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INFLUENCIA DE LOS FACTORES CLASICOS DE RIESGO VASCULAR Y
FACTORES GENETICOS SOBRE LA APARICION DE COMPLICACIONES

CARDIOVASCULARES POSTRASPLANTE RENAL.

INTRODUCCION

En la actualidad, el trasplante renal constituye la terapéutica sustitutiva de
eleccion de la funcion renal en la gran mayoria de los pacientes con insuficiencia renal
cronica terminal. Sin embargo, la mortalidad de origen cardiovascular (CV) esta
incrementada en esta poblacion. Aproximadamente el 40% de estas muertes son debidas
a eventos CV, lo que supone una incidencia de 3 a 6 veces mayor que la poblacion
general, ajustada para edad y sexo (1-3).

Concretamente, la incidencia de enfermedad isquémica cardiaca postrasplante
renal es de 4-8 veces mas frecuente que la esperada para la poblacion general europea.
Asi mismo, la hipertrofia ventricular izquierda (HVI), tan frecuente en los enfermos en
didlisis (mas del 60%) (4-6), no siempre revierte después del trasplante renal y es un
factor de riesgo cardiovascular independiente que puede provocar complicaciones
isquémicas y arritmias en estos enfermos (7,8).

Desde esta perspectiva, la poblacion trasplantada constituye un buen modelo de
estudio de la enfermedad cardiovascular (ECV). En estos pacientes, la interaccion entre
factores ambientales y genéticos, puede condicionar la aparicién de ciertos fenotipos

que permitirian el estudio de otros procesos cardiovasculares.
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1. Factores que contribuyen a esta elevada morbi-mortalidad cardiovascular
En general, en estos enfermos coexisten los factores clasicos de riesgo vascular
(obesidad, dislipemia, hipertension arterial o HTA, etc.), con los factores inherentes al

estado urémico previo y al de portador de un injerto renal (figura 1).

Factores clasicos de riesgo Factores de riesgo pretrasplante
- HTA - Uremia
- Diabetes - Arteriosclerosis
- Lipidos Factores genéticos - PTH
- Tabaco - Homocisteina
- Obesidad ? - Intolerancia a la glucosa
v

ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR
POSTRASPLANTE RENAL
(30-50 %)

T

Factores de riesgo postrasplante

Inmunosupresion
Homocisteina
Infecciones
Episodios de rechazo
Poliglobulia

Vasculopatia cronica

Fig. 1. Factores que contribuyen a la aparicion de eventos cardiovasculares en el

trasplante renal.




José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 12

1.1. Alteraciones cardiovasculares en dialisis

a) La HVI es frecuente en pacientes en hemodialisis (54-100%), con el consiguiente
riesgo de mortalidad (4-6, 9). Esta HVI suele ser concéntrica y a su aparicion
contribuyen la anemia, la HTA, la sobrecarga volumétrica y probablemente el
hiperparatiroidismo secundario (10,11).

b) Enfermedad isquémica arterial coronaria. La cardiopatia isquémica pretrasplante es

un factor de riesgo muy importante en la prediccion de eventos cardiovasculares
después del trasplante (2). Ademads, esto se incrementa notoriamente si se suman
otros factores de riesgo vascular postrasplante como una edad avanzada, sexo
masculino, diabetes, hipercolesterolemia o episodios de rechazos (2, 12).

c) Otros factores conocidos implicados en la ECV en pacientes en didlisis son la
hiperlipemia, niveles altos de homocisteina y calcificaciones vasculares, asi como el

hiperparatiroidismo (4).

1.2. Factores inherentes al trasplante renal
Los factores que contribuyen a la aparicion de la ECV tras el trasplante renal
son los siguientes:

a) Farmacos inmunosupresores: corticosteroides, anticalcineurinicos y rapamicina.

Dada la importante prevalencia de complicaciones CV postrasplante, es posible
que factores inherentes al mismo proceso, como los firmacos inmunosupresores sean
los responsables de un peor perfil metabdlico y vascular con respecto a la poblacion
general. Concretamente, los esteroides y la ciclosporina A se han asociado a una mayor
prevalencia de HTA y dislipemia (13,14). A similares niveles de tension arterial, la

masa ventricular es mayor en pacientes hipertensos que reciben ciclosporina A, que en
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individuos con HTA esencial (15). Asimismo, existen evidencias de que la ciclosporina
A es responsable del estimulo del sistema renina-angiotensina (SRA) y de disfuncion
endotelial (16,17). Los corticoides, por su parte, aumentan la expresion tisular de la
enzima de conversion de angiotensina (ECA), favoreciendo el remodelado vascular y/o
la hipertrofia ventricular (18, 19). El tacrolimus se ha mostrado mas diabetdogeno que
otros inmunosupresores, al mismo tiempo que no esta exento de una accion lesiva sobre
las estructuras vasculares. Finalmente, la rapamicina origina dislipemias severas, al
menos en los primeros meses postrasplante, lo que pudiera contribuir al desarrollo de
complicaciones CV (12,20).

Recientemente se ha observado que la ciclosporina A pudiera frenar la
hipertrofia del miocito (21), pero esto no ha sido confirmado en la poblacion
trasplantada.

Con todo, se requieren estudios controlados para dilucidar el papel de los
inmunosupresores sobre la ECV postrasplante.

b) Poliglobulia

La policitemia postrasplante (10-15%) puede contribuir al desarrollo de HTA y
¢sta a su vez a complicaciones cardiovasculares, especialmente con cifras de
hematocrito mayores del 60%. El efecto depresor sobre la eritrocitosis de los
inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina (IECA) o por los antagonistas
del receptor AT1 de la angiotensina II, hacen que sean los farmacos aconsejados cuando
coexistan ambas alteraciones (HTA y poliglobulia) (22).

c¢) Infecciones virales

Hay algunas evidencias de que las infecciones virales juegan un papel

importante en la patogénesis de la ECV. En este sentido, recientemente se han
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observado inclusiones virales (herpes simple) en placas ateromatosas y citomegalovirus
en paredes vasculares de pacientes con enfermedad arterial coronaria. Si esto se
confirma, la profilaxis antivirica con aciclovir o ganciclovir podria reducir el riesgo de
estas complicaciones (23).

d) Episodios de rechazo agudo y cronico

Los episodios repetidos de rechazo agudo conducen a un tratamiento
inmunosupresor mas enérgico y a una dosis acumulada mayor de esteroides, los cuales
contribuyen a aumentar el riesgo cardiovascular y el de infecciones virales (12-14). Por
otra parte, la proteinuria que suele acompafar al rechazo cronico puede agravar la
hiperlipemia postrasplante. Adicionalmente, la HTA en las situaciones de deterioro
crénico de la funcion del injerto, puede jugar un papel importante (24).

e) Homocisteina

La hiperhomocisteinemia es frecuente tras el trasplante renal, y es posible que

esté asociada, como ocurre en la poblacion general, con la aparicion de ateromatosis

prematura (25).

1.3 Factores clasicos de riesgo cardiovascular

a) Diabetes mellitus e hiperlipemia

La diabetes es un factor de riesgo de primera magnitud para el desarrollo de
enfermedades CV e insuficiencia renal cronica terminal. Tras el trasplante su
prevalencia oscila entre 3-18 % y es un factor de riesgo de cardiopatia isquémica mas
importante que en la poblacion general (26).

La dislipemia es también frecuente tras el trasplante (40-60 %) y esta asociada al

desarrollo de ECV. Aunque sus mecanismos patogénicos no estan del todo aclarados, su
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aparicion parece estar en relacion con los farmacos inmunosupresores. Ademads, la
proteinuria que aparece en el rechazo cronico pudiera alterar el perfil lipidico en estos
pacientes (20).

b) Hipertensién arterial (HTA)

La prevalencia actual de HTA en los pacientes trasplantados que reciben
ciclosporina es del 60-70% y su tratamiento reduce, probablemente, la aparicion de
estas alteraciones cardiovasculares y la pérdida cronica de la funcidn del injerto (27).

La etiologia y la patogénesis de la HTA postrasplante es multifactorial, siendo
las causas mas importantes las siguientes:

1) Tratamiento inmunosupresor. Como se comentd previamente, los corticosteroides

predisponen a la aparicion de HTA postrasplante. Estos pueden tener un efecto
sinérgico con la ciclosporina en la produccion de HTA postrasplante. Este farmaco es la
causa mas frecuente de HTA después del trasplante renal. Aunque sus efectos sobre el
sistema renina-angiotensina (SRA) son controvertidos, parece evidente que el
mecanismo desencadenante del aumento de la tension arterial en estos pacientes
descansa sobre una intensa vasoconstriccion de las arteriolas aferentes del injerto.

Por otro lado, también se ha observado un efecto vasoconstrictor generalizado
por la ciclosporina A sobre el musculo liso, aumentando la resistencia periférica total,
independientemente de sus efectos sobre el parénquima renal (17,28).

2) Enfermedad parenquimatosa del injerto. Incluiriamos:

2a) Glomerulonefritis cronica y nefropatia diabética.
La glomerulonefritis recurrente o de novo, o la propia recurrencia de la
nefropatia diabética se pueden asociar al desarrollo de hipertension, si bien no son

causas importantes de HTA postrasplante renal (29).
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2b) Rechazo cronico.

Es una de las causas mas frecuentes de HTA postrasplante. Concretamente,
hasta un 70% de los pacientes con deterioro de la funcidén renal por rechazo crénico
sufren HTA, confirmado por el hallazgo de lesiones histoldgicas propias de dicho
rechazo y por la ausencia de otras causas morfologicas o funcionales de HTA
postrasplante (30).

2¢) Nefrotoxicidad por ciclosporina.

Los mecanismos hemodinamicos originados por este farmaco son los
responsables de la aparicion de HTA, aunque en ocasiones se deriva de la nefropatia
crénica que provoca la ciclosporina (28).

3) Enfermedad vascular del injerto

3a) Estenosis de la arteria renal.

Esta entidad es una causa frecuente de HTA postrasplante. Debe sospecharse
en aquellos pacientes con desarrollo brusco de este cuadro o empeoramiento de su
hipertension previa, especialmente si se acompafia de deterioro de la funcion renal o
soplo sobre el injerto, no detectado previamente (12).

3b) Estenosis ateromatosa de pequefios vasos renales.

En ocasiones la arteriografia revela multiples estenosis de los pequefios vasos

intrarrenales (12).

4) Persistencia de secrecion de renina por rifiones nativos

En algunos casos la persistencia de la HTA se debe a la hipersecrecion de
renina por los rifiones nativos, confirmandose por el elevado cociente entre la renina de

la vena renal del rifion nativo y la del injerto (31).
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5) HTA esencial recurrente

Se ha descrito una prevalencia mayor de hipertension postrasplante en aquellos
receptores de un injerto de cadaver obtenido de donantes con antecedentes de HTA
esencial, aunque esto ha sido dificil demostrarlo, sospechandose en una posible
transmision de factores bioldgicos para el desarrollo de hipertension esencial (12).

6) Otra causa de HTA secundaria es el hiperparatiroidismo secundario derivado de

hipercalcemia persistente (32).

c) Tabaco
Estudios recientes han mostrado que el habito de fumar es un factor
independiente de riesgo de ECV y de pérdida del injerto (33).

d) Otros factores de riesgo

Otros factores clasicos de riesgo CV como la edad, o un indice de masa corporal
elevado (3 27 Kg/m®) han sido identificados también como factores de riesgo en la

poblacion trasplantada (26, 34).

1.4. Factores genéticos

Cada vez se acepta mas la influencia genética en las ECVs a partir de su
agregacion y recurrencia familiar. No obstante, como ocurre en otras enfermedades
multifactoriales, la expresion fenotipica de las mismas puede estar influenciada por
factores ambientales (35, 36). En este caso, el tratamiento inmunosupresor (esteroides,
anticalcineurinicos y rapamicina) en la poblacion trasplantada puede condicionar una
mayor expresion de genes asociados a algunas ECVs, que en individuos sanos

(portadores de alguno/s de estos genes), tal vez no ocurriria (18, 37, 38). En otras
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palabras, el efecto deletéreo de los inmunosupresores pudiera incrementarse en
pacientes predispuestos genéticamente.

Algunos sistemas fisiologicos implicados en la homeostasis cardiovascular y el
crecimiento celular, pudieran jugar un papel importante en el desarrollo de las ECV.
Concretamente, el sistema renina-angiotensina (SRA) puede desempefar una accion
decisiva en la progresion de la ateromatosis o en la fisiopatologia de las complicaciones
cardiovasculares, a través de sus acciones sobre el remodelado vascular (19). Asi
mismo, otras sustancias como el fibrindgeno, la glicoproteina Illa/Ilb plaquetaria
(GPIIIa/Ilb), la apolipoproteina E (apo E), el inhibidor del activador del plasminogeno
(PAI-1), o la accion de la metil tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) sobre los niveles de
homocisteina (Hcys) plasmaticos, se han asociado a la aparicion de fendmenos
tromboticos y un riesgo mayor de ateromatosis (39-43).

Actualmente, han sido clonados los genes que codifican las proteinas
responsables de estos sistemas, lo que ha permitido detectar diferentes polimorfismos en
cada uno de ellos. Un polimorfismo es aquella secuencia de DNA que se presenta en la
poblacion en forma de dos o mas variantes o alelos (fenotipos), observandose cada uno
de estos alelos con una frecuencia de al menos el 1% de la poblacion.

Paralelamente a estos trabajos, ha surgido una ingente cantidad de estudios de
asociacion entre estos polimorfismos y la presencia de ECV, principalmente en
poblacion no trasplantada.

Algunos de los genes cuyos polimorfismos estudiados se han visto asociados a
ECVs son:
1°) Genes del SRA

* Gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
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* Gen del receptor de la angiotensina II de tipo 1 (ATIR).
* Gen del angiotensindgeno (AGT).
* Gen de la quimasa cardiaca.

2°) Gen del fibrinogeno.

3°) Gen de la glicoproteina plaquetaria Illa (GPIIla).

4°) Gen de la apolipoproteina E (apoE).

5°) Gen de la metil-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR).

6°) Gen del inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1).

1.5. Métodos de estudio en el analisis de la influencia de la genética en la ECV

El desarrollo de la epidemiologia genética ha colaborado en el avance de los
estudios sobre la base genética de la ECV, al desarrollar mejores técnicas de disefio de
estos estudios y de andlisis estadistico de los resultados.

Los dos principales tipos de disefio son los estudios de asociacion (comparacion
casos versus controles) y los estudios de acoplamiento, en los que se evalua la
evolucion fenotipica y genotipica de los diferentes miembros de una familia. Estos
ultimos, aunque mas atractivos desde el punto de vista fisioldgico, conlleva importantes
dificultades logisticas. Los “pedigrees” humanos, generalmente pequefios, y el
comienzo tardio de la ECV, dificultan la obtencién de informaciéon multigeneracional.
Por otro lado, la heterogeneidad genética de las ECVs hace dificil las técnicas
estadisticas a realizar (44).

1.5.1. Ventajas e inconvenientes de los estudios de asociacion

Los estudios de asociacion investigan acerca de si un marcador, en el caso de la

ECV un polimorfismo del DNA, aparece més frecuentemente en casos que en controles
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(estudio casos-controles). Si el resultado es positivo, sugiere que el polimorfismo por si
mismo o una mutacion funcional con la cual el polimorfismo aparece en desequilibrio
de ligamiento, contribuye en algunos de los casos a la aparicion de la enfermedad que
esta siendo estudiada. Puesto que no postula ningiin modelo genético, esta metodologia
estd bien indicada en la deteccion de efectos genéticos modestos dentro de una
enfermedad compleja y heterogénea (p.e. la HTA). El andlisis estadistico es simple,
basado en una tabla de contingencia comparando el alelo o las frecuencias genotipicas.
La probabilidad de detectar una asociacion entre un gen candidato y la enfermedad
dependera de la frecuencia alélica, la fuerza de su relacion con la enfermedad, y la
homogeneidad de la poblacién estudiada. Un resultado positivo podria indicar un alelo
causal (genotipo o alelo “desfavorable”) o un alelo en desequilibrio de ligamiento con la
mutacion causal. Un resultado negativo no tiene casi poder, ya que podria argumentarse
que permanecen por ser descubiertos otros polimorfismos en el locus del gen. El
principal peligro de este método es la posibilidad de resultados falsos-positivos,
principalmente debidos a una mezcla de la poblacion y al error de seleccionar
cuidadosamente casos y controles muy bien caracterizados.

Posibles ventajas

a) Los estudios de asociacion entre un gen y una enfermedad pone en alerta un
problema de una determinada enfermedad que puede estar condicionada por una
base genética.

b) Ayudan a iniciar medidas profilacticas.

c) Identifican polimorfismos ‘“desfavorables” como posibles marcadores de una
determinada enfermedad.

Posibles desventajas.




José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 21

a) No dejan de ser estudios de asociaciébn y en ningin caso demuestran en si, una
relacion directa causa-efecto.
b) Necesitan correcta metodologia para que sean resultados fiables.
Con todo, los estudios de asociacion entre estos polimorfismos y las ECVs han

sido poco estudiados en la poblacion portadora de un injerto renal.

1.6. Participacion del sistema renina-angiotensina en la ECV

En general, el SRA puede jugar un papel decisivo en el desarrollo de las ECVs, a
través de sus acciones sobre los 6rganos diana. Este sistema es una cascada enzimatica
que genera el péptido vasoactivo angiotensina Il (Ang II), participa en la homeostasis
circulatoria e hidroelectrolitica (SRA circulante) y en la regulacion del tono vascular y
la tension arterial. La hormona peptidica circulante Ang II es el resultado de la escision
de la prohormona angiotensinogeno (AGT) que se sintetiza basicamente en el higado y
se libera a la circulacion. El primer paso proteolitico es catalizado por la enzima renina,
secretada principalmente por el rifion. Su producto, angiotensina I (Ang I), se escinde
posteriormente por la enzima de conversion de angiotensina (ECA) produciendo el
octapéptido activo Ang II. Esta entra en la circulacién sistémica como hormona
sistémica y es transportada a los organos diana: vasos sanguineos, rifiones, glandulas
suprarrenales y corazon. Este entramado enzimatico es lo que conocemos como el SRA
circulante (19,45).

Sin embargo, ademas de la Ang II circulante, se ha demostrado la sintesis local
de Ang II en diversos tejidos por parte del llamado SRA local o tisular. La produccion
de Ang II local se debe a la existencia y accion de uno o mas componentes del SRA en

estos tejidos diana. Concretamente, la ECA se expresa ampliamente en el endotelio de
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todos los vasos sanguineos, y este enzima unido a la membrana endotelial puede
potencialmente controlar la sintesis local de Ang II en lechos vasculares especificos. La
Ang II local ejerce efectos autocrinos-paracrinos sobre las funciones tisulares locales y
participa en la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares (19,45).

El reconocimiento del papel que tiene la Ang Il en la regulacion del aparato
cardiovascular ha llevado a la busqueda de sustancias capaces de modular su actividad.
De ellas, las que han alcanzado mayor aplicacion clinica son los inhibidores de la ECA
(IECA) y los antagonistas del receptor de angiotensina II de tipo 1 (ARA). Estos
farmacos han desempeinado un importante papel en el tratamiento de la HTA e
insuficiencia cardiaca, a la vez que constituyen herramientas de trabajo indispensables

para conocer el papel fisiopatoldgico del SRA (46).

1.6.1. Vias de sintesis de la angiotensina II. Cascada de activacién del SRA (47).

El primer paso en la cascada enzimatica del SRA incluye la formacion de Ang I
por accion de la renina sobre el precursor angiotensinogeno.

La renina es una aspartil-proteasa acida de 340 aminodcidos (35-40 kDa)
sintetizada y liberada por las cé€lulas yuxtaglomerulares renales localizadas en la pared
de las arteriolas aferentes justo antes de su entrada al glomérulo y por otros muchos
organos (SRA local). En plasma y rifidén existe una prorrenina inactiva de mayor peso
molecular (406 aa) que podria considerarse como un precursor de la renina; la
prorrenina se activa por diversas enzimas (tripsina, pepsina, catepsina) y se convierte en
renina, que tiene una vida media plasmatica de 15 minutos. La liberacion de renina por
las células yuxtaglomerulares se regula por:

a) Barorreceptores de la arteriola aferente. La secrecion de renina aumenta en
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respuesta a una reduccion de la presion de perfusion renal secundaria a hipovolemia,
disminucion del volumen minuto (insuficiencia cardiaca), estenosis de la arteria renal o
administracion de farmacos vasodilatadores.

b) Quimiorreceptores sensibles a las concentraciones de Na+ y Cl- a nivel de
la macula densa. Un aumento de Na+ y CI- en el liquido tubular reduce la secrecion de
reninay viceversa.

¢) El tono simpatico, de tal forma que la estimulacion de los receptores bl-
adrenérgicos aumenta la secrecion de renina, mientras que su bloqueo y los
simpaticoliticos centrales la disminuyen.

d) Factores humorales: Ang II, vasopresina y potasio reducen la liberacion de
renina.

La renina presenta una alta afinidad por el angiotensindgeno, una alfa2-globulina
de 452 aa (61-61.5 kDa), que se sintetiza como preangiotensindgeno y que contiene
entre 24 y 33 aa mas. El AGT se sintetiza fundamentalmente en el higado (también en
rindn, tejido adiposo y sistema nervioso) y su liberacion es estimulada por
glucocorticoides, hormonas tiroideas, estrogenos y por la propia Ang II. La renina
rompe el enlace entre Leucina '°- Valina ' del AGT, liberando un decapéptido inactivo,
la Ang L. Esta, a su vez, sufre la accidon de la enzima de conversion de angiotensina
(ECA), que separa el dipéptido N-terminal His’- Leu'® de la Ang I, formandose un
octapéptido activo, la Ang II. La ECA humana estd ampliamente distribuida por el
organismo, pero alcanza concentraciones maximas en pulmon, endotelio y adventicia
vascular, células tubulares proximales renales, corteza suprarrenal, células de borde en
cepillo intestinales, utero y testiculo. La ECA esta compuesta de 2 dominios homologos,

cada uno con un lugar catalitico y otro de unién de un atomo de zinc. Entre otras
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acciones, cataliza la conversion de angiotensina I a Ang Il y la rotura de la bradiquinina
hasta sus productos de degradacion. Es también una enzima inespecifica que inactiva
también las quininas, met- y leucina-encefalinas, neurotensina, hormona liberadora de la
hormona luteinizante y la sustancia P. Tanto la Ang II como la bradiquinina son
poderosas moléculas vasoactivas con multiples efectos agudos y cronicos contrapuestos
sobre el sistema cardiovascular. De esta forma, con su papel pivote en dos importantes
sistemas hormonales de regulacion cardiovascular, el sistema renina-angiotensina y el
sistema kalicreina-quinina, la ECA tiene un impacto importante sobre la estructura y
funcion cardiovascular (48).

La Ang I puede sufrir ademas la accion de una aminopeptidasa y se convierte en
[des-Asp']Ang I, o de una endopeptidasa transformandose en Angiotensina-(1-7). La
Ang I, y en menor grado la Ang II, pueden biotransformarse también en Angiotensina-
(1-7) por accién de diversas endopeptidasas (24.11, 24.15 y 24.26). La Angiotensina-(1-
7) puede funcionar como una hormona antihipertensiva en virtud de sus potentes efectos
natriuréticos y diuréticos y efectos vasodepresores en los lechos vasculares coronarios y
mesentéricos (49). Asi mismo, esta Angiotensina-(1-7) es inactivada por la ECA, de
donde se deduce la importancia del tratamiento con IECA en pacientes con HTA (49).
La Ang III, también denominada Ang-(2-8) o [des-Aspl]Ang II, se forma a partir de la
Ang II por accidon de una aminopeptidasa o a partir de la [des-Aspl1]Ang I por accion de
la ECA. La Ang III es un heptapéptido que actia sobre los receptores de la Ang II
produciendo vasoconstriccion y liberacion de aldosterona y que, por accion de
endopeptidasas y carboxipeptidasas se convierte finalmente en fragmentos inactivos. La
Ang II puede convertirse por accion de la aminopeptidasa B en Ang IV [Ang-(3-8)].

Estas maltiples vias metabolicas explican por qué la vida media de la Ang II es tan s6lo
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de 15-60 seg. Ademas, la Ang I puede convertirse por accion de una prolil
endopeptidasa en Angiotensina-(1-7) que facilita la liberacion de prostaglandinas
(figura 2).

En los ultimos afos se ha demostrado en algunos tejidos la existencia de varias
vias enzimdticas que convierten el AGT en Ang I (proteasas independientes de la
renina) o directamente en Ang II (catepsina G, tonina, activador tisular del
plasmindgeno) y enzimas independientes de la ECA que convierten la Ang I en Ang II

(catepsina G, quimasa cardiaca, quimostatina) (figura 3).
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Figura 2. Otras vias metabolicas del SRA
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Figura 3. Vias alternativas de formacion de la Ang II

La quimasa cardiaca es una serin proteasa (39 kDa) que se localiza como
proenzima en las células endoteliales coronarias, en los miocitos, en los fibroblastos y

en la matriz extracelular y se activa por accién de una dipeptidilaminopeptidasa. Esta
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enzima es unas 20 veces mas eficiente que la ECA para convertir la Ang I en Ang 11, lo
que unido a que su expresion aumenta tras la proliferacion neointimal producida en
respuesta a la lesion coronaria con un catéter-balon (50), sugiere que podria desempenar
un cierto papel en la regulacion del SRA cardiaco. Aun asi, desconocemos en parte la
importancia fisiopatoldgica de estas vias enzimaticas alternativas en el hombre.

1.6.2. Acciones fisiologicas del SRA

Las acciones de la Ang II son consecuencia de su interaccion con receptores
especificos localizados en la membrana de las células diana, denominados receptores de
tipo 1 (ATIR) y de tipo 2 (AT2R).

1.6.2.1. Estructura de los receptores (47,51)

El ATIR presenta siete dominios transmembrana y pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteinas G, localizdndose el grupo carboxi-terminal a nivel
citoplasmatico y el grupo amino-terminal glucosilado a nivel extracelular. La Ang II se
une a la superficie externa de los dominios 2 y 3 y parecen importantes determinadas
cisteinas que representan puntos potenciales para la formacion de puentes disulfuro. El
bucle intracelular que une los dominios 5 y 6 y la porcion carboxi-terminal constituyen
la zona que se acopla y regula una determinada proteina G. El ATIR consta de 359 aa 'y
presenta un 93.9 % de homologia con el receptor ATIR de roedores (del cual se
conocen dos tipos: el ATla y el AT1b). Muchas son las funciones que se le atribuyen al
ATIR, entre ellas la vasoconstriccion, modulacion de procesos de crecimiento,
interaccion con procesos endocrinos y nervioso central, liberaciéon de catecolaminas,
control de la sintesis de aldosterona y control de la sed (52). En cuanto a la distribucion
del ATIR, es particularmente prominente en células del musculo vascular liso y en el

miocardio.
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El AT2R presenta 363 aa que adoptan también una estructura con 7 dominios
transmembrana, pero exhibe so6lo un 34% de homologia con el receptor ATI1
principalmente en las regiones transmembrana. En el AT2R la transduccion de la sefial
generalmente no parece implicar la activacion de proteinas G.

1.6.2.2. Distribucidn de los receptores

La distribucion de estos receptores se ha estudiado mas extensamente en la rata
(51), observandose los ATIR en todos los 6rganos diana para la Ang II. Se expresa
exclusivamente en los pulmones, higado, tracto urinario, placenta y pituitaria y es el
principal receptor expresado en vasos, riiidon, cortex adrenal y corazon. Los ATIR y
AT2R son detectados en aproximadamente igual proporcion en el utero y cerebro,
mientras el AT2R se expresa exclusivamente en el ovario y predomina en la médula
adrenal y pancreas. Algunos AT2R también se detectan en el cortex adrenal, rifion,
aorta, corazon e intestino.

En el cerebro, los ATIR y AT2R se detectan en areas discretas y distintas. El
ATIR es expresado exclusivamente en las areas del cerebro implicadas en la regulacion
de la presion sanguinea y la liberacion de vasopresina. Estas incluyen el hipotilamo,
organo subfornical, érgano vasculoso de la lamina terminal, 4rea postrema, nucleo del
tracto solitario, nucleos peri- y paraventricular y en los nucleos supradptico y
supraquiasmatico. Los AT2R se expresan exclusivamente en el cortex cerebelar y en
algunos nucleos talamicos y subtaldmicos. De esta forma, los receptores AT2
predominan en el cerebro medio, mientras que los ATIR predominan en el tronco
encefalico e hipotalamo. En la eminencia media, hipotdlamo y sustancia nigra coexisten

ambos receptores (47).
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1.6.2.3. Transduccion de la sefial celular (53,54)

La Ang II se une al receptor AT1 y activa la proteina Gqa y, posteriormente, la
fosfolipasa C-b1, una enzima ligada a la membrana que hidroliza el fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (IP;) en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El IP; actiia sobre
receptores especificos localizados en el reticulo sarcoplasmico y facilita la liberacion de
calcio alli almacenado y la posterior entrada de calcio extracelular a través de canales de
Ca (este efecto esta mediado por el IP; y/o su derivado 1,3,4,5-tetrafosfato o 1P4). El
resultado final es un aumento de la concentracion intracelular de Ca, que a nivel
muscular cardiaco aumenta la contractilidad y frecuencia cardiaca, a nivel vascular
aumenta el tono arterio-venoso y a nivel adrenal aumenta la sintesis de aldosterona. El
diacilglicerol activa la protein quinasa C, que fosforila diversas proteinas (cadenas
pesada y ligera de la miosina, caldesmona, calponina), alcaliniza el medio intracelular al
estimular el intercambiador Na'-H" y activa la via de la quinasa de la protein quinasa
activada por mitogenos. Esto a su vez, aumenta la expresion de los genes de respuesta
temprana (erg-1, hsp, c-fos, c-jun, c-myc), que aumentan la sintesis de proteinas y
DNA, y estimulan la migracion, el crecimiento y la division celular.

Las proteinas codificadas por los proto-oncogenes c-jun y c-fos se combinan
constituyendo un heterodimero, el factor de transcripcion AP-1, que aumenta la
transcripcion de diversos genes que codifican factores de crecimiento implicados en los
fenomenos de hipertrofia e hiperplasia celular (factor de crecimiento fibroblastico
basico, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento transformante
tipo b) y proteinas de la matriz extracelular (coldgeno, fibronectina, laminina).

Por otro lado, la Ang II activa también otros factores del nucleo de las células

diana, que intervienen en la regulacion de genes asociados con la progresion de la
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enfermedad renal. En concreto, activan miembros de la familia de factores nucleares de
transcripcion KB (NF-kB), los cuales, a su vez, estimulan la expresion de muchos genes
asociados con la inflamacion, produccién de citoquinas y proliferacion fibroblastica.
Todos estos factores llevan a la fibrosis del tejido.

DNA que aumentaba la transcripcion génica de la cadena ligera k de inmunoglobulinas.
Hoy se sabe que el NF-kB participa en la regulacion génica de un nimero de genes
asociados a la respuesta inflamatoria y el crecimiento celular, al unirse a dianas
presentes en los promotores de dichos genes.

Hay dos rutas autocrinas en las cuales la activacion del NF-kB estimula la
sintesis de factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y de angiotensinégeno. El TNF-a
directamente estimula la activacion de NF-kB a través de su propio receptor, mientras
que la sintesis del angiotensindgeno alimenta la sintesis de Ang I, lo que amplifica la
formacion de Ang II. Las maniobras farmacologicas que intrinsecamente reducen la
Ang II (inhibidores de la ECA) o interfieren con su accion (antagonistas de los ATIR y
AT2R) disminuyen la activacion del NF-KB y enlentecen la progresion de la
enfermedad renal (53).

Por su parte, la estimulacion de los receptores AT2:

a) Disminuye la actividad guanilato ciclasa particulada, efecto que parece estar
mediado a través de la activacion de una fosfotirosina fosfatasa que regularia la union
del ATP al dominio quinasa de la enzima, y

b) Aumenta la conductancia al potasio en cultivos neuronales humanos (47).
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1.7. Acciones mediadas a través de los receptores AT1

La Ang II no es s6lo un poderoso vasoconstrictor sino también un potente factor
promotor del crecimiento de las células del musculo liso vascular y otros tipos celulares,
actuando sobre los receptores AT1 en los 6rganos diana (corazdn, vasos y rifion) (52).
La mayoria de las acciones caracteristicas de la Ang II parecen estar mediadas a través
de la estimulacion de receptores ATI1.

1.7.1. Renales (47,55)

La estimulacion de los receptores AT1 produce:

a) Vasoconstriccion y reduccion del flujo sanguineo renal, sin modificacion de la
fraccion de filtracion glomerular. La vasoconstriccion es mas marcada sobre la arteriola
glomerular eferente que sobre la aferente, incrementando la presion capilar glomerular;
por tanto, la Ang II mantiene la presion hidrostatica glomerular cuando la presion de
perfusion glomerular desciende por debajo de un punto critico, tal como sucede en
pacientes con estenosis bilateral de la arteria renal, nefrosclerosis severa, rifion
trasplantado o estenosis de la arteria renal con rifidén unico.

b) Contraccion de las células mesangiales, reduciendo la superficie de filtracion
glomerular y el coeficiente de ultrafiltracion, a la vez que incrementa el paso
transglomerular de macromoléculas. Con ello se facilita la aparicion de
microalbuminuria y posteriormente de proteinuria; €sta podria deberse a un aumento de
la permeabilidad capilar glomerular, quizd porque la vasoconstriccion de la arteriola
eferente aumenta la presion intracapilar glomerular.

¢) Disminucion de la excrecion renal de sodio y agua, y aumento de la de
potasio. Ello es el resultado de una accion renal directa de la Ang Il y de su capacidad

para:
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1) Liberar aldosterona desde las cé€lulas de la zona glomerulosa del cortex adrenal.

2) Redistribuir el flujo renal hacia las nefronas yuxtaglomerulares que tienen asas
de Henle largas.

3) Disminuir el flujo medular renal y la excrecion de Na.

La Ang II acttia directamente sobre la porcion basolateral del tubulo proximal
donde estimula el intercambio Na'/H" y aumenta la reabsorcion de Na', CI y
bicarbonato. La aldosterona actia sobre los tibulos distal y colector reteniendo Na' y
aumentando la excrecion de K™ e H'. La retencion de Na™ y agua puede producir edemas
que comprimen la pared vascular y aumentan las resistencias extravasculares.

La aldosterona estimula también receptores especificos localizados en los
fibroblastos. Esto aumenta su proliferacion y la sintesis de la matriz extracelular, por lo
que desempefia un importante papel en la génesis de la fibrosis cardiaca que aparece en
pacientes con HTA e insuficiencia cardiaca (56).

d) Inhibicion de la liberacion de renina, lo que constituye un sistema de

retroalimentacion negativo que tiende a equilibrar el SRA.

1.7.2. Vasculares (19, 55, 57)

La Ang II produce una potente vasoconstriccion, fundamentalmente arteriolar,
que aumenta las resistencias sistémicas y la tension arterial y, en menor grado, venosa.
La vasoconstriccion es mas marcada a niveles esplacnico, coronario, cutdneo y renal, y
de menor intensidad a nivel pulmonar y muscular esquelético.

La vasoconstriccion seria la resultante de:
a) Estimulacion de receptores AT1 de la fibra muscular lisa arterio-venosa. Ello

aumenta tanto la entrada de Ca’ a través de canales tipo L y T de la membrana como
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b)

d)

e)

la liberacién del Ca” almacenado en el reticulo sarcoplasmico; el resultado de ambas
acciones es un aumento de la concentracion intracelular de Ca’ ([Ca'];) que aumenta
el tono vascular.

Aumento de la reabsorcion de Na', producido por una accién tubular directa o a
través de la liberacion de aldosterona desde el cortex adrenal. La retencion de Na'
incrementa su concentracion intracelular, lo que a su vez activa el intercambio Na'-
Ca’y aumenta la [Ca'];, que seria responsable de la vasoconstriccion.

Liberacion de vasopresina por el nucleo paraventricular hipotalamico.

Aumento del tono simpatico vasoconstrictor. La Ang II facilita la liberacion
presinaptica de noradrenalina desde los terminales nerviosos simpaticos y de
adrenalina desde la médula adrenal, disminuye su reincorporacion en los terminales
nerviosos desde los que se liberan, estimula la transmision ganglionar simpatica,
aumenta la sintesis de catecolaminas (activa la hidroxilacion de la tirosina) y
aumenta la reactividad vascular a la accion vasoconstrictora de la noradrenalina. Por
ultimo, a nivel central (area postrema, 6rgano subfornical, eminencia media, 6rgano
vasculoso de la ldmina terminal, ntcleo paraventricular), la Ang II estimula el tono
simpatico y aumenta las resistencias vasculares sistémicas.

Inhibicidn del tono parasimpatico periférico y central.

La Ang II ademds de ser un poderoso vasoconstrictor, estimula la hipertrofia

vascular. Se ha demostrado que la Ang II (sobre todo la local) estd implicada en la

activacion de tres factores de crecimiento autocrinos-paracrinos en células del musculo

vascular liso (58):

- Factor de crecimiento de fibroblastos.

- Factor de crecimiento transformante b.
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- Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Una clave determinante en la regulacion de la hipertrofia inducida por Ang II
parece ser el TGF-b. Datos sobre células musculares lisas indican que el factor de
crecimiento transformante b es antiproliferativo y conduce a hipertrofia celular. En
ausencia o inhibicion del factor de crecimiento transformante b, el principal efecto de la
Ang II es la mitogénesis o hiperplasia resultante de la activacion del factor de
crecimiento derivado de fibroblastos y del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(59). La activacion simultanea del factor de crecimiento transformante b supera la
actividad proliferativa de otros factores de crecimiento y produce hipertrofia de
miocitos cardiacos, aunque el papel de dicho factor en la hipertrofia cardiaca inducida
por la Ang Il no ha sido estudiada.

La Ang II también aumenta el grosor de la capa media arterial (aumenta el
cociente pared/ luz vascular) y la matriz extracelular. Estos cambios disminuyen la
elasticidad arterial (capacidad de las arterias de gran calibre para cambiar el volumen en
respuesta a cambios de presion) y la reserva coronaria y cerebral. La disminucion de la
elasticidad arterial facilita a su vez la aparicion o mantenimiento de hipertrofia cardiaca
al aumentar desproporcionadamente la tension sistolica y la presion pulsatil, dos
determinantes del trabajo cardiaco (47).

La Ang II ha demostrado estimular el crecimiento y la migraciéon celular
vascular, dos importantes procesos en la arteriosclerosis y la reestenosis (58,59).
Ademas de las lesiones del musculo liso intimal, los macrofagos lipidicos contribuyen
de forma importante a la formacion de la placa arteriosclerdtica. La Ang II puede
estimular la transformacién de monocitos a macréfagos en presencia del colesterol de

lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL), y éstos, de forma simultanea, estimulan
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la expresion celular de la ECA y presumiblemente la sintesis de Ang II. Por tanto, un
posible proceso de feed-back positivo local lleva a aumentos de los niveles de la ECA 'y
la Ang II en la lesidon arteriosclerdtica. Ademas, la Ang Il puede participar en la
fisiopatologia de sindromes isquémicos agudos (19).

Pruebas recientes en humanos y en cultivos celulares han demostrado ademas la
estimulacion de la sintesis de inhibidor del activador del plasminogeno (PAI) en
respuesta a la Ang II. Por tanto, la Ang II puede atenuar la trombolisis mediante la
estimulacion del PAI y la inhibicion de la fibronectina, aumentando la incidencia de
oclusiones venosas, isquemia periférica y necrosis (60). Ademas, la Ang II parece estar
implicada en la activacion y agregacion plaquetaria.

La Ang II también promueve el crecimiento microvascular, estando implicada en
los procesos de angiogénesis y en el desarrollo de circulacion colateral (61).

Un papel importante de la ECA es su accion sobre el metabolismo de la
bradiquinina. La ECA es una quininasa que degrada bradiquinina y otros péptidos. De
este modo, los IECA aumentaran los niveles de bradiquinina tisular, reduciendo la
produccion de Ang II. La bradiquinina acta sobre el endotelio activando la cascada del
acido araquidonico, produciendo prostaciclina y estimulando la liberacion del factor
relajante derivado del endotelio u 6xido nitrico. Al disminuir la Ang II y aumentar el
oxido nitrico, los IECA pueden inhibir el proceso de remodelacion vascular. El 6xido
nitrico, a su vez, inhibe la agregacion y la adhesion plaquetaria, bloquea la proliferacion
de células musculares lisas vasculares e inhibe la adherencia de macréfagos a la pared
vascular. Por tanto, los IECA pueden tener un efecto protector de la aterogénesis debido
a la accién combinada de una menor produccion de Ang Il y mayor sintesis de NO (62,

63).



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 36

1.7.3. Cardiacas (64-67)

Existen pruebas in vivo e in vitro de la produccion local de Ang II y los efectos
sobre el corazon. Ademads, existe una segunda enzima miocardica, la quimasa cardiaca
humana, que puede convertir Ang | en Ang II.

La Ang II aumenta la contractilidad, la frecuencia cardiaca y las demandas
miocardicas de O, y produce una intensa vasoconstriccion coronaria; estos efectos se
deben a una accion directa cardiaca (activa los canales de Ca tipo-L de las células
cardiacas) y al aumento del tono simpatico. Por tanto, la Ang II potencia los efectos
deletéreos de la isquemia (deprime el ST del electrocardiograma y aumenta el area de
infarto y la incidencia de arritmias ventriculares). De hecho, 48 horas después de un
infarto de miocardio se observa un aumento de los niveles plasmaticos y cardiacos de
Ang II como consecuencia de la estimulacion del tono simpatico y la reduccion del flujo
renal secundario. En estos pacientes, la Ang Il al aumentar la postcarga y las demandas
miocardicas de O, contribuye a un deterioro mas rapido de la contractilidad cardiaca y a
la posterior progresion hacia la dilatacion ventricular y la insuficiencia cardiaca (47).

La Ang II puede producir también efectos proarritmogénicos ya que aumenta la
postcarga, el tono simpatico y las demandas miocéardicas de O, a la vez que disminuye
el flujo coronario y los niveles plasmaticos de potasio.

La Ang II contribuye al fallo cardiaco congestivo aumentando la retencion de
sodio y agua, secundario a la liberacion de aldosterona por la glandula adrenal (60).

La Ang II parece desempefiar un papel en los distintos procesos implicados en la
remodelacion cardiaca (19). Los cardiomiocitos y los fibroblastos de ventriculos de

corazones de rata expresan Ang I, Ang II, ATR y ECA y aumentan de tamafio. Esta
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hipertrofia se produce sin presion arterial aumentada, lo cual indica un papel de la Ang
IT en la estimulacion del crecimiento.

En la hipertrofia del ventriculo izquierdo (HVI) con sobrecarga de presion
producida por estrechamiento aortico de ratas, la expresion del RNAm de la ECA
aumento tres veces comparado con ratas control operadas. En otros estudios, se observo
que la expresion génica de la ECA local también se estimula en respuesta a la tension de

la pared ventricular, lo que origina la remodelacion cardiaca (19).

1.8. Bloqueo farmacologico del SRA (47)

En la actualidad disponemos de diversos grupos farmacologicos que bloquean la

sintesis y/o las acciones de la Ang II.

1. Farmacos que bloquean la sintesis o antagonizan las acciones de la renina. Esta es

un area de investigacion en la que ya se han obtenido farmacos efectivos (enalkiram,
remalkirem) por via oral que alin se encuentran en fase de investigacion clinica.
Los bloqueadores b-adrenérgicos inhiben la liberacion de la renina por las células
yuxtaglomerulares, siendo éste un mecanismo que participa en su accion
antihipertensiva. Asi mismo, son muy utiles en la cardiopatia isquémica y en evitar
el reinfarto.

2. Antagonistas de los receptores de la Ang II. Permiten bloquear las acciones de la
Ang 1II, sea cual sea su via de sintesis. El losartan, un bloqueador selectivo de los
ATIR, es el primer farmaco de esta familia, si bien ya existen otros con similar
actividad sobre los receptores AT1R (valsartan, ibersartdn, condesartan, telmisartan,

etc.).
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3.

Anticuerpos monoclonales contra los distintos componentes del SRA. Constituyen
importantes herramientas de trabajo, pero no parecen tener interés terapéutico en la
actualidad.

Inhibidores de la enzima de conversion de Ang (IECA) (68). Este grupo de fairmacos
ha pasado a ocupar en los ultimos afios un lugar destacado en el tratamiento de la
HTA y de la insuficiencia cardiaca. Los IECA producen un bloqueo competitivo de
la ECA. Ello explica por qué sus acciones vasodilatadoras se potencian en pacientes
en los que el SRA estd activado (con deplecion de volumen o en tratamiento con

diuréticos tiazidicos o de asa).

El hallazgo de que, en tratamientos cronicos su accion vasodilatadora no se

correlaciona con la actividad de la renina plasmatica y el que persista en hipertensos

hiporreninémicos y en pacientes anéfricos, indica que los IECA podrian actuar por otros

mecanismos entre los que se incluyen:

a)
b)

c)

d)

Un aumento en los niveles de quininas y prostaglandinas vasodilatadoras.

Una inhibicién del aumento del tono simpatico que la Ang II produce.

Una reduccién en los niveles plasmaticos de vasopresina, si bien no hay una
correlacion directa entre este efecto, que tarda de tres a cuatro semanas en aparecer
y la accion antihipertensiva de los IECA que es inmediata.

Una inhibicion central de las acciones de la Ang 11 y del tono simpatico.

1.8.1. Acciones farmacologicas de los IECA y los antagonistas del receptor AT1R (68)

1) A nivel cardiaco. La hipertrofia cardiaca es la respuesta del ventriculo a la

sobrecarga de presion o de volumen. Aunque pretende mejorar el volumen minuto, la
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hipertrofia cardiaca del hipertenso representa un factor de alto riesgo independiente del
proceso que la produce, aumentando la incidencia de complicaciones cardiacas.

Los IECA revierten la hipertrofia cardiaca del paciente hipertenso, siendo este
efecto independiente de su accion hemodinamica-antihipertensiva, ya que aparece
incluso en dosis que no modifican la tension arterial. Esta regresion se acompafia de una
reduccion en la sintesis de proteinas y DNA, mas una inhibicién de la expresion de los
genes de respuesta inmediata (c-myc, c-jun, c-fos, erb-1) y tardia. Reducen la fibrosis
intersticial y perivascular cardiaca, aumentando por ende la reserva coronaria. También
mejora la funcidn sistdlica, asi como la diastolica, reduciendo las arritmias y los signos
de isquemia cardiaca.

Un efecto similar sobre la regresion de la HVI y sus consecuencias secundarias
lo ejercen también los antagonistas de los receptores de Ang II de tipo 1 (69-71).

2) A nivel vascular. Los IECA producen vasodilatacion arteriovenosa, reducen

la fibrosis y la hipertrofia de la capa media arterial. Ademas, disminuyen el cociente
pared/luz vascular, asi como los didmetros externo e interno arteriales. Como
consecuencia, aumentan la distensibilidad de las grandes arterias y la reserva vascular
coronaria y cerebral. Es posible que los IECA, y probablemente los antagonistas de los
receptores de Ang II de tipo 1, sean los fa&rmacos que mayor regresion del remodelado
vascular producen en el paciente hipertenso.

3) A nivel renal. Los IECA y los antagonistas de los receptores de Ang Il de tipo
1, inhiben los efectos renales de la Ang II, especialmente la vasoconstriccion de la
arteriola eferente. Asi, en pacientes hipertensos incrementan el flujo sanguineo renal

pero no modifican la velocidad de filtracion glomerular o la fraccion de filtracion.
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También producen diuresis y natriuresis, por reduccion de la secrecion de aldosterona,

inhibicién del tono simpético renal y, posiblemente, por una accién tubular directa.

1.8.2. Influencia genética en la respuesta terapéutica a los IECA

Actualmente hay escasa informacion sobre la influencia genética en la respuesta
terapéutica del bloqueo del SRA. Trabajos previos han mostrado un mayor efecto
antiproteinurico de los IECA en pacientes con genotipo “desfavorable” de la ECA y
enfermedad glomerular (72,73). El bloqueo de la mayor sintesis de Ang II en pacientes
con genotipo “desfavorable” ha sido el mecanismo aducido. Un efecto similar ha sido
observado en la HVI. Sasaki y col. (74) y nuestro propio grupo (75) hemos observado
una mayor regresion de la HVI tras tratamiento con IECA en pacientes con genotipo
“desfavorable” de la ECA. Por el contrario, en pacientes diabéticos el efecto beneficioso
de los IECA parece estar mas acentuado en enfermos con genotipos mas “favorables”
(76,77). El peso de determinados factores ambientales o la interacciébn de otros
polimorfismos en enfermedades poligénicas como la diabetes, pudieran justificar tal
controversia. Estos hechos demandan estudios controlados a mas largo plazo, con el
propodsito de que en un futuro, el conocimiento de los distintos genotipos ayude a

predecir la respuesta terapéutica del bloqueo del SRA.

1.9. Genética del SRA

a) En los ultimos afos se han ido identificando los diferentes genes que
codifican las proteinas responsables del SRA. En estos estudios han sido incluidos los
clonajes de dichos genes, lo que ha permitido detectar diferentes polimorfismos en cada

uno de ellos.
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b) Paralelamente a estos trabajos, han ido surgiendo un sinfin de estudios de
asociacion entre esos polimorfismos genéticos del SRA y las ECVs, concretamente la

de genotipos “desfavorables” y la presencia de enfermedad cardiovascular.

2. Descripcion de los principales polimorfismos genéticos del SRA implicados en

las ECVs.

2.1. Polimorfismo del gen de la enzima de conversion de angiotensina (ECA)
La ECA (o kininasa II) es una carboxipeptidasa (dependiente de zinc)

ampliamente distribuida por la superficie de las células endoteliales y epiteliales. El gen
de la ECA esta localizado en el cromosoma 17q23, abarca 21 kb e incluye 26 exones.
Su secuencia codificable es de 4.3 kb de longitud y codifica una proteina de 1306
aminoacidos, incluyendo un péptido sefial de 29 residuos. Los niveles de ECA en
plasma son estables en el tiempo en los individuos, pero hay una marcada variabilidad
interindividual. Aproximadamente, el 50% de esta variabilidad se debe a un efecto

genético (78).
El clonaje del gen de la ECA ha permitido detectar un polimorfismo basado en

la presencia (insercion= 1) o ausencia (delecion= D) de 287 pb en el intrén 16 de dicho
gen (79,80) (Fig. 4). El polimorfismo sigue caracteristicas mendelianas y en una
poblacion en equilibrio la formula de Hardy-Weinberg estima la frecuencia de aparicion

del alelo I y D.
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Fig. 4. Presentacion esquematica de los alelos 1 (insercion) y D (delecion) del locus del

gen de la ECA humana

Un andlisis de la secuencia de DNA tanto del alelo I como del D revel6 una
pareja de secuencias idénticas de 14 bases, con la primera en un extremo del inserto y la
otra flanqueando el otro extremo opuesto del inserto (81). El reordenamiento de estas
dos repeticiones sugiere un posible origen del alelo D. Durante la meiosis, una de estas
dos repeticiones podria alinearse con la complementaria de la otra, produciendo un
bucle (“loop-out”) con el fragmento de 287 pb. Este patrén polimorfico sugiere que la
naturaleza del suceso podria haber sido la delecion y no la insercion. La posterior

sintesis del DNA tendria entonces lugar sobre la cadena templada més corta.

El polimorfismo de la ECA se caracteriza por la existencia de tres posibles

genotipos en la poblacion general: homozigotos II y DD, y heterozigotos ID. La
prevalencia de los diferentes genotipos varia segin las caracteristicas étnicas y
geograficas. Asi, en Japon el 20% de la poblacion presenta el genotipo DD (82),
mientras que en Italia es el 40% (83), algo similar a la encontrada por nuestro grupo en

poblacion canaria, entre un 40-42% (84).
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Los individuos DD presentan niveles circulantes y celulares mas elevados de

ECA y mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (80). En relacion a esto, el
polimorfismo I/D se ha encontrado que esta en fuerte desequilibrio de ligamiento con el
locus del gen que mas controla la ECA en plasma, observandose niveles medios de
ECA en sujetos DD aproximadamente el doble que el de sujetos II, teniendo los
individuos ID wvalores intermedios (80, 85). Esto indica que el polimorfismo es
codominante, es decir, los efectos de ambos alelos son detectables en los heterocigotos.
El polimorfismo de la ECA tiene una asociacion significativa no s6lo con el nivel en
plasma de la ECA, sino también con el intracelular, como se midid por la actividad

ECA en linfocitos T (86).

2.1.1 Estudios de asociacion.

Las principales ECVs de nuestro interés a las que el alelo “desfavorable” D se
ha asociado son:

a) Cardiopatia isquémica/ Infarto de miocardio (IM), sobre todo en pacientes sin los

factores de riesgo tradicionales para la enfermedad cardiaca coronaria (bajo nivel de
apolipoproteina B e indice de masa corporal y ausencia de farmacoterapia
hipolipemiante) (87-91). Hay también trabajos en los que no se ha encontrado dicha
asociacion (92-94). Un meta-analisis de Samani y col. (95), en el que incluy6 15
estudios y datos de 3394 pacientes con IM, concluy6 que el riesgo de IM era 1.26
(95% CI 1.15-1.39, P<0.0001) veces mas elevado para el genotipo DD frente a los
ID/II. Este trabajo demostrd que el genotipo de la ECA podria estar asociado con el

IM, pero el impacto del alelo D probablemente sea pequefio.
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b)

d)

2

h)

HVI (84,96-99). Una revision reciente de Schunkert (100) mostrd que la mayoria de
los trabajos encuentran una asociacion entre la presencia de HVI y el genotipo DD.
No obstante, otros grupos no han encontrado tal asociacion (101,102).

HTA. El alelo D se ha asociado a algunas complicaciones cardiovasculares
derivadas de la HTA, tales como la microalbuminuria (103,104) o la HVI (104). Sin
embargo, la hipertension per se no parece estar asociada al polimorfismo del gen de
la ECA. Aunque se ha encontrado dicha asociacion en varones en algin trabajo
previo (105), la mayoria de los mismos son estudios negativos. Esto ha sido
observado en varios estudios en humanos de diferentes regiones del mundo (106-
109).

Estenosis de arteria renal. Missouris y col. (110) encontraron una asociacion

positiva con el alelo D en un grupo de pacientes de Inglaterra.

Accidente cerebrovascular (ACV). El genotipo DD se ha observado que es un factor

de riesgo independiente para el ACV (111, 112). Otros trabajos, sin embargo niegan
la existencia de asociacion (113).

Poliquistosis renal. Hay estudios que sugieren que en pacientes con poliquistosis

renal y homocigoéticos para el alelo D del gen de la ECA, tienen un riesgo mayor de
desarrollar una progresion de la insuficiencia renal hacia estadios finales a edades
tempranas (114).

Diabetes y progresion de la enfermedad renal. Hay trabajos recientes que

demuestran que la principal asociacion entre el genotipo DD y la progresion de la
nefropatia diabética se observa en enfermos asidticos con diabetes tipo II (115-118).
Otras entidades con las que se ha asociado la presencia del DD son la progresion de

la enfermedad renal en la nefropatia IgA (72), glomerulosclerosis segmentaria focal
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(119), y nefroangiosclerosis con HTA (120). Asimismo, también en pacientes con
trasplante renal, se ha observado que aquellos con el genotipo DD tienen una peor

supervivencia del injerto (121).

La falta de asociacion entre este polimorfismo y la ECV observado por otros
autores, lejos de restarle importancia, apuntan la posibilidad de que dicho polimorfismo
represente un marcador genético de una mutacion permisiva para la aparicion de ECV,
en otra zona cercana del gen de la ECA. Por otra parte, es posible que para el desarrollo

de ECV se requiera la interaccion con otros genes del SRA u otros sistemas fisioldgicos.

2.2. Polimorfismo del gen del receptor de angiotensina II de tipo 1 (AT1R)

El ¢cDNA humano del ATIR fue clonado en 1992 (122,123). El gen ATIR

humano estd presente en una copia sencilla (124), en el cromosoma 3q22 (125),
comprendiendo al menos cuatro (126) o cinco (127) exones, y abarca alrededor de
60.000 pares de bases. La secuencia codificante entera esta localizada dentro del ultimo
exon (126-128). Se han descrito diferentes splicing del cDNA humano del AT1R (128).
Debido a la omision de uno de los exones 5° no traducibles, existen variantes del
splicing que se expresan en varios organos del sistema cardiovascular (126-128). Los
exones 2, 3 y 4 sufren splicing alternativo y resulta en la produccién de al menos ocho
especies diferentes de RNAm. El andlisis por transcripcion reversa y reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) ha demostrado que los RNAm que contienen los exones 1y
5,6 1, 2 y 5 son los mas abundantes en todos los tejidos examinados. El papel de estas
diferentes variantes del splicing atin no ha sido explicado. Cada una de ellas incluye el

mismo primer exon y de esta forma es conducido por el mismo promotor.
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Varios grupos han investigado la secuencia codificante del ATIR para describir
polimorfismos y mutaciones puntuales en la secuencia, que interaccionaran con
enfermedades cardiovasculares (129-132). Asi, en algunas formas de hipertension, la
respuesta funcional a la infusion de Ang II estd alterada (133) y se ha sugerido que
determinados defectos genéticos en el ATR son responsables de tal alteracion. Varios
polimorfismos han sido descritos en la region codificante y en la 3’ no codificante: T°"°-
C, A]°62-G, A”66-C, GPl.T y A®®_G. Estos no alteran la secuencia aminoacidica del
receptor (129,132). También se ha descrito un polimorfismo de repeticion CA en torno
a 15 kb “corriente abajo” del final 3’ de la secuencia codificante (125).

De estos polimorfismos, el mas estudiado es la transversion A® C en la posicion
1166 del gen, localizado en la region 3° no codificante. Por ello, cuando aparece el

nucleodtido adenina se denomina alelo A, y para la presencia de la citosina, alelo C (Fig

5).
A1166
1 60 kb 1
5 — Gen ATIR 3
Cr.3q22 T
C1166

Fig. 5. Presentacion esquematica del polimorfismo A/C1166 del gen AT1IR

Esto hace que se encuentren en la poblacion tres genotipos diferentes con

respecto a este polimorfismo: individuos homocigoticos para el alelo A (individuos

AA), heterocigéticos (AC) y homocigoticos para el alelo C (CC). La frecuencia alélica
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del alelo A en poblacion Europea y Australiana es del 0.70, mientras que para el alelo C
estd en torno a un 0.30. El porcentaje de individuos AA alcanza valores aproximados
entre 50-60% y para los homocigoticos CC esta entre el 4-10% de la poblacion (129,

134,135).
La variante A''®® C est4 localizada en el final 5° de la region 3’ no traducible y

no se ha demostrado que afecte a la estabilidad del RNAm o su poliadenilacion. El
polimorfismo no parece ser funcional por si mismo. Sin embargo, se han descrito
asociaciones del alelo C con ECVs. Por ello, se postula que podria estar en desequilibrio

de ligamiento con una variante no identificada atin (129).

2.2.1.Estudios de asociacion con algunas enfermedades.

a) HTA. El cambio A''®-C mostré un aumento significativo en la frecuencia alélica

del C''%® en sujetos hipertensos (129,134).

b) Cardiopatia isquémica/ IM. Berge KE y col. (135) encontraron que el alelo

11
“desfavorable” C!'%

estaba asociado al riesgo de sufrir infarto de miocardio, pero
esto lo observo en sujetos varones con ausencia de factores tradicionales CV. En
apoyo a esto, Amant y col. (136) asociaron este polimorfismo del ATIR a la
vasoconstriccion arterial coronaria en sujetos con arterias coronarias normales, algo
que puede jugar un papel en la expresion clinica de la arterioesclerosis coronaria, y

por ende, en el infarto de miocardio. Nakauchi y col. anteriormente ya habian

observado relacion entre el alelo ATIR C y la estenosis arterial coronaria (137).
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2.2.2. Efectos sinérgicos con otros alelos desfavorables del SRA.

a) Infarto de miocardio. Se ha visto que la interaccion entre el polimorfismo DD de la

ECA vy la variante C''°° del ATIR aumenta significativamente el riesgo de infarto de
miocardio (138). El mecanismo bioldgico por el cual el genotipo CC, en unién con
el DD de la ECA, aumenta el riesgo de sufrir IAM se desconoce. Mientras es bien
conocida la asociacion del alelo D con la expresion aumentada de ECA, no se ha
identificado atn ningun fenotipo intermediario asociado con el alelo ATIR C.

b) HVI. Hamon y col. (139) no encontraron ningun efecto epistatico entre el gen ATIR
Cy el ECA D en la HVI de pacientes con arterias coronarias normales, en poblacion

francesa.

2.3. Polimorfismo del gen del angiotensinégeno

El angiotensinogeno (AGT) es el sustrato de la renina y el precursor del péptido

angiotensina, la prohormona de la Ang II. Es una proteina sintetizada principalmente en
el higado y su concentracion es un factor de grado limitante en la generacion de la Ang
IT (140). El AGT tiene una funcion reguladora activa tanto a nivel de sangre circulante
como local en tejidos, bajo condiciones fisiologicas y patologicas (54,141-143). El
analisis de la cinética de la reaccion de la renina ha demostrado que la produccion de
Ang II plasmatica es sensible a pequefios cambios tanto en la concentracion de renina
como de AGT en la circulacion (143). Aunque el AGT es principalmente producido en
el higado, el analisis de la distribucion de su RNAm ha demostrado que el gen del AGT
se expresa en muchos tejidos, incluyendo al cerebro, espina dorsal, aorta, rifion,
glandula adrenal, atrio, bazo y tejido adiposo. Como en el plasma, el AGT parece jugar

un papel en la regulacion local de la produccion de Ang II. Un estudio de la cinética de
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la reaccion de la renina en extractos de tejido presentd que la sintesis de Ang II
dependia de la disponibilidad local de AGT (144). En un modelo in vivo de hipertrofia
cardiaca por sobrepresion, se observd que el nivel de RNAm del AGT era
extremadamente bajo en ventriculos de corazones normales, mientras el RNAm
aumentd significativamente en los ventriculos izquierdos hipertrofiados (145). Asi
mismo, en modelos de fallo cardiaco, los niveles de RNAm de AGT estaban
especialmente aumentados en corazén y rindn (146, 147). Por otro lado, sus niveles
circulantes han sido relacionados positivamente a la presion sanguinea (148,149). Todos
estos resultados sugieren que el AGT estd implicado en las enfermedades
cardiovasculares.

El cDNA del AGT humano tiene 1.455 nucledtidos de largo y codifica para una
proteina de 485 aa. El primer exon (37 pb) codifica la regiéon 5° no traducible del
RNAm. Hay dos sitios de inicio de transduccion (ATG) potenciales, y el segundo exon
codifica un péptido sefial de 24 6 33 residuos y los primeros 252 aa (59%) de la proteina
madura. El AGT maduro contiene 452 aa; los primeros 10 aa corresponden a la Ang I, y
la otra porcién mas larga corresponde al des(Ang [)AGT. El ex6n 3 codifica 90 aa y el
exon 4 codifica para 48 residuos. El exon 5 contiene una pequena secuencia codificante
(62 aa), seguida de una secuencia 3’ no traducible con dos sefiales de poliadenilacion,
siendo responsable de la existencia de especies de RNAm diferentes en una longitud de
200 nucleotidos (150).

En un estudio de poblaciones de Francia y Utah (USA) se identificaron 15
polimorfismos de diferente frecuencia del gen del AGT en el cromosoma 1q42-43
(151). Dos de ellos estan localizados en el exon 2, consistiendo uno en una transicion

timina-citosina (T® C) en el nucledtido 704, el cual origina una mutacion con sentido
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erroneo en la posicion 235 de la proteina, de una metionina por treonina (M235T), y el
otro provoca una sustitucion aminoacidica de una treonina por metionina en la posicion
174 (T174M). Ambas mutaciones estan en completo desequilibrio de ligamiento. De
ellas, el que mas interés ha suscitado es el M235T, que demuestra una asociacion entre
la hipertensién y el AGT plasmatico, y ha sido sujeto de muchos estudios de casos-

controles (150) (Fig. 6).

(T704) Met235

5 v .

Cr.1q42-43

(C704) Thr235

Fig. 6. Presentacion esquematica del polimorfismo M/T235 del gen AGT

Esta variante génica provoca que hayan tres clases de genotipos en la poblacion:

individuos MM (homocigoéticos M), individuos MT (heterocigdticos) y otros como TT
(homocigoticos T). La frecuencia del alelo M estd en torno a 0.50-0.65 en la poblacion
blanca, dependiendo de la zona geografica (152,153). En el caso del alelo T, la
frecuencia en poblacion asiatica alcanza el 0.75 (154), mientras que en poblacion negra

africana alcanza hasta el 0.80-0.85 (155).

Parece ser que el alelo T235 (desfavorable) se ha asociado a niveles circulantes

elevados de AGT (151,154,156), aunque también hay estudios negativos, en alguno de
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los cuales se da mas importancia a la diferencia en la expresion de AGT en tejidos que

la concentracion plasmatica, como un determinante funcional (157).

2.3.1. Estudios de asociacion a diversas enfermedades

a)

b)

HTA. Tanto el polimorfismo T174M como el M235T han sido asociados
significativamente a la hipertension arterial (151,152, 158-160). Asi mismo, el
polimorfismo M235T se ha asociado a esta entidad en diferentes poblaciones, de
Japon (161,162) y del continente africano (155).

Enfermedad cardiaca coronaria (ECC). Se ha observado que el genotipo

“desfavorable” T235 aumenta al doble el riesgo de desarrollar ECC (153). Es
improbable que esta asociacion esté mediada a través del efecto del locus del AGT
sobre el riesgo de hipertension. Se demostré que dicho efecto era independiente de
la presion sanguinea y de la frecuencia del tratamiento antihipertensivo. Es tentador
sugerir que el gen del AGT podria por si mismo tener un papel causal en el
desarrollo de la ECC, por estar el alelo T235 asociado con un aumento de las
concentraciones de AGT circulante (151,154,156). En este sentido, un reciente
estudio de Winkelmann y col. (163), tomando como muestra de estudio pacientes
con ECC y un subgrupo de supervivientes de IM, observd una relacion entre este
polimorfismo, niveles de AGT y la EEC. Este marcador, por tanto, parece identificar
individuos con dos veces mas probabilidad de desarrollar una ECC que aquellos con

valores similares establecidos como de riesgo de ECC (153).
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2.3.2. Efectos sinérgicos con otros polimorfismos desfavorables del SRA

a) Nefropatia diabética. En un amplio estudio (164) se ha encontrado una interaccion

entre el polimorfismo ECA I/D y el AGT M235T. Como el AGT M235T puede
determinar parcialmente el nivel del AGT, esta interaccion sugiere que el nivel del
AGT, el precursor de la Ang I, puede también afectar la circulacion glomerular de
pacientes diabéticos insulino-dependientes, y que este efecto podria solo ser
aparente en sujetos en los que la conversion de Ang I no estd fuertemente limitada
por la baja disponibilidad de la ECA.

b) ECC/ IM. Ludwig y col. (88) encontraron que los alelos ECA D y AGT 235T
estaban estadisticamente asociados con la ECC y el IM, y habia una interaccion
sinérgica entre los dos alelos en pacientes con factores de bajo riesgo para dichas

enfermedades.

2.4. Polimorfismo del gen de la quimasa cardiaca

Todos los componentes del SRA parecen estar presentes en el corazon humano,
indicando que éste no es s6lo una diana, sino también un 6rgano endocrino y paracrino
para la Ang II. Se ha visto que a nivel de ventriculos cardiacos, la formacion de
angiotensina II dependiente de la ECA es menor (» 10%) que la sintesis dependiente de
quimasa (» 80%) (165). Esta observacion podria sugerir que la formacion de Ang II
dependiente de quimasa no esta acoplada a la inactivacion simultanea de péptidos
vasodilatadores, como ha sido demostrado con la ECA, un papel por tanto mas
consistente con la regulacion de la funcion del miocito que con la regulacion de la

presion sanguinea (166,167). La quimasa cardiaca es la enzima mas eficiente y
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especifica formadora de angiotensina Il descrita (166,167) y el primer miembro
caracterizado estructuralmente del grupo de las enzimas denominadas quimasas.

El clonaje del gen de la quimasa cardiaca y de su cDNA ha permitido describir
dos regiones polimorficas a las que se han denominado CMA/A y CMA/B. El

mecanismo funcional de estos polimorfismos se desconoce por el momento.

Estudios de asociacion

a) Cardiomiopatia hipertrofica. Pfeufer y col. (168) encontraron una asociacion
sinérgica entre el polimorfismo ECA I/D y el CMA/B en la cardiomiopatia
hipertrofica.

b) IAM/ Tamafio del corazén /presion sanguinea. Pfeufer y col. (169), siguiendo con

los estudios de este polimorfismo, fueron incapaces de identificar alguna asociacion
entre el mismo y el IAM, ni tampoco demostraron ligamiento entre el locus de la
quimasa cardiaca y el tamafo del corazon. Sin embargo, en la misma poblacion si

encontraron asociacion entre el polimorfismo de la ECA y el [AM.

3. Otros polimorfismos asociados a ECVs
3.1. Polimorfismo del gen b-fibrinogeno

El fibrindgeno es una glicoproteina de fase aguda y constituye uno de los pilares
fundamentales del proceso de la coagulacion. Tanto en hombres como en mujeres, la
concentracion de fibrindgeno aumenta con la edad, la obesidad, el fumar y es mas alta
en diabéticos que en no diabéticos (170-172). Diversos estudios han establecido una
relacién entre niveles altos de fibrindgeno y la formacion y extension de la placa de

ateroma (39,173). Se ha demostrado que el aumento en sangre de moléculas grandes y



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 54

asimétricas como el fibrindgeno, incrementan la viscosidad sanguinea, aumentando el
riesgo de formacion de trombos (40,174). Sin embargo, si el fibrindgeno es un factor
causal o secundario en el desarrollo de la arterioesclerosis y sus complicaciones, todavia
es objeto de debate.

La molécula de fibrindgeno estd formada por tres cadenas codificadas por

diferentes genes, denotados como a, b y g (175). Se han identificado varios

polimorfismos en el gen del b-fibrindgeno. Uno de estos es una sustitucion de guanina a
adenina en la posicién -455 (G/A™*) (176,177).

El G/A™ se ha asociado a variaciones de la concentracién de fibrindgeno en
plasma (176,178-180), aunque otros autores no lo corroboran (181).

Estudios de asociacion

a) Niveles plasmaticos de fibrindgeno / Tabaquismo. Thomas y col. (179) demostraron
una interaccion entre edad, tabaquismo y frecuencia del polimorfismo G/A™”. Por
su parte, Behague y col. (176) también observaron una asociacién entre algunos
polimorfismos del gen b-fibrindgeno (incluido el G/A™) y niveles plasmaticos de
la proteina solo en individuos fumadores.

b) Enfermedad arterial coronaria (EAC) / IM. Behague y col. (176) encontraron

asociacion con el grado de EAC evaluada por angiografia coronaria en pacientes con
IM y el polimorfismo del gen b-fibrindgeno. En otro estudio, Tybjerg-Hansen y col.
(180) no hallaron asociacion con la enfermedad isquémica cardiaca y el
polimorfismo G/A™ en un estudio de 9127 individuos basados en The Copenhagen
City Heart Study, aunque si encontraron asociaciéon con un aumento en los niveles

de fibrin6geno en la poblacion general.
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3.2. Polimorfismo del gen de la glicoproteina plaquetaria I1la (GPIIla)

Algunos trabajos indican que el infarto de miocardio y la angina inestable
resultan de la formacion de un agregado plaquetario en el sitio de ruptura de una placa
arteriosclerdtica coronaria (182). La formacion de tales agregados requiere la union del
fibrinogeno y el factor de von Willebrand a la glicoproteina IIb/Illa, un receptor de la
superficie plaquetaria. Se ha demostrado el beneficio de los inhibidores de la funcion
plaquetaria tanto en la prevencion como en la reduccion de la mortalidad y morbilidad
asociadas con los sindromes coronarios inestables (183,184). Por ello, hay fuertes
evidencias de que las plaquetas, y la GPIIb/IlIa en particular, tienen un papel importante
en la patogénesis de los sindromes agudos coronarios.

Las glicoproteinas de membrana plaquetaria son altamente polimorficas y
pueden ser reconocidas como aloantigenos o autoantigenos. Uno de los sitios
polimorficos en la proteina GPIIla que afectan al sistema de aloantigenos es la Leu 33
(185). El polimorfismo Leu33Pro, resultado de la sustitucion de una citosina por
timidina (186), se postula que conlleva a un aumento de la unién del fibrindgeno al
receptor GPIIb/Illa, con el consiguiente aumento de la agregacion plaquetaria y

formacion de trombos (41,187).

Estudios de asociacion

a) Trombosis coronaria / IM. Weiss y col. en 1996 (188), encontraron una alta

frecuencia de miembros familiares homocigdticos para la proteina Pro33, en
parientes con una prevalencia alta de sucesos coronarios agudos a una edad
relativamente joven (antes de los 60 afos). Carter y col. (189) el mismo afio, asocid

también el polimorfismo Leu33Pro al IM en un pequeiio grupo de hombres jovenes
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(<47 afios) que habian sufrido su primer infarto. Asi mismo, en otro estudio de

Anderson y col. (190) se asoci6 modestamente esta variante al IM no fatidico.

b) Rechazo agudo en el trasplante renal. Nuestro grupo ha identificado una asociacion
del polimorfismo Leu33Pro con el rechazo agudo en poblacion trasplantada de
rinén, de tal forma que los pacientes con Pro33 presentan una tasa mayor de

rechazos que el resto (191).

3.3. Polimorfismo del gen de la apolipoproteina E

La formacion y el desarrollo de una lesion arteriosclerdtica depende de la
presencia de varias condiciones fisiologicas o factores de riesgo, pero es crucial un
perfil anormal de particulas lipoproteicas transportadoras de lipidos. Especificamente,
se ha demostrado que los altos niveles de lipoproteina de baja densidad (LDL) estan
asociados con un aumento del riesgo de desarrollo de arteriosclerosis (42). El
mecanismo por el cual los niveles anormales de lipoproteinas inducen o aumentan la
formacion de la lesion arteriosclerdtica se desconoce. Sin embargo, se pueden describir
algunos de los eventos claves en la formacion de la lesion. El suceso que lleva a la
formacion de una lesion se cree que es algun dafio en la capa de células endoteliales que
revisten el interior de las arterias. Este dafio inicia una respuesta reparadora
caracterizada por la infiltracion de monocitos y linfocitos T en el espacio bajo la capa de
células endoteliales. En presencia de altos niveles de LDL, este proceso de reparacion es
acompafiado por una infiltracion de particulas lipoproteicas ricas en colesterol. La
cantidad de lipidos que se acumula en el espacio subendotelial esta relacionado con la
cantidad de LDL en la circulacion. Algunas fracciones de estas lipoproteinas pueden

llegar a ser dafiadas o modificadas por oxidacion parcial. La LDL oxidada parece servir



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 57

de sustancia quimiotdctil para monocitos y linfocitos adicionales al espacio
subendotelial. Esto prolonga y acentta la respuesta inicial a la pared del vaso dafiada
(42).

Las condiciones fisioldgicas que aumentan el nivel de oxidaciéon de las LDL
probablemente aceleran el desarrollo de la lesion. La diabetes, un conocido factor de
riesgo para la arteriosclerosis, podria tener su efecto por aumento del dafio oxidativo de
las LDL.

Las lipoproteinas son particulas esféricas compuestas de una superficie polar de
proteina, fosfolipidos y colesterol libre, mas una cubierta apolar que contiene ésteres de
colesterol y triglicéridos. La funcion primaria de estas particulas es transportar lipidos,
principalmente colesterol y triglicéridos, entre 6rganos y tejidos. Hay varios tipos de
lipoproteinas, caracterizadas por distintas funciones y que contienen grupos especificos
de proteinas especializadas llamadas apolipoproteinas. Las particulas LDL son retiradas
de la circulacion por el receptor de LDL, el cual se encuentra sobre la superficie de
todas las células del organismo y particularmente en los hepatocitos. El receptor de LDL
se une fuertemente a las particulas de LDL por reconocimiento especifico de
apolipoproteinas (la apolipoproteina B o en algunos casos la apolipoproteina E) que
estan presentes sobre la superficie de la particula de LDL (42).

Como ya se describio anteriormente, uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de la arteriosclerosis es el nivel de LDL en la circulacion.
Por esta razdn, algunos de los primeros estudios sobre las anormalidades genéticas que
afectan a la arteriosclerosis fueron enfocadas hacia los genes que codifican el receptor
de LDL vy los ligandos de apolipoproteinas para el receptor de LDL, entre los que se

encuentran la apolipoproteina E (apo E).
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La apo E es un constituyente importante de varias clases de lipoproteinas del
plasma, predominantemente lipoproteinas de alta (HDL) y muy baja densidad (VLDL) y
quilomicrones (lipoproteinas ricas en triglicéridos). La apoE se expresa notablemente en
el higado y en muchos tejidos periféricos (cerebro, rifion, glandula adrenal, macrofagos,
bazo y ovario), donde parece que participa en la redistribucion de los lipidos. En el
sistema nervioso, la apoE esta implicada en el crecimiento y reparacion de neuronas

danadas (192,193).

Los 3.6 kb de largo del gen apo E (cromosoma 19q13.2) produce un RNAm de

1.1 kb, el cual se encuentra en los tejidos antes mencionados. Codifica para una
preproteina de 317 residuos con un péptido sefial de 18 residuos. La secuencia entre los
residuos 140 y 160 de la proteina madura de 299 aa estan implicados en la unién al
receptor de LDL. La mayoria de la apo E de la circulacion es sintetizada en el higado.
De los 5 mg/dl presentes, el 50% estan en las HDL, 10% en las LDL, 20% en las IDL
(lipoproteinas de densidad intermedia) y el otro 20% en las VLDL. Es una glicoproteina
con una cadena sencilla de carbohidratos unida en posicion O en la treonina 194. Estos

carbohidratos contienen uno o mas residuos de acido sialico.

Hay tres isoformas de apoE humana: apoE2, E3 y E4, codificadas por tres alelos

diferentes (€2, €3 y e4) del gen apoE, cuya proporcion en individuos de raza blanca es
8, 80 y 12 % respectivamente. Las isoformas difieren en los residuos 112 y 158: la E2
posee Cys 112/Cys 158, la E3 es Cys 112/Arg 158 y la E4 seria Arg 112/Arg 158 (42).
Por ello, en la poblacion nos podemos encontrar con seis genotipos: E2/2, E2/3, E2/4,
E3/3, E3/4 y E4/4 (Fig. 7), de los cuales los alelos €3 y 4 forman parte del 90 % de los

mismos.
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Fig. 7. Presentacion esquematica del polimorfismo E2/E3/E4 del gen de la apo E.

La variacion genética en este locus parece ser que contribuye de una forma

marcada a las variaciones interindividuales de colesterol total y niveles de particulas
LDL (194-196). El polimorfismo apo E implica la region codificante del gen apo E y
resulta en alteraciones del producto génico, el cual, tanto directa como secundariamente,
afecta el destino metabolico de las particulas lipoproteicas. La apo E2 tiene una afinidad
mas baja por el receptor, lo cual resulta en un retraso del aclaramiento plasmatico de las
particulas lipoproteicas E2. La apo E4 estd distribuida de diferente forma que la E3
entre las VLDL y HDL, es degradada més rapidamente que la apo E3 y podria aumentar
el catabolismo de las particulas E4, llevando a otras alteraciones en el metabolismo

lipoproteico que resultaria en los niveles elevados de LDL (194).

Estudios de asociacion

a) Enfermedad arterial coronaria (EAC) / IM. Stengard JH (197) observo que el alelo

apo E4 (“desfavorable”) era un predictor de muerte por EAC en una muestra de

mas de 500 hombres finlandeses, a los que siguid durante cinco afios. Otro estudio
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b)

d)

(198) mostrd que la frecuencia del alelo E4 aumentaba linealmente con la gravedad
angiografica de la EAC en ambos sexos (relacionado con el numero de vasos
dafiados). Por otro lado, Nakata y col. (199) aportaron que el alelo E4 era un factor
de riesgo genético independiente para la isquemia miocardica en poblacion
japonesa.

Arteriosclerosis. Varios estudios han asociado el polimorfismo E4 con la aparicion

de arteriosclerosis, entre ellos los trabajos de Davignon y col. (194) y Cattin y col.
(200).

ACV. Se ha observado una asociacion entre el alelo apo E4 y el ACV (201), aunque
otros autores no encuentran tal asociacion (202).

En pacientes en hemodialisis, el alelo €4 se ha asociado al desarrollo de dislipemia
(203). Asi mismo, poblacién portadora de un injerto renal ha mostrado una mayor
prevalencia del alelo e4, lo que se ha relacionado con una progresion mas acelerada
de la insuficiencia renal (204). En estos pacientes, el proceso evolutivo de la
nefropatia crénica del injerto se asemeja a los cambios observados en la
ateromatosis. De ahi que podria existir una conexién entre el polimorfismo de la
Apo E, particularmente el alelo e4, y el desarrollo de nefropatia cronica del injerto.

Sin embargo, en la actualidad no existen estudios que demuestren tal asociacion.

Se han llevado a cabo estudios de tratamientos farmacoldgicos de regulacion de

los niveles lipidicos plasmaticos y su respuesta teniendo en cuenta el polimorfismo de la

apo E. De Knijff y col. (205) en un estudio de 120 pacientes con hipercolesterolemia

familiar (HF), observaron que las mujeres con HF y genotipo E3/3 respondian mejor al

tratamiento con simvastatina con respecto al colesterol LDL que en hombres con

genotipo E3/3. El mismo efecto sobre la HF, pero en varones, fue observado por
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Carmena y col. (206). Este grupo encontr6é que los portadores del alelo E4 respondian
peor al tratamiento con lovastatina (inhibidor de la hidroximetil glutaril coenzima A
reductasa hepatica) para disminuir el colesterol total y los niveles de LDL, pero
respondian mejor con respecto a los niveles de HDL. Los varones portadores del alelo
E3 6 E2, o mujeres con cualquiera de los genotipos apo E, respondian mejor al
tratamiento. Por su parte, Yamada (207) describido que los pacientes dislipémicos con
algin alelo E4 respondian menos efectivamente al tratamiento con bezafibrato con
respecto al colesterol total y niveles LDL, comparados con los grupos E3 y E2. Sin
embargo, en un estudio reciente de Sanllehy y col. (208), no encontré diferencias de
respuestas por genotipos apo E en pacientes con HF al tratamiento con lovastatina o

gemfibrozil (derivado del 4cido fibrico).

3.4. Polimorfismo del gen de la metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

La homocistinuria es un error congénito del metabolismo, que cursa con
hiperhomocisteinemia (- Hcys) y cuya principal caracteristica es producir enfermedad
vascular prematura (43,209). Estas observaciones dieron origen a la idea de que la
homocisteina (Hcys) podia estar implicada en los mecanismos de la arteriosclerosis.
Existen evidencias de que la Hcys podria alterar los mecanismos de la coagulacion y la
resistencia del endotelio a la trombosis, pudiendo interferir con las funciones
vasodilatadoras y antitrombdticas del 6xido nitrico (210).

La Hcys es un aminoacido sulfurado, resultante de la interseccion de dos vias
metabolicas (211), en las que actuan las enzimas metiltetrahidrofolato reductasa o

MTHEFR Yy la cistationin-b-sintetasa.



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 62

Las dos vias metabdlicas de la Hcys se pueden interrumpir por defectos
genéticos en las dos enzimas, cistationin-b-sintetasa y MTHFR (212, 213). Los casos
mas severos de - Hcys se deben a defectos en los genes que codifican las enzimas
cistationin-b-sintetasa y MTHFR. Goyette y col. (214) mostraron que la mutacion
C677T en el gen de la MTHFR humana produce una enzima termolabil que puede

causar - Heys.

Estudios de asociacion

Soo-Sang y col. (215) encuentran que la prevalencia de MTHFR termolabil es
mayor en pacientes con enfermedad coronaria severa diagnosticada por coronariografia.
Fodinger y col. (216) también observaron un aumento de las concentraciones de
homocisteina total en pacientes con injerto renal y homocigoticos para la mutacion

C677 del gen MTHFR.

3.5. Polimorfismo del gen del inhibidor del activador del plasminégeno

El proceso de la fibrinolisis destruye la fibrina formada durante la coagulacion.
Se caracteriza por la produccion de plasmina a partir de un precursor inactivo del
plasma, el plasmindgeno. La activacion de éste se efectia a través de un activador
tisular. Entre los inhibidores de la fibrinolisis se distinguen las antiplasminas
(inhibidores de la accion de la plasmina sobre la fibrina) y los inhibidores del activador
que cataliza la conversion del plasmindgeno en plasmina (217).

Entre los antiactivadores del plasmindgeno hay que distinguir el inhibidor del
activador del plasminogeno (PAI-1) (217).

En los tultimos afios, algunos estudios epidemioldgicos han demostrado la
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presencia de anormalidades en varios pardmetros hemostaticos que podrian ayudar a
predecir el riesgo de sucesos isquémicos. La baja actividad fibrinolitica esta relacionada
con niveles plasmaticos aumentados de PAI-1 y se ha documentado en sujetos que
desarrollarian IM (218).

El aumento de los niveles plasmaticos de PAI-1 estan relacionados a varios
factores antropométricos y metabolicos, de los cuales la constitucion corporal, los
niveles plasmaticos de triglicéridos y los de insulina parecen ser los mas importantes
(219). Junto a estas caracteristicas ambientales hay datos que sugieren que los niveles de
PAI-1 podrian estar influenciados por polimorfismos genéticos. El mas estudiado es el
4G/5G, con los homocigoticos para el alelo de delecion (4G/4G) portando los niveles

plasmaticos mas altos de este inhibidor (219,220).

Estudios de asociacion

Enfermedad arterial coronaria (EAC)/ IM. Margaglione y col. (218) investigaron

un grupo de 1179 individuos sanos y la ocurrencia de EAC en sus familiares de primer
grado. Encontraron que en el grupo con familiares con antecedentes de EAC habia un
numero mas alto de homocigotos para el alelo 4G del gen PAI-1 comparada con los
sujetos sin una historia familiar de EAC.

Por otro lado, en un pequefio estudio de casos-control de infarto de miocardio en
sujetos Suecos de menos de 45 afos, el alelo 4G se encontrd que estaba asociado con un

aumento de dos veces el riesgo de trombosis coronaria (221).

Efecto sinérgico con otros polimorfismos

Kimura y col. (222) observaron que el genotipo DD de la ECA y el genotipo
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4G/AG del PAI-1 interaccionan para ser factores de riesgo independientes para la
macroangiopatia, pero no para la progresion de la nefropatia diabética, en pacientes

diabéticos no insulinodependientes.

Con todo, la influencia del SRA sobre la ECV ha sido la mas estudiada en la
literatura. Sin embargo, el efecto de los polimorfismos de este sistema y el de la apo E,
sobre la aparicion de ECVs postrasplante y la nefropatia cronica del injerto, ha sido

poco investigada.
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Las complicaciones CV constituyen la causa mas importante de morbi-
mortalidad (30-40 %) tras el trasplante renal, y es posible que la interaccion de factores
ambientales y genéticos sea determinante en su aparicion.

En estudios previos se ha observado una mayor prevalencia de factores clasicos
de riesgo en estos pacientes con respecto a la poblacion general, pero es poco conocido
el impacto de factores genéticos sobre la ECV tras el trasplante renal.

El SRA juega un importante papel en el desarrollo de la ECV por las acciones de
la angiotensina II sobre las estructuras vasculares. Los genotipos “desfavorables” de los
diferentes polimorfismos de este sistema se han asociado con complicaciones CV en
diferentes poblaciones. No obstante, si dichos polimorfismos confieren un papel
permisivo sobre estas complicaciones en la poblacion trasplantada es poco conocido.

Por otro lado, el polimorfismo de la apo E se ha relacionado a la aparicion de
ateromatosis. Los pacientes con trasplante renal presentan una alta prevalencia de
dislipemia y la nefropatia cronica del injerto remeda el proceso de la ateromatosis. Por
ello, es atractivo pensar que este polimorfismo puede ser crucial en la aparicion de estas
complicaciones.

Con las reservas de los estudios de asociacion, identificar una interaccion entre
factores de riesgo ambientales y genéticos, podria ayudar a confeccionar estrategias

preventivas que mitiguen las complicaciones CV en esta poblacion.
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1.

Analizar la influencia de factores cldsicos de riesgo vascular sobre la aparicion de
primeros eventos CV (IAM, ACV y enfermedad vascular periférica de miembros
inferiores) en pacientes con trasplante renal con mas de 12 meses de seguimiento.
Conocer mediante estudios de asociacion el papel de los polimorfismos genéticos
del SRA sobre la aparicion de primeros eventos CV postrasplante. Los
polimorfismos genéticos a estudiar son:

Enzima de conversion de la angiotensina (ECA): I/D

Receptor de angiotensina II de tipo 1 (ATIR): A'''°® C

Angiotensinogeno (AGT): M235T
Averiguar el peso independiente de los factores de riesgo (clinicos y genéticos)
sobre la aparicion de eventos CV, en funcion del tiempo de seguimiento
postrasplante (con mas y con menos de 5 afos) y en pacientes sin diabetes antes del
implante.
Esclarecer la influencia del polimorfismo de la apo E (E3; E4) sobre la aparicion de
estos eventos CV. Se valorarad también secundariamente el papel sobre la dislipemia

y la nefropatia cronica del injerto.
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PACIENTES Y METODOS
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PACIENTES
a) Seleccion de los pacientes

De los 900 trasplantes renales realizados en el Hospital Universitario de
Canarias entre febrero de 1981 y enero de 1998, se seleccionaron en un corte
transversal, 207 pacientes consecutivos que recibieron un injerto renal de cadaver y que
fueron seguidos en la consulta externa del servicio de Nefrologia del Hospital
Universitario de Canarias.

Los criterios de inclusion fueron:
1) Haber recibido ciclosporina como base del tratamiento inmunosupresor y
2) Un injerto funcionante durante al menos 12 meses (C: 5.5 + 3.3 afios).

Asi mismo, se excluyeron todos aquellos pacientes que sufrieron un evento CV

mayor (IAM, ACV o arteriopatia severa de miembros inferiores) previo al trasplante.
No obstante, los pacientes con datos de enfermedad ateromatosa (soplo o calcificaciones

vasculares) pretrasplante fueron incluidos.

b) Tratamiento inmunosupresor

En todos los enfermos se utilizd una pauta de inmunosupresion similar. Esta
consistid en terapia cuadruple secuencial, realizdndose la induccién con anticuerpos
policlonales equinos (ATGAM, Lab. Pharmacia & Upjohn) seguidos de prednisona,
ciclosporina y azatioprina (223). En los pacientes de alto riesgo inmunoldgico (tasa de
anticuerpos antilinfocitos >50%) se emplearon anticuerpos monoclonales murinos
antiCD3 (OKT3) como tratamiento inmunosupresor de induccion.

La dosis inicial de prednisona fue de 20 mg/dia, reduciéndose a 15 mg/dia a los

tres meses, a 12.5 mg/dia a los 6 meses y a 10 mg/dia a partir del afio del trasplante. La
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ciclosporina se administré inicialmente a dosis de 8 mg/kg/dia, ajustandose
posteriormente segun niveles de acuerdo a la practica clinica habitual.

Los pacientes con rechazo agudo fueron tratados inicialmente con 3 bolus de
500 mg de 6-metil-prednisolona, administrados en dias consecutivos. Ante la falta de
respuesta clinica o la presencia de un rechazo histoldgico severo (IIb 6 III de la
clasificacion de Banff-93) (224) se administraba posteriormente OKT3 durante 7 dias o
se iniciaba una pauta de plasmaféresis.

Se considerd toxicidad aguda por ciclosporina aquella disfuncion renal, que una

vez descartadas otras causas, respondia a la reduccion de la dosis de ciclosporina.

¢) Caracteristicas y datos clinicos analizados
c.1) Datos demogrdficos y clinicos
Tras la revision de las historias clinicas se recogieron los datos demograficos,
antecedentes personales y familiares, y habitos mas comunes de los enfermos. Al
mismo tiempo se obtuvieron todas las caracteristicas clinicas mas relevantes de los
mismos. Toda esta informacion se recopild durante el periodo comprendido entre
enero y diciembre de 1998.
Asi, se analizaron los siguientes datos:
Edad y sexo.
Enfermedad que le condicion6é la insuficiencia renal terminal y tiempo de
dialisis.
Antecedentes de historia familiar y personal de enfermedad cardiovascular.
Antecedentes de historia familiar y personal de dislipemia.

Peso, talla e indice de masa corporal (calculado como peso/talla®).
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Datos del donante: edad, sexo, origen de la muerte y funcion renal.
Datos inmunoldgicos: compatibilidades e incompatibilidades A-B-DR,
nimero de rechazos e inmunosupresion acumulada, aparicion de rechazo

crénico o toxicidad cronica por inmunosupresores anticalcineurinicos.

c.2) Factores de riesgo cardiovascular pretrasplante.

En todos los pacientes se recogieron también todos aquellos factores clasicos de
riesgo cardiovascular pretrasplante que incluyeron:
Habitos toxicos: alcohol y tabaco.
Presencia de diabetes.
Presencia de dislipemia o historia de ingesta de hipolipemiantes.
Antecedentes de hipertension arterial (HTA) o ingesta de medicacion
antihipertensiva.
Indice de masa corporal (3 27 Kg/n?).
Asi mismo, se definio:
Hipertension arterial como cifras 3 140/90 mmHg en reposo o uso de medicacion
hipotensora (225).
Diabetes: cifras de glucemia en ayuno o tras la ingesta de 3 140 mg/dl 6 2200 mg/dl,
respectivamente, o el uso de insulina o antidiabéticos orales (226).
Dislipemia: estar recibiendo farmacos hipolipemiantes, o una cifra de colesterol
>240 mg/dl  (hipercolesterolemia), o de triglicéridos >175 mg/dl

(hipertrigliceridemia).



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 73

¢. 3) Estado cardiovascular pretrasplante.
En todos los pacientes se evalu6 el estado cardiovascular pretrasplante, es decir:
Antecedentes de cardiopatia isquémica..
Antecedentes de accidente cerebrovascular (ACV).
Datos de arteriopatia en miembros inferiores (EEII):
- Amputacion de EEIL.
- Arteriograficos con lesiones estenosantes.
- Claudicacion intermitente.
- Cirugia de revascularizacion.
- Presencia de calcificaciones u otros datos de ateromatosis, como soplos vasculares o

ausencia de pulsos periféricos.

d) Evaluacion postrasplante.
d.1) Factores clinicos tradicionales de riesgo cardiovascular.
Se analizaron también aquellos factores clasicos de riesgo vascular durante la

evolucion postrasplante, asi como la duracién del injerto funcionante. Estos incluyen:
Habitos toxicos: tabaco, alcohol.
HTA.
Dislipemia o ingesta de hipolipemiantes.
Diabetes esteroidea.
indice de Masa Corporal (IMC).
Hipertrofia de ventriculo izquierdo (HVI).

Tratamiento inmunosupresor acumulado: ciclosporina A y esteroides.
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d.2)Evaluacion de eventos cardiovasculares postrasplante y definicion de los
mismos.

Al mismo tiempo, se recopild la aparicion de primeros eventos cardiovasculares
postrasplante, asi como de otros ocurridos durante el seguimiento. Estas
complicaciones cardiovasculares fueron definidas acorde a los siguientes criterios
(222):

Enfermedad coronaria cardiaca.. Fue definida a su vez como:

1. Sindrome anginoso: dolor precordial, atribuible a la isquemia miocardica
transitoria, que aparece durante un esfuerzo, estados emotivos o en reposo,
generalmente asociado a trastornos electrocardiograficos y que desaparece con la
ingesta de nitratos o el propio reposo.

2. Infarto agudo de miocardio (IAM): necrosis miocardica definida por criterios
clinicos y/o electrocardiograficos.

3. Necesidad de angioplastia o cirugia de revascularizacion miocardica..

Enfermedad vascular isquémica cerebral. Fue definida como:

Déficit agudo de la funcion cerebral (2 24 horas) de origen isquémico (con o
sin secuelas neuroldgicas), documentado con Tomografia Axial
Computarizada (TAC), o pérdida transitoria (< 24 horas) de las funciones
cerebrales (isquemia cerebral transitoria).

Enfermedad vascular periférica de EEII. Definida como:

Historia tipica de claudicacién intermitente mas alguna exploracion
complementaria confirmatoria, amputaciones de origen isquémico, lesiones
arteriograficas estenosantes significativas (>50%), o necesidad de

procedimientos de revascularizacion (endarterectomia, angioplastia o by-
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pass).
Asi mismo, se registraron las muertes de origen cardiovascular, esto es, aquellas
comprobadas por autopsia o acaecidas en las horas siguientes al evento

cardiovascular.

d.3) Parametros bioquimicos.

En el andlisis de los factores predictores de nuevos eventos
cardiovasculares, se empled el valor medio de los parametros bioquimicos
determinados a los 3, 6 y 12 meses postrasplante. Los parametros bioquimicos
analizados fueron:

Niveles de hemoglobina y hematocrito.

Lipidos plasmaticos: colesterol total, HDL-colesterol, triglicéridos, apo A y
apo B.

Acido urico plasmatico.

Niveles de glucemia.

Funcion renal: creatinina plasmatica y niveles de BUN.

Niveles de ciclosporina.

Proteinuria en orina de 24 horas.

Hormona paratiroidea (PTH).

e) Determinaciones bioquimicas
Las determinaciones plasmaticas generales (creatinina, colesterol, HDL-
colesterol, triglicéridos, acido tUrico y glucemia) se realizaron por autoanalizador

Hitachia .
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Los niveles de ciclosporina se midieron mediante técnicas inmunométricas
utilizando anticuerpos TDX policlonales hasta enero de 1992. Posterior a esa fecha se
han venido utilizando anticuerpos TDX monoclonales (Abbot Cientifica S.A.
Barcelona).

Los niveles de apo A y apo B se determinaron mediante el método
inmunoturbidimétrico (Roche Diagnostics; Indianapolis, USA).

Los niveles de PTH-intacta se determinaron mediante ensayo
inmunoradiométrico (IRMA; Nichols Institute, San Juan Capistrano, California, rango

normal 10-65 pg/ml).

f) Diseiio del estudio

El diseno del estudio fue un analisis de casos y controles. Asi y acorde a la
aparicion de las complicaciones cardiovasculares (enfermedad coronaria, vascular
cerebral y arteriopatia periférica) durante el seguimiento, los pacientes fueron divididos
en dos grandes grupos: aquellos que padecian algin evento cardiovascular y los
enfermos que nunca sufrieron estas complicaciones postrasplante renal.

Asimismo, y dada la importante influencia del tiempo postrasplante en la
aparicion de estas complicaciones, se realizd un analisis pormenorizado de los distintos
factores de riesgo en funcion del tiempo transcurrido tras el trasplante renal:

a) Pacientes con tiempo de evolucion de 1-5 afios.

b) Tiempo postrasplante de mas de 5 afios.

g) Definicion de nefropatia cronica

Se analizo la aparicion de nefropatia cronica en el seguimiento de los pacientes,
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definiéndose ésta como la aparicion de lesiones histoldgicas caracteristicas de la misma
(224), asociadas o no a disfuncion renal. Estas lesiones histologicas incluyen Ia
presencia de fibrosis intersticial, engrosamiento intimal de arterias de mediano calibre y
signos de glomerulopatia del trasplante (asas capilares en doble contorno y

ensanchamiento mesangial (224).

h) Estudios ecocardiograficos

En 139 pacientes se recopild la informacion de los parametros morfologicos y
funcionales de los estudios ecocardiograficos realizados en el primer afio de
seguimiento postrasplante. Estos estudios se realizaron segin las recomendaciones de la
Sociedad Americana de Ecocardiografia. La masa ventricular fue calculada por la
ecuacion de Devereux y Reichek (227), referida a la superficie corporal (indice de masa
ventricular izquierda: IMVI). Se consideré6 HVI cuando el IMVI fue mayor de 143 g/m’
y de 102 g/m” en el hombre y mujer, respectivamente (84). Asi mismo, un cociente de la
onda E (velocidad de vaciamiento pasivo auricular) respecto a la onda A (velocidad de

vaciamiento activo) <1 se considero disfuncion diastolica (84).

METODOS: TECNICAS MOLECULARES

A) Extraccion de DNA de sangre periférica
Para la obtencion del DNA, se extrajeron 3 6 4 ml de sangre total, que fueron
transportados en tubos VenojectO conteniendo EDTA como anticoagulante. Esta
sustancia inhibe las DNAsas que degradarian al DNA, al ser un quelante del Mg*",
cofactor de estas enzimas. El DNA puede obtenerse a partir de cualquier célula

nucleada del organismo. Pocos nanogramos de DNA son suficiente para realizar un
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analisis genotipico mediante PCR.
Para obtener las células nucleadas y desechar el grupo hemo (ya que inhibe la
Taq DNA polimerasa) llevamos a cabo el siguiente protocolo, segiin métodos standard

(228):

Se pasa la sangre del tubo Venojectél a un tubo de mayor volumen (50 ml). Se afiade
un buffer de lisis hematica (155 mM NH4Cl, 10 mM NH4HCOs3, 0.1 mM EDTA, pH
7.4) hasta un volumen total aproximado de 20 ml, para romper los hematies. Para
favorecer esta accion, el tubo se agita un poco y se mantiene a 4 °C unos 15

minutos.

Se centrifuga a 4°C (2.800 rpm 15 min) y el pellet se lava nuevamente con tampon

de lisis (volumen total aprox. 5 ml).

Tras nueva centrifugacion, al pellet otra vez obtenido se le afiade 2.5 ml de buffer

TEN (10 mM Tris HCI pH 8.0, 25 mM EDTA, 100 mM NaCl) para resuspenderlo.

A continuacion, para romper las membranas de las células blancas se afiaden 150 ml
de solucion detergente dodecil-sulfato de sodio (SDS) 10 %, y para digerir las
proteinas 50 nl de proteinasa K (10 mg/ml). Se deja incubando hasta el dia siguiente

a 37 °C con agitacion suave.

Para recuperar los 4cidos nucleicos y desechar los restos de membranas y
proteinas digeridas, se procede posteriormente a una extraccion fenol-cloroformo.
Brevemente, consiste en los siguientes pasos:

2.5 ml fenol-cloroformo, agitacion prolongada (»15 min) y centrifugado (2800

rpm, 12°C, 15 min). El fenol es un solvente organico, con lo cual arrastrara las

proteinas desnaturalizadas hacia la fase orgdnica durante la centrifugacion,
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quedando algunas en la interfase y dejando los acidos nucleicos en la fase
superior acuosa, libres mayoritariamente de proteinas. El cloroformo ayuda a
eliminar el fenol de la fase acuosa.

De la fase acuosa superior se toman con mucho cuidado unos 2 ml y se pasan a
otro tubo, en el que se precipita el DNA con 200 m de acetato de sodio 3 My 5
ml (o aprox. dos volumenes) de etanol absoluto y agitando suavemente. La
adicion de la sal aumenta la fuerza idnica de la solucidén, lo cual reduce la
repulsion de los grupos fosfato cargados negativamente del acido nucleico, y de
esta forma permite replegarse a las moléculas de DNA. El alcohol, por su parte,
hace mas hidrofobica la solucion y por lo tanto menos capaz de solvatar al acido
nucleico cargado. Estos efectos combinados reducen la solubilidad de los 4cidos
nucleicos y producen su precipitacion.

La madeja (hebra) de DNA se pasa a un tubo eppendorfé, se lava con etanol 70
% (elimina restos de sales), se centrifuga (1-2 min) y se resuspende en buffer TE
(10 mM Tris HC1 pH 8; 1 mM EDTA) en un volumen que dependera del tamafio
del pellet de DNA obtenido, normalmente entre 150-250 ml de TE. De esta

forma, el DNA se puede conservar durante afios a 4°C.

B) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica enzimatica, disefiada por K. Mullis y cols. en 1983, que
permite fabricar in vifro un nimero tedricamente ilimitado de copias de una secuencia
de DNA conocida. Esto permite disponer de forma rapida de cantidades suficientes de

una determinada region del DNA para su posterior estudio molecular. Esta simple pero
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eficiente técnica, ha revolucionado la biologia molecular y muchos aspectos del
diagnostico clinico y forense.
Para la realizacion de la PCR se requieren unos reactivos basicos que se someten
a ciclos repetidos, en los que solo varia la temperatura de incubacion.
Ciclos
Cada ciclo consta de tres pasos o reacciones:

Desnaturalizacién del DNA

Se separan las dos hebras del DNA bicatenario de la muestra, lo que se lleva a
cabo calentando a 94 - 95 °C. En el primer ciclo se suele prolongar este
calentamiento durante 3-5 minutos, ya que el DNA a desnaturalizar es de gran
tamafio. En los ciclos siguientes, donde el DNA a desnaturalizar es el sintetizado en

los ciclos anteriores, de pequeio tamano, es suficiente 94 °C durante 1 minuto.

Si el fragmento de DNA a amplificar es de gran tamafo (por encima de 2000 bases)
o es muy rico en C y G, se debe incrementar el tiempo de desnaturalizacién a 95°C

y/o afiadir dimetil sulféxido (DMSO) a la reaccion, que ayuda a romper los enlaces

GO C, mas fuertes que los A=T.

2) Hibridacién de los primers o union de los oligonucledtidos (cebadores) a sus

secuencias complementarias del DNA muestra, por descenso de la temperatura
(entre 37 y 70 °C). El valor exacto de la misma se calculard en cada caso seglin
la homologia entre los primers y el DNA muestra, la longitud de los primers,
contenido de G-C, etc. En el caso de los tipajes del AT1R y la apo E, uno de los
primers utilizado no tiene 100% de complementariedad con la secuencia del DNA,

sino que es un primer mutado. Con este primer mutado se consigue un sitio de
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corte para una enzima de restriccion para distinguir los alelos del polimorfismo

correspondiente.

3) Extension de las cadenas: comprende la sintesis y polimerizacion de los fragmentos
de DNA delimitados por los primers, a partir del extremo 3’ de éstos, usando la
molécula madre como molde. La temperatura se adectia a 72 °C para que pueda
actuar la polimerasa y copiar la hebra de DNA molde. Con este tiempo se
consigue amplificar aproximadamente hasta 1000 pares de bases.

Si este proceso se repite un niumero “n” de veces, al final tendremos dos potencia
de “n” (2") copias de la region de DNA delimitada por los primers. Por tanto, a partir de
unas pocas moléculas de DNA es posible conseguir, de forma exponencial, cantidades
suficientes de un segmento para analisis bioquimico. Si la amplificacion fuera 100 %
efectiva, entonces el nimero de moléculas obtenidas se doblaria en cada ciclo
(amplificacion exponencial) y entonces 30 ciclos producirian una amplificacion del
orden de miles de millones (2= 1.073.741.824 copias). Desafortunadamente, la PCR
no es perfecta.y a partir de 30-35 ciclos se entra en una fase “plateau”, ya que comienza
a escasear o desaparecer alguno de los reactivos necesarios, o la enzima es incapaz de
sintetizar rapidamente nuevo DNA. A altas concentraciones, el DNA podria comenzar a
cebarse a si mismo y resultaria en la sintesis de productos inespecificos. La
amplificacion de esta forma se para o produce amplificaciones inespecificas después de
un cierto nimero de ciclos. El nimero de ciclos requeridos para una amplificacion
optima varia dependiendo de la cantidad de material de partida y la eficiencia de cada
paso de amplificacion. Generalmente, de 25 a 35 ciclos deberian ser suficientes para
producir 100 ng - 1 ng de DNA de una secuencia humana a partir de 50 ng de DNA

genomico.
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Al terminar el proceso existe una extension final que se realiza a una temperatura
de 72°C durante 20 minutos, para permitir que todas las moléculas que no se han

terminado de formar lo hagan.

Estos pasos se repiten ciclicamente en la actualidad mediante aparatos llamados
termocicladores. En ellos se combina un calefactor con un refrigerador controlados por
un microprocesador. Esto permite la programacion de los tiempos y temperatura que

deseamos en cada paso, asi como el numero de ciclos que deseamos que se repitan.

Reactivos
Los reactivos basicos para la PCR son:
1°) La muestra o molde de DNA a amplificar.
2°) Una enzima, la DNA polimerasa, encargada del proceso de sintesis de las nuevas
copias de DNA.
3°) Dos oligonucleotidos, llamados cebadores o primers, cada uno de ellos
complementario a cada hebra del DNA molde al que flanquean (con la secuencia de
nuestro interés).
4°) Una cantidad abundante de los cuatro deoxinucledtidos trifosfatos (dAATP, dCTP,
dGTP, dTTP).
1) DNA molde
La muestra para PCR puede ser DNA de cadena simple o doble, o RNA. En este
ultimo caso, previamente tenemos que transformarlo en DNA complementario
(cDNA) mediante la enzima transcriptasa inversa (RT-PCR).

La PCR tiene dos caracteristicas importantes:
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Permite trabajar con cantidades minimas de DNA; en general se utiliza 0,1 m
g por muestra.
El DNA no tiene que ser altamente purificado. Por ello, se puede usar una
suspension de células o una muestra tisular. Generalmente se realiza en
estos casos una ruptura celular por choque osmético -con una solucion de
lisis hipotonica y un detergente - o térmico.

En el presente trabajo se emple6 por cada reaccion (de acuerdo a su

concentracion) 1 m del DNA “madre” obtenido con extraccion fenol-cloroformo.

2) Tag DNA polimerasa

Inicialmente se empleaba un fragmento de DNA polimerasa I de Escherichia coli,
denominado fragmento de Klenow, cuya temperatura 6ptima de reaccion es de 37 °C.
Sin embargo, esta enzima pierde su actividad a la temperatura de desnaturalizacion
usada en la PCR por lo que era necesario la adicion de nueva cantidad de enzima tras
cada ciclo. Este problema se solucion6 en 1988 (229) con la comercializacion de una
DNA polimerasa procedente de una bacteria termofila, Thermus aquaticus (de ahi la
denominacién de Taq polimerasa), que vive a 70-75 °C en fuentes termales. Esta Taq
polimerasa tiene una temperatura Optima de reaccion entre 75 a 80 °C, siendo mucho
mas resistente al calor. De esta forma, pierde parte de actividad en el transcurso de la
reaccion pero aun mantiene un buen porcentaje (65%) despues de muchos ciclos. La
heparina parece que inhibe la Taq, de ahi la importancia de recoger la muestra de
sangre en un tubo con EDTA como anticoagulante.

En nuestros ensayos hemos empleado una unidad de Taq (Promegaé) por 50 M de

reaccion.
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3) Primers u oligonucleodtidos

Para poder sintetizar copias de un determinado fragmento de DNA con la técnica
de la PCR, debe conocerse al menos la secuencia de los dos extremos del fragmento.
Se sintetizan entonces las secuencias complementarias a cada flanco obteniéndose
los dos oligonucledtidos, primers o cebadores. Uno de ellos hibridara con la hebra
“sense” de DNA molde en sentido 5’® 3’ segun las reglas de complementariedad.
El otro primer hibridara con la hebra complementaria antisentido. A partir de aqui, la
Taq polimerasa podrda llevar a cabo su proceso de sintesis de la cadena
complementaria, siempre en direccion 3’® 5’ del DNA molde y desde el extremo 3’
del primer.

Para el diseno de los oligonucledtidos se suele tener en cuenta una serie de

reglas, como:

a) El tamafo suele ser de 19 - 25 bases, con lo cual hay una elevada probabilidad
de unirse a un solo lugar del genoma humano. Si el tamafio es mayor, la

especificidad aumenta.

b) Se seleccionan secuencias en las que no abunden repeticiones de bases
(poliuridinas o polipirimidinas) para evitar la inespecificidad de la

amplificacion.

c) Se evitan secuencias que puedan formar estructuras secundarias por si mismas,
pues esto dificulta la union de los primers al DNA muestra.

d) Se evita que los dos oligonucle6tidos tengan complementariedad entre ellos, lo
que podria conducir a una autoamplificacion.

e) Se comprueba en banco de datos que las secuencias seleccionadas no estdn en

otro lugar del genoma, lo que podria llevar a amplificar regiones no deseadas.
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f) Se verifica que los primers si no pueden ser 100 % complementarios al DNA
molde, si lo sean al extremo 3’°, por ser éste el lugar de union de la Taq

polimerasa.

Composicion de los primers

Los primers usados en el presente trabajo se almacenaron a —70°C, 100 nM en
buffer TE. Luego se mezclaron en alicuotas a 25 nM c/u, conservadas a -20°C. Las

secuencias utilizadas para cada uno de los polimorfismos estudiados fueron:

* Genotipo ECA.
ACE-1: 5 GCC CTG CAG GTG TCT GCA GCA TGT 3’
ACE-2: 5" GGA TGG CTC TCC CCG CCT TGT CTC 3’
* Genotipo AGT.
AGT-1*: 5> CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C3
AGT-2: 5" CCGTTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC TCT 3’
* Genotipo ATI1R.
ATIR-1*: 5> AGC ACT TCA CTA CCA AAT GGG C 3’
ATIR-2: 5" TCT GAC ATT GTT CTT CGA GCA G 3’
* Genotipo ApoE.
ApoE4-1*: 5> GCC CGG CTG GGT GCG GAC ATG 3’
ApoE4-2*: 5 GAG GTG CAC CCG CAG CTC CTC 3’

* primer mutado en la base subrayada.
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Eleccion de los primers

Para el polimorfismo de la ECA se tomd la secuencia de primers de
Lindpaintner y cols. (92).

En el caso del tipaje del AGT se tomaron de referencia las secuencias de
primers publicadas por el grupo de Russ y cols. (230), asi como el resto de
su metodologia.

Los primers para tipar el polimorfismo del ATIR, fueron disefiados por
nuestro grupo buscando las secuencias adecuadas en Gen Bank y siendo uno
de ellos mutado en la 3% base a partir del extremo 3. Asi se cre6 una diana
de restriccion para la Hae II1.

Asi mismo, para el tipaje del polimorfismo de la apo E también se usaron
primers disefiados a partir de la secuencia del gen, obtenida en Gen Bank, y
elegidas sus secuencias por nuestro grupo. Se determind que los primers

fuesen mutados, de tal forma que se crease una diana de restriccion para la

Cfo I.

4) Otros reactivos

Aparte de los reactivos citados, la solucion en la que se realiza la PCR debe
contener :

Los cuatro deoxinucleotidos trifosfatos (ANTPs): dATP, dCTP, dGTP y dTTP.

El stock de cada uno se sirve a 100 mM y se conservan a —70°C. Luego se

alicuotean en mezclas de los cuatro a 2.5 mM. En la PCR se usan a una

concentracion final de 100 nmM.
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Un tampoén adecuado: normalmente Tris-HCI, de pH 9 a temperatura ambiente.
Su concentracion suele hallarse alrededor de 10 mM, con lo que se consigue
mantener un pH optimo.

KCI: generalmente utilizado a una concentracion final de 50 mM.

MgCl,: habitualmente utilizado a una concentracion final de 1,5 mM. Este
pardmetro es muy importante en la PCR ya que afecta seriamente la
especificidad de la amplificacién. Un exceso de Mg ' produce amplificaciones
inespecificas y una concentracion insuficiente produce un menor rendimiento.
Por otra parte la cantidad de Mg " debe ir relacionada con la concentraciéon de
los cuatro dNTP; si se aumenta la concentracion de los ANTP por encima de 200
MM, hay que aumentar la concentracion del ion ya que los ANTP quelan parte

del mismo.

Protocolo de PCR

El protocolo general que se siguié para cada muestra fue el siguiente :

H20. e 30m
Buffer 10x PCR* ................. 5m
dNTPs a 2.5 mM.................... 2m
mezcla primers a 25 MM c/u Im
Taq - DNA polimerasa.......... Im
polymejor........cceevvvveeeennnnn. 10m
DNA. ..ot Im
Vfinal= 50 mi

* (MgCly, KCI, Tris HCI)
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En el caso del polimorfismo apo E, se le afiade ademas a la mezcla 2.5 nl. de

DMSO, al ser una zona del DNA a amplificar rica en enlaces G° C, con lo cual se le

resta esta cantidad al agua y se afiadirian s6lo 27.5 nl de la misma, para completar el

volumen final de 50 m.

Finalmente, a cada tubo de muestra se le afiade una gota de aceite mineral, para
evitar la evaporacion de las muestras durante la PCR. Actualmente ya se disponen de
termocicladores que llevan incorporados bloques térmicos en sus tapas, que se ponen en
contacto con la parte superior de los tubos de PCR, y por consiguiente evitan la
evaporacion de la muestra, ahorrandonos el uso del aceite mineral y facilitando la

posterior manipulacion del producto de PCR.

Condiciones de temperatura : Esquema general

N° ciclos
Ciclo inicial: 95°C 3 min 1
Ciclo de hibridacion: 94 °C 1 min (desnaturalizacion) 30
Temp.hibridacion 1 min (hibridacion) 30
72 °C 1 min (extension) 30
Ciclo de extension final: 72 °C 20 min 1

En el caso del tipaje del polimorfismo de la apo E, por los enlaces GOc, el

tiempo del ciclo inicial es de 5 min, 95 °C.
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Las temperaturas de hibridacion, en cada PCR en particular, fueron las siguientes:

PCR Temperatura de hibridacion (°C)
Polimorf. ECA 62
Polimorf. ATIR 60
Polimorf. AGT 70
Polimorf. apo E 68

Digestion con enzimas de restriccion

Excepto para el polimorfismo de la ECA, los productos de PCR de los otros tres
polimorfismos estudiados, antes de la electroforesis deben pasar por un proceso de
digestion con enzimas de restriccion, las cuales reconocen determinadas secuencias
diana del DNA vy lo cortan por dicha secuencia. Si la secuencia del sitio polimorfico de
un determinado alelo coincide o estd incluida en la secuencia diana para una
determinada enzima de restriccion, ésta puede ser utilizada para distinguir los alelos que
determinan el polimorfismo, por la presencia o no de la diana de restriccion, lo que
provocaria el corte o no del DNA, distinguiéndose dos alelos.

En el caso del polimorfismo ATIR se ha usado un primer mutado en la PCR, es
decir, el ATIR-1 (ver composicion de los primers) se ha disefiado de tal forma que la
antepenultima base del primer no es complementaria con la secuencia de la cadena
molde. Esto no impide que el resto del primer hibride bajando un poco la temperatura,
pero la presencia de esa base mutada provoca la aparicion de una diana de restriccion

(reconocida por la enzima Hae III como GGC/C) en el producto amplificado, en uno de
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los dos alelos que definen al polimorfismo ATIR, que puede ser diferenciado del otro
alelo porque es cortado por la enzima de restriccion. En este caso, si aparece el cambio
A® C del alelo C (“desfavorable™), la citosina completa la diana de restriccion
(GGC Q) y el alelo C es cortado por Hae III en dos trozos que se detectan por
diferencia de tamano en la electroforesis. Sin embargo, si el producto amplificado en la
PCR corresponde con el alelo A (“favorable”), la adenina ya no completaria la diana de
restriccion (GGCA) y la enzima no cortaria, quedando intacto el DNA, cuyo tamafio
corresponderia con la suma de los dos trozos cortados en el alelo C. De esta forma, tanto
el alelo A como el alelo C se pueden diferenciar por tamafios en la electroforesis, para el
tipaje de cada individuo.

El primer AGT-1 (ver composicion de los primers) para el tipaje del
polimorfismo del AGT también es mutado por la misma razén que para el tipaje del
ATIR, pero se utiliza la enzima Tth 1111 (GACN NNGTC).

En el caso del polimorfismo de la apo E, los primers, en condiciones normales,
tienen una diana de restriccion para la misma enzima (Cfo I: GCG C) que detecta el
sitio polimorfico. Por lo tanto, los primers hemos de disefiarlos con una base mutada en
el sitio de la diana, porque de no ser asi, serian cortados también por la enzima de
restriccion usada para diferenciar los alelos E3 y E4, y apareceria un patrén de bandas
mas confuso para su lectura en la electroforesis. En este caso, la Cfo I detecta el cambio
Cys® Arg que caracteriza al polimorfismo, o sea, al alelo E4, y deja intacto al alelo E3
y a los propios primers.

En los polimorfismos aqui estudiados, la diana de restriccion coincide en el alelo

“desfavorable”, pero esto no es norma general, ya que en el caso de otros
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polimorfismos, el alelo “favorable” es el que incluye la diana de restriccion para la

enzima y es cortado por la misma.

Los protocolos que se siguieron para la digestion de los productos de PCR con

enzimas de restriccion fueron los siguientes:

ATIR AGT apo E
H,0 (m) 11.9 9.5 5.5
Buffer (10x) (n) 2 2 2

Espermidina (50 mM) (m) 1.6 1.6 1.6
DTT (0.1M) (m) 0.2 0.2 0.2
BSA (10 mg/ml) () 0.2 0.2 0.2

Enzima restriccion [u/m] Hae III [40] Tth 1111[10] CfoI[10]
(m) 0.125 0.5 0.5
DNA (m) 7 6 10
T* (°C) incubacion 37 65 37
Tiempo (h) 24 24 24

(min. 4) (min. 4) (min. 4)

DTT: ditiotreitol. Agente reductor que impide la oxidacion de la enzima de restriccion.

BSA: albumina de suero bovino.

El DTT, la BSA y la espermidina se ha visto empiricamente que mejoran la calidad de

la digestion, aunque se desconoce atin el mecanismo de accion.

Las enzimas de restriccion fueron adquiridas de Promega® con su

correspondiente buffer enzimatico.
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En el caso del polimorfismo de la ECA, el tipaje se lleva a cabo separando los
productos de PCR directamente en la electroforesis, sin necesidad de digerirlo
previamente con enzimas de restriccion, ya que el polimorfismo consiste en la presencia
o no (insercion/delecion) de una secuencia de 287 pb en el intron 16, con lo cual los

alelos se pueden diferenciar por tamafios en la electroforesis.

C) Electroforesis
La electroforesis es una técnica de separacion de particulas (moléculas o iones)
con cargas eléctricas, en base a la distinta velocidad que alcanzan en un campo
eléctrico. Para detectar el fragmento de DNA amplificado por PCR se somete el
producto de esta reaccion a una electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida.
Durante la misma, los fragmentos obtenidos por PCR migran a través de un soporte
(gel) seglin su tamafio y su carga eléctrica.
En general, las particulas a separar han de cumplir las siguientes condiciones:
Que tengan diferentes movilidades electroforéticas (velocidad que alcanza Ia
particula por unidad de campo eléctrico).
Formay carga de la particula.

También influye la viscosidad del medio.

Campo_eléctrico: la corriente eléctrica utilizada en la electroforesis es de caracter

continuo, siendo el sentido de la misma desde el polo (-) o catodo, al polo (+) o anodo.
En el caso de separaciones de acidos nucleicos, a pH en torno a la neutralidad,
¢éstos, al estar cargados negativamente (por los grupos fosfato) migraran del polo (-) al

polo (+).
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Las intensidades més utilizadas son:

Entre 10-40 volt./cm para macromoléculas.

Y unas intensidades sobre 10 veces mayores para moléculas pequenas.

Generalmente, a menor voltaje, menor movilidad de las particulas.

En el proceso de electroforesis, en los electrodos se producird hidrolisis del agua. En el
catodo se liberaran sobre todo protones (H'). En el 4nodo se producirdn
mayoritariamente aniones (OH’). Esto puede variar continuamente el pH del medio y
afectar el movimiento de las particulas, debido a que el pH influye sobre la carga de la
particula (normalmente el pH idoneo para electroforesis ha de estar entre 6 y 8). Para

evitar esto usamos grandes cantidades de tampon diluidos (buffer TBE).

El medio a través del cual van a moverse las particulas para separarse es un
medio en el que la movilidad es buena, pero que no sea muy liquido. Para ello se
utilizan los llamados geles, que son polimeros hidrofilicos que forman un entramado
tridimensional (red o malla). A nivel molecular permiten gran movilidad de las
particulas a su través. A nivel macroscopico mantienen la forma so6lida. Un ejemplo de
geles son los de agarosa, formados en un 99.5 % por agua; o los geles de poliacrilamida
(también llamados de acrilamida), en un 65-95 % de agua.

Las moléculas pequenas atravesaran con facilidad la red tridimensional. Las
moléculas grandes quedardn frenadas por la malla. Por su parte, las moléculas

intermedias atravesaran con lentitud la red.
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Propiedades de los geles.

El gel ha de ser inerte, es decir, no debe interaccionar ni con las moléculas de la
muestra ni con las del medio.
Deben ser estables, tanto bioquimica como mecanicamente.
Deben permitir la deteccion de las moléculas separadas.
En los geles de agarosa y poliacrilamida se pueden controlar con gran precision
el tamafio de los poros de la malla. En funcion del problema concreto que queramos
separar podemos obtener geles de diferente tamafio de poro y de esta manera cubrir un

rango grande de pesos moleculares.

C.1) En gel de poliacrilamida
En esta técnica, los fragmentos obtenidos van a avanzar con una velocidad de
migracion (V) que dependerd de la fuerza del campo eléctrico (E), la carga eléctrica
neta (Z) y la resistencia de friccion (f), segun la relacion :
Ex Z
V =
f

La resistencia de friccion es una funcion del tamaio y la forma de la molécula y es

una fuerza que limita la velocidad de migracion.

En relacion al campo eléctrico, su fuerza es definida por la longitud del gel y la
diferencia de potencial. Al aplicarse a las moléculas de DNA, éstas (por la carga
negativa de sus grupos fosfato) migraran hacia el polo positivo (dnodo). Como la
relacion carga/masa es la misma para DNA de diferente longitud, el factor determinante

que afectard el paso a través del gel serd el tamafio del DNA. Para que la separacion sea
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efectiva en geles de poliacrilamida, los fragmentos de DNA deben ser menores a 1000
pb.

Una vez colocada en el gel la muestra problema de DNA y comenzar la
electroforesis, las particulas se iran separando por tamaios e iran formando durante la
migracion a través del gel, una serie de bandas en las que la del nivel inferior (“abajo”)
seran las menos pesadas y por tanto avanzan mas rapido, y las bandas del nivel superior
(“arriba’) las mas pesadas y las que migran mas lento. El conjunto de bandas forman la
llamada “pauta en escalera” o patrén de bandas. En la parte superior del gel las bandas
se separaran con mas dificultad que en la parte inferior, donde la separacion es mayor.

Para poder visualizar estas bandas (hasta aqui son invisibles) se usa el bromuro
de etidio (BrEt), un agente intercalante que se une a las moléculas de DNA mediante
interacciones hidrofobicas (se intercala entre la doble cadena del DNA). Cuando el BrEt
esta muy empaquetado con el DNA en un entorno hidrofébico, al iluminarlo con luz
U.V. emite fluorescencia. El BrEt es un potente agente carcinogénico.

Otros parametros que van a afectar la migracion de DNA a través del gel son:

a) La concentracion de acrilamida:

Los geles de acrilamida se suelen usar para particulas entre 6 pb (gel al 20% de
acrilamida) hasta acidos nucleicos (a.n.) de aproximadamente 1 Kb (gel al 3%).
Pueden separarse a.n. que difieren tan solo en una base.

Los geles se obtienen por polimerizacion quimica de la acrilamida.

CH2:CH'CO'NH2

Acrilamida
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Estos geles son hidrofilicos. Tienen una estructura polimérica formada por “n”
moléculas del monoémero. La reaccion de polimerizacion transcurre a través de un
mecanismo en el cual actan radicales libres. Se forman cadenas lineales que no
interaccionan unas con otras. Pero para formar el gel es necesario que se crucen entre si
dichas moléculas lineales. Para ello se usa un derivado de la acrilamida: el NN’-metilén-
bis-acrilamida. Donde entra esta molécula, se unen dos cadenas de poliacrilamida.

El tamaiio del poro dependera de la cantidad de acrilamida que afiadamos y
también de la cantidad de puentes de cruce (bisacrilamida).

El método que se suele utilizar para producir radicales libres necesarios para

comenzar la polimerizacion es afiadiendo persulfato amoénico (APS), que en disolucion

forma radicales libres sulfato.

S, 08 ® 2S04

En esta reaccion hay un catalizador de formacion de radicales libres sulfato y es

el tetrametil-disulfato (TEMED 0.04%). El esquema de la reaccién es el siguiente:
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TEMED
l CH,=CH-CO-NH, (acrilamida)
S,08” » 2S04 —
(1)
|:CH2-CH-CO-NH2 ]
CH,=CH-CO-NH, —»l )
NH,
|
CcO
| .
CH;3-CH-CH-CH-CO-NH;
n (CH,=CH-CO-NH,)
| O:
> 3)

(1) Formacion del radical libre.
(2) Adicion a una segunda molécula de acrilamida.

(3) Polimerizacion (poliacrilamida).

La reaccion de radicales libres termina cuando el material a polimerizar se ha
agotado o cuando entra otra reaccion que compita con ésta. El O, que difunde a través
del gel inhibe la polimerizacion (igual el O, atmosférico). Asimismo, aumentando la
temperatura se logra que la reaccion de polimerizacion sea mas rapida. Un dato
importante a tener en cuenta es que la acrilamida sin polimerizar o en polvo es muy

neurotoxica.
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El tamafio de los poros u orificios del gel va a depender de estos parametros

vistos:

- cantidad de acrilamida utilizada por unidad de volumen.

- proporcion acrilamida : bis.

Por ello, se sigue la siguiente tabla de concentraciones Optimas de acrilamida en

funcidn de los fragmentos de DNA a resolver:

ACRILAMIDA TAMANO DE LOS FRAGMENTOS A SEPARAR (pb)
(7o)
3,5 100 a 1000
5 100 a 500
8 60 a 400
12 50 a 200
20 5a100

Los geles utilizados en nuestro estudio para el tipaje de los polimorfismos fueron al 5
% de acrilamida ya que el tamafio de los fragmentos a separar era entre 141 pb (alelo AGT
T235)y 597 pb (alelo ECA I). En el caso del tipaje del polimorfismo de la apo E se usaron

geles al 8 % de acrilamida (alelo E4 de 78 pb).

b) Buffers de electroforesis

Tienen como funcion :
* mantener constante el pH.

* conducir la corriente.
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Los buffers mas usados son Tris acetato (TAE) y Tris borato (TBE). Este tltimo es
el buffer utilizado en todas las electroforesis en acrilamida realizadas en este estudio, en

una concentracion final 1X.

Técnica

Preparacion de soluciones stock:

1. Acrilamida 30 %

acrilamida 29¢
N,N’- metilen bis acrilamida lg
H,0 csp 100 ml

Se prepara por pesada directa, con la tnica precaucion de manipular con
cuidado —bajo campana, con guantes y mascarilla- la acrilamida, por su toxicidad. Se

guarda a 4 °C.

2. Buffer de electroforesis Tris- borato 5 X (TBE 5X)

Tris base* 54 ¢
Acido borico 275¢g
EDTA 37¢g
H,O csp 1000 ml

(* Tris hidroximetil aminometano)
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3. Persulfato de amonio 25 %
Persulfato de amonio 25¢g
H,O csp 10 ml
Una vez preparada esta solucion se congela y se descongela en alicuotas, que

se mantienen a 4 °C, por un periodo aproximado a una semana.

4. Bromuro de etidio 1 mg/ml
Bromuro de etidio 10 mg
H,0 csp 10 ml

Esta solucion se guarda a 4 °C y protegida de la luz.

Preparacion del gel

Se limpian con etanol dos placas de vidrio cuadradas. Entre ambas, en los
laterales y parte inferior, se colocan separadores finos y luego se pinzan para evitar el
escape de la acrilamida.

Se calcula la cantidad de reactivos necesarios para preparar el gel con la
concentracion deseada. En nuestro estudio utilizamos geles al 5 % de acrilamida. Para

ello empleamos:

TBE 5X 4.5 ml
Acrilamida 30 % 3.75 ml
H,0 hasta 22.5 ml

Se calienta ahora esta mezcla un poco en el microondas (aproximad. 45 °C) y

se le afiaden los catalizadores:
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APS 50 ul

TEMED 10 ul

Acto seguido, la mezcla de reactivos se afiade entre los vidrios y se coloca una
plantilla en forma de peine para formar los pocillos. Se deja en posicion horizontal
alrededor de 20 minutos para que polimerice.

Se retira el peine y el separador inferior y se sujetan las placas en una cubeta de
electroforesis que contiene TBE 1X. En cada pocillo, una vez lavados con el buffer
TBE, se colocan 20 m del producto de digestion (o segun el estudio, 10 nl del producto
de PCR) de cada muestra. En el primer pocillo cargamos el standard de tamafio

molecular.

Electroforesis v lectura

La cubeta de electroforesis se conecta a un voltaje de unos 120 V durante
aproximadamente dos horas y media.

Posteriormente, se retira el gel y se tifie en una solucién de bromuro de etidio
(0,5 mg/ml) durante unos 10 minutos. Este reactivo permite visualizar el DNA ya que se
intercala entre las bases de los acidos nucleicos y fluorece rojo-naranja cuando es
iluminado con luz ultravioleta en un transiluminador.
Para documentar los resultados, se obtuvieron fotografias de los geles. En las figuras 8,
9, 10 y 11 se muestran los estudios electroforéticos en gel de poliacrilamida de los

polimorfismos estudiados.



José D. Linares Albertos: Tesis Doctoral 102

Pocillos de
carga

Alelo 1

Alelo D

Fig. 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida para el genotipaje del polimorfismo de la
ECA. Se pueden observar los 3 tipos de genotipos: individuos II, DD e ID. En la

primera calle aparecen los diferentes tamafios del estandar de peso molecular (SPM).

SPM CC AC AA

Alelo A —p»
AleloC —»

Fig. 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida para el genotipaje del polimorfismo del
ATIR. Se observan los 3 tipos de genotipos: individuos AA, CC y AC.

SPM: estandar de peso molecular.
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SPM MM TT MT

Alelo M
Alelo T >

Fig. 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida para el genotipaje del polimorfismo del
AGT. Se observan los 3 tipos de genotipos: individuos MM, TT y MT.

SPM: estandar de peso molecular.

SPM E3/3 E4/4 E3/4
\4 \4

Alelo E3
Alelo E4

Fig. 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida para el genotipaje del polimorfismo de
la apo E. Se observan los 3 tipos de genotipos: individuos E3/3, E4/4 y E3/4.

SPM: estandar de peso molecular.
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Tamafios moleculares de los fragmentos de cada polimorfismo estudiado

Polimorfismo | Alelo favorable (pb) | Alelo desfavorable (pb) | Enzima restric.
ECA 1(597) D (319) Y,
ATIR A (182) C (161+21) Hae II1
AGT M (165) T (141+24) Tth11l 1
apo E E3 (108) E4 (78+30) Cfol

C.2) En gel de agarosa

La agarosa es un polisacarido lineal que al polimerizar genera una malla de poro
mayor que la acrilamida. Por esto, este tipo de geles es usado para separar grandes
fragmentos de DNA, en general mayores que 1000 bp. El rango de migracion
electroforética del DNA en estos geles dependerd especialmente de los siguientes

parametros :

a) Tamafio molecular del DNA: la migracién a través de la matriz del gel es

inversamente proporcional al log 1o del peso molecular.

b) La concentracion de agarosa: hay una relacion lineal entre el logaritmo de la

mobilidad electroforética de DNA (u) y la concentracion del gel (r), lo cual es
descrito por la ecuacion:

logu= log po - K¢r

donde po es la mobilidad elcetroforética libre y Kres el coeficiente de retardo,

constante relacionada con las propiedades del gel, asi como la medida y forma de
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las moléculas que migran. De esta forma, usando diferentes concentraciones de

geles, se pueden separar un amplio rango de fragmentos de DNA:

AGAROSA (%) TAMANO DE LOS FRAGMENTOS A SEPARAR (kb)
0.3 60 -5
0.5 30-1
0.7 12-0.8
1.0 10-0.5
1.2 7-0.4
1.5 3-0.2

c) La conformacion del DNA: se ha visto que el DNA segtn sea su forma (circular,

d)

mellado o lineal), con igual peso molecular, migra diferente en los geles de

agarosa. La movilidad relativa de las tres formas se ve influenciada por la densidad

de superhélices en la forma circular.

La corriente aplicada: a bajo voltaje, el rango de migracion de los fragmentos de

DNA lineal es proporcional al voltaje aplicado. Sin embargo, cuando la fuerza del

campo eléctrico aumenta, la movilidad de los fragmentos de alto peso molecular se

incrementa  irregularmente. Asi, el rango efectivo de separacion de geles de

agarosa desciende cuando el voltaje se incrementa. Para obtener una resolucion

maxima, los geles deben ser sometidos a no mas de 5 v/cm.
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e) Composicion de las bases y temperatura: La conducta electroforética de DNA en

los geles de agarosa (a diferencia con los de acrilamida) no es significativamente
afectada por la composicion basica del DNA o la temperatura de la electroforesis.

Técnica

1) Preparacion de soluciones stock

Buffer de electroforesis Tris- borato 5 X (TBE 5X)
Tris base 54 ¢
Acido borico 27.5 g
EDTA 37¢g
H,O csp 1000 ml.

Bromuro de etidio 1 mg/ml
Bromuro de etidio 10 mg

H20 10 ml

2) Preparacion del gel

Se pesan tantos gramos de agarosa como la concentracion que se desee utilizar.
A la agarosa se le afiade 100 ml de TBE 0.5X y se disuelve por agitacion y calor para
dar una solucién transparente.

Un soporte para electroforesis horizontal, se limpia con etanol (70 %) y se cierra
con cinta adhesiva apropiada. Cuando la solucion de agarosa alcanza alrededor de 50
°C, se afiade bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ug/ml. Posteriormente
se colocan en el soporte las plantillas para los pocillos, en forma de peine, y se vierte la

solucion de agarosa dejandose solidificar unos 20 minutos.
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Finalmente, se retira la plantilla y la cinta adhesiva y se coloca en la cubeta
conteniendo TBE 0.5 X con bromuro de etidio 0.5 ug/ml. Se cargan los pocillos con el
producto de PCR y se somete a 85 V unos 45 minutos.

La presencia de las bandas se lee directamente en el transiluminador y se fotografia si es

necesario.
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METODOS ESTADISTICOS
Las variables continuas son expresadas como X * Desviacion standard.

Las diferencias entre las variables continuas de 2 grupos fueron evaluadas por la t de
Student, o test no paramétricos (U Mann Whitney) segiin procediera. El analisis de
la homogeneidad de varias muestras cuantitativas se realizdo por el analisis de la
varianza (ANOVA) o el test de Kruskall-Wallis.
El andlisis mediante la chi cuadrado o el test exacto de Fisher fueron usados para
evaluar las diferencias entre las variables cualitativas en los grupos de estudio.
El método de Kaplan-Meier fue utilizado para el célculo de la tasa de supervivencia
libre de eventos en ambos grupos de pacientes. La comparacion de las curvas se
efectud por el log-rank test.
Un andlisis de regresion logistica “paso a paso” fue utilizado para investigar el
impacto independiente de aquellos factores de riesgo, incluidos los distintos
genotipos, sobre la aparicion de ECV.
Asi mismo, mediante el analisis de Cox se analizo la contribucion de las variables
analizadas sobre la aparicion de la ECV.

Un valor de P<0.05 fue considerado significativo.

Todos los calculos estadisticos fueron realizados utilizando el programa

informatico SPSS 10.0° para Windows 982,
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RESULTADOS
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Un total de 207 pacientes portadores de un injerto renal fueron incluidos en el
estudio. La tabla 1 muestra los datos demograficos y las caracteristicas clinicas
generales del grupo de enfermos. La edad media de los pacientes fue de 49.8 + 13 afios
y como era de esperar predominaban los enfermos del sexo masculino. Asi mismo, la
diabetes mellitus (90% de tipo II) y la glomerulonefritis cronica representaron las causas
mas frecuentes de insuficiencia renal cronica (IRC) terminal.

El tiempo de seguimiento medio postrasplante fue de 67.4 + 40.1 meses, y en
general, se observo una alta prevalencia de factores de riesgo vascular tras el implante
(Tabla 1), principalmente hipertension arterial (88%) y dislipemia (73%). Finalmente,
un 37 y un 51% de los enfermos recibian IECAs o antiagregantes plaquetarios,
respectivamente.

Acorde a los criterios de inclusion, ningin enfermo presentdé un evento CV
mayor pretrasplante, pero 54 pacientes mostraron signos de ateromatosis (soplos
vasculares o extensas calcificaciones vasculares) antes del trasplante (Tabla 1).

Setenta y siete pacientes (37%) sufrieron su primer evento CV después del
primer afio de seguimiento postrasplante. Concretamente, 22 (10.6%) presentaron
criterios de enfermedad cardiaca coronaria (ECC), 7 (3.4%) desarrollaron un ACV
isquémico y 58 (28 %) sufrieron enfermedad vascular periférica (EVP), de los cuales en
48 (23%) fue el primer evento CV (10 enfermos presentaron previamente un IAM: n=8,
6 un ACV: n=2). Adicionalmente, 8 pacientes fallecieron como consecuencia de estos
eventos CV.

En las tablas 2 y 3 se muestran las caracteristicas clinicas y los parametros
bioquimicos mas relevantes en los pacientes con y sin eventos cardiovasculares tras el

trasplante. Como se observa, algunos factores clasicos de riesgo vascular como una
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mayor edad, la presencia de diabetes pretrasplante, la HTA o la dislipemia pre y
postrasplante, fueron mas prevalentes en los enfermos que sufrieron alguna
complicacion CV posterior, frente al resto (tabla 2). Asimismo, en los pacientes con
ECV predominaban los varones (78 vs 66%; P=0.08) y presentan un mayor niumero de
alteraciones ecocardiograficas (HVI y disfuncion diastélica), reflejo de un peor perfil
CV. Obviamente, y como consecuencia de presentar mas datos de ateromatosis
pretrasplante y de sufrir complicaciones CV, estos enfermos recibieron una mayor
proporcion de antiagregantes plaquetarios e IECAs, que aquellos que no presentaron
ECV durante la evolucion.

Aunque la totalidad de los enfermos con dislipemia postrasplante recibian
hipolipemiantes, el nivel de triglicéridos fue significativamente mayor en los pacientes
con ECV (P=0.001)(tabla 3). Otros parametros del perfil lipidico, asi como los niveles
de 4cido urico y PTH, fueron similares en ambos grupos de pacientes.

La distribucion de los genotipos de los cuatro polimorfismos estudiados en
ambos grupos de pacientes se muestra en la tabla 4. Esta distribucion genotipica no se
desvid del equilibrio de Hardy-Weinberg en ninguno de los polimorfismos.
Sorprendentemente, el genotipo DD estaba ‘“‘sobre-expresado” en los pacientes con
ECV, frente a otros genotipos del SRA (54 vs 37%; P=0.040). Asimismo, se observo
una mayor prevalencia de los pacientes con algun alelo C (AC+CC) del polimorfismo
del gen del receptor ATIR, en los individuos que sufrieron estas complicaciones (figura
12). Mas graficamente, en las figuras 13 y 14 se observa una clara asociacion entre la
aparicion del ECV y los genotipos desfavorables del polimorfismo del gen de la ECA

(DD) y del ATIR, respectivamente.
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Por el contrario las frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen del

AGT y de la apo E fueron similares en ambos grupos de enfermos (tabla 4).

ﬁ Pacientes con ECV

Pacientes sin ECV

100~ 100~
b * *
£ -
9'—4) il
250 50~
G) P
o)
S 5 o ot Ht
A 3t A B
DD ID/II AC/ICC  AA
*P=0.010 * P=0.044

Fig. 12. Representacion grafica en la que se observa la mayor prevalencia de ECV en
aquellos pacientes con polimorfismos “desfavorables” del gen de la ECA (DD) y del
ATIR (ACH+CC), frente a aquellos que portan alelos “favorables” y no presentaron

ECV.
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Fig. 13. Estimacion de Kaplan-Meier de la aparicion del primer evento CV durante el
seguimiento en pacientes con y sin genotipo DD. La proporcion de pacientes sin ECV
fue significativamente superior en aquellos con genotipo ID/II (Log-Rank: 6.35 ; P=
0.012).
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Fig. 14. Estimacion de Kaplan-Meier de la aparicion del primer evento CV tras el
trasplante renal en pacientes con y sin algin alelo C del polimorfismo del ATIR. La
proporcion de pacientes con algin ECV fue significativamene superior en aquellos con

genotipo AC+CC (Log-Rank: 5.65; P=0.017).
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Es de destacar que se observd una interaccion significativa entre los
polimorfismos del gen de la ECA y el ATIR, producto probablemente de un efecto
sinérgico entre los dos genes. En otras palabras, una mayor proporcion de pacientes con
ECV presentaban al mismo tiempo el genotipo DD y algun alelo C desfavorable (AC 6
CC) del polimorfismo del gen del AT1R. Este efecto, sin embargo, no fue observado
con los otros polimorfismos estudiados (tabla 5).

Cuando se excluyeron los pacientes que recibieron IECAs durante la evolucion
(N=77), también se observo que la presencia del genotipo DD y la de algun alelo C (AC
6 CC) se asociaron, en el analisis univariado, al desarrollo de complicaciones CV (tabla
6).

En las tablas 7, 8, 9 y 10 se muestra la distribucion de los datos clinicos y
factores de riesgo vascular, segun los diferentes genotipos de los polimorfismos del
SRA y de la apo E en todos los enfermos. Los pacientes con algin alelo C del
polimorfismo del gen del AT1R presentaron mayor edad (P=0.038) y sélo una tendencia
a sufrir mas HTA postrasplante (P=0.056) que aquellos con genotipo AA (tabla 8). Asi
mismo, en el grupo de enfermos con algin alelo “desfavorable” del polimorfismo del
gen del AGT (alelo T), predominaban los varones (P=0.064) (tabla 9), pero éstos
mostraron con menor frecuencia criterios ecocardiograficos de HVI, que los pacientes
con genotipo MM (69.5 vs. 86%; P=0.011). La distribucion de otros factores de riesgo
vascular, asi como la proporcion de enfermos que recibian farmacos protectores
vasculares, fue similar entre los diferentes genotipos de los polimorfismos del SRA.

Por otra parte, los pacientes con alglin alelo E4 del polimorfismo del gen de la
apo E habian permanecido mas tiempo en tratamiento sustitutivo (hemodialisis o dialisis

peritoneal) y presentaron menores niveles de HDL que aquellos con genotipo E3/3
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(P=0.086) (tabla 10). No obstante, el nivel medio de triglicéridos fue signifivativamente
menor en los primeros (158 + 67 vs. 187 £ 78 mg/dl; P=0.025), ante una similar
proporcion de trastornos dislipémicos postrasplante en ambos grupos (67 vs. 75%;
P=0.246).

Para identificar con mayor claridad los factores de riesgo de sufrir ECV, se
realizd6 un analisis de regresion logistica “paso a paso”, utilizando como variable
dependiente la presencia o no de algin evento CV, y como variables independientes
todos aquellos factores de riesgo vascular. Como era de esperar, el sexo masculino, la
edad, la presencia de ateromatosis previa en dilisis, la diabetes pretrasplante y la
aparicion de hiperlipemia o HTA postrasplante fueron factores independientes de riesgo
(tabla 11). Asi mismo, y de forma sorprendente, la presencia del genotipo DD fue
también un factor de riesgo independiente que conferia 2.7 veces mds riesgo de sufrir
algin evento CV que otros genotipos (OR: 2.77; IC 95%: 1.22-6.27; P=0.014) (tabla
11); esto se mantenia al excluir a los pacientes que recibieron IECAs (N=77) durante el
seguimiento (OR=2.7; IC 95%: 0.99-7.35; P=0.051).

Por el contrario, la presencia de algun alelo “desfavorable” de los polimorfismos
del gen del receptor AT1 (AC+CC) y/o del angiotensindgeno (MT+TT), no supuso un
incremento del riesgo vascular. Asi mismo, la presencia de alglin alelo E4 del gen de la
apo E tampoco se asocid a un mayor riesgo de sufrir un evento CV.

De manera similar, el andlisis multivariado de Cox, ajustando para otras
variables confundentes, mostrd6 que algunos factores tradicionales de riesgo vascular
(edad, sexo, dislipemia y diabetes) y la presencia del genotipo DD fueron predictores

independientes de primeros eventos CV postrasplante (tabla 12). Otras variantes
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polimorficas desfavorables de los genes del ATIR, AGT y apo E no se asociaron al
desarrollo de complicaciones CV.

Con todo, se observé una interaccion entre la presencia de diabetes pretrasplante
y el genotipo DD (P= 0.013; tabla 12). En efecto, el analisis de los enfermos sin
diabetes pretrasplante reveld que la presencia del genotipo DD fue més frecuente en
aquellos enfermos que sufrieron algin evento CV (56 vs. 36%; P= 0.024; tabla 13 y
figura 15), al mismo tiempo que representd un factor de riesgo independiente de

desarrollar estas ECV postrasplante (RR=1.70; IC 95%: 0.96-3.06; P=0.074).
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Figura 15. Estimacion de Kaplan y Meier de primeros eventos CV durante el
seguimiento en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante, segiin el polimorfismo del

gen de la ECA (Long Rank: 6.08; P=0.013).
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En las tablas 13, 14 y 15 se muestra la distribucion de los genotipos de los
polimorfismos estudiados, asi como las caracteristicas clinicas de los pacientes sin
diabetes pretrasplante. Una mayor frecuencia del alelo C y del genotipo DD se observé
en los enfermos con complicaciones cardiovasculares durante el seguimiento (tabla 13).
Asimismo, una mayor proporcion de pacientes con ECV presentaron al mismo tiempo
el genotipo DD y alglin alelo “desfavorable” C del gen del ATIR, lo que no ocurrié con
otros polimorfismos (tabla 14). Otros factores de riesgo vascular como una mayor edad,
sexo masculino o la presencia de dislipemia (pre y postrasplante), HTA y signos de
ateromatosis fueron mas prevalentes en estos enfermos, sin diabetes pretrasplante, que
sufrieron algin evento CV (tabla 15).

En las tablas 16, 17, 18 y 19 se presentan la distribucién de las caracteristicas
clinicas y factores de riesgo segun los diferentes genotipos de los polimorfismos del
SRA y de la apo E en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante. Aunque la
frecuencia de trastornos dislipémicos pretrasplante fue similar entre los pacientes con
los diferentes genotipos del polimorfismo del gen de la ECA, los enfermos con algin
alelo D mostraron més dislipemias postrasplante que el resto (tabla 16). Asimismo, los
pacientes con el genotipo “desfavorable” CC del polimorfismo del gen ATIR
presentaron una mayor edad que otros genotipos (AA 6 AC) (tabla 17). Es de destacar
que, a pesar de que los enfermos con algtin alelo D 6 C mostraron un menor tiempo de
permanencia en didlisis (tablas 16 y 17), éstos desarrollaron mas complicaciones CV
postrasplante que el resto de enfermos (tabla 13), reflejo probablemente del efecto
deletéreo vascular de estos genotipos. Una mayor proporcion de varones se observo en
los pacientes con genotipos MT y TT del polimorfismo del gen del AGT con respecto al

genotipo MM (tabla 18), si bien aquellos eran enfermos mas jovenes. Finalmente, los
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pacientes con algiin alelo E4 no mostraron mayores cifras de colesterol o triglicéridos
plasmaticos (tabla 19) que aquellos con genotipos E3/3 del polimorfismo de la apo E,
lo que deja entrever el posible efecto aditivo de la diabetes en el desarrollo de la
dislipemia en aquellos pacientes.

En estos pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante se realizd6 también un
analisis de regresion logistica “paso a paso” para identificar los factores de riesgo
vascular. La edad, el sexo masculino y el habito de fumar fueron factores de riesgo
independientes de desarrollar eventos CV postrasplante (tabla 20). Asimismo, se
observé que el genotipo DD y la interaccion entre DD y algun alelo C (AC+CC) fueron
predictores independientes de eventos CV postrasplante (tabla 20). Otros genotipos
desfavorables de los polimorfismos del gen del AGT (MT 6 TT) y de la apo E (E3/4 ¢
E4/4) no se asociaron al desarrollo de estas complicaciones en enfermos sin diabetes
pretrasplante.

Finalmente, cuando se analizaron aquellos enfermos sin otros factores de riesgo
asociados (ausencia de diabetes pretrasplante, indice de masa corporal menor de 27
Kg/m’ y colesterol de menos de 240 mg/dl), de nuevo el genotipo DD fue mas
prevalente en los enfermos con ECV postrasplante (61 vs. 30%; p=0.03) y éste
constituyo un factor de riesgo independiente de ECV (OR: 5.3; IC 95%: 1-31; p=0.05).

Dada la importancia del tiempo de seguimiento tras el implante en la aparicion
de las ECV postrasplante, se llevd a cabo arbitrariamente, un analisis de los factores de
riesgo vascular en pacientes con un tiempo de evolucion mayor o menor de 5 afios.
Ciento diez pacientes presentaron un tiempo de seguimiento menor o igual a 5 afios
(X=3.09%1.16 afios), de los cuales 50 presentaron alguna ECV postrasplante. En este

grupo de enfermos se observo que aquellos con ECV postrasplante presentaban mas



José D. Linares Albertos:Tesis Doctoral 120

edad y habia un mayor niimero de diabéticos pretrasplante y trastornos dislipémicos que
el resto (tabla 21). Como consecuencia, estos pacientes mostraban mas datos de
ateromatosis pretrasplante y recibieron un mayor numero de antiagregantes
plaquetarios. Sin embargo, sélo se observo una tendencia a una mayor frecuencia del
genotipo DD en aquellos con estas complicaciones CV (tabla 22). Otros polimorfismos
no fueron diferentes entre estos enfermos. Con todo, se observd un efecto sinérgico
entre el genotipo DD del polimorfismo de la ECA y aquellos con algun alelo C
desfavorable del polimorfismo del gen ATIR (tabla 23), hecho éste que no fue
evidenciado con otros genotipos.

Por otra parte, 97 pacientes presentaron un tiempo de seguimiento mayor de 5
afios, de los cuales 27 desarrollaron algin evento CV. De manera similar, estos
enfermos eran mas afiosos y habia un mayor nimero de diabéticos pretrasplante,
ateromatosis y trastornos dislipémicos que el resto (tabla 24). Solo el genotipo DD se
asocio a ECV postrasplante (tabla 25) y un efecto sinérgico fue observado, de nuevo,
entre este genotipo y los enfermos con algin alelo C para el desarrollo de
complicaciones cardiovasculares (tabla 26).

Un analisis de regresion realizado en los pacientes con un tiempo de seguimiento
menor o igual a 5 afios, mostrd que solo algunos factores clasicos de riesgo fueron
predictores independientes del riesgo de desarrollar CV y no el genotipo DD (tabla 27).
No obstante, al excluir a los pacientes con diabetes pretrasplante, el genotipo DD, la
edad y el sexo masculino se mostraron como factores de riesgo de ECV (tabla 28). Este
mismo analisis realizado en los pacientes con mas de 5 afios de evolucion postrasplante
mostrd que solo la edad, el habito de fumar y los triglicéridos se asociaron al riesgo de

complicaciones (tabla 29).
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Un total de 28 pacientes desarrollaron durante la evolucion una nefropatia
cronica del injerto (NCI), en base a los criterios histologicos de la clasificacion de
BANFF 93. En el andlisis univariado, cuando se comparo la presencia de NCI frente al
resto, solo el alelo E4 se asocio a la aparicion de NCI (tabla 30), mientras que otros
polimorfismos no mostraron tal asociacion.

Para identificar con mayor claridad los factores de riesgo asociados al desarrollo
de NCI, se compararon los datos clinicos de los enfermos con NCI frente a aquellos
pacientes (N=100) que, presumiblemente, no tenian esta entidad en base a criterios
clinicos: ausencia de proteinuria y creatinina sérica menor o igual a 2.5 mg/dl, con un
tiempo de seguimiento mayor o igual a 3 afios (tabla 31). Como era predecible, los
enfermos con NCI presentaron un mayor numero de rechazos agudos, asi como
donantes mas afosos con creatinina sérica significativamente mas elevada. Asi mismo,
los niveles de paratohormona (PTH) también fueron mas elevados, producto de un
mayor deterioro de la funcion renal. En estos pacientes, de nuevo la presencia del alelo
E4 se asocid con el desarrollo de la NCI, mientras que los otros polimorfismos no
mostraron tal asociaciéon (tabla 32). Por ultimo, un andlisis de regresion logistica
llevado a cabo para identificar los factores de riesgo de NCI, demostro que la edad del
donante, el numero de rechazos agudos y la presencia del alelo E4 fueron factores

predictores de la aparicion de NCI en estos enfermos (Figura 16).
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OR (IC 95%)

3.4 (1.07-11)

2.04 (1.2-3.5)

1.08(1.07-1.1)

Figura 16. Modelo de Regresion Logistica (N=128 trasplantes y 28 rechazos cronicos).

Otras variables incluidas en el modelo, pero sin significacion estadistica fueron:

incompatibilidades

ABDR, infeccion por CMV, habito de

fumar, dislipemia,

hipertension y el tiempo postrasplante. OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 1: Datos demograficos y clinicos globales

123

Edad (afios)

498 £12.8

Sexo (%ovarones)

70.5

DM

39 (18.8)

65 (31.4)

Enfermedad de base A

16 (7.7)

PQ

16 (7.7)

(%) NF

11(5.3)

PNC

21(10.1)

No filiada

20 (9.6)

Otros

19 (9.1)

Tiempo en dialisis (meses)

46.2 + 169

Tiempo seguimiento posTx (meses)

67.42 £40.1

Ateromatosis preTx (%)

54 (26)

Diabetes posTx (%)

22 (10.6)

HTA posTx (%)

182 (88)

Dislipemia posTx (%)

152 (73)

Indice de masa corporal (Kg/m®)

27.3+5.2

Fumador (%)

33 (16)

N° rechazos agudos primer aiio

0.6 +0.8

Infeccion por CMV (%)

81 (39)

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8+ 1.1

Pacientes con HVI * (%)

139 (67)

Tratamiento con IECAs (%)

77 (37)

Tratamiento con antiagregantes plaquetarios (%)

106 (51)

Retrasplantes (%)

* En 27 pacientes no se obtuvieron datos ecocardiograficos.

5(2.4)

X+DE (mediatdesviacion tipica); DM: diabetes mellitus; GNC: glomerulonefritis

cronica; NI: nefropatia isquémica; PQ: poliquistosis renal; NF: nefropatia familiar;

PNC: pielonefritis cronica; posTx: posterior al trasplante; HTA: hipertension arterial;

CMV: citomegalovirus; HVI: hipertrofia ventricular izquierda; IECAs: inhibidores de la

enzima de conversion de angiotensina.
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas y factores de riesgo vascular acorde a la presencia

o no de eventos cardiovasculares (ECV) tras el trasplante.

ECV
n ="77

Sin ECV
n =120

Valor P

Edad (aiios)

56.7 £ 10.1

45.6+12.4

0.000

Sexo (%ovarones)

60 (78)

86 (66)

0.084

Diabetes mellitus preTx (%)

29 (37.7)

10 (7.7)

0.000

Diabetes mellitus posTx (%)

709)

15 (11.5)

0.162

Tiempo dialisis (meses)

28.5+29

25+ 17

0.443

HTA pretrasplante (%)

66 (85)

82 (63)

0.000

HTA postrasplante (%)

73 (95)

109 (84)

0.026

Dislipemia preTx (%)

28 (36)

13 (10)

0.000

Dislipemia posTx (%)

68 (88)

84 (65)

0.000

Ateromatosis preTx (%)

38 (49)

16 (12)

0.000

Tiempo evolucion posTx (afnos)

48 +2.8

6+3.4

0.010

N° rechazos agudos ler. Afio

0.66 + 0.8

0.68 +0.8

0.851

Rechazo crénico (%)

8 (10.4)

20 (15)

0.402

Infeccion por CMV (%)

21 (27)

60 (46)

0.006

Indice de masa corporal (Kg/mz)

27.5%+5.2

27.1+5.2

0.435

Fumador (%)

10 (13)

23 (18)

0.435

Tratamiento con IECASs (%)

32 (41.5)

45 (34.5)

0.372

Tratamiento con antiagregantes (%)

55 (71.5)

51 (39)

0.000

Pacientes con HVI (%)

60 (91)

79 (67)

0.000

Pacientes con disfuncion
diastélica (%)

40 (78)

35 (42)

0.000

Pacientes con proteinuria
nefroética (%)

6 (8)

5(4)

0.118

Exitus (%)

8 (10.4)

6 (4.6)

0.060

X+DE: mediatdesviacion tipica. PreTx o posTx: pretrasplante o postrasplante. CMV:
citomegalovirus; HTA: hipertension arterial; IECA: inhibidor de la enzima de

conversion de angiotensina; HVI: hipertrofia ventricular izquierda.
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Tabla 3: Datos bioquimicos de los pacientes con y sin eventos cardiovasculares

durante la evolucion.

ECV
n=77

Sin ECV
n=130

Valor P

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8+0.8

1.9+1.2

0.392

Colesterol total (mg/dl)

215+44

214.6 £ 39

0.947

HDL-colesterol (mg/dl)

52+15

544 £ 15.7

0.508

Triglicéridos (mg/dl)

203.8+ 75

166 £ 75

0.001

Apo A (mg/dl)

147 £ 27

153.5 £33

0.151

Apo B (mg/dl)

142 £ 175

124 £ 119

0.386

Apo B/A (mg/dl)

1.03+1.4

0.8+£0.7

0.115

Acido irico (mg/dl)

7.8+ 1.8

7.8+ 1.7

0.987

Global

132 £ 126.8

149 + 260

0.606

Pacientes sin diabetes
mellitus pretrasplante

136 £ 118

156 £ 270

0.622

Pacientes £ 5 afos
evolucion

128 + 140

194 + 374

0.253

Pacientes > 5 anos
evolucion

X+DE: mediatdesviacion tipica.
ECV= enfermedad cardiovascular.
Apo A, B= apolipoproteina A y B.

PTH= hormona paratiroidea.

140 = 100

113 +£92

0.200
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Tabla 4: Frecuencias de los diferentes polimorfismos genéticos del sistema renina-
angiotensina (SRA) y de la apo E en pacientes con y sin enfermedad cardiovascular

(ECYV) tras el trasplante.

ECV
n=77

Sin ECV
n=130

Valor P

DD (%)

42 (54)

48 (37)

0.040*

ID (%)

27 (35)

67 (51.5)

IT (%)

8 (10.3)

15 (11.5)

ID + II (%)

35 (45.5)

82 (63)

AA (%)

34 (44)

78 (60)

AC (%)

34 (44)

46 (35)

CC (%)

9 (11.7)

6 (4.6)

AC + CC (%)

43 (55.7)

52 (39.6)

MM (%)

25 (32.4)

47 (36)

MT (%)

37 (48)

68 (52)

TT (%)

15 (19.5)

15 (11.5)

MT + TT (%)

52 (67.5)

83 (63.5)

E3/3 (%)

61 (79)

101 (77)

E3/4 (%)

15 (19.5)

28 (21.5)

E4/4 (%)

1(1.3)

1 (0.8)

E3/4 + E4/4 (%)

16 (21)

29 (22)

* Relacion entre los distintos polimorfismos y la presencia o no de ECV: test de la C*.

~ Comparacion de pacientes con: ID+II vs. DD; AC+CC vs. AA; MT+TT vs. MM;
E3/4+E4/4 vs. E3/3, mediante el test de la Cz; ECA = enzima de conversion de la
angiotensina; AT1R = receptor de la angiotensina II de tipo 1; AGT = angiotensindogeno

Apo E= apolipoproteina E
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Tabla 5. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen del AT1R, AGT

y apo E en pacientes con y sin ECV, respecto al polimorfismo del gen de l1a ECA.

DD
N=90

II+1ID
N =117

ECV
n=42

Sin ECV
n =48

ECV
n =35

Sin ECV
n=§2

AA (%)

16 (38)

34 (70.8)

18 (51.4)

44 (53.6)

AC + CC (%)

26 (62)

14 (29.2)

17 (48.6)

38 (46.4)

P=0.003

P=0.842

MM (%)

13 (31)

12 (25)

12 (34.3)

35 (42.7)

MT + TT (%)

29 (69)

36 (75)

23 (65.7)

47 (57.3)

P=0.639

P=0.419

E3/3 (%)

33 (78.6)

38 (79)

28 (80)

63 (76.8)

E3/4 + E4/4 (%)

9 (21.4)

10 (21)

7 (20)

19 (23.2)

P: seglin test de la Chi-cuadrado

P=1.000

ECV= enfermedad cardiovascular

ECA= enzima de conversion de la angiotensina

ATIR= receptor de la angiotensina II de tipo 1

AGT= angiotensindgeno

Apo E= apolipoproteina E

P=0.811
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Tabla 6: Distribucion de las frecuencias genotipicas de los pacientes (con o sin ECV)
que no recibieron inhibidores de la ECA, respecto a los polimorfismos del SRA y de

la apo E.

ECV Sin ECV Valor *P
n =45 n =85

DD (%) 26 (58) 30 (35)

ID + 1T (%) 19 (42) 55 (65)

AA (%) 17 (38) 50 (59)

AC + CC (%) 28 (62) 35 (41)

MM (%) 16 (36) 30 (35)

MT + TT (%) 29 (64) 55 (65)

E3/3 (%) 37 (82) 64 (75)

E3/4 + £4/4 (%) 8 (18) 21 (25)

* test de la Chi-cuadrado (C?).

ECV= enfermedad cardiovascular

ECA= enzima de conversion de la angiotensina
ATIR= receptor de la angiotensina II de tipo 1
AGT= angiotensindgeno

Apo E= apolipoproteina E
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Tabla 7. Datos clinicos y factores de riesgo vascular, acorde al polimorfismo del

gen de la enzima de conversion de angiotensina (ECA).

DD
N=90

ID
N=94

II
N=23

ID/11
N=117

Edad (afos)

50.3+13.5

49.7+12.1

48.1+13

49.4+12.3

Sexo (%varones)

61(67.7)

68 (72.3)

17 (73.9)

85 (72.6)

DM preTx (%)

20 (22.2)

15 (16)

4(17.4)

19 (16.2)

Tiempo en dialisis (meses)

38.4+109

33.5+126

47.3+49.4

36+116.4

Dislipemia preTx (%)

20 (32.2)

18 (26.9)

3 (20)

21 (25.6)

HTA preTx (%)

61 (68)

70 (74)

17 (74)

87 (74.3)

Ateromatosis preTx (%)

24 (26.6)

23 (24.5)

7(30.4)

30 (25.6)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

5.4+3.5

5.6+3.1

6+3

5.6%3

Infeccion CMV (%)

30(33.3)

41 (43.6)

10 (43.4)

51 (43.6)

Fumador (%)

12 (13.3)

15 (16)

6 (26)

21 (18)

HTA posTx (%)

78 (86.7)

84 (89.4)

20 (87)

104(88.9)

Ind. masa corporal (Kg/m”)

27.8+5.4

27+4.8

26.7+6.6

26.9+5

Dislipemia posTx (%)

71 (79)

67 (71.3)

14 (61)

81 (69.2)

Pacientes con HVI (%)

60(74)

65(76.5)

14(78)

79 (76.7)

Tratamiento con IECA
(%)

34 (37.8)

38 (40.4)

5(21.7)

43 (36.7)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

9 (39.1)

49 (52.1)

48 (53.3)

58 (49.5)

Colesterol total (mg/dl)

209+41.3

219.7+£39

216.7+44

219+40.3

HDL-colesterol (mg/dl)

52.7%17.3

54.7+13.3

55.2+15.5

54.7+13.7

Apo B (mg/dl)

130+136

138+164

100+16.1

131+149

Triglicéridos (mg/dl)

186+74.7

180+82.8

161+59.8

176+79.3

Creatinina sérica (mg/dl)

1.740.9

1.9+1.2

2.2+1.4

1.98+1.22

Acido tirico (mg/dl)

7.8£1.8

7.7£1.8

7.8+1.6

7.8£1.8

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.

AP=ID/II vs. DD. PreTx o PosTx: pre o postrasplante; DM: diabetes mellitus.

HTA: hipertension arterial; CMV: citomegalovirus
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Tabla 8. Datos clinicos y factores de riesgo vascular, acorde al polimorfismo del

gen del receptor de angiotensina II de tipo 1 (AT1R).

AA
N=112

AC
N=80

CC
N=15

AC/CC
N=95

Edad (afos)

48.1+13

51.2+12.3

54.7+12.1

51.8+12.3

Sexo (%varones)

82 (73.2)

54 (65.8)

10 (66.7)

64 (67.4)

DM preTx (%)

20 (17.8)

14 (17.5)

5(33.3)

19 (20)

Tiempo en dialisis (meses)

40.2+101

60.4+245

16.6+12

21.2420.9

Dislipemia preTx (%)

21 (27.6)

16 (28)

4 (36.4)

20(29.4)

HTA preTx (%)

76 (68)

60 (75)

12 (80)

72 (75.8)

Ateromatosis preTx (%)

29 (25.9)

20 (25)

5(33.3)

25 (26.3)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

5.7£3.2

5.5£3.2

4.7+£3.8

5.7£3.2

Infeccion CMV (%)

41 (36.6)

33 (41.2)

7 (46.7)

40 (42.1)

Fumador (%)

23 (20.5)

10 (12.5)

10 (10.5)

HTA posTx (%)

94 (84)

75 (93.8)

13 (86.7)

88 (92.6)

Ind. masa corporal (Kg/m?)

27.1£54

27.7£5.03

26.6+5.8

27.2+5.4

Dislipemia posTx (%)

82 (73.2)

59 (73.7)

11(73.3)

70 (73.6)

Pacientes con HVI (%)

71 (71)

59 (82)

9 (75)

68 (81)

Tratamiento con IECA
(%)

45 (40)

31 (38.7)

1(6.7)

32 (33.7)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

53 (47)

45 (56)

8 (53.3)

53 (55.8)

Colesterol total (mg/dl)

213+43

216.5+37

214+47.3

213.6+43

HDL-colesterol (mg/dl)

53.4+16.4

54.5+14.4

54.3£13.7

53.4+16.4

Apo B (mg/dl)

125+129

143+173

104+27.2

125+129

Triglicéridos (mg/dl)

177+63.3

184+92.3

184+85.9

177.4+63

Creatinina sérica (mg/dl)

2+1.2

1.740.9

1.740.9

2+1.2

Acido trico (mg/dl)

7.9£1.8

7.7%1.5

7.7£2.8

7.9£1.8

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* seglin procediese.

"P= AC/CC vs. AA. PreTx o PosTx: pre o postrasplante; DM: diabetes mellitus.

HTA: hipertension arterial; CMV: citomegalovirus.
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Tabla 9. Datos clinicos y factores de riesgo

gen del angiotensinogeno (AGT).

MM
N=T72

MT
N=105

vascular, acorde al polimorfismo del

TT
N=30

MT/TT
N=135

Edad (afos)

52.4+10.7

48.3+13.1

48.7+15.2

48.4+13.6

Sexo (%varones)

45 (62.5)

78 (74.3)

23 (76.7)

101(74.8)

DM preTx (%)

13 (18)

17 (16.2)

9 (30)

26 (19.2)

Tiempo en dialisis (meses)

60.3+189

43+177

23.8+£35.2

25.2+26.4

Dislipemia preTx (%)

16 (32.6)

15 (21)

10 (41.7)

25 (26.3)

HTA preTx (%)

51 (71)

77 (73)

20 (66)

97 (71.9)

Ateromatosis preTx (%)

17 (23.6)

27 (25.7)

10 (33.3)

37 (27.4)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

6+3.8

5.4%3

5.1£2.5

5.3£2.9

Infeccion CMV (%)

30 (41.7)

38 (36.2)

13 (43.3)

51(37.8)

Fumador (%)

14 (19)

17 (16)

2(6.7)

19 (14)

HTA posTx (%)

64 (88.9)

91 (86.7)

27 (90)

118(87.4)

Ind. masa corporal (Kg/m”)

28+5.6

27+5

26.2+5.3

26.9+5

Dislipemia posTx (%)

56 (77.8)

75 (71.4)

21 (70)

96 (71)

Pacientes con HVI (%)

57 (86)

62 (70)

20 (69)

82 (69.5)

Tratamiento con IECA
(%)

26 (36)

39 (37)

12 (40)

51 (37.8)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

41 (57)

46 (44)

19 (63)

65 (48)

Colesterol total (mg/dl)

215+39

216.9+45

206.6+28

214.6+42

HDL-colesterol (mg/dl)

54.6+15.1

54+16.3

51.6+13

53.5+15.6

Apo B (mg/dl)

125121

153.7£15

156+28.5

134+153

Triglicéridos (mg/dl)

188.7+86

179.4+74

165.7£61

176.3+71

Creatinina sérica (mg/dl)

1.9+1.2

1.9+1

1.840.9

1.9+1

Acido tirico (mg/dl)

7.7£1.8

8+1.7

7.6+1.8

7.9£1.7

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.
AP=MT/TT vs. MM. PreTx o PosTx: pre o postrasplante; DM: diabetes mellitus.
HTA: hipertension arterial; CMV: citomegalovirus.
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Tabla 10. Datos clinicos y factores de riesgo vascular, acorde al polimorfismo del

gen de la apolipoproteina E (apo E).

E3/3
N=162

E3/4
N=43

E4/4
N=2

E3/4+E4/4
N=45

Edad (afos)

49.6+12.8

50.5+13

47.5+14.8

50.4+12.8

Sexo (%varones)

110 (68)

35(81.4)

1 (50)

36 (80)

DM preTx (%)

31(19)

8 (18.6)

8 (17.8)

Tiempo en dialisis (meses)

23.3+27.3

37.8+36

28+19.8

37.3+35.3

Dislipemia preTx (%)

34 (21)

7 (16.3)

7 (23.3)

HTA preTx (%)

120 (74)

27 (62.8)

1 (50)

28 (62.2)

Ateromatosis preTx (%)

42 (26)

12 (28)

12 (26.7)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

5.4%3

6+3.5

9.3+9.4

6.2+3.8

Infeccion CMV (%)

60 (37)

20 (46.5)

1 (50)

21 (46.7)

Fumador (%)

26 (16)

7(16.3)

7 (15.6)

HTA posTx (%)

141 (87)

39 (90.7)

2 (100)

41 (91.1)

Ind. masa corporal (Kg/m”)

27.3+5.4

27+4.8

29.5¢7

27.2+4.8

Dislipemia posTx (%)

122 (75)

29 (67.4)

1 (50)

30 (67)

Pacientes con HVI (%)

106(73.6)

31 (81.6)

2 (100)

33 (82.5)

Tratamiento con IECA
(%)

61 (37.7)

16 (37.2)

16 (35.6)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

84 (51.9)

22(51.2)

22 (48.9)

Colesterol total (mg/dl)

214.9+42

214.7+37

207+12.8

214.3+36

HDL-colesterol (mg/dl)

54.8+15.6

51+14.4

37+£5.7

50.3+14.4

Apo B (mg/dl)

132+147

125+129

119+1.4

125+126

Triglicéridos (mg/dl)

187£78

155+64.7

209+130

158+67

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8£0.9

2+1.5

1.2+0.4

2+1.4

Acido tirico (mg/dl)

7.9%£1.8

7.6x1.7

6.9%1.4

7.5%1.7

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.
~P=E3/4+E4/4 vs. E3/3. PreTx o posTx: pre o postrasplante; DM: diabetes mellitus.
T°: tiempo; HTA: hipertension arterial; CMV: citomegalovirus.
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Tabla 11. Factores de riesgo para la aparicion de ECV después del trasplante.

Odds Ratio IC 95%

Edad 1.08 1.4-1.12

Sexo varon 2.78 1.07 -7.24

Ateromatosis pretrasplante 6.10 1.92 -19.42

Diabetes pretrasplante 4.74 1.29 -17.40

HTA postrasplante 4.37 1.07 —17.85

Dislipemia postrasplante 8.26 2.49-27.40

Genotipo DD 2.77 1.22 - 6.27

Genotipos AC + CC 1.80 0.80 —4.03

Modelo de regresion logistica “paso a paso” (N= 207 trasplantes y 77 eventos CV). Una
Odds ratio >1 indica un mayor riesgo de sufrir alguna ECV. Otras variables incluidas en
el modelo, pero que no alcanzaron significacion estadistica, fueron funcion renal, HVI,
indice de masa corporal, habito de fumar, ingesta de IECAs, diabetes postrasplante de
novo, episodios de rechazo, genotipos MT+TT y E3/4+E4/4 y tiempo en didlisis (cada
una P>0.05).

HTA: hipertension arterial.
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Tabla 12. Factores de riesgo para la aparicion de ECV después del trasplante, segin

el analisis multivariado de Cox.

Riesgo IC 95%
Relativo

Edad 1.07 1.03-1.10

Sexo (varon) 2.44 1.28 —4.67

Ateromatosis pretrasplante 2.53 1.22 -5.25

Diabetes pretrasplante 2.87 1.13-7.2

HTA postrasplante 0.73 0.21 -2.48

Dislipemia postrasplante 7.46 3.11-17.87

Habito de fumar 0.90 0.33 -2.45

Genotipo DD 3.12 1.16 — 8.38

Alelo C 1.41 0.77 - 2.58

Alelo T 1.67 0.94 -2.97

Alelo E4 0.83 04-14

Genotipo DD * DM preTx 0.21 0.06 —0.71

HTA: hipertension arterial.

DM preTx: diabetes mellitus pretrasplante.
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Tabla 13. Complicaciones cardiovasculares segin los polimorfismos de los genes de la
enzima de conversion de angiotensina (ECA), receptor de angiotensina II de tipo 1
(AT1R), angiotensinogeno (AGT) y apolipoproteina E (apo E) en enfermos sin

diabetes pretrasplante.

ECV Sin ECV Valor *P
n =48 n=120

DD (%) 27 (56) 43 (36)

ID + 1T (%) 21 (44) 77 (64)

AA (%) 20 (41) 72 (60)
AC + CC (%) 28 (58) 48 (40)

MM (%) 16 (33) 43 (36)
MT + TT (%) 32 (66) 77 (64)

E3/3 (%) 38 (79) 93 (77)

E3/4 + E4/4 (%) 10 (21 27 (22.5)

* Test de la Chi-cuadrado; ECV= enfermedad cardiovascular.

Tabla 14. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen de la enzima de
conversion de angiotensina (ECA) y del receptor de Ang II de tipo 1 (AT1R) en
pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante, respecto a la aparicion de ECV
postrasplante.

DD II +1ID
N=170 N =098

ECV Sin ECV ECV Sin ECV
n=27 n=43 n=21 n=77

AA (%) 7(26) | 30(70) | 13(62) | 42 (54)
AC+CC (%) | 2074 | 13(30) | 8(38) | 35(46)
P=0.000 P=0.625

ECA

P= seglin test de la Chi-cuadrado. ECV= enfermedad cardiovascular.
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Tabla 15. Datos clinicos de los pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante con y sin

enfermedad cardiovascular (ECV).

ECV
n = A48

Sin ECV
n =170

Edad (aiios)

59.617.8

45.5+13

Sexo (%ovarones)

40 (83)

78 (65)

Diabetes mellitus posTx (%)

7 (14.5)

15 (12.5)

Tiempo dialisis (meses)

35.3+34

60+220

HTA pretrasplante (%)

37 (77)

74 (61)

HTA postrasplante (%)

45 (94)

102 (85)

Dislipemia preTx (%)

11(38)

12 (14)

Dislipemia posTx (%)

42 (87.5)

81 (67)

Ateromatosis preTx (%)

12 (25)

10 (8.3)

Tiempo evolucion posTx (afnos)

5.54+43

6+3.4

N° rechazos agudos ler. Afio

0.68+0.8

0.7£0.8

Infeccion por CMV (%)

13 (27)

57 (47)

Indice de masa corporal (Kg/mz)

28.7%5

27.2+5.2

Fumador (%)

9(19)

20 (17)

Tratamiento con IECA (%)

17 (35)

41 (34)

Tratamiento con antiagregantes
(%)

X*DE: media + desviacion tipica.

35 (73)

43 (36)
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Tabla 16. Datos clinicos y factores de riesgo vascular segin el polimorfismo del gen

de la enzima de conversion de angiotensina (ECA) en pacientes sin diabetes mellitus

pretrasplante.

DD
N=70

ID
N=79

II
N=19

ID/11
N=98

Edad (afos)

50£13.7

49.1+£12.6

49.6+13.7

49.2+12.7

Sexo (%varones)

47 (67)

56 (71)

15 (79)

71 (72.4)

Tiempo dialisis (meses)

28.7+31

23+24.3

53.8+51

28.7£33

Dislipemia preTx (%)

11 (23)

10 (18)

2 (16.7)

12 (18)

Ateromatosis preTx (%)

7(10)

10 (12.7)

5(26.3)

15 (15.3)

Diabetes posTx (%)

7(10)

14 (17)

1 (53)

15 (15.5)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

5.943.7

5.943

6.2+3.3

5.943

Indice de masa corporal
(Kg/m®)

28.2+5.1

27.2+4.9

27.626.7

27.245.3

Fumador (%)

11 (15.7)

14 (17.7)

421

18 (18.4)

Dislipemia posTx (%)

57 (81)

56 (71)

10 (52)

66 (67.3)

Colesterol total (mg/dl)

211+39.4

221438.3

219+45.7

220+39.6

Triglicéridos (mg/dl)

184+69.5

177+80.6

157+60.6

173£77.3

HTA posTx (%)

61 (87)

70 (88.6)

16 (84)

86 (87.8)

Creatinina sérica (mg/dl)

1.68+0.8

1.92+1.2

2.35%1.5

2+1.3

Tratamiento con IECA
(%)

26 (37)

29 (36.7)

3 (15.8)

43 (44)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

35 (50)

37 (46.8)

6(31.6)

32 (32.7)

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.

AP=ID/II vs. DD. PreTx o PosTx: pre o postrasplante; HTA: hipertension arterial.
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Tabla 17. Datos clinicos y factores de riesgo vascular segin el polimorfismo del gen

del receptor de angiotensina II de tipo 1 (AT1R) en pacientes sin diabetes mellitus

pretrasplante.

AA
N=92

AC
N=66

CC
N=10

AC/CC
N=76

Edad (afos)

47.6x13

50.9+13

58.6£10.7

51.9£13

Sexo (%varones)

66 (71.7)

45 (68.2)

7 (70)

52 (68.4)

Tiempo dialisis (meses)

33.7+37.8

23+22.9

19.4+13.8

22.6%£21.8

Dislipemia preTx (%)

13 (20.6)

9 (20.5)

1 (16.7)

10 (20)

Ateromatosis preTx (%)

13 (14.1)

8 (12.1)

1 (10)

9 (11.8)

Diabetes posTx (%)

14 (15.2)

16 (24.6)

2 (20)

10 (13.2)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

6+3.3

5.843.2

5.5+4.6

5.8%3.4

Indice de masa corporal
(Kg/m®)

27.4%5.5

27.8+4.8

28.9+5

27.9+4.8

Fumador (%)

20 (21.7)

9 (13.6)

9 (11.8)

Dislipemia posTx (%)

67 (72.8)

50 (75.8)

6 (60)

56 (73.7)

Colesterol total (mg/dl)

216.4+43

219.6£36

198+21.7

216.8+35

Triglicéridos (mg/dl)

177+63.5

181.7+88

159+62

178.8+85

HTA posTx (%)

7 (83.7)

61 (92.4)

9 (90)

70 (92.1)

Creatinina sérica (mg/dl)

2+1.2

1.7+1

1.6%1

1.7+1

Tratamiento con IECA
(%)

34 (37)

23 (34.8)

1 (10)

24 (31.6)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

40 (43.5)

33 (50)

5 (50)

38 (50)

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.

"P= AC/CC vs. AA. PreTx o posTx: pre o postrasplante; HTA: hipertension arterial.
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Tabla 18. Datos clinicos y factores de riesgo vascular segin el polimorfismo del gen

del angiotensinogeno (AGT) en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante.

MM
N=59

MT
N=88

TT
N=21

Edad (afos)

52.2+10.8

48.3+13.4

47.6x17

Sexo (%varones)

36 (61)

66 (75)

16 (76.2)

82 (75.2)

Tiempo dialisis (meses)

31.6£38.5

2725

27+41.4

27.2428.2

Dislipemia preTx (%)

10 (25.6)

9 (15.3)

4 (26.7)

13 (17.6)

Ateromatosis preTx (%)

8 (13.6)

11 (12.5)

3(14.3)

14 (12.8)

Diabetes posTx (%)

11 (19)

16 (18.2)

5(23.8)

14 (12.8)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

6.5£3.9

5.6%3

5.8£2.5

5.6£3

Indice de masa corporal
(Kg/m®)

28.5%5.5

27.4%5

26+4.8

27+5

Fumador (%)

13 (22)

14 (16)

2(9.5)

16 (14.7)

Dislipemia posTx (%)

45 (76.3)

64 (72.7)

14 (66.7)

78 (71.6)

Colesterol total (mg/dl)

214+37.5

219+43.7

214+27.3

218+41

Triglicéridos (mg/dl)

185+87.5

177+66.3

162+63.8

174+65.8

HTA posTx (%)

51 (86.4)

78 (88.6)

18 (85.7)

96 (88)

Creatinina sérica (mg/dl)

1.9+1.3

1.9+1

1.7£0.7

1.9+1

Tratamiento con IECA
(%)

21 (35.6)

28 (31.8)

9 (42.9)

37 (34)

Tratamiento con

antiagregantes (%)

32 (54.2)

34 (38.6)

12 (57)

46 (42.2)

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.

AP=MT/TT vs. MM. PreTx o posTx: pre o postrasplante; HTA: hipertension arterial.
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Tabla 19. Datos clinicos y factores de riesgo vascular segin el polimorfismo del gen

de la apolipoproteina E (apo E) en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante.

E3/3
N=131

E3/4
N=35

E4/4
N=2

E3/4+E4/4
N=37

Edad (afos)

49.6x13

49.7+13.6

47.5+14.8

49.6x13.5

Sexo (%varones)

88 (67.2)

29 (83)

1 (50)

30 (81)

Tiempo dialisis (meses)

25.5%29.8

40+37.7

28+19.8

39.4+36.9

Dislipemia preTx (%)

20 (22.5)

3(13)

3 (12.5)

Ateromatosis preTx (%)

16 (12.2)

6 (17)

6(16.2)

Diabetes posTx (%)

24 (18.5)

7 (20)

8 (21.6)

Tiempo evolucion posTx
(afios)

5.843.2

6.4+3.4

6.5+3.7

Indice de masa corporal
(Kg/m®)

27.8%£5.3

27+4.9

27+5

Fumador (%)

23 (17.6)

6 (17)

6(16.2)

Dislipemia posTx (%)

99 (75.6)

23 (65.7)

1 (50)

24 (65)

Colesterol total (mg/dl)

216+40.6

217.5+£38

207£12.7

21737

Triglicéridos (mg/dl)

183+74.5

156.7+68

209+130

159+£70.7

HTA posTx (%)

114 (87)

31 (88.6)

2 (100)

33(89.2)

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8+1

2+1.5

1.2+0.4

2+1.5

Tratamiento con IECA
(%)

47 (36)

11 (31)

11(29.7)

Tratamiento con
antiagregantes (%)

62 (47.3)

16 (45.7)

16 (43.2)

X+DE: mediatdesviacion tipica. *P= ANOVA intragrupos, o C* segiin procediese.
"P=E3/4+E4/4 vs. E3/3.. PreTx o posTx: pre o postrasplante; HTA: hipertension

arterial.
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Tabla 20. Factores de riesgo vascular para el desarrollo de complicaciones

cardiovasculares postrasplante en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante.

Odds Ratio IC 95%

Edad 1.13 1.07 -1.18

Sexo (varon) 4 1.28—-12.4

Habito de fumar 5.9 1.6 -22.5

Genotipo DD 2.9 1.2-7.3

Genotipo DD * alelo C 9.2 2-41

Modelo de regresion logistica “paso a paso” (N=168 trasplantes y 48 eventos CV). Una
Odds ratio >1 indica un mayor riesgo de sufrir un evento CV. Otras variables incluidas en
el modelo, pero sin significacion estadistica fueron: ateromatosis pretrasplante, dislipemia,
indice de masa corporal, HTA, ingesta de IECAs, funcion renal, diabetes postrasplante y
genotipos CC del ATIR, MT+TT del AGT y alelo E4 (E3/4+E4/4) de la apo E (cada una

con P>0.05).
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Tabla 21. Caracteristicas clinicas de los pacientes con un tiempo de seguimiento

menor o igual a 5 afios, en funcion de presentar o no complicaciones cardiovasculares

postrasplante.

ECV
n=>50

Sin ECV
n =60

Edad (aiios)

56%11.6

45.7+13.4

Sexo (%ovarones)

39 (78)

41 (68.3)

Diabetes mellitus preTx (%)

24 (48)

6 (10)

Diabetes mellitus posTx (%)

6 (12)

9 (15)

Tiempo dialisis (meses)

2427

24.7+34.3

HTA pretrasplante (%)

45 (90)

40 (66.7)

HTA postrasplante (%)

47 (94)

51 (85)

Dislipemia pretrasplante (%)

25 (59.5)

9 (16.4)

Dislipemia postrasplante (%)

44 (88)

37 (61.7)

Ateromatosis pretrasplante (%)

31 (62)

12 (20)

N° rechazos agudos

0.7£0.9

0.6+0.8

Rechazo crénico (%)

6 (12)

35

Infeccion por CMV (%)

15 (30)

26 (43.3)

Indice de masa corporal (Kg/mz)

27.8+6

27.4%5

Fumador (%)

5 (10)

12 (20)

Tratamiento con IECASs (%)

21 (42)

24 (40)

Tratamiento con antiagregantes (%)

36 (72)

26 (43.3)

Colesterol total (mg/dl)

212449

209+33.6

Triglicéridos (mg/dl)

204+81.8

173+91.7

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8+0.7

1.7+£0.9

X+DE: mediatdesviacion tipica. ECV: enfermedad cardiovascular; PreTx o posTx:
pretrasplante o postrasplante. CMV: citomegalovirus; HTA: hipertension arterial;

IECA: inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina.
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Tabla 22. Complicaciones cardiovasculares segin los polimorfismos de los genes de la
enzima de conversion de angiotensina (ECA), receptor de angiotensina II de tipo 1
(AT1R), angiotensinégeno (AGT) y apolipoproteina E (apo E) en pacientes con

tiempo de seguimiento menor o igual a 5 afios.

ECV Sin ECV Valor P*
n =150 n =60

DD (%) 27 (54) 24 (40)

ID + 1T (%) 23 (46) 36 (60)

AA (%) 22 (44) 34 (56.7)

AC + CC (%) 28 (56) 26 (43.3)

MM (%) 14 (28) 23 (38.3)

MT + TT (%) 36 (72) 37 (61.7)

E3/3 (%) 40 (80) 48 (80)

E3/4 + E4/4 (%) 10 (20) 10 (20)

* Test de la Chi-cuadrado.

ECV= enfermedad cardiovascular
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Tabla 23: Distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen del receptor de
angiotensina II de tipo 1 (AT1R), angiotensinogeno (AGT) y apolipoproteina E (apo
E) en pacientes con tiempo de seguimiento menor o igual a 5 afios, con respecto al

polimorfismo de la enzima de conversion de angiotensina (ECA).

DD II+1ID
N=51 N=59
ECV | Sin ECV ECV Sin ECV
n=27 n=24 n=23 n =36

AA (%) 111 | 1667) | 1148 | 18(50)
AC+CC (%) | 16(59) | 8(33) | 12(52) | 18(50)
P=0.064 P=0.871

MM (%) 7(26) | 8(33) 7(30) | 15(41)

MT +TT (%) | 20(74) | 16(67) | 16(70) | 21 (59)

P=0.759 P=0.422

E3/3 (%) 23(85) | 20(83) | 17(74) | 18(78)
E3/4+Ed/4 (%)| 415 | 407 | 66 8 (22)

P=0.856 P=0.762

C?: test de la Chi-cuadrado, o test exacto de Fisher, segun procediese.

ECV= enfermedad cardiovascular
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Tabla 24. Caracteristicas clinicas de los pacientes con un tiempo de seguimiento

mayor a S afios, en funcion de presentar o no complicaciones cardiovasculares

postrasplante.

ECV
n=27

Sin ECV
n="70

Edad (aiios)

58+6.5

45.7+11.6

Sexo (%ovarones)

21(77.8)

45 (64.3)

Diabetes mellitus preTx (%)

5 (18.5)

4(5.7)

Diabetes mellitus posTx (%)

6 (22.2)

10 (14.3)

Tiempo dialisis (meses)

37.5£33.8

25.6+25.3

HTA pretrasplante (%)

21(77.8)

42 (60)

HTA postrasplante (%)

26 (96.3)

58 (82.9)

Dislipemia pretrasplante (%)

3 (25)

4(11.4)

Dislipemia postrasplante (%)

24 (39)

47 (67)

Ateromatosis pretrasplante (%)

7 (26)

4(5.7)

N° rechazos agudos

0.7£0.7

0.7£0.8

Rechazo crénico (%)

2(7.4)

17 (24.3)

Infeccion por CMV (%)

6 (22.2)

34 (48.6)

Indice de masa corporal (Kg/mz)

27.3+3.4

26.9+5.5

Fumador (%)

5 (18.5)

11 (15.7)

Tratamiento con IECASs (%)

11 (40.7)

21 (30)

Tratamiento con antiagregantes (%)

19 (70.4)

25 (35.7)

Colesterol total (mg/dl)

220+31.7

219443

Triglicéridos (mg/dl)

203163

161.5£57.3

Creatinina sérica (mg/dl)

1.8+1.1

2+1.4

X+DE: mediatdesviacion tipica. ECV: enfermedad cardiovascular PreTx o posTx:
pretrasplante o postrasplante ; CMV: citomegalovirus; HTA: hipertension arterial;

IECA: inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina.
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Tabla 25. Complicaciones cardiovasculares segin los polimorfismos de los genes de la

enzima de conversion de angiotensina (ECA), receptor de angiotensina II de tipo 1

(AT1R), angiotensinogeno (AGT) y apolipoproteina E (apo E) en pacientes con

tiempo de seguimiento mayor a 5 afios.

ECV
n=27

Sin ECV
n="70

Valor P*

DD (%)

15 (55.6)

24 (34.3)

ID + I (%)

12 (44.4)

46 (65.7)

AA (%)

12 (44.4)

44 (63)

AC + CC (%)

15 (55.6)

26 (37)

MM (%)

11 (40.7)

24 (34.3)

MT + TT (%)

16 (59.3)

46 (65.7)

E3/3 (%)

21 (77.8)

53 (75.7)

E3/4 + E4/4 (%)

* Test de la Chi-cuadrado.

ECV= enfermedad cardiovascular

6(22.2)

17 (24.3)
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Tabla 26: Distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen del receptor de
angiotensina II de tipo 1 (AT1R), angiotensinogeno (AGT) y apolipoproteina E (apo
E) en pacientes con tiempo de seguimiento mayor a 5 afios, con respecto al

polimorfismo de la enzima de conversion de angiotensina (ECA).

DD II +1ID
N=39 N =58
ECV | Sin ECV ECV Sin ECV
n=15 n=24 n=12 n =46

AA (%) 5(33) | 18(75) | 7(58) | 26(56)
AC+CC (%) | 1067) | 6(25) 5(42) | 20 (44)

*P=0.010 *P=(0.254

MM (%) 6(40) | 4(17) 5(42) | 20(43)
MT+TT (%) | 960) | 20(83) | 7(58) | 26(57)

*P=0.107 *P=(.254

E3/3 (%) 10(67) | 18(75) | 1192) | 35(76)
E3/4 + E4/4 (%)| 533) | 6(25) 1(8) 11 (24)

*P=0.241 *P=10.179

* Test exacto de Fisher.

ECV= enfermedad cardiovascular
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Tabla 27. Factores de riesgo vascular en pacientes con tiempo de seguimiento
menor o igual a 5 afios.

Odds Ratio IC 95%
Edad 1.09 1.042 -1.14

Sexo (varon) 3.5 1.1-10.7

Diabetes pretrasplante 21 5-83

Dislipemia postrasplante 7.4 1.8-30

Genotipo DD 2.1 0.7-5.8

Modelo de regresion logistica “paso a paso” (N= 110 trasplantes y 50 eventos CV).
Otras variables incluidas en el modelo, pero sin significacion estadistica fueron: indice

de masa corporal, habito de fumar, HTA, y los genotipos AC+CC, MT+TT y E3/4+E4/4

(cada una con una P>0.05).

Tabla 28. Factores de riesgo vascular para el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante y con tiempo de

seguimiento menor o igual a 5 afios.

Odds Ratio
Edad 1.12

Sexo (varon) 6.3

Genotipo DD 3.5

Modelo de regresion logistica “paso a paso” (N= 80 trasplantes y 26 eventos CV). Otras
variables incluidas en el modelo, pero sin significacion estadistica fueron: indice de
masa corporal, habito de fumar, HTA, dislipemia, y los genotipos AC+CC, MT+TT y

E3/4+E4/4 (cada una con una P>0.05).
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Tabla 29. Factores de riesgo vascular para el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares en pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante y con tiempo de

seguimiento mayor a S afios.

Odds Ratio IC 95%
Edad 1.17 1.08-1.3

Habito de fumar 8.3 1.1 -62

Triglicéridos 1.001 —1.02

Modelo de regresion logistica “paso a paso” (N= 88 trasplantes y 22 eventos CV). Otras
variables incluidas en el modelo, pero sin significacion estadistica fueron: indice de
masa corporal, HTA, dislipemia, sexo y los genotipos desfavorables de Ilos
polimorfismos estudiados: DD, AC+CC, MT+TT y E3/4+E4/4 (cada una con una

P>0.05).
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Tabla 30. Distribucion de las frecuencias de los genotipos de los polimorfismos del
sistema renina-angiotensina y de la apolipoproteina E (apo E) en pacientes con

nefropatia cronica del injerto (NCI) y el resto de pacientes.

NCI Resto
n =28 n=179

DD (%) 11 (39) 79 (44)

ID + 1T (%) 17 (61) 100 (56)

AA (%) 19 (68) 93 (52)

AC + CC (%) 9 (32) 86 (48)

MM (%) 9 (32) 63 (35)

MT + TT (%) 19 (68) 116 (65)

E3/3 (%) 17 (61) 145 (81)

E3/4 + E4/4 (%) 11 (39) 34 (19)

* Test de la Chi-cuadrado.
ECA= enzima de conversion de la angiotensina
ATIR= receptor de la angiotensina II de tipo 1
AGT= angiotensindgeno

Apo E= apolipoproteina E
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Tabla 31. Parametros clinicos de los pacientes con nefropatia cronica del injerto

(NCI) frente a enfermos sin datos clinicos de NCI (ausencia de proteinuria y

creatinina sérica menor o igual a 2.5 mg/dl) con un tiempo de seguimiento mayor o

igual a 3 afios.

NCI
n=28

Sin NCI
n =100

Valor P

Edad receptor (aiios)

48.6x12.4

49.6x13.6

0.723

Sexo (% varones)

23 (82)

68 (68)

0.165

Diabetes mellitus preTx (%)

4(14.3)

13 (13)

0.859

Edad donante (anos)

43+20

29.8+13.6

0.000

Creatinina donante (mg/dl)

1.5+0.6

1+£0.6

0.020

Incompatibilidades BDR

1.6+0.9

1.7+1

0.791

N° rechazos agudos 1ler. aio

1.3+1

0.6+0.8

0.000

Dislipemia postrasplante (%)

18 (64)

73 (73)

0.479

Colesterol total (mg/dl)

218+48

216+38.8

0.830

HDL colesterol (mg/dl)

50.9+11.6

55.3x15.4

0.173

Triglicéridos (mg/dl)

185+76

173+67.6

0.419

Necrosis tubular aguda (%)

10 (38)

26 (26)

0.229

Creatinina sérica actual (mg/dl)

3.61.7

1.4+0.5

0.000

Creatinina sérica al alta (mg/dl)

1.9+0.7

1.7+0.8

0.162

Infeccion por CMV (%)

12 (43)

46 (46)

0.768

Fumador (%)

4(14.3)

17 (17)

0.732

HTA postrasplante (%)

27 (96)

84 (84)

0.118

Niveles de CsA (ng/ml)

193.6+78

20746

0.247

Indice de masa corporal (Kg/mz)

27.244.6

27.5¥5.4

0.762

Tiempo de evolucion posTx (afios)

6.9£3.7

6.5+2.4

0.493

Tratamiento con IECASs (%)

7 (25)

30 (30)

0.606

Hormona paratiroidea (pg/ml)

168+141

106£87.5

0.005

Apolipoproteina B (mg/dl)

103.7£27

139+162

0.259

Apolipoproteina A (mg/dl)

144+27

155+34.5

0.125

X+DE: mediatdesviacion tipica. PreTx o posTx: pretrasplante o postrasplante. CMV:

citomegalovirus; HTA: hipertension arterial; CsA: ciclosporina A; IECA: inhibidor de

la enzima de conversion de angiotensina.
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Tabla 32. Distribucion de las frecuencias de los genotipos de los polimorfismos del
sistema renina-angiotensina y de la apolipoproteina E (apo E) en pacientes con
nefropatia cronica del injerto (NCI) frente a enfermos sin datos clinicos de NCI
(ausencia de proteinuria y creatinina sérica menor o igual a 2.5 mg/dl) con un tiempo

de seguimiento mayor o igual a 3 afios.

NCI Sin NCI
n =28 n=100

DD (%) 11(39.3) 40 (40)

ID + 1T (%) 17 (60) 60 (60)

AA (%) 19 (68) 53 (53)

AC + CC (%) 9 (32) 47 (47)

MM (%) 9 (36) 36 (36)

MT + TT (%) 19 (68) 64 (64)

E3/3 (%) 17 (60) 83 (83)

E3/4 + E4/4 (%) 11 (39) 17 (17)

* Test de la Chi-cuadrado.

ECA= enzima de conversion de la angiotensina
ATIR= receptor de la angiotensina II de tipo 1
AGT= angiotensindgeno

Apo E= apolipoproteina E
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DISCUSION
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El trasplante renal constituye, sin duda, el tratamiento de eleccion de la
insuficiencia renal cronica terminal. Un espectacular avance en la medicacion
inmunosupresora ha permitido descender de forma notoria la incidencia de rechazos
agudos, sin un incremento paralelo de las infecciones oportunistas. El resultado ha sido
una mejora sustancial en las tasas de supervivencia del injerto a corto y medio plazo.
Sin embargo, a més largo plazo no se han observado resultados similares, y la muerte
del paciente, principalmente de origen cardiovascular, compite con la disfuncion
inmunologica como la primera causa de fallo del injerto en el postrasplante tardio (231).

En efecto, aunque las complicaciones cardiovasculares han disminuido en los
ultimos anos, éstas representan aun el 46% de la morbi-mortalidad global en esta
poblacioén (232). Concretamente, la enfermedad cardiaca coronaria es seis veces mas
frecuente que la esperada para la poblacion general no diabética (233), y esto se acentia
en la poblacion mas joven (234). Todo ello justifica, obviamente, el creciente interés en
los ultimos afos por estos trastornos en la comunidad nefrologica internacional.

Esta alarmante situaciéon obedece a la interaccion entre los factores de riesgo
postrasplante (cldsicos e inherentes al trasplante) y probablemente factores genéticos,
como lo observado en nuestro estudio. Asi mismo, muchos de estos factores estan ya
presentes antes del implante (235), lo que incrementa, obviamente, la morbi-mortalidad
cardiovascular.

Existen algunas limitaciones importantes en este estudio. En primer lugar, es
dificil determinar a partir de estudios observacionales si la relacion entre factores de
riesgo (clasicos y genéticos) y la enfermedad vascular postrasplante es directa, o esta
mediada por factores del propio trasplante como la medicacion inmunosupresora o los

rechazos agudos, entre otros. En segundo lugar, los estudios de asociacion reflejan s6lo
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una tendencia en la génesis de estos trastornos CV y no profundizan en los mecanismos
que intervienen en los mismos. Finalmente, el nimero de pacientes estudiados y eventos
CV de este andlisis puede haber sido demasiado pequefio para poder precisar una
fidedigna asociacion entre los factores estudiados y la ECV postrasplante.

A pesar de estas limitaciones, los resultados de este estudio confirman que la
ECV es la principal causa de morbi-mortalidad tras el trasplante renal. Para estudiar
mejor el efecto del trasplante sobre la aparicion de estas complicaciones, solo
analizamos aquellos pacientes con mas de un afio de seguimiento con injerto
funcionante.

En nuestro estudio, el 37% de los enfermos presentaron algin ECV durante el
seguimiento, de los cuales un 10% sufrieron un IAM, el 3.4% un ACV y el 23% (236)
desarrollaron una franca enfermedad vascular periférica como primera manifestacion de
las alteraciones CV postrasplante. Esta alta tasa de ECV es aln mas relevante si
consideramos que mds de la mitad de los enfermos recibia antiagregantes plaquetarios o
inhibidores de la ECA.

Hallazgos similares han sido observados previamente por otros autores en
estudios observacionales de pacientes con injerto renal. Concretamente, Kasiske y cols.
(235) observaron que un 30% de los pacientes trasplantados padecian algin ECV
durante la evolucion, de los cuales el 12% correspondia a un IAM, el 7.6% presentaron
un ACV y el 10% una EVP. Otros estudios posteriores corroboraron tales hallazgos
(237). Con todo, la mayor frecuencia de EVP encontrada en nuestros pacientes pudiera
obedecer al elevado niimero de diabéticos (29%) y/o enfermos con signos de
ateromatosis pretrasplante.

En estos estudios observacionales, una ingente cantidad de factores de riesgo
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vascular fue el denominador comun de los mismos. En pocas entidades clinicas se
suman tantos factores de riesgo como en el trasplante renal.

Nosotros encontramos también una alta prevalencia de factores de riesgo pre y
postrasplante que pudieran justificar la elevada tasa de complicaciones cardiovasculares
durante el seguimiento. Como ocurre en la poblacion general (238, 239), la edad y el
sexo masculino fueron factores de riesgo de ECV en nuestros enfermos. Por el
contrario, otros factores conocidos como el habito de fumar o la obesidad no se
asociaron al desarrollo de estas complicaciones postrasplante, pero es posible que el
tamafo de la muestra haya sido demasiado pequefia, o que el impacto de otros factores
de riesgo vascular fuera superior, en presencia del tratamiento supresor.

En este sentido, la diabetes mellitus pretrasplante, los trastornos dislipémicos, la
HTA, asi como la presencia de datos clinicos de ateromatosis antes del implante,
representaron, globalmente, factores decisivos en la aparicion de estas complicaciones
en nuestros pacientes. De manera similar, un estudio reciente de la Universidad de
Minnesota, no sélo observd un elevado numero de estos factores de riesgo, sino que el
riesgo de cardiopatia isquémica asociado a diabetes, HTA o dislipemia fue
significativamente mayor en los pacientes trasplantados con respecto a la poblacion
general (26).

La HTA es muy prevalente tras el trasplante renal (60-70%), a pesar de la
normalizacion de la funcion renal y de la correccion de la volemia. Ademas, puede
condicionar el prondstico de estos enfermos (240). En su patogenia se han implicado
numerosos factores, si bien los fArmacos anticalcineurinicos y los esteroides juegan un
importante papel en su desarrollo. Todos nuestros pacientes recibieron estos farmacos

tras el trasplante y una elevada tasa de nuestros enfermos sufrié esta complicacion
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durante el seguimiento. Sin embargo, el impacto de la HTA sobre la ECV postrasplante
fue s6lo marginal (tablas 11y 12).

Estudios observacionales previos, tampoco encuentran una clara asociacion
entre ECV y HTA tras el implante, y esta complicacion no fue un factor de riesgo
independiente de cardiopatia coronaria (26, 241). El tratamiento intenso de esta entidad
durante la evoluciébn pudiera haber obscurecido el verdadero impacto de esta
complicacion, por lo que una asociacion entre HTA y la ECV es dificil de precisar en
estudios retrospectivos como el nuestro.

La hiperlipemia es una frecuente (60%) y persistente complicacién tras el
trasplante renal (242). Su patogenia es multifactorial y se ha asociado al desarrollo de
ECV postrasplante (26, 237). Esta complicacion tan prevalente en nuestros enfermos
fue también un factor de riesgo independiente de ECV. Es posible, que el elevado
numero de diabéticos justificara tal hallazgo. El hecho de que los trastornos
dislipémicos no se asociaran al desarrollo de ECV en pacientes sin diabetes
pretrasplante, apoya este argumento. Al mismo tiempo, no sabemos si la accion del
tratamiento hipolipemiante en enfermos pudiera tener un efecto confundente en este
analisis. Futuros estudios prospectivos aclararan estos aspectos en esta poblacion.

La diabetes mellitus es un conocido factor de riesgo vascular en la poblacion
general (238) y en pacientes con trasplante renal (243). Ademas, un 20% de los
pacientes desarrollan esta complicacion tras el implante (244). Datos del Registro
Americano refieren que 2/3 de los pacientes con IAM postrasplante son diabéticos e
hipertensos (245). Asi mismo, en un estudio reciente, el riesgo de cardiopatia isquémica
asociado a diabetes pretrasplante (tipos 1 y 2) fue mas alto en estos pacientes con

respecto a la poblacion general (26).
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En nuestro estudio, un 40% de los pacientes con ECV sufria esta entidad y ésta
fue un factor de riesgo muy importante en el desarrollo de eventos CV. Al mismo
tiempo, muchos de estos pacientes presentaban datos clinicos de ateromatosis que
pudiera haber acelerado el desarrollo de estas complicaciones. Queda por aclarar si la
hiperglucemia participa directamente en la patogénesis de la enfermedad vascular o
simplemente forma parte de la constelacion de alteraciones metabolicas que integran el
sindrome X (especialmente en la diabetes tipo 2), como ha sido sugerido previamente
(246). A favor de esta hipotesis esta el hecho de que, la HTA y la dislipemia no fueron
factores independientes de riesgo (analisis de regresion logistica) para el desarrollo de
ECV, cuando los pacientes sin diabetes mellitus pretrasplante fueron excluidos del
analisis (tabla 20).

Por otra parte, el impacto de estos factores de riesgo vascular (principalmente
edad, diabetes y dislipemia) fue independiente del tiempo de evolucion postrasplante.
Asi, aquellos pacientes con un tiempo de seguimiento menor y mayor de 5 afios
mostraron en el andlisis multivariado que la diabetes y la dislipemia (principalmente la
hipertrigliceridemia)  fueron predictores independientes del desarrollo de
complicaciones cardiovasculares postrasplante.

Otros factores de riesgo que pudieran asociarse al desarrollo de enfermedad
cardiovascular postrasplante son la hiperhomocisteinemia o los niveles elevados de
lipoproteina (a), como ha sido sugerido en un estudio reciente (233). Sin embargo, estos
aspectos no fueron analizados en nuestro estudio, pero es probable que estas
alteraciones se sumen a la constelacion de factores tradicionales de riesgo vascular que
inciden en la elevada tasa de ECV postrasplante.

A pesar de esta mayor vulnerabilidad cardiovascular del paciente con trasplante
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renal, no se sabe con exactitud si la modificacion de estos factores de riesgo puede
paliar tal situacion. Por el momento, y como ocurre en la poblacion general (238),
parece prudente un adecuado control de los factores de riesgo y la identificacion precoz
de los mismos en aras de reducir estas complicaciones. En este sentido, la reduccion de
la hemoglobina glicosilada (HbAlc), el empleo de estatinas desde el implante o el
tratamiento enérgico de la hipertension postrasplante pudieran ser algunos de los
objetivos futuros para disminuir esta morbi-mortalidad.

De estos hechos se infiere que, pudieran coexistir en estos pacientes otros
factores adicionales que justificasen la alta tasa de ECV postrasplante. Es probable que
factores inherentes al propio trasplante renal, como los farmacos inmunosupresores,
contribuyan al desarrollo de este peor perfil metabdlico y vascular. La ciclosporina
constituy6 la base del tratamiento inmunosupresor de nuestros enfermos, y es conocido
que los farmacos anticalcineurinicos pueden jugar un importante papel lesivo vascular.
La ciclosporina estimula el SRA, a la vez que altera la liberacion de NO y la sintesis de
prostaglandinas (28). El resultado final es una disfuncién endotelial y aumento de las
resistencias periféricas. Asimismo, los corticoides participan en el desarrollo de la HTA,
dislipemia e intolerancia hidrocarbonada, asi como en una mayor produccion de ECA
en las células del musculo liso vascular (247). En sintesis, estos farmacos, entre otros,
pudieran magnificar los efectos deletéreos de algunos factores tradicionales de riesgo
vascular. Por tanto, la individualizacion de la inmunosupresion pudiera ser una de las
estrategias futuras para disminuir el riesgo vascular.

Por otra parte, es posible que una interaccién entre factores genéticos y los
factores clasicos de riesgo pueda jugar un importante papel en el desarrollo de la

enfermedad cardiovascular postrasplante.
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El SRA participa en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares y los
polimorfismos genéticos de sus componentes se han asociado al desarrollo de la ECV
en la poblacion general. Concretamente, el polimorfismo (I/D) del gen de la ECA se ha
relacionado con complicaciones cardiovasculares (87-91, 111, 112), incluida la
hipertrofia ventricular (84, 96). Los individuos con genotipo DD presentan mayores
niveles de ECA y angiotensina II, y esta sustancia juega un papel decisivo en la
patogénesis de la ateromatosis (92). La poblacion trasplantada no podia ser una
excepcion. El genotipo DD fue mas prevalente en nuestros pacientes con ECV y éste
fue un factor independiente de riesgo en el analisis multivariado para el desarrollo de
estas complicaciones. En un estudio previo de nuestro grupo, el genotipo DD también se
asoci6 a un mayor incremento de la masa ventricular, tras 12 meses de trasplante,
independientemente de las cifras de tension arterial (84).

Hasta donde nosotros sabemos, este es el primer estudio en pacientes con injerto
renal donde se demuestra tal asociacion. Asi mismo, no se encontraron diferencias en
los parametros clinicos entre los diferentes genotipos (DD vs. ID vs. II) de este
polimorfismo que pudieran justificar estos hallazgos.

En el analisis multivariado de Cox se observo una interaccion entre la diabetes
mellitus pretrasplante y el genotipo DD (tabla 12). Concretamente, en los pacientes con
diabetes mellitus pretrasplante, la prevalencia del genotipo DD fue similar en los
enfermos con y sin ECV postrasplante (52% vs. 50%). Sin embargo, y como era
previsible, en los enfermos sin diabetes pretrasplante se observd una sobre-expresion de
este genotipo en los pacientes que desarrollaron ECV (56% vs. 36%). De manera
similar, la presencia del aleo C del polimorfismo del gen ATIR fue significativamente

mayor en aquellos enfermos sin diabetes pretrasplante que sufrieron ECV (58% vs.
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40%). Mas atn, el analisis de los pacientes con menos tiempo en riesgo (< 5 afios de
seguimiento), mostroé que el genotipo DD fue también un factor independiente de riesgo
vascular. En esta linea, se ha observado en la poblacion general que, el genotipo DD
conferia mas riesgo para el desarrollo de cardiopatia isquémica en aquellos individuos
sin otros claros factores de riesgo como la obesidad o la dislipemia (87). Por tanto, un
mayor impacto de los factores genéticos sobre la aparicion de ECV postrasplante
pudiera ser esperado en enfermos sin estos factores de riesgo durante el seguimiento.

A pesar de estas evidencias, algunos estudios no encuentran una clara asociacion
entre este polimorfismo y la enfermedad cardiovascular en poblacion no trasplantada
(248, 249).

Es posible que en el paciente con un injerto renal concurran una serie de
circunstancias clinicas que potencien el efecto de un simple factor genético de riesgo.
En primer lugar, la ciclosporina estimula el SRA y este sistema activado puede
enmascarar los efectos de estos polimorfismos después del trasplante renal. En otras
palabras, el genotipo DD tendria un papel permisivo en el desarrollo de las
complicaciones cuando los mecanismos de progresion de la ateromatosis estan
activados. En segundo lugar, tras el trasplante confluyen una ingente suma de factores
de riesgo. Por tanto, cabria esperar un mayor efecto negativo de este genotipo sobre las
estructuras vasculares. A favor de estos argumentos, esta el hecho de que la proporcion
de farmacos potencialmente protectores de la enfermedad vascular (antiagregantes e
IECAs) fue similar en los pacientes con y sin ECV durante el seguimiento. Ademas, el
genotipo DD se asocié al desarrollo de ECV después de excluir a los pacientes que
recibian IECAs (OR=2.7; IC 95%: 0.99-7.35; P=0.051). Finalmente, puede haberse

dado una accion sinérgica entre los factores ambientales y otros polimorfismos del
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SRA, como el gen del receptor AT1 de la angiotensina II.

En efecto, ha sido observado un sinergismo entre los polimorfismos del gen de
la ECA y del ATR, previamente, en poblacion europea para el desarrollo de cardiopatia
isquémica (138). Similares hallazgos han sido publicados posteriormente (250). Por un
mecanismo no muy bien aclarado, los individuos con algun alelo C del polimorfismo
del gen del receptor ATI1, presentan mayor riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular. En nuestro estudio, los pacientes con el alelo C mostraron en el anélisis
univariado un mayor nimero de complicaciones cardiovasculares y se observod, ademas,
una interaccion con el genotipo DD para el desarrollo de ECV. Asimismo, la presencia
conjunta del alelo C y el genotipo DD constituy6 un factor de riesgo independiente en el
analisis multivariado de los enfermos sin diabetes pretrasplante. Aunque meramente
especulativo, el alelo C modularia la respuesta del receptor a la accion de la
angiotensina II. En otras palabras, este polimorfismo pudiera estar en desequilibrio de
ligamiento con una variante funcional que alteraria el down-regulation del gen del
receptor ATl en respuesta a la angiotensina II, la cual presenta concentraciones
elevadas en individuos con genotipo DD (138). Alternativamente, una actividad
incrementada del receptor AT1 puede estar asociada a una sobre-expresion del gen de la
ECA, como ha sido observado en el animal de experimentacion (251). Dado que el
receptor AT1 de la angiotensina Il y la ECA estan presentes en las paredes vasculares y
en el miocardio, es atractivo especular que la interaccion de los genotipos o alelos
“desfavorables” de ambos polimorfismos pudiera conferir un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular postrasplante. No obstante, en estos pacientes se requieren
estudios a mas largo plazo y con mayor nimero de enfermos para dilucidar estos

aspectos.
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El polimorfismo M235T del gen del angiotensindgeno se basa en la sustitucion
del aminoacido metionina por treonina en la posicion 235 de la proteina. Unos mayores
niveles de angiotensindgeno en los pacientes con algin alelo T (MT 6 TT) pudieran ser
los responsables de una asociacion con la enfermedad cardiovascular (principalmente
HTA y la preeclampsia), como fue documentado en un principio (155, 252). En nuestro
estudio, sin embargo, no observamos una asociacion significativa entre este
polimorfismo y las complicaciones cardiovasculares durante el seguimiento, hecho este
que también se objetivd en aquellos enfermos sin otros factores de riesgo como la
diabetes mellitus pretrasplante. Asimismo, tampoco encontramos un Sinergismo con
otros polimorfismos del SRA, a la hora de un mayor riesgo cardiovascular. De manera
similar, en otros estudios de disefio similar tampoco se ha observado esta asociacion
(253, 254), especialmente cuando se incrementa el nimero de mujeres (255).

Por el contrario, en un estudio reciente de nuestra comunidad autonoma se ha
observado una asociacion positiva entre el genotipo TT del polimorfismo del gen del
angiotensinogeno y el riesgo de cardiopatia isquémica, riesgo que aumentd en aquellos
individuos que, presentaban ademas, algin alelo D del polimorfismo del gen de la ECA
(256). Esto ultimo también fue evidenciado, previamente, en pacientes de bajo riesgo
para el desarrollo de enfermedad isquémica cardiaca (88). Una especulativa
interpretacion de estas discrepancias lo constituye un posible sesgo con este
polimorfismo. Nosotros llevamos a cabo un andlisis transversal y es probable que,
aquellos pacientes con el alelo T presentasen una muerte prematura de origen
cardiovascular. Otra explicacion alternativa es que este polimorfismo pudiera estar en
desequilibrio de ligamiento con un gen cercano que controlara, con mayor precision, los

mecanismos del SRA, siendo necesario el concurso de ambos junto a factores
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ambientales para el desarrollo de ECV. En cualquier caso, un estudio prospectivo en
esta poblacion portadora de un injerto renal aclararia dicha situacion.

El bloqueo farmacoldgico de este SRA pudiera constituir una medida atractiva
para paliar esta situacion. De hecho, el uso de IECAs disminuye el riesgo de eventos
cardiovasculares en poblacion no trasplantada (257). En nuestro estudio, la
administracion de IECAs no proporciond, por el contrario, una reduccion del riesgo de
ECV postrasplante. No obstante, este fue un andlisis retrospectivo y es posible que la
prescripcion de estos farmacos se haya realizado en aquellos enfermos con mas factores
de riesgo. En cualquier caso, en poblacion trasplantada existen pocos estudios
prospectivos que confirmen el efecto beneficioso de este bloqueo del SRA. Un estudio
reciente de nuestro grupo, mostrdo que el lisinopril reducia significativamente la masa
ventricular frente a placebo tras un afio de tratamiento, pero se trataba de pacientes sin
diabetes mellitus y sin clara ECV postrasplante que enmascarase los resultados (75).

El polimorfismo de la apolipoproteina E se basa en la combinacion de tres alelos
(e2, e3 y ed), que codifican las tres isoformas de la apo E (E2, E3 y E4). Esto confiere
que en la poblacion general existan 6 posibles genotipos (E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 y
E4/4), si bien la isoformas con los alelos €3 y €4 son los mas comunes (€2: 8%, €3: 78%
y e4: 14%) y las que se han asociado con dislipemias mas graves (hipercolesterolemias),
asi como al desarrollo de ateromatosis en la poblacion (258). Dada la escasa frecuencia
en nuestro medio del alelo €2 y de su poca contribucion a los trastornos lipidicos y
enfermedad cardiovascular (196), solo determinamos en nuestros pacientes los
genotipos E3/3, E3/4 y E4/4.

En pacientes con enfermedades renales, se ha observado también que la

isoforma E4 se asocia a un peor perfil lipidico (259), lo que justificaria un elevado
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riesgo cardiovascular en esta poblacion. A pesar de ello, en nuestro estudio no se
observd una mayor frecuencia del alelo &4 en los pacientes que sufrieron ECV y éste no
constituyd un factor independiente de riesgo vascular. Asimismo, el perfil lipidico fue
similar en ambos grupos de enfermos y los datos clinicos de los diferentes genotipos de
este polimorfismo fueron similares. Es conocida la mas baja prevalencia del alelo e4 en
la poblacion del sur de Europa (260), incluida nuestra comunidad (196), y esto puede
ser una de las razones de estas diferencias. Adicionalmente, el efecto negativo de los
inmunosupresores sobre el perfil lipidico puede ser més relevante que la accion aislada
de un solo polimorfismo sobre el metabolismo de las lipoproteinas. Por ultimo, una
proporcion importante de pacientes recibia hipolipemiantes en ambos grupos y esto
pudo haber creado un sesgo en los resultados.

Por otra parte, en pacientes con injerto renal se ha encontrado una mayor
prevalencia del genotipo E3/4, lo que sugiere que este genotipo pudiera estar asociado a
una mayor progresion de la enfermedad renal (204). La nefropatia cronica del injerto
(NCI) remeda el proceso de la ateromatosis y las alteraciones lipidicas participan en la
patogénesis de la misma (261). Con estos argumentos, resulta atractivo pensar en una
asociacion entre este polimorfismo y la aparicion de NCI. Hasta ahora, pocos estudios
en poblacion trasplantada habian investigado el efecto de este polimorfismo sobre esta
complicacion. En esta linea, los enfermos de nuestro estudio con el alelo &4 (genotipos
E3/4 y E4/4) desarrollaron con mayor frecuencia NCI que aquellos con genotipo E3/3
(61 vs. 39%, respectivamente; P=0.015). Para esclarecer mejor esta asociacion, los
pacientes con lesiones histoldgicas de NCI fueron comparados con aquellos que, atn sin
estudio biopsico, potencialmente no presentaban una NCI (ausencia de proteinuria y

creatinina sérica < 2.5 mg/dl).
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Como era de esperar, la edad del donante o el nimero de rechazos fueron
factores independientes de riesgo de NCI. Ademas, los enfermos con NCI mostraron,
sorprendentemente, una sobre-expresion del alelo e4 y éste conferia 3.4 veces mas
riesgo de sufrir esta complicacion. El efecto negativo del alelo &4 sobre el metabolismo
de las lipoproteinas, junto a la reduccion de la actividad del receptor LDL condicionada
por la ciclosporina (262), podrian explicar estos hallazgos en nuestros enfermos. De
cualquier manera y de confirmarse estos resultados, la identificacion precoz de este
polimorfismo ayudard a disefiar futuras estrategias terapéuticas encaminadas a disminuir
esta complicacion.

En resumen, la ECV es muy prevalente tras el trasplante renal y esto se debe a la
interaccion entre un importante numero de factores clasicos de riesgo y factores
genéticos. El genotipo desfavorable del polimorfismo del gen de la ECA y la presencia
del alelo C del gen del receptor de angiotensina II de tipo 1 (AT1R), juegan un papel
importante en el desarrollo de estas complicaciones tras el implante, y esto parece ser
mas acuciante en enfermos con menor riesgo vascular (ausencia de diabetes
pretrasplante y menor tiempo de evolucion). Por ultimo, y con las reservas de un estudio
retrospectivo, el polimorfismo de la apo E se asocia de forma independiente al

desarrollo de nefropatia cronica del injerto en pacientes que reciben ciclosporina.
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CONCLUSIONES
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1. La enfermedad cardiovascular es muy prevalente tras el trasplante renal y
una ingente suma de factores tradicionales de riesgo puede ser la
responsable de la misma. El control de algunos factores de riesgo, como la
hiperglucemia, la HTA y la dislipemia pudieran contribuir a disminuir esta

alarmante situacion.

2. Como ocurre en la poblacion general, y con las reservas de un estudio de
asociacion, los factores genéticos participan en el desarrollo de la ECV
postrasplante. El genotipo DD confiere un mayor riesgo vascular en estos
enfermos que reciben inmunosupresores (ciclosporina y esteroides), el cual
se hace mas patente en enfermos de mayor riesgo. En estos pacientes, el
bloqueo farmacologico precoz del SRA, asi como la individualizacion del

tratamiento inmunosupresor pudieran ser beneficiosos a mas largo plazo.

3. En pacientes de menor riesgo vascular (ausencia de diabetes pretrasplante y
menos tiempo de evolucion), el genotipo DD también contribuye a un mayor
riesgo de ECV postrasplante. Sin descuidar el control de otros factores de
riesgo, en estos pacientes parece prudente también la administracion de

IECAs o ARAs para mitigar la ECV.

4. Aunque actualmente se desconocen los mecanismos patogénicos, la
presencia del alelo C del polimorfismo del gen AT1IR de la angiotensina 11
se asocié a un mayor riesgo de ECV, y esto se acentud en pacientes que,

ademas, presentaban el genotipo DD. A falta de futuros estudios
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prospectivos que lo confirmen, se infiere una mayor proteccion vascular de
estos enfermos con farmacos que bloqueen los diferentes pasos enzimaticos

del SRA.

5. La presencia del alelo e4 pudiera ser importante en el desarrollo de la
nefropatia cronica del injerto. De confirmarse en otros estudios el efecto
negativo de este alelo desfavorable épsilon-4, deberian investigarse medidas
preventivas para evitar la aparicion de esta complicacion en los portadores

del alelo e4.
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