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INTRODUCCIÓN GENERAL 

La enfermedad renal crónica (ERC) es reconocida actualmente como un problema 

de salud pública. Los estudios relizados en población americana muestran que la 

prevalencia global se sitúa en torno al 12%, mientras que en nuestro país, el estudio 

EPIRCE (Estudio de Prevalencia de la Insuficiencia Renal Crónica en España) demostró 

que dicha prevalencia era superior al 9% lo que representa, en términos absolutos, que 

más de 4 millones de personas presentan ERC en España (Otero et al., 2010). 

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa más común de muerte en los 

pacientes con ERC, siendo entre 20 y 30 veces mayor que en la población general. Este 

exceso de riesgo cardiovascular (CV) es explicado por la elevada prevalencia de factores 

de riesgo CV tradicionales, así como por la presencia de factores de riesgo específicos 

relacionados con la ERC. Entre estos últimos destacan las alteraciones del metabolismo 

mineral y la inflamación. 

Los trabajos que conforman la presente Tesis pretenden profundizar en el 

conocimiento de las interrelaciones entre el metabolismo mineral, la inflamación y la ECV 

en el contexto de la ERC. Algunos de los avances más relevantes en este campo derivan 

del descubrimiento de nuevas relaciones entre la terapia con análogos de la vitamina D y la 

inflamación, del estudio del eje constituido por el factor de crecimiento fibroblástico 23 

(fibroblast growth factor, FGF-23) y la proteína Klotho, recientemente identificado como el 

regulador principal de la homeostasis del fósforo, y de la relación de esta última con el 

mantenimiento de la salud CV. 

Dentro de las alteraciones del metabolismo mineral, uno de los trastornos más 

frecuentes que presentan los pacientes con ERC es el hiperparatiroidismo secundario 

(HPTS), para cuyo tratamiento se han usado ampliamente análogos de la vitamina D. 

Desde hace pocos años 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, 

más allá de su efectividad como terapia frente al HPTS, se ha relacionado con una mejoría 

de la supervivencia. Estudios experimentales han mostrado que el paricalcitol presenta 

propiedades anti-inflamatorias, lo cual podría contribuir a los beneficios referidos para esta 

molécula, aunque esta posibilidad no ha sido analizada en estudios clínicos. Para evaluar 

si la administración de paricalcitol se asocia a efectos moduladores del fenómeno 

inflamatorio a nivel clínico, desarrollamos un estudio en pacientes en hemodiálisis cuyos 

resultados se han publicado en la revista Journal of Clinical Pharmacology (revista oficial 

de la Asociación Americana de Farmacología Clínica). Este trabajo se presenta en esta 

memoria como el Capítulo 1: Anti-inflammatory profile of paricalcitol in hemodialysis 

patients: a prospective, open-label, pilot study. Navarro-González JF, Donate-Correa 

J, Méndez ML, Muros-de-Fuentes M, García-Pérez J, Mora-Fernández C. Journal of 

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

Por otra parte, hemos fijado nuestra atención en la posible relación existente entre 

el sistema FGF-23/Klotho y el daño vascular. Este sistema, más allá de su papel en el 

contexto del metabolismo mineral, parece tener implicaciones significativas en la ECV. 

Estudios clínicos en pacientes con ERC han mostrado una asociación independiente entre 

los elevados niveles de FGF-23 y la presencia de hipertrofia ventricular izquierda, así como 

con un incremento en el riesgo de mortalidad. Respecto a Klotho, esta proteína  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 habían sido realizados en animales de experimentación, nuestro objetivo fue 

caracterizar en la pared vascular humana la expresión 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 epígrafe Capítulo 2: Expression of 

FGF23/KLOTHO system in human vascular tissue. International Journal of 
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Cardiology. Donate-Correa J, Mora-Fernández C, Martínez-Sanz R, Muros-de-Fuentes 

M, Pérez H, Meneses-Pérez B, Cazaña-Pérez V, Navarro-González JF. International 

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

Finalmente, como paso siguiente en el estudio del vínculo potencial existente entre 

el sistema FGF-23/Klotho y el daño vascular, nos hemos centrado en la relación entre 

Klotho y la enfermedad arterial coronaria (EAC). Descensos en los niveles de esta proteína 

se relacionan con un síndrome de envejecimiento prematuro que incluye disfunción 

endotelial y aterosclerosis, además de un descenso en la esperanza de vida. Dado que se 

ha propuesto que la proteína Klotho está involucrada en el mantenimiento de la salud 

vascular por distintos mecanismos, se ha sugerido que podría 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 progresión de la EAC no se ajusta completamente a estos factores. Por tanto, 

la aparición en este escenario de un nuevo sistema biológico relacionado con la salud CV, 

podría aportar nueva información que mejore nuestra comprensión de la biología de la 

enfermedad aterosclerótica y la determinación del riesgo CV. Bajo estas consideraciones 

hemos llevado a cabo un estudio transversal para testar la hipótesis que relaciona una 

reducción en la concentración de la proteína Klotho soluble y un descenso en los niveles de 

su expresión vascular con la presencia y severidad de la EAC. Los resultados se recogen 

en el artículo publicado en la revista Heart y conforman el Capítulo 3: Reduced Klotho is 

associated with the presence and severity of coronary artery disease. Navarro-

González JF, Donate-Correa J, Muros-de-Fuentes M, Pérez-Hernández H, Martínez-

Sanz R, Mora-Fernández C. Heart. 2014;100:34-40. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. Enfermedad Renal Crónica y Enfermedad Cardiovacular 

La ERC constituye un importante problema de salud pública, con una incidencia y 

prevalencia crecientes en las últimas décadas. Uno de los aspectos más relevantes de esta 

enfermedad es su elevadísima morbimortalidad CV, que es entre 20 y 30 veces superior a 

la de la población general (Sarnak & Levey, 1999). Más aún, en el proceso evolutivo de la ERC, 

algunos estudios señalan 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 población en diálisis, la ECV es responsable de casi la mitad de las muertes 

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

Este riesgo tan elevado es debido, en parte, a la mayor prevalencia de factores de 

riesgo clásicos como la edad avanzada, la hipertensión arterial (HTA), la diabetes mellitus y 

la dislipidemia en los pacientes con ERC. Sin embargo, es importante la participación de 

otros factores de riesgo CV específicos de la enfermedad renal, tales como las alteraciones 

del metabolismo mineral y la inflamación. 

Se han demostrado claramente las implicaciones de los trastornos del metabolismo 

mineral, en especial de la hiperfosforemia, en la progresión de la ERC, en el desarrollo del 

HPTS y la osteodistrofia renal. Más allá de ello, estos trastornos han pasado a ocupar un 

lugar de gran relevancia en la patogénesis del daño vascular (Bhan & Thadhani, 2009), 

relacionándose con la aparición 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 ampliándose a lo largo de 

los últimos años, modificando sustancialmente la concepción clásica de la misma. De este 

modo, actualmente se reconoce que la inflamación es una condición altamente prevalente 

en el paciente renal, siendo especialmente pronunciada en los estadios más avanzados de 

la ERC y en los pacientes sometidos a hemodiálisis (Stenvinkel, 2006). Este estado 

inflamatorio, donde diversas moléculas, entre ellas las citoquinas inflamatorias, juegan un 

papel clave, es determinante en la aparición de diversas complicaciones (Stenvinkel et al., 

2005), incluyendo el desarrollo y la progresión de la lesión 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 comprensión del mecanismo de regulación homeostática del fósforo, así 

como de las interrelaciones fisiopatológicas de este elemento, han experimentado un gran 

avance en el último decenio. Entre estos novedosos aspectos destaca la descripción de un 

nuevo sistema de regulación del metabolismo mineral, el sistema compuesto por el FGF-23 

y la proteína Klotho, reconocido actualmente como el principal regulador de la homeostasis 

del fósforo. 

De forma clásica, se ha considerado que la regulación de los niveles de calcio y 

fósforo séricos dependía de la interacción 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 absorción intestinal, movilización ósea y excreción renal (Berndt & Kumar, 

2009; Dusso et al., 2005). El calcitriol, sintetizado en su forma activa en el riñón, actúa en el 

intestino aumentando la absorción del fósforo y el calcio provenientes de la dieta, y en el 

hueso, promoviendo la movilización de estos iones. Como resultado, sus niveles 

sanguíneos tienden a incrementarse. Por su parte, la HPT, secretada por las glándulas 

paratiroideas en respuesta a situaciones de hipocalcemia, promueve la resorción ósea y 

estimula la síntesis de calcitriol en el riñón. Además, la HPT induce fosfaturia al disminuir la 

reabsorción renal de fósforo, siendo el efecto final de esta hormona la elevación de los 

niveles de calcio sin que se produzca un aumento concomitante de la concentración de 

fósforo (Berndt & Kumar, 2009). Sin embargo, estudios recientes han identificado un nuevo 

regulador de la homeostasis del fósforo, el FGF-23 (Shimada et al., 2001; Shimada, Hasegawa et 

al., 2004). Esta hormona, sintetizada en el hueso en respuesta a la ingestón 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 riñones y las glándulas paratiroideas (Shimada et al., 

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

A nivel renal, el FGF-23 bloquea la expresión de los cotransportadores sodio-fosfato 

tipo 2 (Na/Pi-2a y Na/Pi-2c), responsables de la reabsorción tubular de fósforo, con lo cual 

se produce un incremento en la excreción urinaria de este ión. También en el riñón, el FGF-

23 inhibe la síntesis de la forma activa de la vitamina D, lo cual resulta en una reducción de 

la absorción intestinal de fósforo. Esta acción está claramente definida por el efecto 

diferencial que ejerce sobre la expresión génica de las dos enzimas que regulan el nivel de 

1,25-(OH)2 D3 (Tabla I.1). Así, por una parte, el FGF-23 provoca la disminución de la 

expresión del gen Cyp27b1, que codifica la enzima 1 α-hidroxilasa, responsable de la 

conversión de la 25-hidroxivitamina D3 a calcitriol, mientras que por otro lado, estimula la 
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vía de degradación de esta hormona a través de la estimulación de la expresión del gen 

Cyp24, que codifica la enzima 24-hidroxilasa, responsable de la inactivación de la 1,25-

(OH)2  D3 (Liu et al., 2006; Wang & Sun, 2009a). Finalmente, el FGF-23 actúa sobre las glándulas 

paratiroideas reduciendo la síntesis de HPT, disminuyendo así la resorción de fósforo en el 

hueso (Tabla I.1). 

Tabla I.1 Funciones fisiolóficas del FGF-23 

 Actividad  Efecto 

Riñón 

 

Descenso en la expresión de los 
cotransportadores Na/Pi-2a y 2c. 
 

 Inhibición de la reabsorción de fosfato. 

Descenso de la expresión de 1α-
hidroxilasa. 
 

 
Descenso de los niveles séricos de 1,25 
dihidroxivitamina D. 

Incremento de la expresion de 24-
hidroxilasa. 
 

 
Descenso de los niveles séricos de 1,25 
dihidroxivitamina D. 

Paratiroides Inhibición de la síntesis de HPT.  Homeostasis del calcio y el fósforo. 

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 específica, el FGF-23 requiere Klotho, una proteína transmembrana 

que actúa como cofactor implicado en la unión y activación de los receptores de FGF 

(FGFRs) por el FGF-23 (Kurosu et al., 2006; Yu et al., 2005). Por tanto, la presencia de esta 

proteína determina la especificidad del FGF-23 por el tejido diana. La expresión del gen 

Klotho se ha descrito en las glándulas paratiroideas, los túbulos renales y el plexo coroideo 

(Kuro-o et al., 1997). 

Estudios recientes muestran que el calcitriol y la HPT estimulan la expresión y la 

secreción ósea del FGF-23 (Shimada, Hasegawa et al., 2004; Saji et al., 2009; Perward et al., 2005; 

López et al., 2011). La regulación positiva de la expression ósea del FGF-23 por el calcitriol 

ocurre en horas (Shimada, Hasegawa et al., 2004) y está mediada por su unión al RVD, el cual 

induce la heterodimerización con el receptor nuclear retinoide (RNR), complejo que se une 

a la región promotora del gen FGF-23 y activa su expresión (Kuro-o, 2008). Se establece así 

un sistema de retroalimentación entre riñón, hueso y glándulas paratiroideas en el que se 

fundamenta la adecuada homeostasis del fósforo (Figura I.1). 
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I.3. Sistema FGF-23 / Klotho, inflamación y daño cardiovascular. 

La pérdida progresiva de la función renal se asocia a la aparición de alteraciones de 

los parámetros del metabolismo mineral, incluyendo un incremento gradual en la 

concentración de fósforo y de HPT, y un descenso en los niveles de calcitriol (Levin et al., 

2007) (Figura I.2). Además, la progresión de la ERC conlleva el desarrollo de un verdadero 

síndrome inflamatorio crónico (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 múltiples 

complicaciones y condicionan la supervivencia de estos pacientes (Block et al., 2004; Stenvinkel 

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

Aunque los niveles anormales de calcio, fósforo, 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 población. 

Figura I.1 Regulación fisiológica de los niveles séricos de fósforo. 

La regulación fisiológica de los niveles séricos de fósforo se basa en la interacción entre la 
vitamina D, la HPT y el FGF-23. 
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Figura I.2 Variaciones en los niveles de FGF-23, Klotho, PTH, vitamina D activa y 
fosfato durante la progresión de la ERC. 

La primera alteración es el descenso en la producción de Klotho, que provoca un incremento 
en los niveles de FGF-23. El FGF-23, a su vez, disminuye la producción 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 concentración de HPT 
en las últimas fases de la ERC. 

 

Diversos estudios en pacientes en diálisis 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 asociación existente 

entre el FGF-23 y la hipertrofia ventricular izquierda (HVI) (Mirza et al., 2009b; Gutiérrez et al., 

2009), la disfunción vascular (Mirza et al., 2009c), la aterosclerosis (Mirza et al., 2009a) y los 

eventos cardiovasculares (Kanbay et al., 2010) (Figura I.3). Estos resultados, junto al 

incremento de los niveles del FGF-23 detectados en etapas tempranas de la ERC (Figura 

I.2), han llevado a considerar al FGF-23 como un potente predictor de toxicidad y 

mortalidad relacionada con el fósforo en pacientes que no presentan estados de 

hiperfosforemia severa, y como parámetro subrogado relacionado con un peor pronóstico 

CV. Más importante, la magnitud de la asociación entre eventos CVs y el FGF-23 parece 

ser más sólida 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 disfunción endotelial, la enfermedad aterogénica y la aparición de eventos 

CVs no solamente en población 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 actúe simplemente como biomarcador de la alteración en 

los niveles de fosfato sino que, a concentraciones elevadas, pueda ejercer efectos nocivos 

directos sobre el sistema cardiovascular (Figura I.3). Con respecto a esta posibilidad, un 

trabajo reciente ha corroborado la asociación independiente entre los niveles del FGF-23 y 

la HVI en una amplia cohorte racialmente diversa de pacientes con ERC. Más importante 

aún, 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 podría ser atribuido directamente al FGF-23 

(Faul et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.3 Fisiología y fisiopatología del FGF-23. 

Bajo condiciones fisiológicas, la regulación endocrina del metabolismo del fosfato tiene lugar mediante tres 
mecanismos de retroalimentación: la vitamina D circulante activa al promotor del gen FGF-23 en el hueso. 
El FGF-23 secretado inactiva la producción de vitamina D en el riñón. Por el contrario, la HPT activa su 
producción. Finalmente, el FGF-23 desactiva al promotor de la HPT en las glándulas paratiroideas. Los 
procesos patológicos derivados de la ERC en sus primeros estadios están relacionados con el incremento 
en la secreción de FGF-23 desde el hueso actuando en el riñón, donde Klotho se expresa menos, para 
mantener la homeostasis del fosfato. Esto tiene como resultado la supresión de la producción de vitamina 
D que desencadena la aparición del HPTS. El exceso del FGF-23 también se asocia con la aparición de 
disfunción 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 así que el sistema FGF-23/Klotho tiene como elementos primarios la propia 

molécula del FGF-23, sus receptores y su correceptor obligatorio Klotho, proteína que 

además de su forma asociada a membrana es posible encontrarla en forma soluble en 

diferentes fluidos biológicos, como sangre, orina y líquido cefalorraquídeo (Kurosu et al., 2005; 

Imura et al., 2004). La expresión limitada de Klotho restringe la acción mediada por el FGF-23 

entre los múltiples tejidos que expresan los FGFRs, así como la potencial acción 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 proteína Klotho ha sido implicada en diferentes procesos biológicos, varios de 

ellos relacionados con la longevidad humana (Tabla I.2). Datos recientes indican la 

existencia de una relación directa entre la proteína Klotho soluble y la síntesis de calcitriol, 

la resistencia a insulina, el estrés oxidativo y la disfunción y calcificación vascular (Kuro-o, 

2010). Esta forma soluble puede ser generada por dos mecanismos: un procesamiento 

alternativo del ARN (Matsumura et al., 1998; Shiraki-Iida et al., 1998), o una proteolisis por acción 

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 I.2 Funciones de la forma soluble de Klotho independientes de FGF-23 

 Actividad  Efecto 

Riñón 

 

Inactivación de los cotransportadores 
NaPi-2a y -2c en el túbulo renal proximal. 
 

 Aumenta la fosfaturia. 

Activación de los canales iónicos TRPV5 y 
TRPV6. 
 

 Promueve la reabsorción de calico. 

Activación del canal iónico ROMK1. 
 

 
Promueve la eliminación de potasio por 
la orina. 

Incremento en la actividad ATPasa Na
+
/K

+ 

 
 

Regulación de la homeostasis del 
calcio. 

Glándulas 
paratiroideas 

 

Incremento en la actividad ATPasa Na
+
/K

+ 

 

 Estimulación de la expresión de HPT. 

Plexo coroideo 
 

Incremento en la actividad ATPasa Na
+
/K

+ 

 

 
Regulación de la homeostasis del 
calcio. 

Efectos 
sistémicos 

 

Descenso en la expresión de los 
cotransportadores NaPi-3. 
 

 
Protección frente a calcificaciones 
vasculares. 

Inhibición de la vía de señalización 
insulina/IGF-1. 
 

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

Supresión de la actividad biológica de 
Wnt. 
 

 Efectos anti-envejecimiento. 

Incremento de la producción de óxido 
nítrico en células endoteliales. 
 

 
Proteccion frente a la disfunción 
endotelial. 
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La forma soluble de Klotho es capaz de actuar a nivel del túbulo renal proximal 

inhibiendo la reabsorción de fósforo. Ello se produce por la reducción de la actividad de los 

contransportadores Na/Pi-2a y Na/Pi-2c, sin la participación del FGF-23, mediante la 

degradación proteolítica de los mismos a nivel de membrana (Tabla I.2) (John et al., 2011; Hu 

et al., 2010). Dado que los cotransportadores Na/Pi están ampliamente distribuidos en varios 

tejidos, el efecto inhibidor de Klotho, a diferencia del efecto del FGF-23, podría ser más 

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 hígado, el corazón y las 

células musculares lisas vasculares (CMLVs) (Jono et al., 2000; Kakita et al., 2004; Okuda et al., 

2006). 

En los vasos, Klotho podría proteger frente a la calcificación vascular mediante  

inhibición de la expresión de Na/Pi-3, como se deduce de estudios donde la adición de 

Klotho recombinante soluble a cultivos de CMLVs es capaz de reducir la calcificación 

inducida por el fósforo mediante la disminución de la expresión de estos cotransportadores 

(Hu et al., 2011). En este mismo escenario, la proteína humoral Klotho se ha relacionado con 

un papel protector frente a la disfunción endotelial al aumentar la producción de óxido 

nítrico (NO) en las células endoteliales (Saito et al., 1998; Saito et al., 2000), lo que sugiere que 

Klotho está involucrado en la modulación de la función vascular a través de una vía que 

vincula al NO. Adicionalmente, la estimulación de la expresión de citoquinas anti-

inflamatorias como la interleucina 10 (IL-10) en el tejido vascular se ha sugerido como otro 

mecanismo de protección frente a la disfunción endotelial (Saito et al., 1998). 

Finalmente, dado que el descenso en la expresión de Klotho y la inflamación 

asociados con la enfermedad renal son causa del desarrollo de fenotipos progeroides en 

casi todos los tejidos y órganos, se ha examinado recientemente la relación entre la 

inflamación y la expresión de Klotho (Moreno et al., 2011). Se ha demostrado así que las 

citoquinas inflamatorias TWEAK (tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) y el 

factor de necrosis tumoral-alfa (TNF) provocan, tanto in vitro como in vivo, la reducción de 

la expresión de Klotho. La activación de estas citoquinas inflamatorias y la subsiguiente 

reducción de la expresión de Klotho podrían contribuir a explicar la relación entre la 

inflamación 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 biológico de 

gran relevancia potencial en relación a la patogenia del daño vascular. La mayor parte de 
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los estudios sugieren que esta implicación 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 órgano diana para el FGF-23, ni el posible efecto directo de 

este sistema sobre dicho órgano. Por otra parte, casi todos estos estudios se han realizado 

in vitro o en modelos animales, sin llegar a valorar la expresión 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 aterosclerótica (Arking et al., 2003; Imamura et al., 2006; Jo et al., 2009), 

aunque sólo existe un estudio previo que analiza la relación entre Klotho soluble y ECV. 

Este trabajo observó la existencia de una asociación significativa entre una mayor 

concentración de Klotho plasmático y un menor riesgo de ECV (Semba et al., 2011). No 

existen estudios que examinen la relación entre los niveles séricos y los niveles de 

expresión génica de Klotho y la EAC, la principal causa de muerte en el mundo (Mathers & 

Loncar, 2006). 

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

adicionales.  

Las alteraciones del metabolismo mineral, una complicación prácticamente 

universal de la ERC, tienen un gran impacto sobre diversos órganos y sistemas, así como 

sobre la supervivencia de estos pacientes. Por ello, el adecuado control de estos 

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

En relación a los derivados de la vitamina D, se han desarrollado nuevas moléculas, 

como el paricalcitol, capaz de activar más selectivamente el RVD, con menores efectos 

calcémicos y fosfatémicos (Russell et al., 1986; Silver et al., 1985). Pero además, el tratamiento 

con paricalcitol se ha relacionado con otros efectos más allá del control del HPTS. 

El estudio de mayor repercusión en relación con los beneficios adicionales 

aportados por el uso de parcicalcitol ha sido el trabajo de Teng et al. (2003) que examinó el 

riesgo de mortalidad asociado con el uso de calcitriol frente a paricalcitol en más de 67.000 

pacientes prevalentes en HD. Este estudio reveló que la terapia con paricalcitol se asoció a 

una reducción de un 16% del riesgo de mortalidad. En un análisis secundario de ese 

mismo estudio, se evaluó la supervivencia de los pacientes que cambiaron de un 

tratamiento a otro, observando del mismo modo una asociación entre la administración 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 reducción dosis-dependiente del 

sistema renina-angiotensina (Fryer et al., 2007) y una inhibición de la calcificación vascular 

(Mizobuchi et al., 2007), además 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 fenómeno inflamatorio a nivel clínico 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 inflamación y el daño 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 más evidente la relación entre el desequilibrio en el 

metabolismo mineral y la inflamación, y el papel crucial del eje FGF-23/Klotho en la 

regulación de la homeostasis del fósforo, poco se sabe del efecto de nuevas intervenciones 

farmacológicas 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, aún se desconoce la posible relación entre el dicho eje y el daño vascular. 

Con estos antecedentes nos hemos propuesto la consecución de los siguientes 

objetivos concretos: 

 

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

pacientes con hiperparatiroidismo secundario sometidos a hemodiálisis.  

II. Caracterizar la expresión de los componentes primarios del sistema FGF23/Klotho en 

el tejido vascular humano. 

III. Analizar la relación de Klotho con la presencia y severidad de enfermedad arterial 

coronaria. 



 Resumen: Materiales y Métodos  

J. Donate Correa   Tesis Doctoral 42 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1 Capítulo 1: Perfil antiinflamatorio del paricalcitol oral en pacientes en 

hemodiálisis: un estudio piloto, prospectivo y abierto. 

III. 1.1 Diseño del estudio y participantes. 

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

único centro. 

Criterios de inclusión 

 Un mínimo de 3 meses en terapia de HD. 

 Condición clínica estable. 

 Concentraciones séricas de calcio y fósforo menores de 10,5 y 6,0 mg/dL, respectivamente. 

 Producto calcio-fósforo menor de 80 mg
2
/dL

2
. 

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

 Niveles de HPT intacta menores a 500 pg/mL. 

 

Criterios de exclusión 

 Pacientes paratiroidectomizados. 

 En tratamiento con calcimiméticos. 

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

 Pacientes trasplantados. 

 No seguimiento de prescripción en HD. 

 

Antes de su inclusión definitiva en el estudio, se evaluó la existencia de enfermedades 

inmunológicas, tumorales o infecciosas, así como episodios inflamatorios agudos en el mes 

previo o la positividad para hepatitis B, C o VIH. Ningún paciente presentó enfermedad 

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

Se realizó un cálculo previo del tamaño muestral necesario para detectar una diferencia del 

25% en la concentración sérica de IL-6 al final del estudio con un valor de α de 0,05 y un 

valor de β de 0,90. El resultado de dicho cálculo mostró que se necesitaban como mínimo 

19 individuos. Así, 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 extracción basal de sangre e inmediatamente se inició la terapia con paricalcitol 

oral (1 µg/día) durante 12 semanas. 

III. 1.2 Parámetros bioquímicos generales e inflamatorios. 

La toma de muestras de sangre se realizó tras un periodo de ayuno de al menos 8 h, antes 

de la sesión de HD de mitad de semana. Los parámetros bioquímicos rutinarios se 

determinaron mediante métodos estándar. La concentración sérica de proteína C reactiva 

de alta sensibilidad (hs-PCR) se determinó mediante un ensayo inmunoturbidimétrico. Los 

niveles de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-18 mediante ELISA de alta sensibilidad, con unas 

concentraciones mínimas 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 variación intra- e inter-ensayo fueron 

menores de 10,8%.  

III. 1.3 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica, extracción de 

ARN y PCR a tiempo real. 

Las células procedentes de sangre venosa total se aislaron mediante centrifugación en un 

gradiente de densidad. El ARN total se aisló utilizando reactivo TRI y su concentración y 

pureza se determinó midiendo su absorbancia a 260 y 280 nm. Su integridad se determinó 

mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior tinción con bromuro de etidio. Los 

niveles de expresión génica de TNF-α, IL-10 e IL-6  se analizaron mediante PCR 

cuantitativa a tiempo real empleando SYBR green como agente intercalante. Se diseñaron 

cebadores específicos y también cebadores para la β-actina, que se empleó como gen de 

expresión constitutiva. La secuencia de cebadores se recoge en la Tabla III.1. 

Tabla III.1 Cebadores utilizados para la PCR cuantitativa a tiempo real. 

 Cebadores (5′ a 3′) 

Gen Forward Reverse 

   

TNF-α gccaccacgctcttctgt ggctacgggcttgtcactc 

Interleucina-6 gtatgaacagcgatgatgcac gaaacggaactccagaagacc 

Interleucina-10 acctgcctaacatgcttcgag ctgggtcttggttctcagctt 

-actina tccctggagaagagctacga atctgctggaaggtggacag 
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III. 2 Capítulo 2: Expresión del sistema FGF-23/KLOTHO en tejido vascular humano. 

III. 2.1 Muestras de tejido y pacientes 

Las muestras de aorta torácica se obtuvieron de 44 pacientes (9 mujeres y 35 hombres; 

edad media 64,7 ± 9,3 años) que fueron sometidos a cirugía cardíaca (cirugía coronaria en 

37 pacientes y reemplazo valvular en los 7 restantes). Las muestras de trombos se 

obtuvieron mediante aspiración por catéter desde el sitio de la oclusión coronaria durante la 

intervención coronaria percutánea primaria en dos pacientes con síndrome coronario agudo 

(SCA) en el servicio de Cardiología del Hospital Universitario Nuestra Señora de 

Candelaria, Tenerife, España. 

III. 2.2 Extracción de ARN, RT-PCR y PCR a tiempo real. 

Se extrajo el ARN total de los tejidos mediante su completa homogeinización en reactivo 

TRI siendo posteriormente purificado. La calidad del ARN extraído se determinó en un 

sistema de electroforesis automatizado Experion™ y se cuantificó por absorción a 260 y 

280 nm. El ADN complementario (ADNc) resultante de su retro-trascripción se empleó 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 genómico contaminante. Su 

secuencia se recoge en la Tabla III.2. 

Tabla III.2 Cebadores utilizados para la RT-PCR de FGF-23, KLOTHO y FGFRs 

 Cebadores (5’ a 3’)  

Gen Forward Reverse Tamaño (pb) 

FGF-23 taccacctgcagatccacaa gtttgctgagggatggtta 649 

KLOTHO actcccccagtcaggtggcggta tgggcccgggaaaccattgctgtc 349 

FGFR1 taccaccgacaaagagatgg ctggctgtggaagtcactct 287 

FGFR2 tggagcgatcgcctcaccg cttccaggcgctggcagaactgt 352 

FGFR3 caccaccgacaaggagcta gctcgagctcggagacatt 433 

FGFR4 gggtcctgctgagtgtgc ggggtaactgtgcctattcg 406 

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

con bromuro de etidio. Además, 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 

tecnología TaqMan. 

Los ensayos TaqMan utilizados para cada transcrito fueron: (Hs00183100_m1 [KLOTHO], 

Hs01041915_m1 [ADAM17], Hs0961622_m1 [IL-10], Hs00221003_m1 [FGF-23] y 

Hs99999905_m1 [GAPDH]). Los niveles de ARNm se estimaron por cuantificación relativa 

mediante el método 2−ΔΔCt normalizando los valores a los obtenidos por la expresión de 

GAPDH. 

Cada muestra se cuantificó por triplicado incluyendo en cada reacción su correspondiente 

control negativo sin retro-trascripción para determinar la posible contaminación por ADN 

genómico. 
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III. 3 Capítulo 3: Los bajos niveles de KLOTHO están asociados con la incidencia y 

severidad de la enfermedad arterial coronaria. 

III. 3.1 Diseño del estudio y participantes. 

Para determinar la relación entre Klotho soluble y la EAC, se seleccionaron pacientes 

mayores de 18 años sometidos a angiografía coronaria no urgente, como parte de un 

proceso de evaluación diagnóstica de enfermedad arterial coronaria. 

Criterios de exclusión 

 Infarto de miocardio previo. 

 Angioplastia coronaria.  

 Colocación de stent intracoronario o cirugía de derivación de la arteria coronaria. 

 Inestabilidad hemodinámica. 

 Arritmia cardíaca. 

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

sistémico o enfermedad inflamatorias del intestino) 

 Enfermedad renal (definida como un filtrado glomerular estimado (FGe) menor a 60 mL/min/1,73 m
2
). 

Para determinar la relación entre los nivles de expresión génica de Klotho y la EAC, se 

recuperaron fragmentos de aorta torácica de 144 pacientes sometidos a cirugía de 

derivación coronaria o de reemplazo valvular. 

Ningún paciente recibió 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. 

III. 3.2 Angiografía coronaria. 

Se realizó mediante técnica estándar. Los angiogramas se analizaron sin conocer los 

valores de Klotho soluble y de expresión génica. Para la valoración de estenosis coronaria 

se consideraron cuatro arterias epicárdicas principales: el tronco de la arteria coronaria 

izquierda, la descendente anterior, la circunfleja y la coronaria derecha. Se definió un índice 

de severidad de estenosis (ISE) como la media de las estenosis máximas en cada una de 
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dichas arterias. Se definieron dos grupos: Gupo 1, sin EAC significativa, que comprendía 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 

epicárdicas; y Grupo 2, con EAC sginificativa, definida como la presencia de al menos una 

lesión estenótica que genere una reducción en el diámetro del lúmen ≥50% en cualquiera 

de estas arterias (Patel et al., 2009). 

III. 3.3 Variables bioquímicas. 

La toma de muestras de sangre se realizó tras un periodo de ayuno de al menos 8 h, antes 

de la angiografía. Al igual que en el capítulo I, los parámetros bioquímicos rutinarios se 

determinaron mediante métodos estándar y la concentración sérica de hs-PCR se 

determinó mediante un ensayo inmunoturbidimétrico. Los niveles de Klotho circulantes se 

determinaron mediante ELISA, con una concentración mínima detectable de 6,15 pg/mL. 

Los coeficientes de variación intra- e inter-ensayo fueron menores de 3,1% y 6,9%, 

respectivamente. 

III. 3.4 Expresión vascular de Klotho: extracción de ARN, RT-PCR y qRT-PCR. 

Tanto el procesado de las muestras de aorta torácica para extraer el ARN, como el estudio 

de la expresión génica de Klotho se realizó del mismo modo que el descrito en la sección 

correspondiente del capítulo II. 

III. 3.5 Análisis estadístico 

Las variables contínuas aparecen reflejadas como media ± desviación estándar o mediana 

(IQR) cuando corresponda. Los datos categóricos se presentan como frecuencias o 

porcentajes. Tras comprobar la distribución normal con el test Kolmogorov-Smirnov, los 

valores séricos y de expresisón se transformaron a formato logarítmico antes de incluirse 

en el análisis. Las diferencias entre variables categóricas se compararon usando el test χ2. 

Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante un test t no pareado o mediante un 

análisis de la varianza unidireccional con un test Bonferroni post-hoc. El test de correlación 

de Spearman se empleó para evaluar la relación entre las concentraciones de Klotho 

soluble y otras variables. 

Se realizó un análisis de regresión múltiple por pasos para determinar la asociación 

independiente entre los parámetros clínicos del paciente como potenciales valores 

predictores (edad, sexo, HT, DM, tabaquismo, hiperlipidemia, índice de masa corporal –
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IMC-), las concentraciones de ácido úrico sérico, fósforo, hs-PCR y de Klotho soluble, y la 

severidad de la EAC como variable dependiente. Se realizaron estadísticos de colinearidad 

(tolerancia y factor de inflación de la varianza) para detectar correlaciones entre las 

variables independientes. Se realizó un análisis de regresión logística múltiple para 

determinar predictores independientes de la presencia de EAC significativa (EACS). Con 

este propósito, hemos adoptado tres modelos: en el modelo 1, hemos introducido factores 

de riesgo tradicionales; en el modelo 2, incluimos además el ácido úrico, el IMC y la hs-

PCR; finálmente, en el modelo 3, ajustamos el análisis en función de las concentraciones 

de Klotho soluble. Con respecto al análisis de la expresión génica, cada muestra se 

cuantificó por triplicado y los resultados se expresaron como unidades arbitrarias, siendo 

transformadas logarítmicamente para su análisis estadístico. Valores de p<0.05 se 

consideraron como significativos. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa 

IBM SPSS Statistics V.19 (Corporación IBM, Somers, Nueva York, EEUU). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

IV.1 Capítulo 1: Perfil antiinflamatorio del paricalcitol oral en pacientes en hemodiáli-

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 

años y un periodo medio en HD de 12 ± 5 meses) completaron el estudio y se incluyeron 

en el análisis. Todos los participantes fueron caucásicos en hemodiálisis (HD) tres veces 

por semana sin reutilización del dializador. Nueve de ellos (36%) fieron diabéticos. Todos 

ellos recibían terapia con quelantes de fosfato (13 hidrocloruro de sevelamer, 12 carbonato 

de lantano y 6 acetato cálcico), y 8 pacientes recibían 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% β-bloqueantes; 15% 

diuréticos; y un 10% α-bloqueantes). Veinte pacientes (80%) recibían estatinas y un 94% 

agentes estimulantes de la eritropoyesis. 

Tras 12 semanas de tratamiento con paricalcitol oral, los niveles de calcio y fósforo 

séricos, asi como el producto calcio-fósforo, no experimentaron variaciones significativas. 

Sin embargo, la concentración de HPT intacta sufrió una reducción ligera pero significativa 

(Tabla IV.1). 

Tabla IV.1 Valores bioquímicos antes y después de la administración de Paricalcitol. 

Variable Antes Después P 
    

Calcio (mg / dL) 9,1 ± 0,6 9,2 ± 0,5 NS 

Fosfato (mg / dl) 4,6 ± 0,8 4,7 ± 0,6 NS 

Ca x P (mg
2
 / dl

2
) 43,8 ± 12,8 43,6 ± 10,7 NS 

HPT intacta (pg / ml) 317 ± 91 302 ± 83 <0,01 

hs-PCR (mg / L) 7,1 ± 3,3 5,9 ± 2,5 <0,001 

TNF-α (pg / ml) 7,6 ± 2,7 7,1 ± 2,0 <0,05 

IL-1 (pg / ml) 1,0 ± 0,5 0,8 ± 0,3 NS 

IL-6 (pg / ml) 6,8 ± 5,0 6,6 ± 4,8 <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, proteína C reactiva de alta sensibilidad; TNF-α, 
factor de necrosis tumoral α; IL, interleucina. 
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 Con respecto a la evolución del perfil inflamatorio, mientras que los niveles de IL-1, 

IL-10 e IL-18 no presentaron variaciones, las concentraciónes séricas de hs-PCR, TNF-α 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 alcanzó significado 

estadístico (p=0,06). La evolución de los parámetros inflamatorios se muestra en la Tabla 

IV.1 y en la Figura IV.1.  

 

 

 

El balance entre factores pro- y anti-inflamatorios se evaluó mediante la variación de los 

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

(anti-inflamatoria). Así, observamos una disminución significativa en los cocientes TNF-

α/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). 

Figura IV.1 Porcentaje de variación media respecto a los niveles basales 

en las concentraciones séricas de parámetros inflamatorios tras 12 se-
manas de tratamiento con paricalcitol. 

*p<0,001, **p<0,05 y ***p=0,06 vs. valores basales 
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La Figura IV.3 muestra la evolución de la expresión 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-α 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 IL-10 (p<0,01). 

 

 

*p<0,05 vs. valores basales 

Figura IV.2 Variación porcentual media respecto al nivel basal de los ratios 

de los niveles séricos de parámetros inflamatorios (TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8) 

respecto a la citoquina anti-inflamatoria (IL-10) tras el tratamiento. 

*p<0,05 vs. valores basales 

Figura IV.3 Porcentaje de variación media respecto al nivel basal de la ex-

presión génica de TNF-α, 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 

modificación del perfil inflmatorio tras el tratamiento con paricalcitol, no observamos 

diferencias significativas cuando los pacientes fueron clasificados en función a un nivel de 

HPT inferior o superior a 300 pg/ml, ni cuando fueron estratificados en función a una 

concentración de fósforo superior o inferior a 4,5 mg/dl (Tabla IV.2). 

Tabla IV.2 Cambios porcentuales de las concentraciones séricas y de la expresión génica en sangre 
periférica de citoquinas, en función de las concentraciones de HPT intacta o fósforo sérico, tras la 
administración de paricalcitol. 

 HPTi sérica  Fósforo sérico 

 <300ρg/ml  >300ρg/ml  <4,5ρg/ml  >4,5ρg/ml 

Concentraciones 
séricas 

       

TNF-α -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)  5,5 (-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 expresión        

TNF-α -25,6 (-50,0 / -15,7)  -22,7 (-55,0 / -15,7)  -48,3 (-57,0 / -15,7)  -22,7 (-33,3 / -15,7) 

IL-6 -28,5 (-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 intercuartílico. HPTi: hormona paratiroidea intacta. 

IV.1.2 Discusión 

Se ha comprobado que la utilización 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 

pleiotrópicos beneficiosos más allá de la esfera ósea y mineral (Andress, 2006). Sin embargo, 

la mayoría de los estudios que han investigado estos efectos se han realizado in vitro o en 

modelos animales, siendo escasa la información proveniente de trabajos clínicos. Nuestros 

hallazgos demuestran, a nivel clínico, las propiedades anti-inflamatorias del paricalcitol, 

caracterizando sus efectos sobre las concentraciones séricas de las principales citoquinas 

inflamatorias, así como sobre la expresión génica de estas moléculas en células 

mononucleares de sangre periférica. 

 La inflamación es una condición altamente prevalente en los pacientes con ERC, 

habiéndose asociado a diversas complicaciones y a la morbi-mortalidad CV en esta 

población. Las citoquinas inflamatorias juegan un papel determinante en el fenómeno 

inflamatorio, estando relacionadas con el desarrollo de daño CV (Swaminathan & Shah, 2011; 

Tedgui & Mallat, 2006). Así, la inflamación participa en los procesos de calcificación vascular 
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que afectan a estos pacientes, donde la citoquina TNF-α juega un papel central (Boström, 

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 función renal normal (Shlipak et al., 2003) y, más importante, 

que estos parámetros se asociaban de forma independiente con la mortalidad CV en 

pacientes en HD, siendo además el valor pronóstico de estos dos indicadores superior al 

de otros parámetros inflamatorios (Zocalli et al., 2006; Barreto et al., 2012). Estos hallazgos 

sugieren que la modulación de la inflamación, con la reducción de los niveles de estos 

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

Desde un punto de vista clínico, 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 además resultados poco concluyentes. 

Los resultados de nuestro estudio muestran que la administración de paricalcitol 

induce una reducción significativa de las concentraciones séricas de hs-PCR y de las 

ciotquinas pro-inflamatorias TNF-α e IL-6, mientras que el nivel de la citoquina anti-

inflamatoria IL-10 se incrementó de forma casi significativa. Observamos asimismo una 

reducción en los cocientes TNF-α/IL-10 y de IL-6/IL-10. 

Otro elemento de interés en este estudio es el análisis del perfil de expresión génica 

de citoquinas inflamatorias en células mononucleares de sangre periférica. Observamos 

que tras 12 semanas de administración de paricalcitol, los niveles de expresión de TNF-α 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 expresión de IL-10 se 

incremento significativamente en un 17,7% (p<0,01). El conjunto de estas observaciones 

puede ser relevante dado que el fenómeno inflamatorio se caracteriza por la activación de 

estos elementos celulares, relacionándose 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 más 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 aproximación terapéutica a los pacientes no cambió durante el estudio, 

asumimos que los resultados observados son debidos a la administración de paricalcitol. 

Otras limitaciones potenciales son el reducido número de pacientes y el corto periodo de 

seguimiento en el estudio. 
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IV. 2 Capítulo 2: Expresión 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 proteína KLOTHO y los FGFRs) realizamos la 

amplificación de los ARNm de dichos genes por RT-PCR a partir de ADNc obtenido por 

transcripción inversa del ARN extraído. No se detectó expression del gen FGF-23 en 

ninguna de las muestras estudiadas, mientras que sí observamos la expresión de ARNm 

de KLOTHO en todas ellas, obteniendo un producto de amplificación del tamaño esperado 

(Figura IV.4). Con respecto a los FGFRs, observamos la expresión de FGFR1, FGFR2 y 

FGFR3, pero no de FGFR4. La identidad de los productos amplificados fue confirmada 

mediante secuenciación. 

 

Figura IV.4 Productos de amplificación obtenidos por RT-PCR. 

Productos de amplificación de los ARNm de los 4 FGFRs determinados y 
de KLOTHO (KL) mostrando la expresión de FGFR1, 2, 3 y KLOTHO en 
aorta humana. M, marcador de 100-pb. Control, RT-PCR sin 
retrotranscripción. 

 

 Como cabía esperar por los resultados de la RT-PCR, tampoco detectamos ARNm 

de FGF-23 por qRT-PCR. Del mismo modo, sí detectamos ARNm de KLOTHO en todas las 

muestras de aorta (4,85 ± 5,43 unidades arbitrarias [u.a.]), mostrando una expresión 

constitutiva de este cofactor de forma independiente a las características de los pacientes 

incluidos en el estudio (Figura IV.5). Mediante este mismo método, el estudio de expresión 

de los trombos coronarios mostró también la presencia de ARNm de KLOTHO pero no del 

FGF-23 (Figura IV.6). 
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Un análisis preliminar para determinar la existencia de una expression diferencial de 

KLOTHO en función de las características del paciente, no mostró ningún resultado 

significativo cuando se comparó a los pacientes en función del sexo, antecedentes de 

diabetes o hipertensión, o por la presencia de lesiones coronarias ateroscleróticas en el 

estudio coronariográfico (los siete pacientes sometidos a reemplazo valvular presentaron 
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Figura IV.5 Expresión de ARNm de KLOTHO determinada por qRT-PCR en 
muestras de aorta de pacientes quirúrgicos (n=44). Los resultados represen-

tan la media de tres réplicas ± la desviación estándar. Valor medio de expresión = 
4,85 ± 5,43 u.a. 

Ciclos 

FGF23 GAPDH 

ADAM-17 

IL-10 
KLOTHO 

Figura IV.6 Curvas de amplificación 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. 
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una coronariografía normal). Del mismo modo, no se detectó una correlación significativa 

entre los niveles de ARNm de KLOTHO y la edad. 

 Los valores de expresión 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 expresión de KLOTHO, se observó que ésta estuvo directa y 

significativamente asociada con los niveles de expresión tanto de ADAM-17 como de IL-10 

(r = 0,54, p < 0,001; r = 0.51, p < 0,01, respectivamente) (Figura IV.7). 

 

 

 

IV. 2.2 Discusión 

 El hallazgo más importante del presente estudio es la caracterización del patrón de 

expresión de los componentes del sistema FGF-23/KLOTHO en el tejido vascular humano. 

En concreto, nuestros resultados demuestran la expresión génica de KLOTHO y de dos de 

los receptores cognados de FGF-23 (FGFR1 y FGFR3), así como la ausencia de expresión 

del gen de FGF-23 y del receptor FGFR4. Además, demostramos que el nivel de expresión 

de KLOTHO está directa y significativamente asociado con los niveles de expresión 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 órganos relacionados 

directamente con el metabolismo mineral. Son pocos los estudios que han abordado el 

Figura IV.7 Relación entre el nivel de expression de ARNm de KLOTHO y (A) la expresión 
de ARNm de ADAM-17 (r=0,55; p<0,001) y (B) la expresión de ARNm de IL-10 (r=0,51; 
p<0,01). 
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papel potencial de este sistema en la biología del sistema vascular (Parker et al., 2010; Jo et al., 

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

 Así, 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 población general (Mirza et al., 2009a; Mirza et al., 2009c). 

Además, un subanálisis del Heart and Soul Study ha mostrado recientemente que las altas 

concentraciones de FGF-23 en pacientes con enfermedad coronaria estable, están 

asociadas con un mayor riesgo de mortalidad y de aparición 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 órgano diana para FGF-23, sugieren la 

participación del eje FGF-23/KLOTHO en la enfermedad CV. 

 Aunque en la actualidad se desconoce el papel que puede desempeñar 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 unión a los FGFRs. Se han propuesto distintos 

mecanismos de acción para explicar esta posibilidad. Así, el FGF-23 podría actuar 

induciendo, de forma similar a como lo hace en riñón, una reducción 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 calcificación vascular (Hu et al., 2011). Asimismo, también 

podría inducir una reducción de los niveles de vitamina D, factor crucial en el 

mantenimiento de la salud CV (Reddy-Vanga et al., 2010). Se necesitan más estudios que 

determinen si el eje FGF-23/KLOTHO modula el desarrollo y la progresión de la 

aterosclerosis mediante la regulación del metabolismo mineral o si este eje puede jugar un 

papel directo en la patología vascular. 

 Klotho es una proteína transmembrana que actúa como coreceptor para el FGF-23. 

Sin embargo, existe una forma soluble de Klotho que se forma por rotura proteolítica en la 

superficie cellular del dominio extracelular de la proteína por la enzima anclada a la 

membrana ADAM-17 (Chen et al., 2007). Nuestros datos muestran una correlación directa y 

robusta entre los niveles expresión de KLOTHO y de ADAM-17, lo que sugeriría que el 

tejido vascular puede ser una fuente de Klotho soluble. 

Se ha señalado una función protectora de Klotho frente a la disfunción 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 hipertensión espontánea (Wang et al., 2009) demostró 

que la administración del gen Klotho era capaz de incrementar la expresión de la citoquina 

anti-inflamatoria IL-10, lo cual podría mediar los efectos antihipertensivos y renoprotectores 

de Klotho. Nuestros datos demuestran, por primera vez, que los niveles de expresión de 

Klotho en tejido vascular humano están relacionados directa y significativamente con los 

niveles de expresión de IL-10. Estos hallazgos indican nuevamente la existencia de una 

relación entre el eje FGF-23/KLOTHO y las rutas inflamatorias que podría jugar un papel 

importante en la fisiopatología de la ECV. 

 Finalmente, nuestro estudio demuestra además la expresión de Klotho en trombos 

coronarios obtenidos de pacientes con SCA. A pesar de que no pudimos realizar un 

análisis 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 

podrían expresar Klotho. 

 La principal limitación de este estudio es la ausencia de datos sobre el patrón de 

expresión 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 

aterosclerótica pudiera influir en su expresión. Sin embargo, su expresión de forma 

independiente a las distintas características clínicas de los pacientes sugiere una expresión 

basal constitutiva. Además, 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 expresión de los genes 

estudiados. 
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IV. 3 Capítulo 3: Los bajos niveles de KLOTHO están asociados con la incidencia y 

severidad de la enfermedad arterial coronaria. 

IV. 3.1 Resultados 

Para la determinación de la relación entre los niveles de Klotho soluble y la EAC, se 

consideró la inclusión de 491 pacientes de los que se excluyeron 120 por cumplir al menos 

uno de los criterios de exclusión. En la Tabla IV.3 se muestran los datos demográficos y de 

laboratorio de los 371 pacientes finalmente incluidos. 

Tabla IV.3 Características clínicas y determinaciones bioquímicas de los pacientes incluidos. 
 Resumen  EAC-NS  EAC-S  Valor p 

Características        

N (%) 371   138 (37,2%)  233 (62,8%)  <0,01 

Edad (años) 65±11  63±10   66±11  NS 

Mujeres (%) 33   36,7  30,6  NS 

PA sistólica 

(mm Hg) 
142±19   143±18  140±20  NS 

PA diastólica 

(mm Hg) 
77±11   77±11  77±11  NS 

Índice de masa cor-
poral (kg/m2) 

28,1±4,6   28±4  28±4  NS 

Comorbilidades        

Diabetes mellitus 
(%) 

40  23  49  <0,001 

Hipertensión (%) 67  61,5  71  <0,05 

Tabaquismo (%) 51  29  61  <0,001 

Dislipemia (%) 54  47,5  55  NS 

Medicación        

Bloqueantes del 
RAS (%) 

63  63,1  64,2  NS 

Aspirina (%) 71,4  58,6  78,9  <0,01 

Estatinas (%) 65,7  52,8  73,3  <0,001 

Analíticas        

Colesterol total 
(mg/dL) 

196±44  197±44  193±43  NS 

LDL-C (mg/dL) 117±39  120±39  112±38  NS 

HDL-C (mg/dL) 48±12  47±12  48±12  NS 

Triglicéridos (mg/dL) 151±85  149±81  154±91  NS 

Ác. úrico (mg/dL) 7,2±2,0  7,2±1,9  7,2±2,2  NS 

Cálcio (mg/dL) 9,4±0,4  9,4±0,4  9,4±0,4  NS 

Fósforo (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, presión arterial; HDL-C, lipoproteína de alta densidad-colesterol; hs-PCR, proteína C reactiva de alta 
sensibilidad; LDL-C, lipoproteína 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 hipertensión (p<0,05), diebetes melitus y tabaquismo (p<0,001) fue mayor, así como su 

edad (p<0,01) y sus niveles séricos de PCR (p<0,001). 

La concentración de Klotho soluble fue sigificativamente inferior en los pacientes 

con EACS (p<0,001) (Figura IV.8). Del mismo modo, la concentración 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 hipertensión o dislipemia. 

 

 

En la Tabla IV.4 se muestran las características de los pacientes al estratificarlos en función 

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), así como menores concentraciones séricas de 

colesterol total (p=0,01) y hs-PCR (p<0,001). 
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Figura IV.8 Diferencias entre las concentraciones de Kloho sérico de los pacientes con 
EAC-S y EAC-NS. 
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Tabla IV.4 Características clínicas de los pacientes tras estratificar por los niveles de Klotho soluble. 

 Tercil 1  Tercil 2  Tercil 3  
Valor p de 
tendencia 

Características        

N (%) 120  128  123   

Edad (años) 66±11  65±11  64±10  NS 

Mujeres (%) 31  33  35  NS 

PA sistólica 

(mm Hg) 
143±18  142±18  139±20  NS 

PA diastólica 

(mm Hg) 
77±12  77±11  77±11  NS 

Índice de masa cor-
poral (kg/m2) 

27±4  28±4  28±4  NS 

Comorbilidades        

Diabetes mellitus 
(%) 

45  47  25  <0,001 

Hipertensión (%) 69  68  65  NS 

Tabaquismo (%) 57  58  31  <0,001 

Dislipemia (%) 55  58  49  NS 

Analíticas  

Colesterol total 
(mg/dL) 

201±48  198±38  188±42  0,01 

LDL-C (mg/dL) 121±41  121±36  119±38  NS 

HDL-C (mg/dL) 47±11  48±12  47±12  NS 

Triglicéridos (mg/dL) 147±76  153±84  153±93  NS 

Ác. úrico (mg/dL) 7,2±2,0   7,2±1,9  7,1±2,1  NS 

Cálcio (mg/dL) 9,4±0,4   9,4±0,4  9,3±0,4  NS 

Fósforo (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 

Índice de severidad 
de la estenosis (%) 

43,5±22  33,6±21,7  4,4±10,6  <0,001 

        

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

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

Con respecto a las lesiones coronarias, tanto la estenosis máxima observada en cada 

arteria epicárdica 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 fósforo (r=−0,13; p=0,01), los niveles de hs-PCR (r=−0,39, p<0,001), así 

como con el ISE (r=−0,69; p<0,0001). El ISE se relacionó 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 asociación independiente entre Klotho soluble y la severidad de la estenosis, 

se realizó un análisis de regresión múltiple por pasos con el ISE como variable 

dependiente. El resultado mostró que las concentraciones de Klotho soluble estuvieron 

inversamente asociadas con la EAC (R2=0,67; p<0,001) (Tabla IV.5). La presencia de 

colinearidad se determinó examinando la tolerancia y el factor de varianza de la inflación 

(FVI) para cada variable de la regresión. Los valores de tolerancia y de FVI fueron mayores 

que 0,8 y menores que 1,25 respectivamente para todas las variables, descartándose así la 

presencia de colinearidad. 

Tabla IV.5 Análisis de regresion multiple por pasos para el IES como variable dependiente. 
Índice de severidad de 

la estenosis 
β  SE  t  Valor p  

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 regresión logística, 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 ácido úrico sérico, la 

hs-PCR (modelo 2) y las concentraciones de Klotho soluble (modelo 3) fueron añadidas 

como covariables. En el modelo 1, la edad, el tabaquismo y la DM aparecieron como 

factores de riesgo independientes para la aparición de EACS. En el modelo 2, además de 

los factores ya comentados, la PCR se asoció también con la aparición de EACS. 

Finalmente, el modelo 3 incluyó las los niveles de la concentración de Klotho soluble, 

mostrando que dichos niveles constituyen un factor protector frente a la aparición de EACS. 
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Tabla IV.6 Análisis de regression logística 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 

Hipertensión   1,37 (0,80 to 2,23)  0,24 

Diabetes   3,22 (1,92 to 5,39)  <0,001 

Hiperlipidemia   0,96 (0,59 to 1,55)  0,87 

 

Modelo 2 (modelo 1 + IMC, ácido úrico, hs-PCR y fósforo) 

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 

Hipertensión   1,78 (0,95 to 3,36)  0,07 

Diabetes   3,21 (1,78 to 5,87)  <0,001 

Hiperlipidemia   0,90 (0,51 to 1,58)  0,87 

Índice de masa corporal  0,97 (0,91 to 1,03)   0,34 

Ác. úrico  1,01 (0,88 to 1,16)   0,87 

hs-PCR  8,12 (4,52 to 14,58)  <0,001 

Fósforo  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 

Hipertensión   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 

Índice de masa corporal  1,01 (0,93 to 1,11)   0,70 

Ác. úrico  0,99 (0,82 to 1,19)   0,96 

hs-PCR  12,03 (4,62 to 31,29)   <0,001 

Fósforo  1,14 (0,63 to 2,06)   0,64 

Klotho Soluble  0,92 (0,88 to 0,99)   <0,001 
        

 

 

Expresión vascular de Klotho y EAC 

Un total de 70 pacientes (32 hombres y 38 mujeres; edad 65±7 años) sometidos a cirugía 

cardiaca se incluyeron en el estudio tras cumplir con los criterios de inclusión. Al comparar 

los pacientes en función 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, sí 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 expresión de Klotho en el 

tejido vascular significativamente menores (p<0,01) (Figura IV.9). 

 

El análisis de regresión logística multivariable usando como variable dependiente la 

presencia/ausencia de EACS, y a los factores de riesgo CV tradicionales y la expresión de 

Klotho como covariables, mostró que los niveles de expresión de Klotho están asociados 

con un menor riesgo de EACS (Tabla IV.7). 

Tabla IV.7 Análisis de regresión logística multivariable para la presencia de EAC-S en el estudio de 
expresión vascular de Klotho. 

Variable independiente OR (95% IC)  Valor p  

Modelo    

Edad 1,01 (0,94 a 1,08)  0,73 

Sexo 1,00 (0.32 a 3,13)   0,99 

Tabaquismo  4,86 (1,10 a 21,3)  <0,05 

Hipertensión 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 

Expresión génica de Klotho 0,85 (0,73 a 0,99)   <0,05 
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Figura IV.9 Diferencias entre los niveles de expression de Klotho en el tejido vascular 
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IV. 3.2 Discusión 

Nuestros datos muestran que los pacientes con EACS tienen menores 

concentraciones de Klotho soluble, así como menores niveles de expresión vascular del 

gen que codifica esta proteína. Más aún, ambos descensos aparecen asociados con la 

presencia y severidad de la EAC de forma independiente a los factores de riesgo CV 

cláscicos como la edad, la DM, la HT, el tabaquismo, la dislipemia y la inflamación. Si estos 

descensos en los niveles solubles y de expresión 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 múltiples desórdenes similares a los 

relacionados con el envejecimiento en humanos, incluyendo disfunción endotelial y 

aterosclerosis. De hecho, estudios experimentales muestran que Klotho está asociado con 

el mantenimiento de la integridad endotelial (Kusaba et al., 2010) mediante acciones que 

comprenden la reducción del estrés oxidativo y el incremento de la producción de NO, 

mejorando así la vasodilatación dependiente del endotelio (Saito et al., 1998). Más aún, la 

administración de la forma soluble de Klotho mejora el fenotipo de envejecimiento 

acelerado (Chen et al., 2007). Además, se ha sugerido que la proteína Klotho puede jugar un 

papel en la patogénesis de la enfermedad aterosclerótica (Kuro-o et al., 1997; Ikushima et al., 

2006). 

En humanos, los estudios realizados que analizan la relación entre Klotho y la EAC 

son muy escasos, siendo estudios genéticos en su mayoría. Estos últimos muestran que 

existen variantes del gen Klotho asociadas con aterosclerosis carotídea (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 determinó ni los niveles de Klotho soluble ni los de expresión génica. 

Solamente un estudio previo (Semba et al., 2011) ha mostrado una relación 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 aparición era menor en sujetos con mayores concentraciones de 

Klotho. 

Una característica importante de nuestro estudio es el relativamente bajo porcentaje de 

población mayor de 65 años (56,8% vs. >90% en el estudio de Semba et al.), dato 

relevante dada la reducción de los niveles de Klotho con el envejecimiento. Además, 
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también es importante el hecho de que ninguno de los sujetos de nuestro estudio padecía 

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 podría estar involucrado en la 

patogénesis de la calcificación vascular (Hu et al., 2011; Lim et al., 2012). En este contexto, la 

acción de Klotho se ha relacionado con el papel del fósforo, actuando, por una parte, como 

sustancia fosfatúrica mediante la modulación de la excreción renal de fosfato, y por otra, a 

través de su efecto sobre los cotransportadores de tipo III, PiT-1 y PiT-2, presentes en las 

CVMLs, donde juegan un papel crucial en la calcificación 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 expresión de estos cotransportadores y del factor de transcripción 

osteogénico CBFA1/RUNX2 en las CVMLs, lo que indica que el descenso en los niveles de 

Klotho produce calcificación. Más aún, cuando se añade Klotho a CVMLs cultivadas in 

vitro, se produce un descenso en la captura de fosfato a consecuencia de la inactivación de 

los cotransportadores tipo III, previniendo así 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 expresión vascular de Klotho 

con la EAC en humanos. Un estudio previo de nuestro grupo mostró 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 reducción en los 

niveles de expresión de Klotho. Además, esta relación fue independiente de otros factores 

de riesgo CV. Desde un punto de vista mecanístico, la proteína Klotho está involucrada en 

el mantenimiento de la salud vascular y, por tanto, la disrupción de su homeostasis puede 

ser un factor importante en el desarrollo de ECV (Moe, 2012; Donate-Correa et al., 2012; Shroff & 

Sanahan, 2011). Así, como se ha observado en ratones deficientes en Klotho, esta proteína 

protege frente a la disfunción 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 ratón salvaje (Saito et al., 1998). 

Por otra parte, en modelos animales de enfermedad aterosclerótica, la liberación de Klotho 

en el organismo resulta en una mejora en la disfunción endotelial, en un incremento en la 

producción de NO y en la prevención de la aparición de remodelaciones vasculares 

adversas (Saito et al., 1998). 

Finalmente, la relación bidireccional entre Klotho y la inflamación es relevante. Klotho es 

capaz de proteger tanto a las CMVLs como a las endoteliales frente a la inflamación y la 



 Resumen: Resultados y Discusión  

J. Donate Correa   Tesis Doctoral 67 

oxidación, ambos factores críticos en la patogénesis de la enfermedad vascular (Maekawa et 

al., 2009; Liu et al., 2011; Wang et al., 2012). Tanto la inflamación sistémica como la local han sido 

relacionadas con el descenso en la expresión renal de Klotho (Moreno et al., 2011; Thurston et 

al., 2010; Ohyama et al., 1998), mientras que la neutralización de las citoquinas inflamatorias 

TWEAK y TNFα provoca una reversión en los niveles de expresión y una preservación 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 crónico- está asociada con un 

desajuste en la expresión vascular de Klotho y con una reducción en las concentraciones 

de Klotho soluble, lo que a su vez puede potenciar rutas oxidativas e inflamatorias que 

provoquen el desarrollo y progresión del daño 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 analizó 

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-fósforo, con impactos potenciales 

en la calcificación vascular y la ECV) y, por tanto, no fue posible estudiar su potencial 

influencia en la relación entre Klotho y la EAC. En segundo lugar, el número 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, 

sería plausible la existencia de un factor confusor potential no controlado o residual que 

afectase a esta relación Klotho-EAC. Finalmente, dado el diseño transversal del estudio, 

sólo 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 clínicos que confirmen nuestros hallazgos, que exploren las 

relaciones entre Klotho y el sistema CV y que evalúen 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: 

 

I. La administración del activador selectivo del RVD paricalcitol a pacientes en HD 

se asocia con efectos anti-inflamatorios significativos. Estos efectos pueden 

contribuir a los beneficios clínicos aportados por este tratamiento en la 

supervivencia de los pacientes. 

 

II. La pared vascular humana expresa los genes que codifican los elementos 

primarios del sistema FGF-23/Klotho, específicamente los FGFRs 1, 2 y 3, y el 

co-receptor Klotho. Ello sugiere que la pared vascular humana puede ser un 

órgano diana para la acción de FGF-23 y, por otra parte, que puede ser una 

fuente de Klotho soluble. Así mismo, indica el papel potencial de este sistema 

en la fisiología y fisiopatología vascular. 

 

III. La reducción tanto de los niveles séricos como de la expresión 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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