Disease Control and Prevention, 2010). Si nos
referimos a la poblacién en didlisis, la ECV es responsable de casi la mitad de las muertes

de los pacientes en esta situacion (Herzog et al., 1998).

Este riesgo tan elevado es debido, en parte, a la mayor prevalencia de factores de
riesgo clasicos como la edad avanzada, la hipertensién arterial (HTA), la diabetes mellitus y
la dislipidemia en los pacientes con ERC. Sin embargo, es importante la participacién de
otros factores de riesgo CV especificos de la enfermedad renal, tales como las alteraciones

del metabolismo mineral y la inflamacién.

Se han demostrado claramente las implicaciones de los trastornos del metabolismo
mineral, en especial de la hiperfosforemia, en la progresion de la ERC, en el desarrollo del
HPTS y la osteodistrofia renal. Mas alla de ello, estos trastornos han pasado a ocupar un
lugar de gran relevancia en la patogénesis del dafio vascular (Bhan & Thadhani, 2009),
relacionandose con la aparicién de complicaciones CVs y contribuyendo de un modo

significativo al aumento de la morbimortalidad observado en estos pacientes.

Por otra parte, nuestro conocimiento sobre la ERC ha ido ampliandose a lo largo de
los dltimos afios, modificando sustancialmente la concepcion clasica de la misma. De este
modo, actualmente se reconoce que la inflamacién es una condicién altamente prevalente
en el paciente renal, siendo especialmente pronunciada en los estadios mas avanzados de
la ERC y en los pacientes sometidos a hemodialisis (Stenvinkel, 2006). Este estado
inflamatorio, donde diversas moléculas, entre ellas las citoquinas inflamatorias, juegan un
papel clave, es determinante en la apariciéon de diversas complicaciones (Stenvinkel et al.,
2005), incluyendo el desarrollo y la progresion de la lesion vascular (Reiss & Glass, 2006),
siendo asimismo un potente predictor independiente de mortalidad (zimmermann et al., 1999;

Stenvinkel et al., 2006; Jofré et al., 2006).
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I.2. Homeostasis mineral: una nueva perspectiva.

Nuestra comprension del mecanismo de regulacion homeostética del fésforo, asi
como de las interrelaciones fisiopatolégicas de este elemento, han experimentado un gran
avance en el ultimo decenio. Entre estos novedosos aspectos destaca la descripcion de un
nuevo sistema de regulaciéon del metabolismo mineral, el sistema compuesto por el FGF-23
y la proteina Klotho, reconocido actualmente como el principal regulador de la homeostasis

del fésforo.

De forma clasica, se ha considerado que la regulacion de los niveles de calcio y
fésforo séricos dependia de la interaccion de dos factores, la vitamina D activa o calcitriol
(1,25-dihidroxivitamina D3) y la hormona paratiroidea (HPT), a través de sus acciones sobre
los procesos de absorcion intestinal, movilizacion ésea y excrecién renal (Berndt & Kumar,
2009; Dusso et al., 2005). El calcitriol, sintetizado en su forma activa en el rifién, actda en el
intestino aumentando la absorcion del fosforo y el calcio provenientes de la dieta, y en el
hueso, promoviendo la movilizacion de estos iones. Como resultado, sus niveles
sanguineos tienden a incrementarse. Por su parte, la HPT, secretada por las glandulas
paratiroideas en respuesta a situaciones de hipocalcemia, promueve la resorcién 6sea y
estimula la sintesis de calcitriol en el rifion. Ademas, la HPT induce fosfaturia al disminuir la
reabsorcion renal de fésforo, siendo el efecto final de esta hormona la elevacion de los
niveles de calcio sin que se produzca un aumento concomitante de la concentracion de
fésforo (Berndt & Kumar, 2009). Sin embargo, estudios recientes han identificado un nuevo
regulador de la homeostasis del fosforo, el FGF-23 (Shimada et al., 2001; Shimada, Hasegawa et
al., 2004). Esta hormona, sintetizada en el hueso en respuesta a la ingeston de fosfato en la
dieta (Antoniucci et al., 2006), es considerada como el principal regulador de la fosfatemia
(mirams et al., 2004), actuando sobre los rifiones y las glandulas paratiroideas (Shimada et al.,

2001; Consortium ADHR, 2000; Kuro-o, 2010a; Fukumoto & Yamashita, 2007).

A nivel renal, el FGF-23 bloquea la expresion de los cotransportadores sodio-fosfato
tipo 2 (Na/Pi-2a y Na/Pi-2c), responsables de la reabsorcion tubular de fésforo, con lo cual
se produce un incremento en la excrecién urinaria de este iobn. También en el rifidn, el FGF-
23 inhibe la sintesis de la forma activa de la vitamina D, lo cual resulta en una reduccién de
la absorcién intestinal de fosforo. Esta accion esta claramente definida por el efecto
diferencial que ejerce sobre la expresion génica de las dos enzimas que regulan el nivel de
1,25-(OH), D; (Tabla 1.1). Asi, por una parte, el FGF-23 provoca la disminucion de la
expresion del gen Cyp27bl, que codifica la enzima 1 a-hidroxilasa, responsable de la

conversion de la 25-hidroxivitamina D3 a calcitriol, mientras que por otro lado, estimula la
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via de degradacién de esta hormona a través de la estimulacion de la expresién del gen
Cyp24, que codifica la enzima 24-hidroxilasa, responsable de la inactivacion de la 1,25-
(OH), D3 (Liu et al., 2006; Wang & Sun, 2009a). Finalmente, el FGF-23 actla sobre las glandulas
paratiroideas reduciendo la sintesis de HPT, disminuyendo asi la resorcion de fosforo en el
hueso (Tabla 1.1).

Tabla I.1 Funciones fisiol6ficas del FGF-23

Actividad Efecto

Descenso en la expresién de los

cotransportadores Na/Pi-2a y 2c. Inhibicion de la reabsorcion de fosfato.

RiAGN Descenso de la expresion de 1a- Descenso de los niveles séricos de 1,25
hidroxilasa. dihidroxivitamina D.
Incremento de la expresion de 24- Descenso de los niveles séricos de 1,25
hidroxilasa. dihidroxivitamina D.

Paratiroides Inhibicién de la sintesis de HPT. Homeostasis del calcio y el fosforo.

Otros tejidos ¢ Lechos vasculares? Desconocidos.

El FGF-23 pertenece al grupo de los llamados FGFs endocrinos (itoh, 2010),
caracterizados por requerir un cofactor para poder unirse y activar sus receptores
cognados. De forma especifica, el FGF-23 requiere Klotho, una proteina transmembrana
que actia como cofactor implicado en la unién y activacion de los receptores de FGF
(FGFRs) por el FGF-23 (Kurosu et al., 2006; Yu et al., 2005). Por tanto, la presencia de esta
proteina determina la especificidad del FGF-23 por el tejido diana. La expresién del gen
Klotho se ha descrito en las glandulas paratiroideas, los tabulos renales y el plexo coroideo

(Kuro-o et al., 1997).

Estudios recientes muestran que el calcitriol y la HPT estimulan la expresion y la
secrecion Osea del FGF-23 (Shimada, Hasegawa et al., 2004; Saji et al., 2009; Perward et al., 2005;
Lépez et al., 2011). La regulacion positiva de la expression 6sea del FGF-23 por el calcitriol
ocurre en horas (Shimada, Hasegawa et al., 2004) y esta mediada por su unién al RVD, el cual
induce la heterodimerizacién con el receptor nuclear retinoide (RNR), complejo que se une
a la regién promotora del gen FGF-23 y activa su expresion (Kuro-o, 2008). Se establece asi
un sistema de retroalimentacién entre rifion, hueso y glandulas paratiroideas en el que se

fundamenta la adecuada homeostasis del fosforo (Figura I.1).
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Hueso
FGF-23
Paratiroides Rifién
+
HPT - > Vitamina D
Klotho B Klotho

— -

Figura I.1 Regulacion fisiologica de los niveles séricos de fosforo.
La regulacion fisiolégica de los niveles séricos de fésforo se basa en la interaccion entre la
vitamina D, la HPT y el FGF-23.

I.3. Sistema FGF-23 / Klotho, inflamacién y dafio cardiovascular.

La pérdida progresiva de la funcion renal se asocia a la aparicion de alteraciones de
los parametros del metabolismo mineral, incluyendo un incremento gradual en la
concentracion de fosforo y de HPT, y un descenso en los niveles de calcitriol (Levin et al.,
2007) (Figura 1.2). Ademas, la progresion de la ERC conlleva el desarrollo de un verdadero
sindrome inflamatorio crénico (Zimmermann et al., 1999), donde las citoquinas se convierten en
moléculas directrices. Dichas alteraciones, que se originan en fases tempranas de la ERC y
que alcanzan niveles extremos en los estadios evolutivos finales, especialmente en
individuos que precisan tratamiento renal sustitutivo, se relacionan con mdltiples
complicaciones y condicionan la supervivencia de estos pacientes (Block et al., 2004; Stenvinkel

et al., 2005; Tetta et al., 2001).

Aungue los niveles anormales de calcio, fésforo, HPT y vitamina D constituyen el
grupo de alteraciones del metabolismo mineral que tradicionalmente se han asociado a un
incremento del riesgo CV en los pacientes con ERC (Foley, 2009; Tentori et al., 2008),
actualmente conocemos que las alteraciones del sistema FGF-23/Klotho participan también

en el incremento de riesgo en esta poblacion.
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Incremento

Niveles normales
en suero u orina

Disminucion

Figura 1.2 Variaciones en los niveles de FGF-23, Klotho, PTH, vitamina D activa y
fosfato durante la progresion de la ERC.

La primera alteracion es el descenso en la produccion de Klotho, que provoca un incremento
en los niveles de FGF-23. El FGF-23, a su vez, disminuye la produccion renal de vitamina D
activa circulante, lo cual conlleva un aumento de los niveles de HPT. Como resultado se
produce un estado de hiperfosforemia, bajos niveles de calcitriol y alta concentracion de HPT
en las uUltimas fases de la ERC.

Diversos estudios en pacientes en didlisis muestran un aumento dosis-dependiente
del riesgo de mortalidad asociado al incremento de las concentraciones séricas del FGF-
23, demostrando que su capacidad predictiva es independiente, e incluso superior, a la
observada para los niveles séricos de fosfato (Gutiérrez et al., 2008; Jean et al., 2009). Del mismo
modo, estudios realizados en pacientes con ERC han mostrado la asociacién existente
entre el FGF-23 y la hipertrofia ventricular izquierda (HVI) (Mirza et al., 2009b; Gutiérrez et al.,
2009), la disfuncion vascular (Mirza et al., 2009c), la aterosclerosis (Mirza et al., 2009a) y los
eventos cardiovasculares (Kanbay et al., 2010) (Figura [.3). Estos resultados, junto al
incremento de los niveles del FGF-23 detectados en etapas tempranas de la ERC (Figura
[.2), han llevado a considerar al FGF-23 como un potente predictor de toxicidad y
mortalidad relacionada con el fésforo en pacientes que no presentan estados de
hiperfosforemia severa, y como parametro subrogado relacionado con un peor pronéstico
CV. Mas importante, la magnitud de la asociacion entre eventos CVs y el FGF-23 parece

ser mas solida que la observada con el nivel de fosfato sérico (Parker et al., 2010).
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Son especialmente interesantes estudios observacionales recientes que relacionan
al FGF-23 con la disfuncién endotelial, la enfermedad aterogénica y la aparicion de eventos
CVs no solamente en poblacion con ERC (Kanbay et al., 2010), sino también en sujetos sin
fallo renal (Parker et al., 2010; Mirza et al., 2009b). Estos resultados han llevado a considerar la
posibilidad de que el FGF-23 no actie simplemente como biomarcador de la alteracién en
los niveles de fosfato sino que, a concentraciones elevadas, pueda ejercer efectos nocivos
directos sobre el sistema cardiovascular (Figura 1.3). Con respecto a esta posibilidad, un
trabajo reciente ha corroborado la asociacién independiente entre los niveles del FGF-23 y
la HVI en una amplia cohorte racialmente diversa de pacientes con ERC. Mas importante
aun, datos experimentales en el mismo estudio indican la existencia de un papel causal del
FGF-23 en la patogénesis de la HVI, de forma independiente a Klotho, sugiriendo que un
componente del riesgo CV en pacientes ERC podria ser atribuido directamente al FGF-23

(Faul et al., 2011).

Procesos Fisiol6gicos Procesos Patoldégicos

K\ /& Hipertrofia Ventricular
) L I7auierda

-

9
/Disfuncién vasculary

aterosclerosis

Fer23tt ——

\ Hiperparatiroidismo

Secundario
Kl6théyy /

Condiciones normales
Condiciones alteradas

Figura 1.3 Fisiologia y fisiopatologia del FGF-23.

Bajo condiciones fisiolégicas, la regulacidon endocrina del metabolismo del fosfato tiene lugar mediante tres
mecanismos de retroalimentacion: la vitamina D circulante activa al promotor del gen FGF-23 en el hueso.
El FGF-23 secretado inactiva la produccién de vitamina D en el rifién. Por el contrario, la HPT activa su
produccién. Finalmente, el FGF-23 desactiva al promotor de la HPT en las glandulas paratiroideas. Los
procesos patolégicos derivados de la ERC en sus primeros estadios estan relacionados con el incremento
en la secrecién de FGF-23 desde el hueso actuando en el rifién, donde Klotho se expresa menos, para
mantener la homeostasis del fosfato. Esto tiene como resultado la supresion de la produccion de vitamina
D que desencadena la aparicion del HPTS. El exceso del FGF-23 también se asocia con la aparicion de
disfuncion vascular, la aterosclerosis y la HVI.
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El FGF-23, como factor endocrino, presenta baja afinidad por los FGFRs, lo que
determina el requerimiento de un cofactor para poder unirse a ellos y activarlos (Schlessinger
et al., 2000). Es asi que el sistema FGF-23/Klotho tiene como elementos primarios la propia
molécula del FGF-23, sus receptores y su correceptor obligatorio Klotho, proteina que
ademas de su forma asociada a membrana es posible encontrarla en forma soluble en
diferentes fluidos bioldgicos, como sangre, orina y liquido cefalorraquideo (Kurosu et al., 2005;
Imura et al., 2004). La expresién limitada de Klotho restringe la accion mediada por el FGF-23
entre los mdultiples tejidos que expresan los FGFRs, asi como la potencial accién endocrina
ejercida por la forma soluble de Klotho y las posibles acciones paracrinas y/o autocrinas de

esta molécula (Donate-Correa et al., 2012).

La proteina Klotho ha sido implicada en diferentes procesos bioldgicos, varios de
ellos relacionados con la longevidad humana (Tabla 1.2). Datos recientes indican la
existencia de una relacion directa entre la proteina Klotho soluble y la sintesis de calcitriol,
la resistencia a insulina, el estrés oxidativo y la disfuncién y calcificacion vascular (Kuro-o,
2010). Esta forma soluble puede ser generada por dos mecanismos: un procesamiento
alternativo del ARN (Matsumura et al., 1998; Shiraki-lida et al., 1998), 0 una proteolisis por accion
de Desintegrinas y Metaloproteinasas de membrana de tipo A (ADAM), como ADAM-17 y
ADAM-10 (Chen et al., 2007), que liberan el dominio extracelular de Klotho.

Tabla 1.2 Funciones de la forma soluble de Klotho independientes de FGF-23

Actividad Efecto

Inactivacion de los cotransportadores

NaPi-2a y -2c en el tdbulo renal proximal. Aumenta la fosfaturia.

Activacion de los canales i6nicos TRPV5 y

Rifi6N TRPVS. Promueve la reabsorcién de calico.
Activacion del canal iénico ROMK1. Promueve la eliminacion de potasio por
la orina.
Incremento en la actividad ATPasa Na'/K*  Regulacion de la homeostasis del
calcio.
Glandulas

Incremento en la actividad ATPasa Na'/K* Estimulacién de la expresion de HPT.

paratiroideas

Regulacion de la homeostasis del

Incremento en la actividad ATPasa Na‘/K* .
calcio.

Plexo coroideo

Proteccion frente a calcificaciones
vasculares.

Descenso en la expresion de los
cotransportadores NaPi-3.

Inhibicién de la via de sefializacién
insulina/IGF-1.

Incremento en la resistencia a insulina.
Efectos Efectos anti-envejecimiento.

sistémicos Supresién de la actividad bioldgica de

Wwnt.

Incremento de la produccion de 6xido
nitrico en células endoteliales.

Efectos anti-envejecimiento.

Proteccion frente a la disfuncién
endotelial.
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La forma soluble de Klotho es capaz de actuar a nivel del tabulo renal proximal
inhibiendo la reabsorcién de fosforo. Ello se produce por la reduccién de la actividad de los
contransportadores Na/Pi-2a y Na/Pi-2¢, sin la participacion del FGF-23, mediante la
degradacion proteolitica de los mismos a nivel de membrana (Tabla 1.2) (John et al., 2011; Hu
et al., 2010). Dado que los cotransportadores Na/Pi estan ampliamente distribuidos en varios
tejidos, el efecto inhibidor de Klotho, a diferencia del efecto del FGF-23, podria ser mas
generalizado. De hecho, la forma secretada de Klotho inhibe también a los
cotransportadores Na/Pi tipo 3 (también conocidos como Pit 1 y Pit 2) (Hu et al., 2010 y 2011),
que se expresan en diversos tejidos como el epitelio intestinal, el higado, el corazén y las
células musculares lisas vasculares (CMLVS) (Jono et al., 2000; Kakita et al., 2004; Okuda et al.,
2006).

En los vasos, Klotho podria proteger frente a la calcificacion vascular mediante
inhibicion de la expresién de Na/Pi-3, como se deduce de estudios donde la adicién de
Klotho recombinante soluble a cultivos de CMLVs es capaz de reducir la calcificacion
inducida por el fésforo mediante la disminucién de la expresion de estos cotransportadores
(Hu et al., 2011). En este mismo escenario, la proteina humoral Klotho se ha relacionado con
un papel protector frente a la disfuncién endotelial al aumentar la produccion de 6xido
nitrico (NO) en las células endoteliales (Saito et al., 1998; Saito et al., 2000), 0 que sugiere que
Klotho esta involucrado en la modulacion de la funcion vascular a través de una via que
vincula al NO. Adicionalmente, la estimulacion de la expresion de citoquinas anti-
inflamatorias como la interleucina 10 (IL-10) en el tejido vascular se ha sugerido como otro

mecanismo de proteccién frente a la disfuncion endotelial (Saito et al., 1998).

Finalmente, dado que el descenso en la expresion de Klotho y la inflamacion
asociados con la enfermedad renal son causa del desarrollo de fenotipos progeroides en
casi todos los tejidos y 6rganos, se ha examinado recientemente la relacion entre la
inflamacién y la expresion de Klotho (Moreno et al.,, 2011). Se ha demostrado asi que las
citoquinas inflamatorias TWEAK (tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) y el
factor de necrosis tumoral-alfa (TNFo) provocan, tanto in vitro como in vivo, la reduccién de
la expresion de Klotho. La activacién de estas citoquinas inflamatorias y la subsiguiente
reduccion de la expresion de Klotho podrian contribuir a explicar la relacion entre la
inflamacién y las enfermedades caracterizadas por un envejecimiento acelerado de los

tejidos, incluyendo la ERC.

Por todo lo dicho, el sistema FGF-23/Klotho aparece como un sistema biolégico de

gran relevancia potencial en relacion a la patogenia del dafio vascular. La mayor parte de
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los estudios sugieren que esta implicacion se basa en mecanismos indirectos relacionados
con alteraciones del metabolismo mineral, pero no se ha valorado la posibilidad de que la
pared vascular pueda ser un érgano diana para el FGF-23, ni el posible efecto directo de
este sistema sobre dicho 6rgano. Por otra parte, casi todos estos estudios se han realizado
in vitro o0 en modelos animales, sin llegar a valorar la expresion del FGF-23, de los FGFRs

y de Klotho en el tejido vascular humano.

Por otra parte, estudios genéticos muestran que variantes del gen Klotho se asocian con la
presencia de enfermedad aterosclerdtica (Arking et al., 2003; Imamura et al., 2006; Jo et al., 2009),
aunque solo existe un estudio previo que analiza la relacion entre Klotho soluble y ECV.
Este trabajo observé la existencia de una asociacion significativa entre una mayor
concentracion de Klotho plasmatico y un menor riesgo de ECV (Semba et al., 2011). No
existen estudios que examinen la relacion entre los niveles séricos y los niveles de
expresion génica de Klotho y la EAC, la principal causa de muerte en el mundo (Mathers &
Loncar, 2006).

|.4. Tratamiento de las alteraciones del metabolismo mineral en la ERC: Beneficios

adicionales.

Las alteraciones del metabolismo mineral, una complicacién préacticamente
universal de la ERC, tienen un gran impacto sobre diversos érganos y sistemas, asi como
sobre la supervivencia de estos pacientes. Por ello, el adecuado control de estos

parametros constituye un aspecto terapéutico esencial (Block, 2011; Barreto et al., 2011).

En relaciéon a los derivados de la vitamina D, se han desarrollado nuevas moléculas,
como el paricalcitol, capaz de activar mas selectivamente el RVD, con menores efectos
calcémicos y fosfatémicos (Russell et al., 1986; Silver et al., 1985). Pero ademas, el tratamiento

con paricalcitol se ha relacionado con otros efectos mas alla del control del HPTS.

El estudio de mayor repercusion en relacion con los beneficios adicionales
aportados por el uso de parcicalcitol ha sido el trabajo de Teng et al. (2003) que examiné el
riesgo de mortalidad asociado con el uso de calcitriol frente a paricalcitol en més de 67.000
pacientes prevalentes en HD. Este estudio revelé que la terapia con paricalcitol se asocié a
una reduccion de un 16% del riesgo de mortalidad. En un analisis secundario de ese
mismo estudio, se evalud la supervivencia de los pacientes que cambiaron de un
tratamiento a otro, observando del mismo modo una asociacién entre la administracion de

paricalcitol y una menor mortalidad.
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A nivel experimental, tanto estudios realizados in vitro como en modelos animales
han mostrado que esta molécula es capaz de producir una reduccién dosis-dependiente del
sistema renina-angiotensina (Fryer et al., 2007) y una inhibicion de la calcificacién vascular
(Mizobuchi et al., 2007), ademas de presentar efectos anti-inflamatorios (Tan et al., 2008 y 2009; He

et al., 2011; Guerrero et al., 2012).

Hasta la fecha, son pocos los estudios que han analizado el impacto que puede tener una
terapia basada en el paricalcitol sobre el fendmeno inflamatorio a nivel clinico en estos

pacientes (Alborzi et al., 2008).
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II. OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivo general profundizar en el conocimiento de
las interrelaciones entre el metabolismo mineral, la inflamacion y el dafio vascular. Todas
estas situaciones confluyen con frecuencia en el paciente con ERC, siendo factores que

condicionan una elevada morbimortalidad cardiovascular.

A pesar de que cada vez resulta mas evidente la relaciéon entre el desequilibrio en el
metabolismo mineral y la inflamacién, y el papel crucial del eje FGF-23/Klotho en la
regulacién de la homeostasis del fésforo, poco se sabe del efecto de nuevas intervenciones
farmacoldgicas empleadas en el tratamiento de las alteraciones del metabolismo mineral,
asociadas a la enfermedad renal, sobre el estado inflamatorio y el eje FGF-23/Klotho. De

igual modo, aun se desconoce la posible relacién entre el dicho eje y el dafio vascular.

Con estos antecedentes nos hemos propuesto la consecucion de los siguientes

objetivos concretos:

I. Evaluar el efecto modulador de la inflamacién que puede tener el paricalcitol en

pacientes con hiperparatiroidismo secundario sometidos a hemodidlisis.

Il. Caracterizar la expresion de los componentes primarios del sistema FGF23/Klotho en

el tejido vascular humano.

I1l. Analizar la relacién de Klotho con la presencia y severidad de enfermedad arterial

coronaria.

J. Donate Correa 41 Tesis Doctoral



Resumen: Materiales y Métodos

lIl. MATERIALES Y METODOS

.1 Capitulo 1: Perfil antiinflamatorio del paricalcitol oral en pacientes en

hemodialisis: un estudio piloto, prospectivo y abierto.
lll. 1.1 Disefo del estudio y participantes.

Estudio prospectivo, abierto, de caracter exploratorio, de pacientes sometidos a HD en un

Unico centro.
Criterios de inclusién

e Un minimo de 3 meses en terapia de HD.

e Condicion clinica estable.

e Concentraciones séricas de calcio y fésforo menores de 10,5 y 6,0 mg/dL, respectivamente.
e Producto calcio-fésforo menor de 80 mg?/dL>.

e Presentar HPTS bajo tratamiento con calcitriol durante al menos 6 meses.

¢ Niveles de HPT intacta menores a 500 pg/mL.

Criterios de exclusion
e Pacientes paratiroidectomizados.
e En tratamiento con calcimiméticos.
e Con enfermedad gastrointestinal severa, tabaquismo, dependencia del alcohol o abuso de drogas.
e Pacientes trasplantados.

e No seguimiento de prescripcion en HD.

Antes de su inclusién definitiva en el estudio, se evalud la existencia de enfermedades
inmunoldgicas, tumorales o infecciosas, asi como episodios inflamatorios agudos en el mes
previo o la positividad para hepatitis B, C o VIH. Ningun paciente presenté enfermedad

gastrointestinal severa, tabaquismo, dependencia del alcohol o abuso de drogas.

Se realiz6 un calculo previo del tamafio muestral necesario para detectar una diferencia del
25% en la concentracion sérica de IL-6 al final del estudio con un valor de a de 0,05 y un
valor de 3 de 0,90. El resultado de dicho calculo mostré que se necesitaban como minimo

19 individuos. Asi, 30 pacientes iniciaron el estudio aunque 5 no lo completaron (tres
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recibieron un trasplante renal y dos interrumpieron el tratamiento). Por tanto, 25 pacientes
completaron el estudio. Tras un periodo de lavado del calcitriol intravenoso de 3 semanas,
se hizo la extraccion basal de sangre e inmediatamente se inicid la terapia con paricalcitol

oral (1 pg/dia) durante 12 semanas.
[ll. 1.2 Pardmetros bioquimicos generales e inflamatorios.

La toma de muestras de sangre se realizé tras un periodo de ayuno de al menos 8 h, antes
de la sesibn de HD de mitad de semana. Los parametros bioquimicos rutinarios se
determinaron mediante métodos estandar. La concentracién sérica de proteina C reactiva
de alta sensibilidad (hs-PCR) se determind mediante un ensayo inmunoturbidimétrico. Los
niveles de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-18 mediante ELISA de alta sensibilidad, con unas
concentraciones minimas detectables de 0,10 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,70 pg/mL, 0,50 pg/mL
y 12,5 pg/mL, respectivamente. Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron
menores de 10,8%.

lll. 1.3 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica, extraccion de
ARN Yy PCR atiempo real.

Las células procedentes de sangre venosa total se aislaron mediante centrifugacion en un
gradiente de densidad. EI ARN total se aisl6 utilizando reactivo TRI y su concentracion y
pureza se determind midiendo su absorbancia a 260 y 280 nm. Su integridad se determiné
mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior tincibn con bromuro de etidio. Los
niveles de expresion génica de TNF-a, IL-10 e IL-6 se analizaron mediante PCR
cuantitativa a tiempo real empleando SYBR green como agente intercalante. Se disefiaron
cebadores especificos y también cebadores para la $-actina, que se empleé como gen de

expresion constitutiva. La secuencia de cebadores se recoge en la Tabla Il1.1.

Tabla lll.1 Cebadores utilizados para la PCR cuantitativa a tiempo real.
Cebadores (5'a 3')

Gen Forward Reverse

TNF-a gccaccacgctcttctgt ggctacgggcttgtcactc
Interleucina-6 gtatgaacagcgatgatgcac gaaacggaactccagaagacc
Interleucina-10 acctgcctaacatgcttcgag ctgggtcttggttctcagcett
p-actina tccctggagaagagctacga atctgctggaaggtggacag

J. Donate Correa 43 Tesis Doctoral



Resumen: Materiales y Métodos

[ll. 2 Capitulo 2: Expresion del sistema FGF-23/KLOTHO en tejido vascular humano.
lll. 2.1 Muestras de tejido y pacientes

Las muestras de aorta toracica se obtuvieron de 44 pacientes (9 mujeres y 35 hombres;
edad media 64,7 + 9,3 afios) que fueron sometidos a cirugia cardiaca (cirugia coronaria en
37 pacientes y reemplazo valvular en los 7 restantes). Las muestras de trombos se
obtuvieron mediante aspiracion por catéter desde el sitio de la oclusién coronaria durante la
intervencion coronaria percutanea primaria en dos pacientes con sindrome coronario agudo
(SCA) en el servicio de Cardiologia del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de

Candelaria, Tenerife, Espafa.
lll. 2.2 Extraccién de ARN, RT-PCR y PCR a tiempo real.

Se extrajo el ARN total de los tejidos mediante su completa homogeinizacién en reactivo
TRI siendo posteriormente purificado. La calidad del ARN extraido se determind en un
sistema de electroforesis automatizado Experion™ y se cuantificé por absorcién a 260 y
280 nm. ElI ADN complementario (ADNc) resultante de su retro-trascripcion se empled en la
RT-PCR y en la PCR cuantitativa a tiempo real.

Para la RT-PCR se emplearon cebadores cuya secuencia abarca distintos intrones para
evitar amplificar regiones correspondientes al posible ADN gendmico contaminante. Su

secuencia se recoge en la Tabla 111.2.

Tabla 111.2 Cebadores utilizados para la RT-PCR de FGF-23, KLOTHO y FGFRs

Cebadores (5’ a 3’)

Gen Forward Reverse Tamafio (pb)
FGF-23 taccacctgcagatccacaa gtttgctgagggatggtta 649
KLOTHO actcccccagtcaggtggeggta tgggcccgggaaaccattgcetgtc 349
FGFR1 taccaccgacaaagagatgg ctggctgtggaagtcactct 287
FGFR2 tggagcgatcgcctcaccg cttccaggcgctggcagaactgt 352
FGFR3 caccaccgacaaggagcta gctcgagcetcggagacatt 433
FGFR4 gggtcctgctgagtgtgce ggggtaactgtgcctattcg 406

Secuencias de los cebadores empleados para identificar el ARNm del FGF-23, de KLOTHO y
de los FGFRs por RT-PCR y tamarios esperados de los amplificados.
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Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos

con bromuro de etidio. Ademas, se secuenciaron para confirmar su identidad.

Los transcritos que codifican para KLOTHO, ADAM-17, IL-10 y la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) se midieron mediante PCR cuantitativa a tiempo real usando

tecnologia TagMan.

Los ensayos TagMan utilizados para cada transcrito fueron: (Hs00183100_m1 [KLOTHQO],
Hs01041915 ml1 [ADAM17], Hs0961622_ml1 [IL-10], Hs00221003_ml [FGF-23] vy
Hs99999905 m1 [GAPDH]). Los niveles de ARNm se estimaron por cuantificacion relativa
mediante el método 2724 normalizando los valores a los obtenidos por la expresion de
GAPDH.

Cada muestra se cuantificd por triplicado incluyendo en cada reaccién su correspondiente
control negativo sin retro-trascripcion para determinar la posible contaminacion por ADN

gendémico.
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[ll. 3 Capitulo 3: Los bajos niveles de KLOTHO estan asociados con la incidencia y
severidad de la enfermedad arterial coronaria.

lll. 3.1 Disefio del estudio y participantes.

Para determinar la relacion entre Klotho soluble y la EAC, se seleccionaron pacientes
mayores de 18 afios sometidos a angiografia coronaria no urgente, como parte de un

proceso de evaluacién diagndstica de enfermedad arterial coronaria.

Criterios de exclusion
e Infarto de miocardio previo.
e Angioplastia coronaria.
e Colocacion de stent intracoronario o cirugia de derivacion de la arteria coronaria.
e Inestabilidad hemodinamica.
e Arritmia cardiaca.

e Enfermedades immunologicas o inflamatorias (tales como artritis reumatoide, lupus eritematoso

sistémico o enfermedad inflamatorias del intestino)

e Enfermedad renal (definida como un filtrado glomerular estimado (FGe) menor a 60 mL/min/1,73 m2).

Para determinar la relacién entre los nivles de expresién génica de Klotho y la EAC, se
recuperaron fragmentos de aorta toracica de 144 pacientes sometidos a cirugia de

derivacién coronaria o de reemplazo valvular.

Ningun paciente recibié tratamiento con calcio, fosfato o vitamina D. Todos los protocolos
cumplieron con los criterios de la Declaracion de Helsinki y fueron revisados y aprobados
por los comités éticos institucionales correspondientes. Todos los participantes dieron su

consentimiento informado por escrito.
lll. 3.2 Angiografia coronaria.

Se realiz6 mediante técnica estandar. Los angiogramas se analizaron sin conocer los
valores de Klotho soluble y de expresién génica. Para la valoracion de estenosis coronaria
se consideraron cuatro arterias epicéardicas principales: el tronco de la arteria coronaria
izquierda, la descendente anterior, la circunfleja y la coronaria derecha. Se definié un indice

de severidad de estenosis (ISE) como la media de las estenosis maximas en cada una de
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dichas arterias. Se definieron dos grupos: Gupo 1, sin EAC significativa, que comprendia a
los sujetos con arterias coronarias normales (0% de estenosis) y a los pacientes con
lesiones con una estenosis menor del 50% en cualquiera de las arterias coronarias
epicéardicas; y Grupo 2, con EAC sginificativa, definida como la presencia de al menos una
lesion estendtica que genere una reduccion en el diametro del limen 250% en cualquiera

de estas arterias (Patel et al., 2009).
[ll. 3.3 Variables bioquimicas.

La toma de muestras de sangre se realizé tras un periodo de ayuno de al menos 8 h, antes
de la angiografia. Al igual que en el capitulo I, los parametros bioquimicos rutinarios se
determinaron mediante métodos estandar y la concentracién sérica de hs-PCR se
determin6 mediante un ensayo inmunoturbidimétrico. Los niveles de Klotho circulantes se
determinaron mediante ELISA, con una concentracion minima detectable de 6,15 pg/mL.
Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron menores de 3,1% y 6,9%,

respectivamente.
lll. 3.4 Expresién vascular de Klotho: extraccién de ARN, RT-PCR y qRT-PCR.

Tanto el procesado de las muestras de aorta toracica para extraer el ARN, como el estudio
de la expresion génica de Klotho se realiz6 del mismo modo que el descrito en la seccion

correspondiente del capitulo Il.
[ll. 3.5 Anédlisis estadistico

Las variables continuas aparecen reflejadas como media + desviacion estandar o mediana
(IQR) cuando corresponda. Los datos categdricos se presentan como frecuencias o
porcentajes. Tras comprobar la distribucion normal con el test Kolmogorov-Smirnov, los
valores séricos y de expresison se transformaron a formato logaritmico antes de incluirse
en el andlisis. Las diferencias entre variables categéricas se compararon usando el test y°.
Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante un test t no pareado o mediante un
andlisis de la varianza unidireccional con un test Bonferroni post-hoc. El test de correlacion
de Spearman se emple6 para evaluar la relacion entre las concentraciones de Klotho

soluble y otras variables.

Se realiz6 un andlisis de regresion multiple por pasos para determinar la asociacién
independiente entre los pardmetros clinicos del paciente como potenciales valores

predictores (edad, sexo, HT, DM, tabaquismo, hiperlipidemia, indice de masa corporal —
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IMC-), las concentraciones de acido urico sérico, fésforo, hs-PCR y de Klotho soluble, y la
severidad de la EAC como variable dependiente. Se realizaron estadisticos de colinearidad
(tolerancia y factor de inflacion de la varianza) para detectar correlaciones entre las
variables independientes. Se realiz6 un andlisis de regresion logistica multiple para
determinar predictores independientes de la presencia de EAC significativa (EACS). Con
este propdsito, hemos adoptado tres modelos: en el modelo 1, hemos introducido factores
de riesgo tradicionales; en el modelo 2, incluimos ademas el acido Urico, el IMC y la hs-
PCR; findlmente, en el modelo 3, ajustamos el analisis en funcién de las concentraciones
de Klotho soluble. Con respecto al andlisis de la expresién génica, cada muestra se
cuantificd por triplicado y los resultados se expresaron como unidades arbitrarias, siendo
transformadas logaritmicamente para su andlisis estadistico. Valores de p<0.05 se
consideraron como significativos. El analisis estadistico se realizo utilizando el programa
IBM SPSS Statistics V.19 (Corporacion IBM, Somers, Nueva York, EEUU).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Capitulo 1: Perfil antiinflamatorio del paricalcitol oral en pacientes en hemodiali-
sis: un estudio piloto, prospectivo y abierto.

IV.1.1 Resultados

Veinticinco pacientes (12 mujeres y 13 hombres, con una edad media de 62 + 15
afios y un periodo medio en HD de 12 + 5 meses) completaron el estudio y se incluyeron
en el andlisis. Todos los participantes fueron caucasicos en hemodialisis (HD) tres veces
por semana sin reutilizacion del dializador. Nueve de ellos (36%) fieron diabéticos. Todos
ellos recibian terapia con quelantes de fosfato (13 hidrocloruro de sevelamer, 12 carbonato
de lantano y 6 acetato calcico), y 8 pacientes recibian tratamiento con cinacalcet. La mayor
parte de los pacientes recibieron terapia antihipertensiva (59% bloqueadores de los canales
de calcio; 49% bloqueadores del sistema renina-angiotensina; 27% [B-bloqueantes; 15%
diuréticos; y un 10% a-bloqueantes). Veinte pacientes (80%) recibian estatinas y un 94%

agentes estimulantes de la eritropoyesis.

Tras 12 semanas de tratamiento con paricalcitol oral, los niveles de calcio y fésforo
séricos, asi como el producto calcio-fésforo, no experimentaron variaciones significativas.
Sin embargo, la concentracion de HPT intacta sufrié una reduccion ligera pero significativa

(Tabla IV.1).

Tabla IV.1 Valores bioquimicos antes y después de la administracion de Paricalcitol.

Variable Antes Después P
Calcio (mg / dL) 9,1+0,6 9,2+0,5 NS
Fosfato (mg / dl) 46+0,8 47 +0,6 NS
Cax P (mg?/dP 438+128 43,6 +10,7 NS
HPT intacta (pg / ml) 31791 302 + 83 <0,01
hs-PCR (mg /L) 71+33 59+25 <0,001
TNF-a (pg / ml) 7627 7,1+20 <0,05
IL-1 (pg / ml) 1,0+05 0,8+0,3 NS
IL-6 (pg / ml) 6,8+5,0 6,6+48 <0,05
IL-10 (pg / ml) 79+ 20 80 +19 0,06
IL-18 (pg / ml) 610 + 95 591 + 135 NS

NS, no significativo; HPT, hormona paratiroidea; hs-PCR, proteina C reactiva de alta sensibilidad; TNF-q,
factor de necrosis tumoral a; IL, interleucina.
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Con respecto a la evolucién del perfil inflamatorio, mientras que los niveles de IL-1,

IL-10 e IL-18 no presentaron variaciones, las concentraciénes séricas de hs-PCR, TNF-a e

IL-6 disminuyeron de forma significativa, con un descenso porcentual medio del 14,3%

(p<0,001), 4,7% (p<0,05) y 5% (p<0,05), respectivamente. Las concentraciones séricas de

IL-10 experimentaron un incremento medio de un 2,5%, que casi alcanzé significado

estadistico (p=0,06). La evolucion de los parametros inflamatorios se muestra en la Tabla

IV.1Y en la Figura IV.1.
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Figura IV.1 Porcentaje de variacién media respecto a los niveles basales
en las concentraciones séricas de pardmetros inflamatorios tras 12 se-
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manas de tratamiento con paricalcitol.
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El balance entre factores pro- y anti-inflamatorios se evalu6 mediante la variacion de los

cocientes entre los valores de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL1-8 (pro-inflamatorios) y de la IL-10

(anti-inflamatoria). Asi, observamos una disminucién significativa en los cocientes TNF-

a/IL-10 e IL-6/IL-10 con respecto a los valores basales (p<0.05), mientras que los cocientes

IL-1/IL-10 e IL-18/IL-10 no mostraron cambios significativos (Figura IV.2).
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Figura IV.2 Variacion porcentual media respecto al nivel basal de los ratios
de los niveles séricos de parametros inflamatorios (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8)
respecto a la citoquina anti-inflamatoria (IL-10) tras el tratamiento.

La Figura IV.3 muestra la evolucion de la expresion génica de las citoquinas pro-
inflamatorias en células mononucleares de sangre periférica. Tras 12 semanas de
tratamiento con paricalcitol, los niveles de expression de TNF-a e IL-6 experimentaron un
descenso significativo, con reducciones porcentuales medias del 19,1% (p<0,01) y 17,5%
(p<0,001), respectivamente. Asimismo, se produjo un incremento porcentual medio de un
17,7% en la expression de 1L-10 (p<0,01).
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Figura IV.3 Porcentaje de variaciéon media respecto al nivel basal de la ex-
presion génica de TNF-a, IL-6 e IL-10 tras el tratamiento con paricalcitol.
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Al analizar la posible influencia de las concentraciones de la HPT y de fosfato en la
modificacion del perfil inflmatorio tras el tratamiento con paricalcitol, no observamos
diferencias significativas cuando los pacientes fueron clasificados en funcion a un nivel de
HPT inferior o superior a 300 pg/ml, ni cuando fueron estratificados en funcién a una
concentracion de fésforo superior o inferior a 4,5 mg/dl (Tabla Iv.2).

Tabla IV.2 Cambios porcentuales de las concentraciones séricas y de la expresion génica en sangre

periférica de citoquinas, en funcién de las concentraciones de HPT intacta o fédsforo sérico, tras la
administracion de paricalcitol.

HPTi sérica Fosforo sérico
<300pg/mi >300pg/ml <4,5pg/ml >4,5pg/ml
Concept_raciones
sericas
TNF-a -10,3 (-13,3/1,6) -3,9(-17,5/3,4) -11,0 (-19,8/-1,96) -1,9 (-10,0/ 3,4)
IL-1 -26,1(-52,9/33,3) 7,1 (-40/57) -8,9 (-35,8 / 66,6) -16,6 (-40,0/50,0)
IL-6 -5,8 (-11,1/ 1,6) -3,6 (-10,0/ 16,6) -5,8 (-10,5/ 6,25) -4,0 (-10,0/5,0)
IL-10 4,9(1,9/6,0) 4,1(-4,0/9,8) 55(-0,7/7,2) 4,1(-3,0/8,4)
IL-18 -0,2 (-16,9/ 3,6) -1,3(-16,9/14,2) 0,44 (-16,9/ 10,3) -1,1(-9,1/1,3)
Niveles de expresion

TNF-a -25,6 (-50,0/-15,7)  -22,7(-55,0/-157)  -48,3(-57,0/-157)  -22,7(-33,3/-15,7)
IL-6 -285(-36,6/-14,2)  -10,5(-26,6 / 13,0) -12,4 (-30,0/ -7,9) -25,9 (-27,7/ -10,0)
IL-10 11,4 (5,0/27,2) 9,0 (-6,2/33,3) 10,4 (3,3/17,8) 11,1 (0,1/33,3)

Los datos se expresan como media y rango intercuartilico. HPTi: hormona paratiroidea intacta.

IV.1.2 Discusion

Se ha comprobado que la utilizacién del activador selectivo del RVD paricalcitol se
asocia con un beneficio significativo en la superviviencia cuando se lo compara con el uso
de calcitriol (Teng et al., 2003). Se ha sugerido que el paricalcitol presenta efectos
pleiotrépicos beneficiosos mas alla de la esfera 6sea y mineral (Andress, 2006). Sin embargo,
la mayoria de los estudios que han investigado estos efectos se han realizado in vitro o en
modelos animales, siendo escasa la informacion proveniente de trabajos clinicos. Nuestros
hallazgos demuestran, a nivel clinico, las propiedades anti-inflamatorias del paricalcitol,
caracterizando sus efectos sobre las concentraciones séricas de las principales citoquinas
inflamatorias, asi como sobre la expresion génica de estas moléculas en células

mononucleares de sangre periférica.

La inflamacién es una condicion altamente prevalente en los pacientes con ERC,
habiéndose asociado a diversas complicaciones y a la morbi-mortalidad CV en esta
poblacion. Las citoquinas inflamatorias juegan un papel determinante en el fendbmeno
inflamatorio, estando relacionadas con el desarrollo de dafio CV (Swaminathan & Shah, 2011;

Tedgui & Mallat, 2006). Asi, la inflamacion participa en los procesos de calcificacion vascular
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gque afectan a estos pacientes, donde la citoquina TNF-a juega un papel central (Bostrém,
2005; Al-Aly, 2008). Por otra parte, el Cardiovascular Health Study ha demostrado que los
niveles de PCR e IL-6 son significativamente mayores en pacientes con insuficiencia renal
comparados con pacientes con funcion renal normal (Shlipak et al., 2003) y, mas importante,
que estos parametros se asociaban de forma independiente con la mortalidad CV en
pacientes en HD, siendo ademas el valor pronéstico de estos dos indicadores superior al
de otros parametros inflamatorios (Zocalli et al., 2006; Barreto et al., 2012). Estos hallazgos
sugieren que la modulacion de la inflamacién, con la reduccion de los niveles de estos

marcadores, puede tener efectos beneficiosos sobre el riesgo CV en estos pacientes.

Desde un punto de vista clinico, son pocos los estudios que han analizado las
propiedades anti-inflamatorias del paricalcitol en pacientes HD (Moe et al., 2001; Stubbs et al.,
2010), mostrando ademas resultados poco concluyentes.

Los resultados de nuestro estudio muestran que la administracion de paricalcitol
induce una reduccion significativa de las concentraciones séricas de hs-PCR y de las
ciotquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6, mientras que el nivel de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 se incrementé de forma casi significativa. Observamos asimismo una

reduccion en los cocientes TNF-a/IL-10 y de IL-6/IL-10.

Otro elemento de interés en este estudio es el andlisis del perfil de expresidén génica
de citoquinas inflamatorias en células mononucleares de sangre periférica. Observamos
que tras 12 semanas de administracion de paricalcitol, los niveles de expresiéon de TNF-a 'y
de IL-6 exprerimentaron un descenso significativo promedio de un 19,1% (p<0,001) y de un
17,5% (p<0,001), respectivamente. Al contrario, el nivel de expresién de IL-10 se
incremento significativamente en un 17,7% (p<0,01). El conjunto de estas observaciones
puede ser relevante dado que el fenébmeno inflamatorio se caracteriza por la activacion de
estos elementos celulares, relacionandose el incremento en la expression de estas

moléculas con el desarrollo de eventos CV (Kostulas et al., 1999; Akatsu et al., 2003).

Una de las limitaciones mas importantes de este trabajo es la ausencia de un grupo
control, en especial de un grupo tratado con calcitriol. Sin embargo, dado que el cuidado
general y la aproximacion terapéutica a los pacientes no cambid durante el estudio,
asumimos que los resultados observados son debidos a la administracion de paricalcitol.
Otras limitaciones potenciales son el reducido nimero de pacientes y el corto periodo de

seguimiento en el estudio.
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IV. 2 Capitulo 2: Expresion del sistema FGF-23/KLOTHO en tejido vascular humano.
IV. 2.1 Resultados

Con el objetivo de determinar la expresion de los componentes del eje FGF-
23/KLOTHO (formado por el FGF-23, la proteina KLOTHO y los FGFRs) realizamos la
amplificaciéon de los ARNm de dichos genes por RT-PCR a partir de ADNc obtenido por
transcripcién inversa del ARN extraido. No se detectd expression del gen FGF-23 en
ninguna de las muestras estudiadas, mientras que si observamos la expresion de ARNm
de KLOTHO en todas ellas, obteniendo un producto de amplificacién del tamafio esperado
(Figura 1Iv.4). Con respecto a los FGFRs, observamos la expresion de FGFR1, FGFR2 y
FGFR3, pero no de FGFRA4. La identidad de los productos amplificados fue confirmada

mediante secuenciacion.

FGFRs

M  FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 KL M Control

Figura 1V.4 Productos de amplificacién obtenidos por RT-PCR.
Productos de amplificacion de los ARNm de los 4 FGFRs determinados y
de KLOTHO (KL) mostrando la expresion de FGFR1, 2, 3 y KLOTHO en
aorta humana. M, marcador de 100-pb. Control, RT-PCR sin
retrotranscripcion.

Como cabia esperar por los resultados de la RT-PCR, tampoco detectamos ARNm
de FGF-23 por gRT-PCR. Del mismo modo, si detectamos ARNm de KLOTHO en todas las
muestras de aorta (4,85 * 5,43 unidades arbitrarias [u.a.]), mostrando una expresion
constitutiva de este cofactor de forma independiente a las caracteristicas de los pacientes
incluidos en el estudio (Figura Iv.5). Mediante este mismo método, el estudio de expresion
de los trombos coronarios mostré también la presencia de ARNm de KLOTHO pero no del
FGF-23 (Figura IV.6).
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Figura IV.5 Expresién de ARNm de KLOTHO determinada por qRT-PCR en
muestras de aorta de pacientes quirdrgicos (n=44). Los resultados represen-
tan la media de tres réplicas * la desviacion estandar. Valor medio de expresion =
4,85 +5,43 u.a.
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Figura IV.6 Curvas de amplificacion de la PCR cuantitativa de KLOTHO y
FGF-23. Los resultados muestran expression de KLOTHO, ADAM-17 e IL-10,
pero no de FGF-23 en trombos coronarios. Las reacciones se hicieron por tripli-
cado.

Un andlisis preliminar para determinar la existencia de una expression diferencial de
KLOTHO en funcién de las caracteristicas del paciente, no mostré ningun resultado
significativo cuando se compar6 a los pacientes en funcion del sexo, antecedentes de
diabetes o hipertension, o por la presencia de lesiones coronarias ateroscleroticas en el

estudio coronariografico (los siete pacientes sometidos a reemplazo valvular presentaron
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una coronariografia normal). Del mismo modo, no se detectd una correlacion significativa
entre los niveles de ARNm de KLOTHO vy la edad.

Los valores de expresion medios de ARNm de IL-10 y ADAM-17 fueron 3,45 + 3,82
y 1,30 £ 0,89 u.a., respectivamente. Al estudiar las posibles correlaciones entre estas
variables y la expresion de KLOTHO, se observé que ésta estuvo directa y
significativamente asociada con los niveles de expresion tanto de ADAM-17 como de IL-10
(r=0,54, p<0,001; r=0.51, p <0,01, respectivamente) (Figura IV.7).
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Figura IV.7 Relacion entre el nivel de expression de ARNm de KLOTHO y (A) la expresion
de ARNm de ADAM-17 (r=0,55; p<0,001) y (B) la expresion de ARNm de IL-10 (r=0,51;
p<0,01).

V. 2.2 Discusioén

El hallazgo méas importante del presente estudio es la caracterizacion del patrén de
expresion de los componentes del sistema FGF-23/KLOTHO en el tejido vascular humano.
En concreto, nuestros resultados demuestran la expresion génica de KLOTHO y de dos de
los receptores cognados de FGF-23 (FGFR1 y FGFR3), asi como la ausencia de expresion
del gen de FGF-23 y del receptor FGFR4. Ademas, demostramos que el nivel de expresion
de KLOTHO estéa directa y significativamente asociado con los niveles de expresion de
ADAM-17 y de IL-10. Finalmente, observamos que KLOTHO se expresa también en

trombos coronarios de pacientes con SCA.

La mayor parte de los trabajos que han estudiado el eje FGF-23/KLOTHO se han
realizado in vitro o en modelos animales, y principalmente en érganos relacionados

directamente con el metabolismo mineral. Son pocos los estudios que han abordado el
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papel potencial de este sistema en la biologia del sistema vascular (Parker et al., 2010; Jo et al.,

2009; Majumdar et al., 2010; Milovanova et al., 2010; Mirza et al., 2009a).

Asi, en pacientes con ERC se ha observado que los altos niveles del FGF-23 se
asocian, de manera independiente, con una mayor morbilidad y mortalidad CV (Gutiérrez et
al., 2008). Estos incrementos en los valores de FGF-23, incluso dentro del rango de la
normalidad, se han relacionado también con defectos en la vasoreactividad y con un
aumento de la rigidez arterial en la poblacién general (Mirza et al., 2009a; Mirza et al., 2009c).
Ademas, un subanalisis del Heart and Soul Study ha mostrado recientemente que las altas
concentraciones de FGF-23 en pacientes con enfermedad coronaria estable, estan
asociadas con un mayor riesgo de mortalidad y de aparicién de eventos CVs (Parker et al.,
2010). Estos resultados previos y los hallazgos presentados en este trabajo, indicando que
el tejido vascular humano puede ser un 6rgano diana para FGF-23, sugieren la
participacion del eje FGF-23/KLOTHO en la enfermedad CV.

Aunque en la actualidad se desconoce el papel que puede desempefiar el sistema
FGF-23/KLOTHO en el tejido vascular, se ha sugerido la existencia de un efecto nocivo de
altos niveles del FGF-23 mediado por su unién a los FGFRs. Se han propuesto distintos
mecanismos de accién para explicar esta posibilidad. Asi, el FGF-23 podria actuar
induciendo, de forma similar a como lo hace en rifién, una reduccion de los niveles de
Klotho, (Shimada et al., 2004; Krajisnik et al., 2007) molécula que parece jugar un papel
beneficioso al inhibir el proceso de calcificacion vascular (Hu et al., 2011). Asimismo, también
podria inducir una reducciébn de los niveles de vitamina D, factor crucial en el
mantenimiento de la salud CV (Reddy-Vanga et al., 2010). Se necesitan mas estudios que
determinen si el eje FGF-23/KLOTHO modula el desarrollo y la progresion de la
aterosclerosis mediante la regulacién del metabolismo mineral o si este eje puede jugar un

papel directo en la patologia vascular.

Klotho es una proteina transmembrana que actlia como coreceptor para el FGF-23.
Sin embargo, existe una forma soluble de Klotho que se forma por rotura proteolitica en la
superficie cellular del dominio extracelular de la proteina por la enzima anclada a la
membrana ADAM-17 (Chen et al., 2007). Nuestros datos muestran una correlacién directa y
robusta entre los niveles expresion de KLOTHO y de ADAM-17, lo que sugeriria que el

tejido vascular puede ser una fuente de Klotho soluble.

Se ha sefalado una funcién protectora de Klotho frente a la disfuncion endotelial

(Kuwahara et al., 2008; Nakamura et al., 2002; Saito et al., 2000; Saito et al., 1998; Wang et al., 2010). Un
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estudio reciente realizado en ratas con hipertensién espontanea (wang et al., 2009) demostrd
que la administracion del gen Klotho era capaz de incrementar la expresién de la citoquina
anti-inflamatoria IL-10, lo cual podria mediar los efectos antihipertensivos y renoprotectores
de Klotho. Nuestros datos demuestran, por primera vez, que los niveles de expresion de
Klotho en tejido vascular humano estan relacionados directa y significativamente con los
niveles de expresion de IL-10. Estos hallazgos indican nuevamente la existencia de una
relacién entre el eje FGF-23/KLOTHO vy las rutas inflamatorias que podria jugar un papel

importante en la fisiopatologia de la ECV.

Finalmente, nuestro estudio demuestra ademas la expresion de Klotho en trombos
coronarios obtenidos de pacientes con SCA. A pesar de que no pudimos realizar un
andlisis de las células del trombo, estudios previos han mostrado que los monocitos CD14+
constituyen el tipo celular predominante en dichas formaciones, (wyss et al, 2010) lo que
sugiere que los monocitos que se acumulan en los trombos de los pacientes con SCA
podrian expresar Klotho.

La principal limitacién de este estudio es la ausencia de datos sobre el patron de
expresion de los genes estudiados (FGF-23, KLOTHO y FGFRs) en el tejido vascular de
individuos sanos, por lo que no podemos excluir que la presencia de la enfermedad
aterosclerética pudiera influir en su expresion. Sin embargo, su expresion de forma
independiente a las distintas caracteristicas clinicas de los pacientes sugiere una expresion
basal constitutiva. Ademas, en nuestro estudio no hemos medido los niveles séricos del
FGF-23 o de KLOTHO, por lo que no podemos establecer si las concentraciones de estas
moléculas pueden estar relacionadas con los niveles de expresion de los genes

estudiados.
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IV. 3 Capitulo 3: Los bajos niveles de KLOTHO estan asociados con la incidencia y

severidad de la enfermedad arterial coronaria.

IV. 3.1 Resultados

Para la determinacion de la relacién entre los niveles de Klotho soluble y la EAC, se

considero la inclusién de 491 pacientes de los que se excluyeron 120 por cumplir al menos

uno de los criterios de exclusién. En la Tabla IV.3 se muestran los datos demograficos y de

laboratorio de los 371 pacientes finalmente incluidos.

Tabla IV.3 Caracteristicas clinicas y determinaciones bioquimicas de los pacientes incluidos.

Resumen EAC-NS EAC-S Valor p
Caracteristicas
N (%) 371 138 (37,2%) 233 (62,8%) <0,01
Edad (afios) 65+11 63+10 66+11 NS
Mujeres (%) 33 36,7 30,6 NS
(Pn?r:';t;’)“ca 142+19 143+18 14020 NS
(Pr:':'ﬁzt)d'ca 77411 77+11 77411 NS
L”;igle(lfg/r’:{’)‘sa cor- 28,1+4,6 2814 2814 NS
Comorbilidades
(I?);)a;betes mellitus 40 23 49 <0,001
Hipertensién (%) 67 61,5 71 <0,05
Tabaquismo (%) 51 29 61 <0,001
Dislipemia (%) 54 47,5 55 NS
Medicacién
gfg“(ﬁ/i‘)”tes del 63 63,1 64,2 NS
Aspirina (%) 71,4 58,6 78,9 <0,01
Estatinas (%) 65,7 52,8 73,3 <0,001
Analiticas
(Cn?;ggro' total 196+44 197+44 193+43 NS
LDL-C (mg/dL) 117439 120439 112+38 NS
HDL-C (mg/dL) 48+12 47412 48+12 NS
Triglicéridos (mg/dL) 151485 149481 154491 NS
Ac. trico (mg/dL) 7,2+2,0 7,2+1,9 7,2+2,2 NS
Célcio (mg/dL) 9,4+0,4 9,4+0,4 9,4+0,4 NS
Fésforo (mg/dL) 3,7+0,6 3,6+0,7 3,7+0,6 NS
hs-PCR (mg/L)* 0,97 (0,46—1,80) 0,50 (0,32—0,86) 1,30 (0,81-2,30) <0,001
Klotho (pg/mL)* 371 (243-626) 767 (532—995) 275 (212-345) <0,001

*Los datos se expresan como media (IQR).

PA, presioén arterial; HDL-C, lipoproteina de alta densidad-colesterol; hs-PCR, proteina C reactiva de alta
sensibilidad; LDL-C, lipoproteina de baja densidad-colesterol; NS, no significativo; EAC-NS, enfermedad
arterial coronaria no significativa; EAC-S, enfermedad arterial coronaria significativa; RAS, sistema renina-

angiotensina.
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Un total de 233 pacientes (62,8%) presentaron EACS. En este grupo, la prevalencia
de hipertensién (p<0,05), diebetes melitus y tabaquismo (p<0,001) fue mayor, asi como su
edad (p<0,01) y sus niveles séricos de PCR (p<0,001).

La concentracion de Klotho soluble fue sigificativamente inferior en los pacientes
con EACS (p<0,001) (Figura Iv.8). Del mismo modo, la concentraciéon de Klotho sérico fue
menor en pacientes con diabetes melitus (318 (236—460) vs. 364 (261-816) pg/mL, p<0,01)
y en fumadores (312 (228-423) vs. 442 (263-852) pg/mL, p<0,001). No se apreciaron

diferencias en cuanto a la presencia de hipertensién o dislipemia.
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Figura IV.8 Diferencias entre las concentraciones de Kloho sérico de los pacientes con
EAC-S y EAC-NS.

En la Tabla IV.4 se muestran las caracteristicas de los pacientes al estratificarlos en funcion
de los terciles de Klotho soluble. Comparados con otros pacientes, los sujetos con mayores
concentraciones de Klotho (tercil 3) tuvieron una prevalencia significativamente menor de
diabetes y de tabaquismo (p<0,001), asi como menores concentraciones séricas de
colesterol total (p=0,01) y hs-PCR (p<0,001).

J. Donate Correa 60 Tesis Doctoral



Resumen: Resultados vy Discusion

Tabla V.4 Caracteristicas clinicas de los pacientes tras estratificar por los niveles de Klotho soluble.

Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3 el Qe
tendencia
Caracteristicas
N (%) 120 128 123
Edad (afios) 66+11 65+11 64+10 NS
Mujeres (%) 31 33 35 NS
m:;t;))nca 14318 142+18 13920 NS
F:n?'zzt)d'ca 77+12 77+11 77+11 NS
L”ﬂﬁ.e(fge/ﬂgsa cor- 27+4 28+4 28+4 NS
Comorbilidades
(I?);)a)betes mellitus 45 a7 o5 <0,001
Hipertensioén (%) 69 68 65 NS
Tabaquismo (%) 57 58 31 <0,001
Dislipemia (%) 55 58 49 NS
Analiticas
(Cn?gjgf_e)ro' total 201+48 198138 18842 0,01
LDL-C (mg/dL) 121+41 121+36 119438 NS
HDL-C (mg/dL) 47+11 48+12 47+12 NS
Triglicéridos (mg/dL) 147+76 153+84 153+93 NS
Ac. trico (mg/dL) 7,220 7,219 7,121 NS
Célcio (mg/dL) 9,4+0,4 9,4+0,4 9,3+0,4 NS
Fésforo (mg/dL) 3,7+0,5 3,7+0,7 3,6+0,7 NS
hs-PCR (mg/L)* 1,3 (0,8-2,3) 1,1 (0,5-2,1) 0,6 (0,3-0,92) <0,001
Indice de severidad 43,5422 33,6+21,7 4,4+10,6 <0,001

de la estenosis (%)

*Los datos se expresan como media (rango intercuartilico).

PA, presion arterial; HDL-C, lipoproteina de alta densidad-colesterol; LDL-C, lipoproteina de baja densidad-
colesterol; NS, no significativo.

Con respecto a las lesiones coronarias, tanto la estenosis méaxima observada en cada
arteria epicardica como el ISE fueron significativamente menores en los pacientes incluidos
en el tercil 3 (p<0,0001) (Tabla IV.4). Los sujetos con arterias coronarias normales (0% de
estenosis) presentaron mayores niveles de Klotho soluble que los pacientes con estenosis
<50% o con EACS [933 (761-1071) vs. 506 (364-586) y 275 (213-344) pg/mL,

respectivamente, p<0,0001].

Los niveles de Klotho soluble se relacionaron negativamente con la edad (r=-0,10; p<0,05),
los niveles de fosforo (r=-0,13; p=0,01), los niveles de hs-PCR (r=-0,39, p<0,001), asi
como con el ISE (r=-0,69; p<0,0001). El ISE se relaciono significativamente también con la
edad (r=0,17; p<0,01) y con la hs-PCR (r=0,65; p<0,0001).
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Para testar la asociacion independiente entre Klotho soluble y la severidad de la estenosis,
se realiz6 un andlisis de regresibn multiple por pasos con el ISE como variable
dependiente. El resultado mostré que las concentraciones de Klotho soluble estuvieron
inversamente asociadas con la EAC (R?*=0,67; p<0,001) (Tabla IV.5). La presencia de
colinearidad se determind examinando la tolerancia y el factor de varianza de la inflacion
(FVI) para cada variable de la regresion. Los valores de tolerancia y de FVI fueron mayores
que 0,8 y menores que 1,25 respectivamente para todas las variables, descartandose asi la

presencia de colinearidad.

Tabla IV.5 Analisis de regresion multiple por pasos para el IES como variable dependiente.

I'ndic? de severidad de B SE ¢ valor p

a estenosis

Variable independiente
Log hs-PCR 0,55 0,73 17,5 <0,001
Log Klotho soluble -0,36 0,002 -11,1 <0,001
DM 0,13 1,58 4,24 <0,001
Tabaquismo 0,09 1,60 2,73 0,007
Edad 0,07 1,60 2,33 0,02
HT 0,07 1,68 2,73 0,02

Los resultados del modelo de regresion logistica, usando la presencia/ausencia de EACS
como variable dependiente, se presentan en la Tabla Iv.6. Los factores de riesgo
tradicionales para la ECV (edad, sexo, tabaquismo, HT, DM, hiperlipidemia) se introdujeron
como covariables, con modelos adicionales en los cuales el IMC, el acido Urico sérico, la
hs-PCR (modelo 2) y las concentraciones de Klotho soluble (modelo 3) fueron afiadidas
como covariables. En el modelo 1, la edad, el tabaquismo y la DM aparecieron como
factores de riesgo independientes para la aparicion de EACS. En el modelo 2, ademas de
los factores ya comentados, la PCR se asocié también con la aparicion de EACS.
Finalmente, el modelo 3 incluyé las los niveles de la concentraciéon de Klotho soluble,

mostrando que dichos niveles constituyen un factor protector frente a la aparicion de EACS.
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Tabla IV.6 Andlisis de regression logistica multivariable para la presencia de EAC-S.

Variable independiente OR (95% IC) Valor p
Modelo 1
Edad 1,03 (1,01 to 1,06) 0,001
Sexo 1,18 (0,70 to 1,99) 0,53
Tabaquismo 5,12 (3,04 to 8,62) <0,001
Hipertensién 1,37 (0,80 to 2,23) 0,24
Diabetes 3,22 (1,92 t0 5,39) <0,001
Hiperlipidemia 0,96 (0,59 to 1,55) 0,87

Modelo 2 (modelo 1 + IMC, &cido rico, hs-PCR y fésforo)

Edad 1,03 (1,00 to 1,06) 0,01
Sexo 1,02 (0,54 to 1,90) 0,94
Tabaquismo 4,91 (2,68 to 8,98) <0,001
Hipertensién 1,78 (0,95 to 3,36) 0,07
Diabetes 3,21 (1,78 t0 5,87) <0,001
Hiperlipidemia 0,90 (0,51 to 1,58) 0,87
indice de masa corporal 0,97 (0,91 to 1,03) 0,34
Ac. trico 1,01 (0,88 to 1,16) 0,87
hs-PCR 8,12 (4,52 to 14,58) <0,001
Fosforo 1,40 (0,93 to 2,10) 0,10

Modelo 3 (modelo 2 + Klotho soluble)

Edad 1,03 (1,00 to 1,07) 0,04
Sexo 1,41 (0,58 to 3,39) 0,44
Tabaquismo 3,38 (1,48 to 7,71) 0,004
Hipertension 2,38 (0,98 to 5,78) 0,055
Diabetes 2,75 (1,15 to 6,54) 0,02
Hiperlipidemia 0,55 (0,24 to 1,26) 0,16
indice de masa corporal 1,01 (0,930 1,11) 0,70
Ac. arico 0,99 (0,82 to 1,19) 0,96
hs-PCR 12,03 (4,62 to 31,29) <0,001
Fosforo 1,14 (0,63 to 2,06) 0,64
Klotho Soluble 0,92 (0,88 to 0,99) <0,001

Expresion vascular de Klotho y EAC

Un total de 70 pacientes (32 hombres y 38 mujeres; edad 65+7 afios) sometidos a cirugia
cardiaca se incluyeron en el estudio tras cumplir con los criterios de inclusion. Al comparar
los pacientes en funcion de la presencia (N=46) o ausencia (N=24) de EACS, no se
observaron diferencias en cuanto a la edad, el sexo o la prevalencia de HT, DM o

dislipemia, o con cualquier terapia o dato de laboratorio. Sin embargo, si que hubo una
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mayor prevalencia de tabaquismo en los pacientes con EACS (45,6% vs. 12,5%, p<0,001).
De forma interesante, estos sujetos presentaron unos niveles de expresion de Klotho en el

tejido vascular significativamente menores (p<0,01) (Figura IV.9).
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Figura 1V.9 Diferencias entre los niveles de expression de Klotho en el tejido vascular

El andlisis de regresion logistica multivariable usando como variable dependiente la
presencia/ausencia de EACS, y a los factores de riesgo CV tradicionales y la expresion de
Klotho como covariables, mostré que los niveles de expresién de Klotho estan asociados
con un menor riesgo de EACS (Tabla IV.7).

Tabla IV.7 Analisis de regresion logistica multivariable para la presencia de EAC-S en el estudio de
expresion vascular de Klotho.

Variable independiente OR (95% IC) Valor p

Modelo
Edad 1,01 (0,94 a 1,08) 0,73
Sexo 1,00 (0.32a 3,13) 0,99
Tabaquismo 4,86 (1,10 a 21,3) <0,05
Hipertensién 1,02 (0,26 a 3,89) 0,97
Diabetes 2,14 (0,65 a 7,04) 0,20
Dislipemia 1,17 (0,29 a 4,58) 0,82
Expresién génica de Klotho 0,85 (0,73 a 0,99) <0,05
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V. 3.2 Discusioén

Nuestros datos muestran que los pacientes con EACS tienen menores
concentraciones de Klotho soluble, asi como menores niveles de expresion vascular del
gen que codifica esta proteina. Mas aun, ambos descensos aparecen asociados con la
presencia y severidad de la EAC de forma independiente a los factores de riesgo CV
clascicos como la edad, la DM, la HT, el tabaquismo, la dislipemia y la inflamacion. Si estos
descensos en los niveles solubles y de expresion de Klotho pueden directamente promover
o favorecer el desarrollo de la aterosclerosis es una posibilidad que requiere de un mayor
estudio.

Los ratones mutantes para Klotho muestran multiples desérdenes similares a los
relacionados con el envejecimiento en humanos, incluyendo disfuncion endotelial y
aterosclerosis. De hecho, estudios experimentales muestran que Klotho esta asociado con
el mantenimiento de la integridad endotelial (Kusaba et al., 2010) mediante acciones que
comprenden la reduccién del estrés oxidativo y el incremento de la produccién de NO,
mejorando asi la vasodilatacion dependiente del endotelio (Saito et al., 1998). Mas auln, la
administracibn de la forma soluble de Klotho mejora el fenotipo de envejecimiento
acelerado (Chen et al., 2007). Ademas, se ha sugerido que la proteina Klotho puede jugar un
papel en la patogénesis de la enfermedad aterosclerética (Kuro-o et al., 1997; Ikushima et al.,
20086).

En humanos, los estudios realizados que analizan la relacién entre Klotho y la EAC
son muy escasos, siendo estudios genéticos en su mayoria. Estos Ultimos muestran que
existen variantes del gen Klotho asociadas con aterosclerosis carotidea (Oguro et al., 2010),
infarto de miocardio (Arking et al., 2005) y EAC (Arking et al., 2003; Jo et al., 2009). Sin embargo, en
estos trabajos no se determind ni los niveles de Klotho soluble ni los de expresiéon génica.
Solamente un estudio previo (Semba et al., 2011) ha mostrado una relaciéon entre Klotho
soluble y ECV (definida como EAC, fallo cardiaco, infarto de miocardio o enfermedad
arterial periférica). De forma similar a nuestro estudio, Semba et al. encontraron que los
niveles de Klotho soluble se asociaban de forma independiente con la presencia de ECV y
que el riesgo de su apariciobn era menor en sujetos con mayores concentraciones de
Klotho.

Una caracteristica importante de nuestro estudio es el relativamente bajo porcentaje de
poblacion mayor de 65 afos (56,8% vs. >90% en el estudio de Semba et al.), dato

relevante dada la reduccion de los niveles de Klotho con el envejecimiento. Ademas,
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también es importante el hecho de que ninguno de los sujetos de nuestro estudio padecia
de enfermedad renal (vs. 24% en el estudio de Semba et al.), ya que la ERC se ha definido

como un estado de deficiencia de Klotho (Koh et al., 2001; Hu et al., 2011).

Trabajos experimentales han indicado que Klotho podria estar involucrado en la
patogénesis de la calcificacién vascular (Hu et al., 2011; Lim et al., 2012). En este contexto, la
accion de Klotho se ha relacionado con el papel del fésforo, actuando, por una parte, como
sustancia fosfatarica mediante la modulacién de la excrecién renal de fosfato, y por otra, a
través de su efecto sobre los cotransportadores de tipo Ill, PiT-1 y PiT-2, presentes en las
CVMLs, donde juegan un papel crucial en la calcificacion de dichas células inducida por
fosfato (Li et al., 2006; Crouthamel et al., 2013). Los animales que carecen de Klotho presentan un
incremento en la expresion de estos cotransportadores y del factor de transcripcion
osteogénico CBFA1/RUNX2 en las CVMLs, lo que indica que el descenso en los niveles de
Klotho produce calcificacion. Mas aun, cuando se afiade Klotho a CVMLs cultivadas in
vitro, se produce un descenso en la captura de fosfato a consecuencia de la inactivacion de
los cotransportadores tipo Ill, previniendo asi el cambio de fenotipo de dichas células de un

fenotipo muscular a uno ostecondrogénico (Hu et al., 2011).

Nuestro trabajo es el primer estudio que intenta relacionar la expresion vascular de Klotho
con la EAC en humanos. Un estudio previo de nuestro grupo mostré por primera vez que el
gen Klotho se expresa en la pared vascular humana (Donate-Correa et al., 2013). En este
estudio, hemos demostrado que los pacientes con EAC presentan una reduccion en los
niveles de expresion de Klotho. Ademas, esta relacion fue independiente de otros factores
de riesgo CV. Desde un punto de vista mecanistico, la proteina Klotho esta involucrada en
el mantenimiento de la salud vascular y, por tanto, la disrupcién de su homeostasis puede
ser un factor importante en el desarrollo de ECV (Moe, 2012; Donate-Correa et al., 2012; Shroff &
Sanahan, 2011). Asi, como se ha observado en ratones deficientes en Klotho, esta proteina
protege frente a la disfuncién endothelial, un factor clave en la patogénesis de la
aterosclerosis (Nagai et al., 2000; Saito et al., 1998; Shimada et al., 2004; Kusaba et al., 2010). Estas
alteraciones se recuperan por completo tras parabiosis con el ratén salvaje (Saito et al., 1998).
Por otra parte, en modelos animales de enfermedad aterosclerética, la liberacion de Klotho
en el organismo resulta en una mejora en la disfunciéon endotelial, en un incremento en la
produccion de NO y en la prevencion de la aparicion de remodelaciones vasculares

adversas (Saito et al., 1998).

Finalmente, la relacion bidireccional entre Klotho y la inflamaciéon es relevante. Klotho es

capaz de proteger tanto a las CMVLs como a las endoteliales frente a la inflamacién y la
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oxidacién, ambos factores criticos en la patogénesis de la enfermedad vascular (Maekawa et
al., 2009; Liu et al., 2011; Wang et al., 2012). Tanto la inflamacioén sistémica como la local han sido
relacionadas con el descenso en la expresion renal de Klotho (Moreno et al., 2011; Thurston et
al., 2010; Ohyama et al., 1998), mientras que la neutralizacién de las citoquinas inflamatorias
TWEAK y TNFo provoca una reversion en los niveles de expresion y una preservacion en
los niveles circulantes de Klotho (Moreno et al., 2011; Thurston et al., 2010). Por tanto, es posible
especular que la aterosclerosis -un desorden inflamatorio crénico- esta asociada con un
desajuste en la expresion vascular de Klotho y con una reduccion en las concentraciones
de Klotho soluble, lo que a su vez puede potenciar rutas oxidativas e inflamatorias que
provoquen el desarrollo y progresion del dafio vascular.

A pesar de que el presente estudio presenta varias fortalezas (es un estudio poblacional
basado en muestreo en adultos, la presencia y severidad de la EAC se analizd
concienzudamente, los datos incluyeron factores de riesgo CV y la presencia de ERC fue
tomada como factor excluyente al considerarse un factor confusor en la deficiencia de
Klotho), reconocemos algunas limitaciones. Primero, en el estudio no se midieron las
concentraciones séricas de la vitamina D, el FGF-23 y de la HPT (factores todos ellos
relacionados con el metabolismo de Klotho y del calcio-fésforo, con impactos potenciales
en la calcificacion vascular y la ECV) vy, por tanto, no fue posible estudiar su potencial
influencia en la relacion entre Klotho y la EAC. En segundo lugar, el nimero de pacientes
es relativamente bajo, por lo que los datos no pueden generalizarse a toda la comunidad.
En tercer lugar, a pesar de que tuvimos en cuenta los factores tradicionales de riesgo CV,
seria plausible la existencia de un factor confusor potential no controlado o residual que
afectase a esta relacion Klotho-EAC. Finalmente, dado el disefio transversal del estudio,
s6lo podemos demostrar asociaciones sin llegar a poder inferir su direccionalidad o su
causalidad. Al ser éste el primer estudio que relaciona Klotho con EAC, se precisan futuros
estudios experimentales y clinicos que confirmen nuestros hallazgos, que exploren las
relaciones entre Klotho y el sistema CV y que evalien su papel potencial como nuevo

biomarcador de ECV.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados presentados en la presente memoria se derivan las siguientes

conclusiones:

La administracion del activador selectivo del RVD paricalcitol a pacientes en HD
se asocia con efectos anti-inflamatorios significativos. Estos efectos pueden
contribuir a los beneficios clinicos aportados por este tratamiento en la

supervivencia de los pacientes.

La pared vascular humana expresa los genes que codifican los elementos
primarios del sistema FGF-23/Klotho, especificamente los FGFRs 1, 2y 3, y el
co-receptor Klotho. Ello sugiere que la pared vascular humana puede ser un
6rgano diana para la accion de FGF-23 vy, por otra parte, que puede ser una
fuente de Klotho soluble. Asi mismo, indica el papel potencial de este sistema

en la fisiologia y fisiopatologia vascular.

La reduccién tanto de los niveles séricos como de la expresion génica en la
pared vascular de Klotho, se asocia con la presencia y severidad de la EAC,
independientemente de los factores de RCV tradicionales.
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