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I. RESUMEN

Antecedentes: La aterosclerosis es el proceso que subyace a las diferentes
manifestaciones clinicas de la enfermedad cardiovascular (ECV), siendo ésta la
principal causa de muerte a nivel mundial. Actualmente la ateroesclerosis se considera
un proceso inflamatorio cronico que se suele acompafar de un ambiente inflamatorio
sistémico de bajo grado y que precede a las manifestaciones clinicas (cardiopatia
isquémica, ictus o enfermedad arterial periférica) en varias décadas. El proceso inicial
gue promueve el desarrollo de la placa es la disrupcién de la integridad del endotelio y
su funcion, favoreciendo el aciimulo de particulas lipidicas en zonas predispuestas, que
se perpetuan y amplifican por la respuesta inflamatoria, y la aparicion de procesos de
necrosis, fibrosis y calcificacion. El papel central que juega el fendmeno inflamatorio en
la aterogénesis lo sefiala como un proceso biolégico susceptible de proporcionar dianas
terapéuticas Utiles en el tratamiento de esta patologia. De ahi los esfuerzos por elucidar
efectores, reguladores y vias de sefializacion implicadas capaces de modular dicho
proceso inflamatorio. En este sentido, en los Gltimos afios se ha despertado un gran
interés en el papel jugado por los desajustes del metabolismo del fésforo y sus
elementos reguladores, en la aparicion de la inflamacién. En este sentido, la aparicion
del FGF23, ademas de promover una revision en los modelos actuales del control del

metabolismo mineral.

Objetivo: El principal objetivo de esta tesis doctoral es la caracterizacion de la relacion
entre FGF23 y la enfermedad vascular aterosclerética, asi como sus interrelaciones con

el fenémeno inflamatorio.

Metodologia: Se ha desarrollado un estudio de casos y controles, que incluy6,
respectivamente, apacientes con diagnéstico de enfermedad vascular aterosclerética
clinica, sometidos a cirugia vascular electiva y a individuos donantes de 6rganos
cadavéricos sin antecedentes médicos indicativos de enfermedad cardiovascular. Los
individuos de ambos grupos tuvieron un rango de edad (55-76 afios) y funcion renal
preservada en todos (FGe = 60mL/min/1.73m?). Se ha determinado el perfil de expresion
del FGF3 y de su correceptor Klotho en células circulantes de sangre periférica (CCSP)
y en la pared arterial mediante qPCR, y en esta Ultima ademas mediante
inmunohistoquimica, asi como sus concentraciones séricas mediante inmunoensayo
ELISA, estudidndose la relacion de estos con la presencia de lesion vascular y
marcadores inflamatorios: proteina C reactiva (PCR), interleucina 10 (IL10), factor de
necrosis tumorala (TNFa), expresion vascular y en CCSP de los genes TNFa e IL10 y

de sus proteinas en vasculatura. Ademas, se llevo a cabo estudio histolégico de un
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porcentaje de las muestras, para conocer la estructura anatdmica y evidenciar presencia
de placas de ateromay de calcificaciéon vascular.

Resultados: El principal hallazgo de esta tesis es que los pacientes con arteriopatia
aterosclerética clinica y calcificacion vascular (CV) presentan concentraciones séricas
significativamente mas altas del FGF23, asi como una mayor inmunorreactividad y
expresion génica en la pared vascular en comparaciéon con los pacientes sin CV. La
deteccién del FGF23 en las paredes vasculares calcificadas sugiere que la expresion
local de esta proteina podria jugar un potencial papel directo en el mantenimiento de la
salud vascular o en el desarrollo de procesos patoldgicos. En esta tesis, se ha
investigado la relacion del FGF23 con marcadores de inflamacién, determinando que,
dentro del grupo de pacientes con ECV, la inflamacion es el factor que contribuye a la
produccion de esta hormona. Ademas, la relacion directa mostrada entre los niveles del
FGF23 y los niveles séricos y de expresion génica en CCSP de distintas citoquinas
inflamatorias apoya la existencia de un mecanismo de retroalimentacion entre el FGF23
y la inflamacién. Aunque los resultados de esta tesis no permiten aclarar los
mecanismos por los que una reduccién de los niveles del FGF23 podria tener efectos
beneficiosos sobre el estatus inflamatorio, un posible mecanismo podria deberse a un
efecto directo del FGF23 en las CCSP, especulando que una reduccién de los niveles
de esta hormona puede inducir una regulacion a la baja de los niveles de expresion de
ARNm de citoquinas proinflamatorias en las mismas. En definitiva, los hallazgos
observados en esta tesis vinculan la CV con la mayor expresion del FGF23 en los vasos
y con la elevacion de los niveles circulantes de esta hormona. Ademas, el aumento en
la expresion vascular del FGF23 ocurre junto con algunos de los miembros del sistema
FGF23/Klotho, lo que respalda la idea de que las vias de sefializacion que median los

efectos del FGF23 permanecen activas en el tejido calcificado.

Conclusiones: La ECV se caracteriza por un incremento en los niveles del FGF23
circulante, siendo este incremento mayor en los pacientes con calcificacion vascular.
Dado que el FGF23 se sintetiza en los osteocitos y osteoblastos, este hallazgo permite
especular que el tejido vascular calcificado puede constituir una fuente extra-6sea para
esta hormona. Ademas, tanto los niveles en sangre como la expresion vascular del
FGF23 estan regulados por diversos parametros inflamatorios; existiendo una
asociacion directa entre los niveles sistémicos del FGF23 y la inflamacion, lo que puede
indicar que existe un efecto modulador sobre sus niveles ejercido por el proceso

inflamatorio.
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Il. INTRODUCCION

II-1. ENFERMEDAD ATEROSCLEROTICA.

I1.1.1. Epidemiologia de la enfermedad aterosclerotica.

La enfermedad cardiovascular (ECV) engloba numerosas afecciones, tales como
la enfermedad coronaria, la insuficiencia cardiaca, la cardiopatia valvular, el accidente
cerebrovascular, los defectos cardiacos congénitos, los trastornos del ritmo cardiaco y
el paro cardiaco subito.

Desde el punto de vista epidemioldgico, representa la primera causa de muerte
por enfermedad no transmisible a escala global (48.8%). En términos estadisticos, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, en el 2016, ultimo afo del que se
han publicado datos, murieron 177 millones de personas por ECV, lo que representa el
31% de todas las muertes registradas en el mundo y una importante carga social y
econdmica (Capewell S., y cols 2010; Lancet 2015; World Health Statistics, 2018). En
Europa se estima que el 55% de las muertes en mujeres y el 43% en varones son
atribuibles a la enfermedad cardiovascular.

Espafia no es una excepcion. En el dltimo informe ‘Defunciones segun causa de
la muerte’, elaborado por el Instituto Nacional de Estadistica, se advierte que en nuestro
pais la ECV también es la primera causa de muerte, por delante incluso del cancery las
enfermedades respiratorias. Segun datos del Instituto de Salud Carlos Ill, la ECV es
responsable del 39% de todas las muertes femeninas y del 29% del total de defunciones
en varones (Instituto de Salud Carlos Ill. Centro Nacional de Epidemiologia; 2019). En
el 2018, la tasa media estandarizada de mortalidad cardiovascular se situé en 203,5
fallecimientos por cada 100.000 habitantes (INE Indicadores de salud Ministerio de
Sanidad, 2019).

En los dltimos afios, la mortalidad por ECV, tanto en hombres como en mujeres,
muestra una tendencia decreciente en los paises desarrollados, fenémeno que también
se ha confirmado en nuestro pais (Villar Alvarez F y cols.; 1998; Olalla MT y cols., 1999;
Ministerio de Sanidad y Consumo; 2019). Cada vez ingresan mas enfermos por ECV
en los hospitales, pero factores como la mejora en los tratamientos, hace que la
mortalidad disminuya. No se prevén cambios significativos en este escenario en el futuro
préximo, considerando un aumento progresivo e importante de la ECV debido al
envejecimiento de la poblacién, al aumento en la frecuencia de los factores de riesgo

(especialmente, los estilos de vida no saludables, como la obesidad y el sedentarismo)
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y a las mejoras en el tratamiento con la consecuente cronificacion de la enfermedad. Se
estima que en el 2030 moriran en el mundo cerca de 25 millones de personas por ECV
(Mathers y cols., 2006).

Tabla I.1. NUmero de muertes anuales entre 1990 y 2013 por enfermedad cardiovascular en general y por
causa especifica (Adaptado de Roth GAy cols., 2015).

Aumento de

Enfermedad Muertes 1990 Muertes 2013 muertes (%)
Cardiopatia isquémica 5,737,483 8,139,852 41,7
Evento cerebral isquémico 2,182,865 3,272,924 50,2
Evento cerebral hemorréagico 2,401,931 3,173,951 30,7
Cardiopatia hipertensiva 622,148 1,068,585 74,1
Cardiomiopatia y miocarditis 293,896 443,297 51,4
Aneurisma adrtico 99,644 151,493 52,1
Fibrilacién auricular 28,916 112,209 288,1
Endocarditis 45,053 65,036 4,3
Enfermedad vascular periférica 15,875 40,492 155,3
Otras enfermedades 478,261 554,588 15,2
cardiovasculares y circulatorias

TOTAL 12,279,565 17,297,480 40,8

El sustrato responsable del desarrollo y progresién del dafio vascular en la
mayoria de los eventos cardiovasculares es la aterosclerosis, un grave problema
epidemioldgico que subyace, como se ha indicado, en las entidades que representan la
causa més importante de mortalidad en los paises desarrollados (Murray CJ y cols.,
1999; Labarthe DR. y cols., 1999; Stramba A y cols., 2006; Lahoz C y cols., 2007). La
enfermedad vascular ateroscler6tica es un proceso inflamatorio crénico, generalizado y

progresivo que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares (Stary y cols., 1995).

En nuestro pais es la causa de 124.000 muertes anuales. Presenta una
incidencia particularmente elevada en ciertas condiciones, como la edad avanzada, asi
como en relacién a ciertas patologias como la hipertension arterial (HTA); la diabetes
mellitus (DM) o la enfermedad renal cronica (ERC) (Stamler J y cols., 1993; London GM
y cols., 1997; Munzel T y cols., 1997; Prewitt RL, 1999; Mombouli JV y cols., 1999; Luft
FC, 2001; Ruiz-Ortega M y cols., 2001; Snell-Bergeon JK y cols., 2013;). Ademas, se
debe sefialar que estas condiciones clinicas se relacionan con el progreso y desarrollo
de complicaciones ateroscleréticas tales como la calcificacion vascular (London GM y
cols., 1997; London GM y cols., 2003; Perk J y cols., 2012; Snell-Bergeon JK y cols.,
2013).
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Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de aterosclerosis se pueden
agrupar en factores modificables y no modificables (ver Tabla I-2)

Tabla l. 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de aterosclerosis.

Factores de riesgo modificables Factores de riesgo no modificables
Hipertension (HTA) Edad
Diabetes mellitus (DM) Sexo
Dislipemia (DLP) Genética
Tabaquismo
Obesidad

Anualmente, la aterosclerosis supone un 26% de la mortalidad global mundial a
pesar de los avances terapéuticos (Winkel TA y cols., 2010). El estudio “The
Cardiovascular Health Study’ (Cushman M y cols., 1999) mostré una correlacion
significativa entre la severidad de la enfermedad vascular y el riesgo relativo de padecer
eventos aterotromboticos, siendo entre 4 y 5 veces mayor la probabilidad de sufrir un
ictus u otro tipo de evento tromboembdlico. Por su parte, los resultados del Trans-
Atlantic Inter-Society Consensus (TASC) Il para el manejo de la enfermedad arterial
periférica (EAP) (Norgren L y cols., 2007) mostré que, entre el 40-60% de los pacientes
con arteriosclerosis periférica acaba desarrollando, de forma paralela, otras condiciones
clinicas, que incrementan considerablemente la severidad y riesgo de evento trombotico
(Kuller LH y cols., 2000; Jover E y cols., 2013). En este sentido, el estudio Framingham
demostr6 que factores de riesgo como el tabaquismo, la dislipemia (DLP), la
hipertension arterial (HTA) y la diabetes (DM) son los principales determinantes del
desarrollo de la enfermedad aterosclerética (Cupples LA y cols., 1987; Uchiyama S y
cols., 2010).

11.1.2 Fisiopatologia de la enfermedad aterosclerética.

La enfermedad arteriosclerética se caracteriza por el engrosamiento y
endurecimiento arterial debido a la formacion de las placas de ateroma. Es una
enfermedad vascular proliferativa, severa y cronica, con afectacion de arterias de
distintos lechos vasculares de manera simultdnea y con distinto grado de progresion
(Fuster V y cols., 1997). Clinicamente presenta un curso silente y asintomatico,
presentandose habitualmente de forma crénica a causa de la estenosis progresiva de la
luz arterial, pero también puede hacerlo de manera aguda, debido a la desestabilizacion

y ruptura de la placa aterosclerética, con el desarrollo de un evento tromboembdlico,

23

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccidn https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3785837 Codigo de verificaci édn: Vgtj4cgg

Firmado por: CAROLINA HERNANDEZ CARBALLO Fecha: 09/09/2021 10:14:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Javier Donate Correa 09/09/2021 13:11:43
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Juan Francisco Navarro Gonzalez 09/09/2021 13:37:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar 11/11/2021 09:34:22

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

33/174



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica

Entrada

N° registro: 2021/94549
N° reg. oficina: OF002/2021/93511
Fecha: 10/09/2021 13:41:08

una de las principales causas de isquemia e infarto (Stary HC y cols., 1995; Lahoz y col.
2007).

La aterosclerosis se inicia en etapas tempranas de la vida con la aparicion y falta
de control de uno o varios de los factores de riesgo cardiovascular (FRSCV), pasando
por la lesién subclinica del 6rgano diana, el desarrollo en fases mas avanzadas de la
ECV propiamente dicha, y con la aparicion final de los eventos clinicos que pueden
conducir a la muerte (Dzau & Braunwald, 1991). Es la formacion de la placa de ateroma,
lesién de caracter proliferativo compuesta fundamentalmente por lipidos, tejido fibroso
y células vasculares, inmunitarias e inflamatorias (Fuster y cols., 1997), la responsable
tanto de la pérdida de la elasticidad como del engrosamiento de la pared arterial.

Clasicamente, se habia considerado que la aterosclerosis era una enfermedad
pasiva, debida al depdsito y almacenamiento de lipidos en la pared arterial,
postulandose diferentes teorias a lo largo de la historia. Tradicionalmente, las mas
aceptadas han sido las teorias lipidica y trombogénica. Sin embargo, recientemente se
ha podido caracterizar que el proceso ateroscler6tico es principalmente un fenémeno
inflamatorio crénico en el que participan diversas vias y moléculas, destacando, entre
ellas, las citoquinas inflamatorias (Ross, 1999).

Diferentes estudios clinicos han demostrado que el fendmeno inflamatorio es un
determinante crucial en el inicio, desarrollo y progresion de la lesion aterosclerética, asi
como en el proceso final que conducen a la erosion superficial y ruptura de la placa de
ateroma, desembocando finalmente en el evento cardiovascular (van der Wal et al.,
1994). Junto a ello, en los afios recientes han aparecido diversos estudios que indican
la importancia de las alteraciones del metabolismo mineral, fundamentalmente
relacionadas con las anormalidades del fésforo y de sus elementos reguladores, en el
desarrollo y progresion del dafio vascular, mostrando ademas llamativas relaciones con
el fenémeno inflamatorio (Blacher J. y cols., 2001; London GM y cols., 2003; Block GA
y cols., 2004; Goldsmith D, y cols.,2004; Slinin Y y cols., 2005; Evenepoel P, 2007;
Navarro-Gonzélez y cols., 2009 y 2011).

El pilar sobre el que se fundamenta el origen de la lesion arteriosclerética es la
disfuncion endotelial. Actualmente el endotelio es considerado como fuente y diana
para una serie de agentes vasoactivos, de tal forma que tiene accion endocrina y
paracrina, pero no Unicamente sobre el endotelio sino también sobre las células
musculares lisas vecinas. Como agente mediador de estas acciones juega un papel
fundamental el 6xido nitrico (NO), tras la activacién de la NO sintasa (eNO), con un

predominante efecto protector frente a la arteriosclerosis a través de mecanismos como
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la inhibicién de la agregacion plaquetaria, de la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), de la expresién de moléculas de adhesién, etc., manteniendo un

equilibrio entre procesos pro y anti-aterogénicos.

La disfuncion endotelial, determinada por la presencia de factores de riesgo
vascular como la hiperlipidemia, la hipertension, el tabaquismo, la diabetes o los
radicales libres (Ku DN y cols., 1985; Malek AM y cols. 1999), induce una disminucion
en la sintesis de NO con la consiguiente reduccion de sus actividades beneficiosas,
creando un ambiente pro-aterosclerético. Como consecuencia, se favorece una mayor
permeabilidad del endotelio a proteinas plasmaticas, principalmente para las LDL, que
se acumulan en la capa intima (Camejo G y cols., 1998) y se oxidan a través de radicales
libres. Esta transformacién de las LDL es un estimulo inflamatorio importante para el
endotelio que da lugar a la expresion de proteinas adhesivas de la familia de las
selectinas (L-selectina y P-selectina), iniciandose de este modo la fase de reclutamiento
de leucocitos. Estas proteinas se unen a los carbohidratos de la superficie de los
leucocitos y estimulan la migracion de los monocitos del torrente sanguineo hacia la
superficie endotelial donde se van a adherir. Tras la expresién de selectinas, se produce
la expresion de otro tipo de proteinas adhesivas, las ELAM (moléculas de adhesion
endotelio-leucocito), siendo las mas importantes la ICAM-1 (molécula de adhesion
intercelular-1) y la VCAM-1 (molécula de adhesién vascular-1), que facilitan la migracion
de los monocitos-linfocitos adheridos a la pared endotelial (Goéran K y cols., 2005).

Tras su interiorizacion, los monocitos/macréfagos de la pared se transforman en
macréfagos espumosos (Robbins CS y cols.,2013) al incrementar su contenido lipidico
tras fagocitar las LDL oxidadas acumuladas en la pared arterial, representando el
componente celular mas importante de la estria grasa (Khera A y cols; 2006; Virmani R,
y cols 2000). Este proceso de interiorizacion de las LDL oxidadas en los macréfagos se

realiza a través de tres tipos de receptores:

- Receptor de LDL clasico (Virmani R y cols., 2000), que es regulable por los

valores de colesterol intracelular.

- Receptores scavengers, que interiorizan el material lipidico por un mecanismo
no regulable, de tal forma que mientras que las células estén en un medio rico
en material lipidico, continuaran interiorizandolo independientemente del

contenido lipidico intracelular.

- Finalmente, otro receptor que va a ser basico en el proceso inflamatorio es el toll-
like receptor (también presente en células dendriticas, mastocitos y células

endoteliales), que se caracteriza por iniciar una cascada de sefales
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proinflamatorias como citocinas, proteasas y radicales libres (Goéran K y cols.,

2005) (Figura I-1).
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Figura I-1. Adhesién e internalizacién del macréfago. Importancia de su transformaciéon a célula

espumosa (Adaptado de Goéran, 2005).

Estas citocinas estimulan la proliferacion de las células del musculo liso y la
produccion de matriz extracelular (Figura 1-2). Las células musculares lisas de la capa
media activadas emigran hacia la intima, sufriendo un cambio en su fenotipo, de tal
forma que pasan de tener una funcién vasoconstrictora a presentar una funcién estatica,
consistente en la sintesis de los componentes de la matriz extracelular (coldgeno,
elastina) que van a dar lugar al engrosamiento de la capa intima reduciendo el lumen
arterial. Asi, citocinas como la interleuquina (IL)-1 y el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNFa), liberadas por los macréfagos, favorecen la produccion local de factores de

crecimiento, como el factor de crecimiento plaquetario y el fibroblastico (Goéran K y cols.,

2005).
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Figura I-2. Activacién de los linfocitos T (Adaptado de Goéran, 2005).

En definitiva, la aterosclerosis es un proceso dinamico, donde la inflamacion y

diferentes mecanismos celulares y moleculares con ella relacionados juegan un papel

fundamental.

11.1.3 El fenémeno inflamatorio en la enfermedad aterosclerética.

La aterosclerosis es una patologia de origen multifactorial y compleja, que ha

pasado de ser considerada como una enfermedad pasiva secundaria al depésito de

lipidos en la pared arterial, a ser reconocida como una enfermedad dinamica y

progresiva, resultado de la interaccion entre inflamacion y disfuncion endotelial (Ross R.

y cols, 1999; Behrendt D y cols; 2002; Libby P y cols., 2002), con manifestaciones

clinicas locales y sistémicas, en la que participan diversas vias y moléculas, destacando

las citoquinas inflamatorias (Ross, 1999). De este modo, hoy sabemos que la placa
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aterosclerética surge como consecuencia de una respuesta inflamatoria de la pared del
vaso frente a distintas formas de dafio sobre el endotelio vascular

Recientes evidencias, clinicas y experimentales, atribuyen a los procesos
inflamatorios de la pared vascular un papel determinante en el grado de desarrollo de
las lesiones, asi como en las manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedad
ateroscleroética (Ridker PM y cols., 1998; Willerson JT y cols., 2004;). Estimulos tanto
sistémicos (por ejemplo, hipercolesterolemia, hipertensién, infecciones virales,
inmunocomplejos, etc.) como locales (hemodindmicos), inducen una respuesta
inflamatoria cronica de la pared vascular, que lleva desde la disfuncion endotelial, a la
infiltracion de monocitos/macréfagos y linfocitos, y al acumulo de lipoproteinas
modificadas, a la expresion de componentes de matriz extracelular y a la proliferacion y
migracién de células musculares lisas (CML) en la intima arterial, procesos que
contribuyen al desarrollo de las lesiones vasculares (Ross R. y cols, 1999; Behrendt D
y cols;. 2002, Libby Py cols., 2002; Willerson JT y cols., 2004; Ridker PM y cols., 1998;
Altman R. y cols., 2003). Desde un punto de vista fisiopatolégico, los procesos
inflamatorios caracterizan las diferentes fases de la enfermedad aterosclerética y
establecen un vinculo entre la formacién de la placa y su progresion, a la erosion o rotura
de la misma, lo que lleva al desarrollo de complicaciones trombéticas, siendo estas
tltimas la causa de sindromes isquémicos agudos como el infarto de miocardio, el
accidente cerebrovascular o la muerte subita (Corti R, y cols., 2003; Libby P. y cols.,
2001).

La mayoria de factores de riesgo cardiovascular y de disfunciéon endotelial se
han asociado a estados proinflamatorios (Libby P y cols., 2002, Piek JJ y cols., 2000).
Asi, niveles elevados de LDL e hipertensiéon se han relacionado con marcadores de
inflamacion como la proteina C reactiva (PCR) (Otto C, y cols., 2004) y los componentes
del sistema del factor nuclear kappa B (NF-kB) (Rouet-Benzineb P y cols., 2000), factor
de transcripcion regulador de gran nimero de genes proinflamatorios que codifican para
proteinas como IL6 y MPC-1 (proteina quimiotactica de monocitos) (Xiao W y cols.,
2004; Schmeisser Ay cols.,2004).

Estudios clinicos muestran que pacientes con enfermedad coronaria tienen un
nivel elevado de PCR, un buen marcador pronéstico en estos pacientes (Liuzzo G y
cols., 1994), y, ademas, un factor importante en la prediccion de enfermedad
cardiovascular en adultos aparentemente sanos (Ridker PM y cols., 1997), siendo su

valor como marcador aparentemente superior al de colesterol-LDL, afiadiendo asi valor
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predictivo al andlisis de los factores de riesgo convencionales, tal y como se observo en
el estudio Framingham (Ridker PM y cols., 2002).

La PCR aumenta varias veces su potencia como factor de riesgo aterégeno
cuando se asocia a niveles plasméaticos bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Ridker PM y cols., 1999). Diferentes estudios sugieren una participacién directa de la
PCR en la respuesta inflamatoria de las células endoteliales (CE) y de los
monocitos/macréfagos residentes en la pared arterial, asi como un efecto
proaterogénico sobre las CML tanto in vitro como in vivo (Szmitko PE y cols., 2003). La
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) esté significativamente aumentada
en la aterosclerosis, al igual que en presencia de factores de riesgo como
hipercolesterolemia, hipertensién, diabetes o el habito tabaquico (Harrison D y cols.,
2003). Los diferentes componentes celulares de la pared vascular arterial (CE, CML,
leucocitos infiltrados) son capaces de generar ROS, especialmente en regiones de
elevada relevancia fisiopatolégica, como son las zonas laterales de las placas
ateroscleréticas (Zalba G y cols., 2000). Esta produccion de ROS afecta a la
transcripcion de genes, dafia el ADN e induce la expresion de factores de transcripcion
inflamatorios (Griendling KK y cols., 2001).

Las alteraciones del endotelio se consideran como un proceso causal en el
desarrollo de lesiones ateroscleréticas, ya que comprometen la capacidad de las células
endoteliales para regular su funcién y mantener la homeostasis de la pared vascular. El
endotelio vascular es responsable del mantenimiento de una superficie antitrombotica a
través de la expresion de moléculas como la antitrombina Ill, el inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI) y el activador tisular del plasminégeno. Sin embargo, la incubacion
de células endoteliales con citocinas como IL-1 y TNF-a resulta en el aumento de la
actividad procoagulante, posiblemente debida a la expresion de factor tisular (TF)
(Bevilacqua MP y cols., 1986)

EI NO liberado por el endotelio es un componente clave en el mantenimiento de
la homeostasis vascular. Ademas de su funcién vasorreguladora, tiene una importante
funcion antiinflamatoria, impidiendo la adhesién e infiltracion de leucocitos (Lefer DJ y
cols., 1999) y la expresion de moléculas proinflamatorias como el factor NF-kB,
moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1) (Ho CY y cols., 2003), y la oxidacion de LDL
(Rubbo H y cols., 2002).

Una vez constituido, este proceso de inflamacion sistémica de bajo grado actuara
como un factor adicional de afectaciéon vascular que puede contribuir al proceso

aterogénico, junto con el resto de factores de riesgo cardiovascular. Esta aportacién del
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proceso meta-inflamatorio al riesgo cardiovascular se hace patente en pacientes con
patologias caracterizadas por una base inflamatoria sistémica crénica (Steinberg D,
2002).

[I-2. CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacién cardiovascular, una enfermedad relacionada con las
alteraciones del metabolismo mineral, no es un problema nuevo en nuestra sociedad.
De hecho, algunos informes fechan su existencia ya en la Edad del Hielo (Willerson
JT y cols., 2003). Sin embargo, el estilo de vida y el aumento de la edad media de la
poblacién han favorecido un mayor impacto de este trastorno, que se traduce en un
gran coste a todos los niveles (Otto, Catherine M., 2008; Linda L Demer, Yin Tintut,
2008 Towler, Dwight A., 2008).

Considerada durante mucho tiempo como una enfermedad degenerativa
pasiva, la calcificaciéon cardiovascular ahora se reconoce como un proceso activo,
con evidencias que sugieren que sigue un mecanismo similar al de la formacion 6sea.
Afecta principalmente a la aorta, las arterias coronarias, las arterias periféricas y la
vélvula adrtica llegando, en casos muy avanzados, a la generacion de hueso
completamente formado en placas ateroscleréticas y valvulas cardiacas estenéticas
(Linda L Demer y Yin Tintut., 2009). A pesar de que la calcificacion vascular se asocia
con un aumento de eventos cardiovasculares (Terese M y cols., 2003), es una
patologia desatendida y no se dispone de tratamientos anticalcificantes eficaces. Se
han investigado varios agentes terapéuticos, incluidas las estatinas, que han
mostrado capacidad para disminuir la diferenciacién osteoblastica y la mineralizacion
celular in vitro (Lana O y cols., 2006; Elyssa L y cols., 2009), asi como, para, ademas,
reducir el incremento de la infiltracién de macréfagos y la osteogénesis in vivo (Nalini
My cols., 2005; Elena Ay cols., 2007). Sin embargo, la terapia con estatinas no ha
demostrado ser beneficiosa en los ensayos clinicos realizados hasta ahora (Otto,
Catherine M., 2008; Rossebg Ay cols., 2008).

11.2.1. Fisiopatologia de la calcificacion vascular.

Tradicionalmente se ha relacionado la mineralizacion progresiva de las
grandes arterias con el envejecimiento por lo que, durante mucho tiempo, se ha
entendido la calcificacion vascular (CV) como como un proceso pasivo y degenerativo
sin opciones terapéuticas (Virchow R. 1989; Abedin M y cols., 2004). Sin embargo,

estudios recientes han evidenciado que la historia natural de la CV presenta una fase
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preclinica que puede durar décadas, llegando a estar presente hasta en un 55% de
los hombres y mujeres menores de 40 afios (Shanahan CM y cols., 2006). La
investigacion mas reciente demuestra que se trata de un proceso biolégicamente
activo y regulado por diferentes mecanismos moleculares comunes al metabolismo
6seo y a sus elementos reguladores, con una participacion activa del componente
celular vascular (Shanahan CM vy cols., 1993; Shanahan CM y cols., 1999;
Shanahan CMYy cols., 2006; Vattikuti R y cols., 2004; Hruska KA y cols., 2005; Demer
LL y cols., 2008; Sage APy cols., 2011; Zhu Dy cols., 2011; Speer MY y cols., 2009;
Demer LL. 2002; Bostrém K y cols., 1993).

A nivel fisiopatoldgico, la CV consiste en la deposicion de cristales de fosfato de
calcio en cualquier parte del territorio vascular, tanto en los vasos sanguineos, como en
el miocardio o en las vélvulas cardiacas (Shanahan CM y cols., 2000; Shanahan CM.,
2006; Shao JS y cols., 2006; Farzaneh-Far A y cols., 2005; Giachelli CM., 2004). La
esclerosis vascular resultante conlleva una disminucién de la elasticidad del vaso y un
incremento significativo de la morbimortalidad, que justifica que la CV per se sea
considerada como un factor de riesgo cardiovascular independiente (Wilson PW y cols.,
2001; Margolis JR y cols., 1980; Wexler L y cols., 1996; Mazzini MJ y cols., 2006).

Este proceso comparte ciertas similitudes con la formacion de hueso (u
osteogénesis). En términos estructurales y de analisis elemental, no hay diferencias
significativas entre la osteogénesis y la calcificacion ectépica (Epple M y cols., 2007).
Durante la osteogénesis existen dos tipos mayoritarios de osificacion: la osificacion
endocondral, que requiere de intermediarios condroblasticos y formacién de cartilago,
previos a la mineralizacién u osificacion y el reemplazamiento osteoblastico; y la
osificacion intermembranosa, en la que los osteoblastos son capaces de inducir la
mineralizacion de la matriz extracelular (MEC) sin la presencia de intermediarios
cartilaginosos (Kagan HMy Li W; 2003).

La fisiopatologia de la CV muestra dos rasgos definitorios principales en los que
acontecen diferentes eventos biomoleculares:

1) La formacion y deposicion de fosfato de calcio en la MEC, generalmente como
formas cristalizadas de hidroxiapatita de calcio.

2) La diferenciacion osteo/condroblastica de la CMLV y otras células de origen

mesodérmico.
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Estudios recientes sugieren una relacién entre las vias moleculares propias de
la CV y de la osteogénesis, pues la diferenciacién de la CMLV en condroblastos y
osteoblastos requiere la activacion de sefiales caracteristicas del proceso osteogénico
(Moe SMy cols., 2003; Moe SM y cols., 2002; Steitz SA y cols., 2001).

Paradéjicamente, a pesar de las similitudes entre la calcificacion ectdpica
vascular y la fisiolégica 6sea, la CV se asocia con la resorcion ésea en el sistema
esquelético y con algunos desérdenes del metabolismo mineral (‘paradoja de la
calcificacién’) (Bucay N y cols., 1998). Asi, los valores circulantes elevados de calcio
(Ca), fosforo (P) y del producto calcio-fésforo (CaxP) promueven la deposicion,
nucleacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita en la matriz extracelular (Block
GA y cols., 2000; Yang H y cols., 2004; Reynolds JL y cols., 2004). Ademas, como se
ha citado previamente, el desequilibrio entre los inhibidores y los agentes pro-

calcificantes endégenos se asocia con el desarrollo de CV (Speer MY y cols., 2004).

Otros procesos como la alteracién de la matriz extracelular susceptible de
mineralizarse, la induccion de fendmenos apoptoticos, la secrecion de microvesiculas y
la expresion de factores de expresion osteogénica (FEO), incluyendo morfégenos
procalcificantes y factores transcripcionales implicados en la expresion de genes
osteo/condroblasticos, pueden converger durante la iniciacion, el desarrollo y la
progresioén de la calcificacion vascular. Sin embargo, todavia hoy no existe un consenso
gue defina la calcificacién ectépica como un proceso fisiolégicamente activado o inhibido
(Schinke T y cols., 1999; Schinke T y cols., 2007).

La forma predominante de mineralizacién ectépica de la pared vascular consiste
en una combinacion de depositos de fosfato calcico (no cristalizados y amorfos) y de
cristales insolubles de apatita (Moe SM vy cols., 2004). Este es un proceso
termodinamicamente favorable a concentraciones normales de calcio y fosfato. Ahora
bien, se sugiere que esta formacién de cristales de hidroxiapatita a partir del calcio y
fésforo no ocurre directamente (O’Neil WC y cols., 2010; O’Neill WC. 2007 (1); Schinke
T y cols., 1999), pues las concentraciones plasmaticas normales de estos iones se
encuentran préximas al punto de saturacion, pero, paradéjicamente, por debajo de su

constante de solubilidad en los fluidos extracelulares.

Todo esto sugiere que la CV debe ser un proceso activamente inhibido (O’Neill
WC y cols., 2010), si bien los resultados in vitro sugieren que la mineralizacion de la
matriz extracelular también es, al menos en parte, un proceso activamente regulado por
productos génicos especificos, donde diversos componentes de matriz extracelular
deben contribuir potencialmente (O’Neill WC. 2007 (Il); Schinke T y cols., 2007).
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1.2.2. La calcificacion vascular como manifestacion aterosclerética

inflamatoria.

Estudios clinicos e in vitro han sugerido que la calcificacion cardiovascular es el
resultado de una secuencia de procesos osteogénicos activos iniciados por la
inflamacion (Figura I-3). De forma resumida, los factores aterogénicos y las fuerzas
mecanicas pueden activar las células endoteliales vasculares e iniciar el
reclutamiento de monocitos/macroéfagos inflamatorios, que al activarse producen un
coctel de citoquinas pro-osteogénicas, factores de crecimiento y enzimas
proteoliticas. Los cambios resultantes pueden inducir ain mayor inflamacion, asi
como la activacion de fibroblastos en miofibroblastos y posteriormente en células
similares a osteoblastos mediante el aumento de la via RUNX2. El resultado final
seria la deposicion de calcio en estas zonas y la aparicion de una calcificacion

vascular franca.

Iniciacion

Inflamacion

Propagacion k n

Macréfagos
Citoquinas

R -
- < o
Fasefinal

: 7 g calcificacion
Microcalcificaciones
Diferenciacion osteogénica
— — e
REVERSIBLE
Calcificacion

Macocalcificadones
Macréfagos

IRREVERSIBLE

Figura I-3. Representacién esquematica de la generacién de CV dependiente de la inflamacion. Las
imagenes, obtenidas mediante microscopia secuencial de fluorescencia intravital, representan cambios
en la inflamacion y la osteogénesis en las arterias aterosclerdticas de ratones apoE™ alimentados con
una dieta rica en grasas. Inflamacion (verde), calcificacion (rojo), superposicién de ambas (amarillo). La
inflamacion, en paralelo con el avance de la placa, induce la formacion de microcalcificaciones que, a su
vez, provocan respuestas proinflamatorias adicionales por parte de macréfagos. Esto genera un bucle
de amplificacion que impulsa la progresiéon de la enfermedad. La reduccién de la inflamacién en esta
etapa puede retrasar la osteogénesis y la calcificacion posterior. La fase final (irreversible) se asocia con
un una disminucién de macréfagos y la aparicién de macrocalcificaciones (Adaptado de New y Aikawa,
2011).
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Se ha demostrado que las citoquinas derivadas de macroéfagos (incluyendo IL1,
IL6, IL8 y TNFa, asi como el IGF-1y TGFR) son capaces de inducir la diferenciacion
osteogénica y la mineralizacion de las células del musculo liso vascular (KE Watson
y cols., 1994; Farhad P y cols., 2002; Tintut Y y cols., 2000; Kristen y cols., 2005).
Los resultados de estos estudios llevaron a generar la teoria de que las citoquinas
proinflamatorias promueven la calcificacién asociada a la aterosclerosis al regular la
diferenciacion de las células calcificantes del muasculo liso vascular. Estudios de
imagenes moleculares in vivo han corroborado estos resultados, vinculando aliin mas
a los macrofagos con la osteogénesis (Figura I-4) (Elena Ay cols., 2007; B. Fendley
Sy cols., 1997).

La calcificacion dependiente de la inflamacion se puede dividir en 3 fases
distintas: inicio, propagacion y calcificacion en etapa terminal. En la fase de inicio, la
infiltracion de macréfagos y la inflamacién preceden a la calcificacion, y las vias
proinflamatorias activadas inducen la transformacion osteogénica de las células de
la pared vascular. Esta fase se puede caracterizar por la expresion de citoquinas pro-
osteogénicas por macréfagos y otras células inflamatorias (Linda M Demer, 2008;
Linda M Demer, 2005). En la fase de propagacion, las células del musculo liso
vascular experimentan una diferenciacion osteogénica, caracterizada por la
expresion de factores de transcripciéon normalmente asociados con osteoblastos y
condrocitos diferenciados (p. ej., Runx2, Osterix y Sox 9) (Linda M Demer, 2008;
Elena Ay cols., 2007; Jacqueline D y cols., 2010) y proteinas reguladoras de la
mineralizacion (p. ej., fosfatasa alcalina, osteopontina, osteocalcina, osteonectina,
colageno |y Il y proteinas morfogénicas 6seas) (El-Abbadi y cols.,2007). Ademas, en
ausencia de inhibidores, las vesiculas de matriz liberadas a partir de células vivas y
los cuerpos apoptdticos derivados de macréfagos y de células del muasculo liso
pueden proporcionar un nido para la calcificacion (D Proudfooty cols., 2000;
Shanahan C; 2007). De hecho, estos eventos estan asociados con la generacion de
microcalcificaciones. En esta fase, la deposicion de hidroxiapatita progresa
rapidamente (Elena Aikawa y cols (ll), 2007) y las microcalcificaciones provocan
respuestas proinflamatorias adicionales de macréfagos, lo que genera un ciclo de
retroalimentacion positiva de calcificacion e inflamacion que impulsa la progresién de
la enfermedad (Imad Nadra y cols., 2005; Bostrom, Kristina; 2005). Segun este
modelo de progresion, la utilizacion de una terapia antiinflamatoria en las primeras
etapas podria retrasar la osteogénesis posterior y estabilizar la placa; sin embargo,
su utilizacion en etapas mas tardias para detener el proceso de mineralizacién sobre

trastornos ya avanzados se considera indtil, dado que la calcificacion en etapa
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terminal es clasicamente considerada como irreversible. De hecho, esta fase final se

asocia con una mineralizacién tisular avanzada y una inflamacién reducida.

En el caso de los pacientes con ERC, a los factores de riesgo clasicos
mencionados anteriormente hay que sumar la hiperfosfatemia, un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de calcificacién y muerte cardiovascular. Las
lesiones de CV en estos pacientes, sobre todo en aquellos en etapas avanzadas de
la enfermedad, y especialmente en los que reciben tratamiento renal sustitutivo
mediante dialisis, aparecen a una edad mucho mas temprana que en el resto de la
poblacion (Goodman, William G.2001; Shroff, Rukshana C y cols., 2008).

Inflamacion Calcificacion

Figura I-4. Imagenes moleculares de aortas de ratones apoE’ correlacionando la
actividad inflamatoria, definida como acumulacién de macréfagos, con la osteogénesis.

II-3. EL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO 23 (FGF23)

Los factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs) son una familia de péptidos
gue ejercen sus efectos en procesos biolégicos relacionados con el desarrollo, la

organogénesis y el metabolismo (Eswarakumar VP y cols., 2005).

En humanos se han identificado 22 FGFs que se dividen en 7 subfamilias (ltoh
Ny Ornitz D., 2008). La mayor parte ejercen sus efectos de manera autocrina/paracrina
al poseer un dominio de unién con el heparan sulfato (HS) presente en la matriz
extracelular, el cual aumenta la afinidad de los FGFs por sus receptores (FGFRs). Los
FGFs de la subfamilia 19, al carecer de dicho dominio, pueden ser liberados para ejercer

su accion en érganos alejados de su lugar de produccion; es decir, ejercen sus acciones
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de forma endocrina y son fundamentalmente reguladores del metabolismo mineral. En
esta Ultima subfamilia se engloba el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23).

El FGF23 es la mas potente de las fostatoninas conocidas hasta la fecha
(Evenopoel P y cols., 2010). Consta de 251 aminoécidos, incluida una secuencia lider
de 24 aminoacidos que codifica un péptido sefial, con un peso de 32 kDa. Fue
identificada por primera vez en el afio 2000 por Shimada y cols., como la hormona
responsable de la hipofosfatemia en el contexto de la osteomalacia tumoral (Shimada,
T.y cols.; 2001).

Estructuralmente, el FGF23 consta de un dominio amino-terminal (residuos 1-
24), un dominio homélogo a otros FGFs de 155 aminoacidos (residuos 25-179) y un
dominio carboxi-terminal (residuos 180-251) exclusivo del FGF-23, y que es esencial
para la unién con el complejo FGFR-Klotho (Yamashita, 2005; Goetz R y cols., 2010).
La molécula de FGF23 puede ser escindida por proteasas dando lugar a los fragmentos
inactivos N y C terminal. El fragmento C terminal puede competir con la proteina intacta
por la union con el complejo FGFR-Klotho y actuar, asi como un inhibidor competitivo
de FGF23 (Goetz R y cols., 2010). (Figura I-5)

Péptido Region homologa N-terminal ~ RHTR'7?

sefial v

v [] :

1 24 25 175180 251

Figura I-5. Estructura del polipéptido FGF23 con sus dominios. EI dominio N terminal es homélogo al
presente en otros FGFs, mientras que el dominio C terminal es exclusivo del FGF23 y le permite la union
a su receptor (Adaptado de Hu y cols., 2013).

El FGF23 es sintetizado por osteocitos y osteboblastos (Rhee Y y cols., 2011;
Masuyama R y cols., 2006). La sintesis de FGF23 se ve estimulada por el calcitriol, la
PTH, el calcio y los niveles bajos de Klotho (Masuyama R y cols., 2006; Barthel TK y
cols., 2007; Rhee Y y cols., 2011; L6pez | y cols., 2011; Rodriguez-Ortiz ME y cols.,
2012; Shimamura Y y cols., 2012). Sin embargo, es la presencia de fésforo en la dieta
el estimulo més importante para la produccion del FGF23 (Burnett SA My cols., 2006),
aungue, curiosamente, la inyeccion intravenosa de fésforo no induce la elevacién de sus
niveles (Ito N y cols., 2007), siendo aun desconocido el mecanismo por el cual los

osteocitos/osteoblastos detectan la carga de fésforo en la dieta.
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El FGF23 circulante se puede encontrar tanto en una forma activa como en otra
inactiva. Esta Ultima resulta de una escision proteolitica entre Arg179 y Ser180 llevada
a cabo por convertasas durante la secrecion, generando un fragmento amino-terminal y

otro carboxilo-terminal (Donate Correa Jy cols., 2014).

11.3.1. Papel del FGF23 en la regulacién del metabolismo mineral.

El FGF23 es considerado como uno de los principales reguladores del
metabolismo del fésforo, pues su principal funcién es contribuir a mantener los niveles
del mismo dentro de la normalidad (Liu S y cols., 2006; Shroff R y cols., 2013). Para

ello:

1. Favorece la fosfaturia al disminuir la absorcion tubular renal de fésforo mediante
la supresion de los cotransportadores NaPi 2a y 2c¢ en el tibulo proximal renal (Hu
MC y cols., 2010; Murer H y cols., 2003).

2. Inhibe la actividad de la 1-alfa hidroxilasa (enzima que convierte la 25-OH-
vtamina D en 1,25-OH2 vitamina D), reduciendo asi la sintesis de 1-25
dihidroxicolecalciferol (la forma activa de la vitamina D), y promueve la degradacion
de la misma mediante la inhibicién de la expresion del gen Cyp27bl (codifica la
enzima 1-a-hidroxilasa) y estimulando la expresion del gen Cyp24 en las células del
tibulo proximal renal (Liu S., 2006-1I; Dusso AS y cols., 2005). El hecho de que las
acciones del FGF23 sobre el rifion tengan lugar en el tabulo proximal, cuando la
expresion de Klotho suele ser mayor en el tabulo distal, se podrian explicar por
accion directa del FGF23 sobre el tubulo proximal (Hu MC y cols, 2010) (donde se
expresa Klotho, aunque en menor cantidad) o por accion de FGF23 sobre el tlbulo
distal y posterior liberacion de factores que actien de manera paracrina sobre el
tibulo proximal (Farrow EG y cols., 2009). Ambas opciones no son excluyentes

entre si y deben ser todavia estudiadas.

3. Aumenta la PTH, con el fin de reducir la absorcién intestinal y renal de fésforo
(Dazinger J., 2008). Se ha evidenciado que, en ratones paratiroidectomizados, FGF-
23 continta ejerciendo este efecto, por lo que se cree que la PTH no es
imprescindible para que FGF-23 provoque fosfaturia (Shimada T y cols., 2004). El
FGF23 y PTH se regulan mutuamente existiendo un feed-back negativo, donde PTH
estimula la produccion de FGF-23 (Rhee Y y cols., 2011; L6pez | y cols., 2011; Lavi-
Moshayoff V y cols., 2010) mientras que FGF-23 suprime la sintesis de PTH (Ben-
Dov y cols., 2007). De esta manera, la glandula paratiroidea es también una de las

dianas de accion de FGF-23 a través de su interaccion con el complejo receptor
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FGFR1-Klotho y, en ausencia de Klotho, a través de la activacion de una via
dependiente de la calcineurina (Olauson H y cols., 2013).

Para ejercer su efecto, el FGF23 se une a sus receptores cognados (FGFR-23),
los cuales, a pesar de ser ubicuos, solamente resultan activados en presencia del co-
receptor de membrana Klotho (Dazinger J y cols., 2008). Esta es una proteina
transmembrana de 130kDa descubierta en 1997 (Kuro-o M y cols., 1997), que se
expresa predominantemente en el rifidén (tabulo distal, proximal y colector), siendo
también expresada en las glandulas paratiroideas, plexo coroideo y a nivel endotelial,
confiriendo a FGF-23 selectividad por estos tejidos a pesar de la ubiquidad de sus
receptores (Kuro-o My cols., 1997; Li SAy cols., 2004; Urakawa | y cols., 2006; Donate-
Correa J y cols., 2013). De este modo, la expresion diferencial de Klotho en los citados

organos restringe la actividad del FGF23 a determinados tejidos.

Klotho puede presentarse en 2 formas diferentes (Matsumura Y y cols., 1998; Hu
MC y cols., 2012): 1) la forma completa, que seria la forma transmembrana que actia
como correceptor de FGF23; y 2) la forma secretada, producida por un procesamiento
alternativo del ARN mensajero. Actualmente se han identificado tres miembros en la
familia Klotho que son proteinas transmembrana de diversas longitudes: aKlotho (en
rifidn, plexo coroideo, paratiroides y células Bpancreaticas), BKlotho (en higado,
pancreas, piel, tracto gastrointestinal, y musculo esquelético) y yKlotho (en rifién, piel,
cerebro, corazén, arterias, higado, pulmén, estémago y testiculos) (Hu MC y cols., 2013)
y, recientemente también se ha descrito su expresion en la pared vascular (Lim Ky

cols., 2012; Donate Correay cols., 2013).

Es la forma transmembrana de aKlotho la que forma complejos con FGFR1c,
FGFR3c y FGFR4 para unirse a FGF-23 con mayor afinidad (Goetz R y cols., 2007).
Hasta ahora no se han identificado formas solubles para BKlotho ni yKlotho. Sin
embargo, existen formas solubles de aKlotho como resultado de procesamientos
alternativos en la transcripcién o por escision proteolitica de la forma transmembrana
por Bsecretasas (Hu MC y cols., 2013), que se han identificado en plasma, orina y en
liquido cefalorraquideo (Hu MC y cols., 2010; Hu MC y cols., 2011; Imura A y cols.,
2004). Actualmente no esta claro si la forma soluble de aKlotho podria actuar como
correceptor de FGFR.
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Figura I-6. Mecanismo de accion y regulacion del FGF23 (Adaptado de Urefia-Torres y De Brauwere,
2011)

No obstante, la evidencia actual sugiere que el impacto del FGF23 va mas alla
de su papel en la regulacion del metabolismo fosfocélcico, pues se ha asociado con la
progresién del deterioro de la funcién renal (Fliser D y cols., 2007; Isakova T y cols;
2011; Scialla JJ y cols; 2014), con la hipertrofia miocardica a través de mecanismos
dependientes de la calcineurina e independientes de Klotho (Faul, C. y cols., 2011), y
con la mortalidad en pacientes con ERC (Gutiérrez OM y cols., 2008, Seiler Sy cols.,
2010; Scialla J y cols., 2014) de forma independiente a la tasa de filtrado glomerular
(FG) (Arnlév Jy cols., 2013). Ello puede ser debido a varios factores, como la reduccion
de los niveles de vitamina D activa (Shimada T y cols., 2004; Moorthi RN y cols.,2011),
su relacién con el proceso inflamatorio (Dai B y cols., 2012; NasrAllah M y cols., 2013)
y de estrés oxidativo, asociandose a calcificacion vascular (NasrAllah M y cols., 2013),
o0 su relacion con la proteinuria (Vervioet MG y cols., 2012).
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11.3.2. FGF23 y morbilidad y mortalidad cardiovascular. Relaciones con el

componente inflamatorio en el dafio vascular.

En pacientes con ERC, el FGF23 se ha relacionado con hipertrofia ventricular

izquierda (Christian Faul y cols., 2011),

estenosis arteria coronaria (Mehmet K y

cols.,2010) y mortalidad (Majd AIM y cols., 2009), mientras que en estudios realizados
en poblacién con funcién renal conservada, el FGF23 se ha asociado con disfuncion
vascular (Majd AIM y cols., 2009; Mirza MA y cols., 2009), aterosclerosis (Johan Arnlév
y cols., 2013) y mortalidad (Richard D y cols., 2011). Tabla I-3

Tabla I-3. Estudios clinicos que relacionan el FGF23 circulante con la morbimortalidad cardiovascular.

Poblacién de estudio
Poblacién general

Poblacién general

Pacientes ERC

Pacientes ERC

Pacientes ERC

Pacientes HD

Pacientes HD

Pacientes con enfermedad
coronaria estable

Efecto adverso
Disfuncion vascular

Aterosclerosis

Incremento del riesgo de HVI

Enfermedad arterial coronaria

Incremento del riesgo de mortalidad y
de episodios cardiovasculares

Mayor riesgo de mortalidad

Mayor riesgo de mortalidad y de
calcificacion vascular

Mayor riesgo de mortalidad y de
episodios cardiovasculares

Referencia
Mirza MA 'y cols. (11). 2009.
Mirza MA, y cols. 2009.

Gutiérrez OM, y cols. 2008.
Faul, Cy cols. 2011.

Kanbay My cols. 2010;
Morena M, y cols.2012.

Kendrick J y cols. 2011.

Gutierrez, OM y cols.2011.
Isakova Ty cols. 2011.

Jean Gy cols. 2009.

Parker BD y cols.2010.

Mas alla de la utilidad potencial que puede tener el FGF23 como biomarcador de
disfuncién cardiovascular, se ha sugerido que podria tener un papel patogénico en
relacion a dicha patologia. Estos efectos podrian deberse a una accién directa de esta
hormona, independiente de su correceptor Klotho, mediada por la existencia enlaces de
baja afinidad con su receptor en condiciones de concentraciones aumentadas del
FGF23, como lo que se ha indicado que ocurre en situaciones como la ERC avanzada.
Esta posibilidad ha sido confirmada recientemente por estudios experimentales que
demuestran que la administracion intravenosa o intramiocardica del FGF23 induce el
desarrollo de hipertrofia de cardiomiocitos de rata y posteriormente de hipertrofia
ventricular izquierda (Christian D y cols., 2011). Estos hallazgos sugieren que, en
situaciones de concentraciones suprafisioldégicas del FGF23, un componente del riesgo

cardiovascular puede atribuirse directamente a esta fosfatonina.

Con respecto al dafio vascular, solo unos pocos estudios han investigado los
efectos del FGF23 sobre la integridad de los vasos. La reciente demostraciéon de la
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expresion de los receptores para los FGF (FGFRs) y de la proteina Klotho en la pared
vascular humana refuerza la posibilidad de que el FGF23 pueda tener algun efecto sobre
la estructura y/o funcionalidad vascular (Donate Correa Jy cols., 2013; Navarro Glez JF
y cols., 2014). En este contexto, las estrategias encaminadas a disminuir las elevadas
concentraciones del FGF23 podrian suponer un novedoso enfoque terapéutico.

La inflamacion es un factor patogénico principal para la aparicion y el desarrollo
de la aterosclerosis y la CV, y esta directamente asociada a la carga excesiva de
morbilidad y mortalidad cardiovascular. Dada su particular prevalencia en los pacientes
con enfermedad renal (Peter Stenvinkel y cols., 2005), se ha sugerido que las
alteraciones del metabolismo mineral, especificamente los incrementos en los niveles
de fosfato sérico, pueden constituir agentes inductores de inflamacién en esta poblacion
(Navarro Glez JF y cols., 2009; Navarro Glez JF y cols., 2011). En estos pacientes, el
deterioro de la funcion renal se acompafia de una elevacion progresiva del FGF23 (Wolf
Myles., 2009), que se inicia en las primeras etapas de la ERC, alcanzando las
concentraciones mas altas en pacientes con enfermedad renal en etapa terminal vy,
sobre todo, en aquellos en tratamiento renal sustitutivo (Junichiro J Kazama y cols.,
2005). Como se ha comentado, los niveles elevados de esta hormona se asocian con la
aparicion de efectos cardiovasculares deletéreos, que incluyen calcificacion vascular,
hipertrofia ventricular izquierda y aumento de la mortalidad (Guillaume J y cols., 2009;
Gutiérrez OM vy cols., 2008; Gutiérrez OM vy cols., 2009). De forma interesante, esta
relacion parece ser independiente de los niveles de fosfato, lo que sugiere la existencia
de mecanismos desconocidos que median esta accion. Un estudio reciente de Mendoza
et al (Munoz Mendoza J y cols., 2012). en una amplia cohorte de pacientes con ERC,
demostré que niveles elevados del FGF23 se asocian de forma independiente con
concentraciones méas altas de PCR, TNFa e IL6, y con mayores probabilidades de

presentar inflamacién severa.

La utilizacion de quelantes de fosfato, un tratamiento habitual en pacientes con
ERC, se ha relacionado con diversas acciones pleiotropicas mas alla de la reduccion de
la fosfatemia; algunos de estos efectos describen la reduccién del estatus inflamatorio
en estos pacientes (Navarro Glez JF y cols., 2011; Elsharkawy MM y cols., 2006) y de
las concentraciones del FGF23 circulante (Navarro Glez JF y cols., 2011; Mahmut IY y
cols., 2012; Stanley MH vy cols., 2020). Un estudio posterior desarrollado por nuestro
grupo demuestra que el efecto anti-inflamatorio de los quelantes de fosfato, en concreto
del carbonato de lantano, estd4 relacionado con su capacidad para reducir las
concentraciones del FGF23 (Navarro Glez JF y cols., 2013-Il). En este mismo estudio,

los niveles del FGF23 se relacionaron directamente con las concentraciones de PCR y
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de las citoquinas inflamatorias TNFa e IL6, asi como con los niveles de expresion génica
de estas citoquinas en células circulantes de sangre periférica. Es importante destacar
gue, en este mismo estudio, el andlisis de regresion multivariante demostré que los
cambios en los niveles del FGF23 constituyeron el Unico determinante independiente de
la reduccién tanto de los niveles séricos de estas citoquinas inflamatorias como de los
niveles de expresion en CCSP (Navarro Glez JF y cols., 2013-ll). Estas células
circulantes juegan un papel critico en el desarrollo y progresion de la aterosclerosis
(Galkina y cols., 2009; Swaminathan y cols., 2011) y, ademas, el aumento de la
expresion de citoquinas inflamatorias en las mismas se ha asociado directamente con
la aparicion de eventos cardiovasculares (Navarro Glez JF 2013-l; Akatsu T y cols.,
2003).

Todo ello sugiere que la elevada concentracion de FGF23 puede influir en la
transcripcion de genes de citoquinas inflamatorias, proporcionando una potencial vision
de los mecanismos celulares subyacentes en la asociacion descrita anteriormente entre

el FGF23 y la inflamacion, asi como entre el FGF23 y resultados cardiovasculares

11.3.3. Determinacién de los niveles circulantes del FGF23.

Los kits de ensayo para medir el FGF23 circulante pueden detectar Gnicamente
su forma intacta (iIFGF23) o pueden detectar tanto ésta como los fragmentos carboxilo-
terminales (cFGF23). La mayoria de los ensayos se basan en un ELISA sandwich de

doble anticuerpo con lectura colorimétrica.

Los anticuerpos de las pruebas para el iIFGF23 detectan epitopos dentro de las
porciones amino-terminal y carboxilo-terminal, mientras que, en el ensayo para el
cFGF23, los anticuerpos detectan 2 epitopos diferentes en la porcién carboxilo-terminal.
Por lo tanto, el ensayo para el cFGF23 mide tanto la molécula intacta como el fragmento

carboxilo terminal del FGF23 humano.

La Figura I-7 muestra el fundamento de los ensayos mas ampliamente
referenciados que detectan el iIFGF23 (kit de ELISA Kainos® FGF23 y kit ELISA
Immutopics® Human Intact FGF23) y el cFGF-23 [Immutopics Human FGF23 (C-
terminal)]. Los estudios desarrollados hasta la fecha no aclaran si el ensayo para el
cFGF23 proporciona una sensibilidad comparable a la del iFGF23 en pacientes con
diferentes etapas de la funcion renal. Algunos estudios sugieren que las mediciones del
iIFGF23 pueden ser mas relevantes fisiolégicamente, mientras que otras investigaciones
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muestran asociaciones significativas solo con los niveles del cFGF23. Es posible que el
uso de un solo ensayo pueda resultar en una subestimacién significativa de sefiales
bioloégicas importantes en el desarrollo de algunos procesos como las lesiones

vasculares.

® y &

[zs FGF23 active 251
OO®
A\ 4 @

[25 N-terminal 179][180 C-terminal 251]

(&

(K) Kainos* FGF-23 ELISA kit
Immutopics® Human Intact FGF-23 ELISA kit
@ Immutopics® Human FGF-23 (C-term) ELISA kit

Figura I-7. Sitio de escision del FGF23 y técnicas de ELISA utilizadas para detectar fragmentos intactos
y C-terminales. La escision enzimatica del FGF23 ocurre en el aminoacido 180 (flecha), generando la
forma inactiva de la molécula. Los kits de ELISA de la empresa Kainos y uno de los comercializados por
Immutopics (Human Intact FGF23) contienen anticuerpos dirigidos a las porciones N- y C-terminales, lo
que permite la deteccion de molécula intacta exclusivamente. Sin embargo, el segundo kit ELISA
comercializado por Immutopics, Human FGF23 (C-term), contiene anticuerpos dirigidos exclusivamente
a la parte C-terminal, lo que permite la deteccion tanto de la molécula intacta como de los fragmentos
carboxilo (Adaptado de Donate-Correay cols., 2014).
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lll. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de morbimortalidad en
nuestra sociedad y la primera causa de muerte a nivel mundial. La aterosclerosis es el
proceso subyacente y responsable del dafio vascular en la inmensa mayoria de los
eventos clinicos. Con respecto a su fisiopatologia se sabe que un proceso dinamico, en
el que la inflamacion y los diferentes mecanismos celulares y moleculares con ella
relacionados juegan un papel fundamental, caracterizado por la pérdida de la elasticidad
y el engrosamiento de la capa intima y media de las arterias. De esta forma, la
aterosclerosis se entiende como una enfermedad inflamatoria crénica. A ello se afiade
el reciente descubrimiento de la potencial importancia de las alteraciones del
metabolismo mineral, fundamentalmente relacionadas con el fésforo y sus elementos
reguladores, en el desarrollo y progresion del dafio vascular, mostrando ademas

llamativas relaciones con el fenémeno inflamatorio.

Uno de los avances mas recientes en este sentido ha sido el descubrimiento del
FGF23 como principal elemento regulador en la homeostasis del fosforo. Los procesos
patolégicos crénicos en los que se producen alteraciones de la fosfatemia muestran
importantes alteraciones en los niveles de esta hormona. Es importante conocer las
consecuencias de los desajustes en este mecanismo regulador dado que la
hiperfosfatemia es considerada en la actualidad no solamente como un factor emergente
de calcificacion vascular, sino que también ha sido implicado en el aumento de la
mortalidad cardiovascular en pacientes con insuficiencia renal. Ademas, trabajos
recientes sugieren que el FGF23 puede ejercer efectos directos sobre el sistema
cardiovascular, relacionandose tanto con la enfermedad vascular como con el fenémeno

inflamatorio.

Es posible especular, por tanto, que las alteraciones del FGF23, tanto a nivel
sistémico como de forma localizada en la pared arterial, pueden determinar la pérdida
de mecanismos de proteccién y condicionar respuestas de mala adaptacion que jueguen

un papel relevante en la patogénesis y fisiopatologia de la enfermedad vascular.

Asi, la hipotesis del presente Proyecto de Tesis Doctoral es que el FGF23
participa de forma determinante en la patogénesis y fisiopatologia de la ECV,
siendo un elemento clave en la aparicion y desarrollo de la enfermedad

ateroscleroética y en su consideracion como una enfermedad inflamatoria.
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IV. OBJETIVOS
Objetivos especificos:

1. Caracterizacion bioquimica mediante la determinacién de las concentraciones
séricas del FGF23, asi como de los niveles de parametros inflamatorios (PCR,

TNFa e IL10), en pacientes con enfermedad vascular aterosclerética clinica.

2. Analisis de expresion génica a nivel de la pared vascular y de las células de
sangre periférica del FGF23, de sus receptores, y de su co-receptor Klotho, asi

como de las citoquinas inflamatorias TNFa e IL10.

3. Determinacion en la pared vascular de los niveles proteicos del FGF23, de sus

receptores y de Klotho.
4. Estudiar las relaciones del FGF23 con diferentes factores de riesgo

cardiovascular, asi como con la incidencia de lesion aterosclerética y

calcificacion vascular.
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V. MATERIAL Y METODOS

Esta Tesis Doctoral se basa en un estudio transversal con un disefio comparativo
de casos y controles realizado en el &mbito hospitalario. Se ha desarrollado a partir del
proyecto de investigacion P113/01726, financiado por el Instituto de Salud Carlos I,
dentro de la convocatoria correspondiente al afio 2013 de concesion de subvenciones
de la Accion Estratégica en Salud 2013-2016, en el marco del Plan Estatal de

Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-2016.

V.1 Sujetos de estudio.

Los sujetos participantes en este estudio fueron reclutados en los servicios de
Cirugia Vascular y Coordinacion de Trasplantes del Hospital Universitario Nuestra
Sefiora de Candelaria (HUNSC) de forma consecutiva desde noviembre de 2014 a
septiembre de 2017. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacién Clinica del HUNSC y cumple con los estandares éticos de la Declaracion
de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes

o de sus familiares.

Para el grupo de casos, se reclut6 a un total de 181 pacientes mayores de edad
y afectos de enfermedad vascular aterosclerética clinica sometidos a cirugia vascular
abierta electiva en el Servicio de Cirugia Vascular del (HUNSC).

Los criterios de exclusién para el grupo de casos fueron:

e Rechazo voluntario del paciente o incapacidad o disconformidad para aportar
consentimiento informado.

e Inestabilidad hemodinamica durante el procedimiento quirurgico.

¢ Antecedentes de enfermedad inflamatoria crénica, inmunolégica o tumoral.

e Serologia positiva a hepatitis B, hepatitis C o virus de inmunodeficiencia humana.

e Episodios infecciosos inflamatorios agudos o intercurrentes en el mes previo.

e Institucionalizacion.

e Tratamiento con inmunoterapia o farmacos inmunosupresores.

e Trasplante de 6rganos solido o hematopoyético.

Tras la evaluacion inicial, 48 de los pacientes reclutados fueron excluidos, por lo
gue el nimero total de participantes en el grupo de casos fue de 133. Para constituir el
grupo control, se reclutaron 20 individuos dentro del programa de donacion de érganos

en el mismo hospital, pareados por sexo y edad con el grupo de casos, que no tenian
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antecedentes de enfermedad vascular clinica ni estudios complementarios indicativos
de la presencia de esta alteracion. Todos ellos fueron donantes de 6rganos cadavéricos.

V.2 Muestras bioldgicas.

V.2.1 Muestras de sangre y orina.

A todos los participantes en el estudio se les extrajo un volumen de 10 mL de
sangre venosa a partir del que se recuperé el suero mediante centrifugacion a 5000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, procediéndose inmediatamente después a su congelacién a -
80°C. Todas las muestras se identificaron y codificaron adecuadamente para un
correcto anonimizado. Al mismo tiempo, se obtuvo una muestra de la primera orina de

la mafiana para el calculo del cociente albumina/creatinina.

Ademas de la muestra de sangre obtenida para recuperar el suero, se extrajo una
segunda muestra de sangre total (2,5 mL) en tubos PAXgene Blood RNA (PreAnalytiX
GmbH), los cuales se almacenaron a 4°C toda la noche, para posteriormente ser

congelados a -80°C.

V.2.2 Fragmentos de pared vascular.

Durante el acto quirdrgico, ademas de extraer las muestras de sangre
anteriormente comentadas, se procedio a la obtencion de las muestras vasculares de
ambos grupos de estudio. Las muestras de tejido vascular correspondian a fragmentos
sobrantes obtenidos durante los procedimientos quirdrgicos correspondientes. Dichas
muestras se procesaron inmediatamente tras su extraccion del siguiente modo: fueron
lavadas con suero salino y divididas en dos porciones. Una de ellas se incluy6 en
solucién RNAlater® (Ambion (Europe) Limited, Reino Unido) y se congel6 a -80°C hasta
el momento de la extraccion del ARN. La segunda muestra se empleé para el estudio
histopatoldgico, por lo que fue fijada en formalina tamponada al 4% durante 24 horas y
posteriormente mantenida en etanol al 70% hasta su inclusién en parafina y
construccion de los blogues correspondientes.

V.3 Determinaciones

V.3.1 Parametros bioquimicos rutinarios.

La determinacién de los pardmetros bioquimicos de rutina se llevé a cabo en el
Servicio de Analisis Clinicos del HUNSC utilizando pruebas estandarizadas. El conjunto

de estas determinaciones incluy6é parametros hematolégicos (niveles de hemoglobina,

56

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccidn https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3785837 Codigo de verificaci édn: Vgtj4cgg

Firmado por: CAROLINA HERNANDEZ CARBALLO Fecha: 09/09/2021 10:14:05

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Javier Donate Correa
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:11:43

Juan Francisco Navarro Gonzalez
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:37:05

Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/11/2021 09:34:22

66 /174



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica

Entrada

N° registro: 2021/94549
N° reg. oficina: OF002/2021/93511
Fecha: 10/09/2021 13:41:08

hematocrito, recuento de neutréfilos y de linfocitos) y bioquimicos generales (glucosa,
hemoglobina glicosilada, colesterol total, HDL, LDL, creatinina, albimina, &cido urico,
calcio y fésforo). Los niveles de proteina C reactiva (PCR) se determinaron mediante
una prueba inmunoturbidimétrica automatizada de alta sensibilidad en un analizador
Cobas 6000 (Roche Diagnostics GmbH), con una sensibilidad de 0,3 mg/L y una
precision (indicada como coeficientes de variacion) intra- e inter-ensayo, de 1,6 y 8,4%,

respectivamente.

V.3.2 Parametros bioquimicos especificos.

Las variables bioquimicas especificas consideradas en este estudio, en concreto
los niveles circulantes del FGF-23, de Klotho y de las citoquinas TNFa e IL10, se
determinaron mediante técnicas de ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay)
(Tabla MM-1). Las lecturas de la absorbancia, a las longitudes de onda indicadas en las
instrucciones del fabricante de cada kit, se llevaron a cabo en un lector de microplacas
SunriseTM (Tecan Trading AG).

Tabla MM-1. Kits ELISA empleados.

Parametro Kit Marca
Formaintacta del FGF23 Human FGF23 ELISA Kit EMD Millipore
Extremo carboxilo del FGF23 Human FGF23 (C-term) ELISA kit Immutopics Inc.
Klotho Human soluble a-Klotho IBL
TNFa Human TNFa Quantikine HSTAOOD R&D Systems
IL10 Human IL10 Quantikine HS100C R&D Systems

Para la medicién del FGF23 se emplearon dos kits. El primero de ellos, Human
FGF23 (EMD Millipore Corporation, Milford, MA, EEUU), detecta Unicamente la forma
intacta (IFGF-23), y por tanto activa de la hormona, y no la que ha sido sometida a
protedlisis. Este kit presenta una sensibilidad de 3,5 pg/mL y unos coeficientes de
variacion (CV) intra-ensayo e inter-ensayo de 9,5% y 6,85%, respectivamente. Con este
kit se determiné la concentracion sérica de iIFGF23 en todos los sujetos incluidos en el
estudio.

Las instrucciones del fabricante para el kit de determinacion del iIFGF23 pueden
descargarse en https://www.merckmillipore.com/ES/es/product/Human-FGF-23-ELISA-
Kit, MM_NF-EZHFGF23-
32K?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.es%2F&bd=1#anchor PR
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El segundo kit empleado fue Immutopics Human FGF23 (C-term) ELISA kit
(Immutopics Inc., San Clemente, CA), el cual detecta el extremo carboxilo del FGF23
(cFGF23), por lo que sus lecturas corresponden tanto a la forma intacta como a los
fragmentos C-terminales de la misma. Este kit presenta una sensibilidad de 1,5 unidades
relativas (UR)/mL y unos CV intra-ensayo e inter-ensayo de 1,9% y de 3,55%,
respectivamente. Se determinaron los niveles séricos del cFGF23 en todos los sujetos
incluidos en el grupo control. Sin embargo, la escasez de un volumen suficiente de suero
en algunas de las muestras del grupo ECV determin6 que esta medicion fuera realizada

en Unicamente 66 pacientes de este grupo.

Las instrucciones del kit para la determinacion del cFGF23 pueden descargarse
en https://www.quidel.com/sites/default/files/product/documents/PI6061001ENOO. pdf

La determinacion de los niveles de TNFa y de IL10 se realizé empleando kits de
ELISA de alta sensibilidad. En concreto, se utilizaron los kits Human TNFa Quantikine
HSTAOOD y Human IL10 Quantikine HS100C (ambos de Quantikine Human, R&D
Systems, Minneapolis, EEUU). Las concentraciones minimas detectables para estos
kits, respectivamente: 0,106 pg/mL y 0,090 pg/mL. Los CV intra- e inter-ensayo son

menores de 10,8% para ambos casos.

Las instrucciones del fabricante para el kit de determinacion de TNFa pueden

descargarse en https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/hsta00d.pdf. Las

instrucciones para kit de determinaciéon de IL10 pueden descargarse en

https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/hs100c.pdf.

Finalmente, para la determinacién de los niveles solubles de Klotho se utilizé el
kit Human soluble a-Klotho (Immuno-Biological Laboratories, Takasaki, Japan). Para
este ensayo, el limite inferior de deteccion es 6,15 pg/mL y los CV intra- e inter-ensayo
son 3,1%y 6,9%, respectivamente. Las instrucciones del fabricante pueden encontrarse

en https://www.ibl-japan.co.jp/files/topics/1705 ext 02 en_ 0.pdf.

V.3.3 Estudio de expresion génica en sangre periférica y tejido vascular.

V.3.3.a Extraccion de ARN.

El aislamiento y purificacion del ARN de células circulantes de sangre periférica
(CCSP) a partir de las muestras sangre total recogidas en tubos PAXgene Blood RNA,
se realiz6 utilizando el sistema de columnas de silica del kit PAXgene Blood RNA

(PreAnalytiX GmbH) siguiendo las instrucciones del fabricante
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(https://www.giagen.com/at/resources/download.aspx?id=6e32307d-7e54-4767-8f25-
4d9e6b9e0d15&lang=en).

La extraccion de ARN de tejido vascular se llevo a cabo mediante un protocolo
manual que incluyd la utilizacion del reactivo RNAzol® RT (Sigma-Aldrich). Este reactivo
es una solucién monofésica de tiocianato de guanidina y fenol acido, capaz de disolver
ARN, ADN y proteinas a partir de un homogeneizado de muestras biolégicas. La adicion
de agua a la mezcla permite la precipitacion de ADN, proteinas, polisacaridos y otras
moléculas que son eliminadas tras centrifugacion. El aislamiento del ARN, obtenido a
partir del sobrenadante, se consigue mediante precipitacion en alcohol, lavado y

posterior solubilizado.

De forma resumida, se pesaron muestras del tejido vascular de
aproximadamente 100 mg que fueron posteriormente troceadas y homogeneizadas con
nitrégeno liquido en un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino. Al
homogeneizado se le afiadié 1 mL de RNAzol, se agitd la mezcla con vortex durante 1
min y se centrifugd a 14.000 x g. Se recuperod el sobrenadante, al que se le afiadieron
400 pL de agua libre de nucleasas (tratada con DEPC) y se mezclé con vortex, dejandolo
incubar a temperatura ambiente 15 min. Tras posterior centrifugacion, se recuperé de
nuevo el sobrenadante y se procedio a precipitar el ARN afiadiendo isopropanol 100%
al volumen de sobrenadante recuperado en una relacién 1:1, agitando por inversion
hasta obtener una solucion homogénea, incubando a temperatura ambiente 10 min y
centrifugando en dos ocasiones de forma consecutiva. A continuacion, se descarto el
sobrenadante y se lavé el sedimento de ARN otras dos veces consecutivamente
anadiendo 500 pL de etanol 75%, agitando por inversion y centrifugando. Tras el ultimo

lavado, se descarto el sobrenadante y se resuspendié el ARN obtenido en agua DEPC.

Una vez extraidas las muestras, se utilizaron 1-2 uL del ARN total extraido para
la valoracién de su concentracion y pureza empleando un espectrofotometro NanoDrop
Lite (Thermo Scientific). Se consideraron los valores de las relaciones de absorbancias
260/280 y 260/230, que debian ser de 1,8-2,20, para descartar la presencia de
contaminantes organicos e inorganicos, respectivamente. Finalmente, las muestras se

separaron en alicuotas para ser posteriormente conservadas a -80°C.
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V.3.3.b Determinacioén de la expresion génica.

De forma previa al estudio de la expresion génica, se procedié a retrotranscribir
entre 100 y 500 ng de ARN total utilizando el kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biosystems) siguiendo las indicaciones del fabricante
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4388950#/4388950). EI equipo
utilizado fue un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Para la determinacion de la expresiéon génica de los distintos loci, se empleé la
técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR). En la misma, se utilzd el sistema
PerfeCTa FastMix Il Low ROX (Quantabio) y ensayos TagMAn (Applied Biosystems)
dirigidos a cada locus estudiado. Las sondas TagMan utilizadas en esta tesis se detallan
en la Tabla MM-2.

Tabla MM-2. Sondas TagMan utilizadas.

Gen Referencia
FGF23 Hs00221003_m1
KL Hs00183100 m1
ADAM17 Hs01041915_m1
TNF Hs00174128 m1
IL10 Hs00961622 m1
RUNX2 Hs00231692_m1
GAPDH Hs99999905_m1

Se utilizaron las muestras de ADNc diluidas y las reacciones de gPCR se
realizaron en un termociclador 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)
segun las siguientes condiciones: 50°C, 2 min; 95°C, 20 s; (95°C, 3 s; 60°C, 30 s) x 45
ciclos. El nivel de ARNm fue estimado utilizando el método comparativo (2-22°) mediante
normalizacion a la expresion GAPDH. Los niveles de ARNm se expresaron como
unidades arbitrarias (a.u.). La cuantificacién de cada muestra de ADNc se probd por
triplicado. Se incluy6 una reaccion de transcriptasa no inversa correspondiente como

control frente a la contaminacién con ADN.

V.3.4 Estudio histolégico e inmunohistoquimico.

El procesamiento e inclusion de los fragmentos vasculares en bloques de
parafina se realiz6 de forma automatizada en el Servicio de Anatomia Patoldgica del

HUNSC, donde las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de
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etanol (70%, 96% y 100%) y lavadas en xileno, para posteriormente ser incluidas en
parafina en una estacién de parafinado.

En base a la colaboracién establecida con el Departamento de Anatomia e
Histologia Humanas de la Universidad de Salamanca, tanto el estudio histolégico como
el inmunohistoquimico se realizaron en este centro. Para ello, se realizaron cortes
histolégicos seriados de 2-3 um de espesor mediante empleando un micrétomo de
rotacion (Leica RM2255, Leica Biosystems). Los cortes seriados fueron posteriormente
desparafinados en estufa a 65°C durante aproximadamente una hora, sumergidos en
xileno durante 20 min y rehidratados por inmersiones de 5 minutos en series
decrecientes de etanol (100%, 96%, 70% y 60%) y lavado final en agua destilada.

V.3.4.aTinciones histolégicas.

Con el objetivo de evidenciar las caracteristicas histologicas de la pared del vaso,
se realizaron tinciones de las muestras mediante técnicas de tincién convencionales:
hematoxilina-eosina (HE), para una identificacion general, y tincion tricromica de
Masson (TCM), para destacar el componente colageno que predomina en la capa
adventicia.

e Hematoxilina-eosina

Los cortes, una vez rehidratados, se sumergieron en hematoxilina durante 10 min,
se permitié diferenciar el color en agua corriente durante 15 min, y se eliminé el
exceso de colorante mediante 2 lavados de 1 minuto en agua destilada. A
continuacion, se sumergieron en eosina 0,2% durante 1 min y se dejé diferenciar
alcohol en alcohol de baja gradacion durante 30 s. Tras esto se procedi6 a la

deshidratacion y montaje de las muestras.

e Tricromico de Masson

Los cortes rehidratados se sumergieron en solucién de Bouin (Sigma-Aldrich)
durante 1 h a 56-60°C vy, tras enfirarse, se lavaron con agua corriente para eliminar
el exceso de colorante. A continuacion, las muestras se sumergieron en hematoxilina
férrica de Weigert (Sigma-Aldrich) durante 5-10 min, dejando diferenciar el color
posteriormente en agua durante otros 5 min, para luego lavarlas en agua destilada
durante 3 min. Seguidamente, se realiz6 la tincién en solucion escarlata-fucsina
acida (Sigma-Aldrich) durante 2-5 min y posterior lavado en agua destilada durante
2 min. Por JUltimo, se incubaron las muestras en una solucién &cido

fosfomolibdico/acido fosfotingstico/agua destilada (en una relacién 1:1:2) durante
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10 min, para asegurar una correcta tincion del colorante, y luego se sumergieron en
solucién azul de anilina (Sigma-Aldrich) durante 10 min. Tras esto, se eliminé el
exceso de colorante con agua destilada. Se permitié diferenciar el color de las
muestras en &cido acético 1% durante 1-2 min. Finalmente, se procedié a la
deshidrataciéon y montaje de las muestras.

e von Kossa

Esta tincion se emple6 para constatar la presencia de calcificacion vascular. De
forma resumida, tras ser desparafinadas y rehidratadas, las secciones de las
muestras se incubaron en nitrato de plata al 1% bajo luz ultravioleta durante 20 min.
A continuacion, y tras lavar en agua destilada, se elimind la plata que no reaccion6
mediante la adiciéon de una solucién de tiosulfato sédico al 5% durante 5 min. Tras
volver a lavar las muestras con agua destilada, se les dio contraste utilizando
hematoxilina y se volvié a lavar. Para finalizar, se deshidrat6é con alcohol, se aclar6
con xileno y se montd la muestra para su observacion. La presencia de sales de

calcio se constato por la presencia depdsitos de color negro o marrén oscuro.

V.3.4.b Anédlisis inmunohistoquimico

En primer lugar, se realiz6 el desenmascaramiento antigénico de las muestras
mediante incubacion en tampén citrato sddico 10 mM a pH 6,0 (Biocare Medical) en olla
a presion durante 20 min. A continuacion, los cortes fueron permeabilizados en Triton
X-100-PBS 0,1% en agitacion durante 15 min, y lavados en PBS durante 5 min tres
veces. Se realiz6 el blogqueo antigénico con una solucion de albimina sérica bovina en
PBS al 3% (solucion de blogueo) durante 30-60 min a temperatura ambiente. Luego, se
incub6 con los anticuerpos primarios en su dilucién correspondiente en solucion de
bloqueo, a temperatura ambiente durante 1 h. La actividad de las enzimas peroxidasa
enddgenas fue inactivada incubando las muestras en una solucion de H,0, al 0,3% en
etanol durante 15 min y, luego, lavando en PBS. Se incub6 con el anticuerpo secundario
durante 30 min a temperatura ambiente, y la reaccién inmunohistoquimica se realizé
utilizando 3,3'-diaminobencidina (DAB) como sustrato durante 10 min a temperatura

ambiente. Tras esto se procedid a la deshidrataciéon y montaje de las muestras.
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Los anticuerpos primarios se detallan en la Tabla MM-3:

Tabla MM-3. Anticuerpos utilizados en el andlisis inmunohistoquimico.

Anticuerpo Marca Dilucién
Policlonal de conejo anti-FGF23 Bi-Orbit 1:250
Monoclonal de ratén anti-FGFR1 Abcam 1:400
Policlonal de conejo anti-FGFR3 Abcam 1:300
Policlonal de conejo anti-Klotho Abcam 1:100
Monoclonal de ratén anti-L10 Santa Cruz Biotechnology 1:300
Monoclonal de conejo anti-TNFa Santa Cruz Biotechnology 1:100

V.3.4.c Adquisicién de imagenes

Las muestras se montaron en medio Eukitt para procesamiento histologico
(Sigma-Aldrich), colocando una gota sobre el cubreobjetos y distribuyéndola
homogéneamente sobre la muestra. Se capturd un total de 5 imagenes por muestra,
que incluyeron las capas intima y media de la pared vascular, con una camara de alta
resolucion Sony DF-W-X710 (Konan) conectada a un microscopio Nikon Eclipse 20i
(Nikon). Las imagenes se digitalizaron y el area del tejido tefiido con los anticuerpos se
cuantificé utilizando el software ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, Institutos Nacionales
de la Salud, Bethesda, MD, EE. UU.).

V.4 Andlisis estadistico.

Todos los andlisis se llevaron a cabo utilizando los programas de andlisis
estadistico SPSS versién 25 (SPSS Inc., Armonk, NY, EEUU) y GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software). Se emple6 el test de D’Agostino—Pearson para determinar la
normalidad en la distribucion de los datos de las distintas variables. Las variables
continuas se expresaron como media + desviacion estandar o como mediana y rango
intercuartilico (IQR), segin correspondiera. Las variables categodricas se presentaron
como valores totales y/o porcentajes de frecuencia.

Para comparar variables continuas con distribucién normal entre dos grupos, se
empled el test t-Student para muestras independientes no apareadas. En el caso de
variables continuas que no siguen distribucién normal, se empleé el test no paramétrico
U de Mann-Whitney. Las comparaciones entre mas de dos grupos se realizaron con los
test ANOVA y posthoc de Tukey.
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Las diferencias entre grupos para las variables discretas se testaron mediante el
test Chi cuadrado o mediante la prueba exacta de Fisher, segun correspondiera.

En el estudio de correlaciones entre variables, se emplearon los test de Pearson
0 Spearman, segun si las variables presentaban distribuciones normales o no.

Se realizaron distintos modelos de regresion lineal multiple para valorar las
asociaciones de distintas variables clinicas y bioguimicas tanto especificas como
particulares con los niveles séricos del FGF23, y con su expresion génica en tejido
vascular y CCSP, tomando a estas tres Ultimas como variables dependientes. Para
evaluar el caracter protector o de riesgo de distintas variables en relacion a la presencia
de placa de ateroma desarrollada o de calcificaciones vasculares, se llevé a cabo un

andlisis de regresion logistica empleando distintos modelos aditivos.

Finalmente, se realizaron andlisis de curvas ROC (receiver operating
characteristic curve) con el objetivo de determinar la capacidad pronéstica de los niveles
séricos y de expresion génica en CCSP del FGF23 frente a la presencia de placas de
ateroma y de calcificaciones vasculares.

Un valor de P inferior a 0,05 se consideré estadisticamente significativo.
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VI. RESULTADOS
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VI. RESULTADOS

VI.1 Caracteristicas demogréficas, clinicas y bioquimicas, y estudio de

expresion génica en sangre periférica.

Las caracteristicas clinicas, demogréaficas y bioquimicas de los dos grupos
considerados en este estudio se muestran en la Tabla R-1. De los 180 sujetos
potencialmente elegibles para conformar el grupo de pacientes con ECV, 47 fueron
excluidos de acuerdo con los criterios de exclusién por lo que, finalmente, se incluyeron

un total de 133. El grupo control estuvo constituido por 20 donantes de 6rganos.

La edad media de los pacientes con ECV fue de 68,4 + 8,5 afios, con un 75% de
hombres. Por su parte, el grupo control estuvo constituido por un 70% de hombres con

una edad media de 61,9 + 6,5 afios.

La proporciéon de hipertensos fue estadisticamente superior en el grupo de
pacientes con ECV (83% vs. 45%, P<0,001). Sin embargo, los niveles de las presiones
arteriales sistdlica y diast6lica fueron significativamente menores en el grupo con ECV
respecto al grupo control (129 + 20,1 vs. 144,2 + 25,8 mmHg, P<0,01y 68,4 + 12,3 vs.
82,05 + 18,4 mmHg, P<0,05, respectivamente). Esto se debe, muy probablemente, al
tratamiento anti-hipertensivo recibido por la mayoria de los pacientes con ECV. Las
diferencias en el tratamiento farmacoldgico recibido por los dos grupos derivaron del uso
de antiagregantes (91% vs. 25%; P<0,0001), de inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA) o antagonistas del receptor de angiotensina (ARA2) (54% vs.
31,3%; P<0,05) y del uso de estatinas (86% vs. 6,3%; P<0,0001). No hubo diferencias
significativas entre ambos grupos ni en los valores promedio del indice de masa corporal
(IMC) ni en las proporciones de pacientes diabéticos y de sujetos fumadores o con
hébito alcohdlico. La presencia de calcificacion vascular fue diagnosticada en 62
(46,6%) de los pacientes ECV mediante técnicas de imagen que incluyeron rayos X,
ultrasonografia, ecocardiografia y/o tomografia computarizada. La calcificacion en el
tejido recuperado se confirmé posteriormente mediante la tincién von Kossa (Seccion

VI.2). Ninguno de los individuos del grupo control present6 calcificaciones vasculares.

En cuanto a los valores bioquimicos, tanto las concentraciones séricas de colesterol
como de LDL, fueron significativamente menores en el grupo con ECV (168 + 45 vs.
190,9 + 39,1 mg/dL, P<0,05; 93,8 + 39,3 vs. 1144 + 415 mg/dL, P<0,05,
respectivamente). De nuevo, el elevado porcentaje de pacientes tratados con estatinas

en el grupo de pacientes con ECV puede explicar estas diferencias.
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Tabla R-1. Caracteristicas clinicas y parametros bioguimicos generales.

ECV Control P-valor
Caracteristicas de los pacientes
N 133 20 -
Edad (afios) 68,4+ 8,5 61,9+6,5 0,07
Hombres, n (%) 100 (75%) 14 (70) 0,785
PA sistdlica (mmHg) 129 +20,1 144,2 + 25,8 <0,01
PA diastélica (mmHg) 68,4 +12,3 82,05+18,4 <0,05
IMC (kg/m?) 28,2+4,1 278+3 0,615
Co-morbilidades
Fumador (%) 93 (70) 13 (65) 0,795
Alcoholismo (%) 56 (42) 6 (30) 0,34
HTA (%) 111 (83) 9 (45) <0,001
DM (%) 62 (47) 7 (35) 0,47
Tratamientos farmacolégicos
Antiagregantes (%) 91,0 25,0 <0,0001
Beta-bloqueantes (%) 26,0 18,8 0,40
IECA/ARA2 (%) 53,0 31,3 <0,05
Ca-Antagonistas (%) 26,0 18,8 0,40
Estatinas (%) 86,0 6,3 <0,0001
Bioquimica
Colesterol (mg/dL) 168 £ 45 190,9+£39,1 <0,05
HDL (mg/mL) 44,6 £14,2 47,7 £14 0,511
LDL (mg/dL) 93,8 +39,3 114,4 £ 41,5 <0,05
Triglicéridos (mg/dL) 148,2 +91 109,8 £ 45,6 0,06
HbALc (%) 6,3+1,43 6,4+15 0,845
FGe (mL/min/1,73 m?) 76,3+ 15,2 97,4+ 258 <0,001
Albtimina (g/dL) 3,8+0,6 4,0 £ 05 0,245
Albuminuria (mg/24h) 110,48 + 357,9 47,3 +46,3 <0,001
Creatinina sérica (mg/dL) 1,13+0,9 0,86 £0,3 <0,05
Calcio (mg/dL) 9,1+0,5 9,3+0,6 0,062
Fosforo (mg/dL) 3,6+0,5 3,4+0,9 0,088
Fosfatasa alcalina (UI/L) 65 (44-84) 73 (60,8-100,5) 0,078
Glucosa (mg/dL) 119,1+ 37,8 125,9 +44,1 0,460
Acido urico (mg/dL) 59+1,6 59+12 0,986

PA: presion arterial; IMC: indice masa corporal; HTA: hipertensién arterial; DM: diabetes mellitus; IECA/ARA2:
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina/antagonistas del receptor de angiontesina 2; HDL:
lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; HbAlc: hemoglobina glicosilada; FGe: filtrado

glomerular estimado.
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Por otra parte, el grupo ECV presentd valores de filtrado glomerular estimado
(FGe) significativamente menores (76,3 + 15,2 vs. 97,4 + 25,8 mL/min/1,73m?, P<0,001)
y valores de creatinina sérica mayores a los del grupo control (1,13 £ 0,9 vs. 0,86 + 0,3
mg/dL, P<0,05). Asimismo, la excrecién urinaria de albumina en los pacientes del grupo
ECV fue significativamente mayor que la observada en el grupo control.

No hubo diferencias significativas en los valores de HbAlc, albimina, glucosa o
acido drico, aunque si que se observo una tendencia a una mayor concentracion
sanguinea de fésforo y menor de calcio en los pacientes con ECV, aunque estas

diferencias no alcanzaron valor estadistico.

Respecto a los parametros especificos objeto de estudio en esta tesis, los
resultados obtenidos muestran, en general, el estado inflamado de los pacientes con
ECV con respecto al grupo control (Tabla R-2). En particular, se observa una reduccion
de los niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL10, tanto en sus niveles séricos (3,9
(0,6-7,5) vs. 10,1 (2,5-24,8) pg/mL, P<0,05) como en la expresion génica en sangre
periférica (0,52 (0,3-0,96) vs. 1,75 (0,63-3,61) log U.A., P<0,001). Con respeto a la
citoquina pro-inflamatoria TNFa, aunque no hay diferencias en su titulo en sangre, si
gue se observa una mayor expresion génica en CCSP (2,14 (1,14-3,15) vs. 0,94 (0,51-
1,15) log U.A., P<0,001) en los pacientes del grupo ECV. Ademas, los valores del
cociente entre TNFa e IL10 muestran valores significativamente mayores en estos
pacientes, tanto en sus niveles séricos (0,348 (0,143-1,89) vs. 0,129 (0,045-0,489)
pg/mL, P<0,05) como en la expresion en CCSP (4,2 (1,59-8,48) vs. 0,346 (0,242-2,05)
log U.A., P<0,001).

También en relacion con los parametros inflamatorios, ni los niveles de expresion
de ADAM17 en sangre periférica (1,87 (1,26-2,94) vs. 2,28 (1-4,45) log U.A., P=0,521)
ni los de PCR en suero 4,6 (1,9-10,5) vs. 1,8 (1,1-8,2) mg/L, P=0,104), mostraron
diferencias significativas entre los dos grupos considerados, aunque en el caso de la
PCR, los pacientes del grupo ECV mostraban una tendencia a presentar niveles séricos
mas elevados de esta molécula. Finalmente, también se observé una tendencia a un
valor mayor del cociente neutréfilo/linfocito en los pacientes con ECV (2,95 (1,96-5,67)
vs. 2,48 (1,41-4,42), P=0,112).

Con respecto a los componentes del sistema FGF23/KL considerados en este
estudio (Tabla R-2), tanto la forma intacta del FGF23 (20,66 (14,62-26,35) vs. 14,05
(8,75-19,63) pg/mL, P<0,01) como la forma carboxiterminal del mismo (34,81 (19,3-
61,8) vs. 23,6 (16,2-28,8) UR/mL, P<0,05), presentaron valores significativamente
superiores en los pacientes del grupo ECV. Por el contrario, tanto los niveles séricos de
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KL (492,6 (338,3-641,2) vs. 966,3 (599,6-1575,6) pg/mL, P<0,001) como la expresion
génica del mismo en las CCSP (4,51 (2,96-8,78) vs. 12,9 (5,97-36,04) log U.A., P<0,01)
mostraron valores significativamente menores en el grupo de pacientes al ser

comparados con el grupo control.

Tabla R-2. Parametros especificos determinados en sangre.

ECV Control p.valor
(N=133) (N=20)
Parametros Inflamatorios
TNFa sérico (pg/mL) 1,13 (0,81-1,7) 1,19 (0,56-1,87) 0,614
IL10 sérico (pg/mL) 3,9 (0,6—7,5) 10,1 (2,5-24,8) <0,05
TNFa/IL10 séricos (pg/mL) 0,348 (0,143-1,89) 0,129 (0,045-0,489) <0,05
TNF ARNm CCSP (U.A)) 2,14 (1,14-3,15) 0,94 (0,51-1,15) <0,001
IL10 ARNm CCSP (U.A) 0,52 (0,3-0,96) 1,75 (0,63-3,61) <0,001
TNF/IL10 ARNm CCSP 4,2 (1,59-8,48) 0,346 (0,242-2,05) <0,001
ADAM17 ARNm CCSP (U.A) 1,87 (1,26-2,94) 2,28 (1-4,45) 0,521
PCR (mg/L) 4,6 (1,9-10,5) 1,8 (1,1-8,2) 0,104
Neutrofilos 5550 (4175-8095) 4650 (3022,5-7070) <0,05
Linfocitos 1780 (1255-2340) 1860 (1197,5-2490) 0,963
Neutrdfilos/linfocitos 2,95 (1,96-5,67) 2,48 (1,41-4,42) 0,112
FGF23

iIFGF23 (pg/mL) 20,66 (14,62-26,35) 14,05 (4,11-29,63) <0,01
cFGF23 (UR/mL)* 34,81 (19,3-61,8) 20,6 (14,2-29,8) <0,05

KLOTHO
KL sérico (pg/mL) 492,6 (338,3-641,2)  966,3 (599,6-1575,6) <0,001
KL ARNm CCSP (U.A.) 4,51 (2,96-8,78) 12,9 (5,97-36,04) <0,01

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; CCSP, células circulantes de sangre periférica; PCR,
proteina C reactiva; iIFGF23, forma intacta de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; cFGF23,

extremo carboxilado de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; KL, Klotho. *Valores
correspondientes a los niveles séricos de 66 pacientes (37 con calcificaciones vasculares y 29 sin ellas).

VI.2. Expresion génica, histologia e inmunohistoquimica del sistema FGF23/KL y

de parametros inflamatorios en la pared vascular.
VI.2.1 Estudio de expresion génica en tejido vascular.

De todos los sujetos incluidos en el estudio se obtuvo una muestra de tejido
vascular que correspondia a fragmentos sobrantes obtenidos durante los
procedimientos quirdrgicos correspondientes. Para el caso de los pacientes sometidos
a cirugia vascular, las regiones de las que se extrajo el tejido incluyeron femoral (51,9%),
aorta (30,8%) y carétida (17,3%), en funcidon del area que estuviese afectada por la

enfermedad aterosclerética y para la que se indicé la cirugia (Tabla R-3). En el caso del
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grupo control (donantes de 6rganos), los fragmentos que se obtuvieron durante el
procedimiento quirdrgico de la extraccién de 6rganos provinieron de la regién aortoiliaca
(un 60% de iliacas y un 40% de aortas).

Tabla R-3. Territorios vasculares incluidos en el estudio.

N %

Grupo ECV

Femoral 69 51,9

Cardtida 41 30,8

Aorta 23 17,3
Grupo control

lliaca 12 60

Aorta 8 40

Dentro del grupo con ECV, un elevado porcentaje de las muestras recuperadas
presentaba placas ateromatosas o calcificaciones, ambas claramente identificables: 67
muestras con placa claramente desarrollada y 62 con calcificaciones evidentes (Tabla
R-4). Ninguno de los 20 fragmentos recuperados del grupo control present6 placas o
calcificaciones vasculares.

Tabla R-4. Presencia evidente de placas ateromatosas o calcificaciones en los fragmentos
vasculares analizados procedentes del conjunto de pacientes con ECV.

Placa ateromatosa Calcificacion
N % N %
Grupo ECV 67 50,4 62 46,6
Femoral 7 53 26 19,5
Carétida 35 26,3 23 17,4
Aorta 25 18,8 13 9,7

El estudio de expresion génica de los fragmentos vasculares revel6 diferencias
significativas en los niveles de expresion de varios de los loci estudiados (Tabla R-5).
Asi, tanto los niveles de expresion del gen TNF como del cociente TNF/IL10 fueron
estadisticamente superiores en los fragmentos obtenidos de los pacientes con ECV
respecto a los observados en el grupo control (1,17 (0,68-2,3) vs. 0,26 (0,06-0,77) U.A,
P<0,001;y 8,4 (4,43-20,9) vs. 1,48 (0,93-8,1) U.A., P<0,001, respectivamente). De igual
modo, los niveles de expresion del gen FGF23 fueron también superiores en el grupo
de pacientes con ECV (25,5 (9,8-140,5) vs. 9,79 (4,44-31,5) U.A., P<0,01), a diferencia
de los niveles de expresion de KL, que estaban disminuidos en estos mismos pacientes
(1,1 (0,44-2,44) vs. 1,65 (1,29-3,58) U.A., P<0,01).
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Con el objetivo de disponer de un parametro cuantitativo de calcificacion
vascular, se estudi6 también la expresion del gen RUNX2, determindndose un
incremento en sus niveles en los fragmentos vasculares procedentes de pacientes con
ECV (1,3 (0,92-2,31) vs. 0,4 (0,23-1,1) U.A., P<0,01).

Tabla R-5. Expresion génica en tejido vascular.

(NE=(]:.?’>/3) ((:ﬁztzrot;l P-valor
Parametros Inflamatorios
TNF ARNm (U.A) 1,17 (0,68-2,3) 0,26 (0,06-0,77) <0,001
IL10 ARNm (U.A) 0,13 (0,06-0,33) 0,18 (0,14-0,31) 0,286
TNF/IL10 ARNm 8,4 (4,43-20,9) 1,48 (0,93-8,1) <0,001
ADAM17 ARNm (U.A.) 1,1(0,84-1,6) 0,95 (0,38-1,36) 0,145
FGF23/KL
FGF23 ARNm (U.A.)* 25,5 (9,8-140,5) 9,79 (4,44-31,5) <0,01
KL ARNm (U.A.) 1,1 (0,44-2,44) 1,65 (1,29-3,58) <0,01

Marcador de calcificacion

RUNX2 (U.A.) 1,3 (0,92-2,31) 0,4 (0,23-1,1) <0,01

TNF, gen humano codificante para el factor de necrosis tumoral a; IL10, gen humano codificante para
la interleucina 10; ADAM17, gen humano codificante para la proteina ADAM17; KL, gen humano
codificante para la proteina Klotho; RUNX2, gen humano codificante para el actor de transcripcién 2
relacionado con Runt; U.A., unidades arbitrarias. *Solamente se detect6 expresion del gen FGF23 en
7 de los fragmentos provenientes de sujetos control y en 78 de los pacientes con ECV.

Al clasificar a los pacientes con ECV en funcion de la presencia de placa de
ateroma o de calcificacion evidente en el fragmento vascular recuperado, se observan
algunas diferencias tanto en los niveles séricos de diferentes parametros, asi como de
expresion de varios de los loci especificos analizados, tal y como se muestran en las
Tablas R-6 y R-7. No se observaron diferencias en los valores de ninguno de los
parametros inflamatorios considerados en funcion de la presencia de placa de ateroma;
tan solo se objetivd una tendencia a mayores niveles de la IL10 en el suero de los
pacientes sin placa [0,59 (-0,295 - 0,745) vs. 0,680 (-0,098 - 1,170) log pg/mL, P=0,1]
y a una menor expresion de ADAM17 en el tejido vascular de estos mismos pacientes
[0,121 (-0,071 - 0,354) vs. -0,018 (-0,086 - 0,146) log U.A., P=0,13]. Por el contrario, si
se encontraron diferencias en los niveles de los componentes del sistema FGF23/KI
estudiados, aunque solamente en lo referente a los niveles séricos y a la expresion en
CSSP de Kilotho. Asi, los niveles circulantes de esta proteina eran significativamente
menores en los pacientes con placa de ateroma en comparacion con el grupo sin placas
[2,68 (2,505 - 2,79) vs. 2,73 (2,60 - 2,89) log pg/mL, P<0,05], de forma similar a lo
observado en su expresion en CSSP [0,559 (0,409 - 0,814) vs. 0,832 (0,527 - 1,067) log
U.A., P<0,05] (Tabla R-6).
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Tabla R-6. Niveles séricos y de expresion génica en tejido vascular en el conjunto de pacientes con ECV
en funcién de la presencia de placa ateromatosa.

ECV
(N=133)
Placas(’\?fsi;t)eroma Sin plac(f\llggslteroma p-valor
Parametros Inflamatorios
TNFa sérico (log pg/mL) 0,02 (-0,09 — 0,135) 0,05 (-0,065 — 0,185) 0,69
1L10 sérico (log pg/mL) 0,59 (-0,295-0,745) 0,680 (-0,098 — 1,170) 0,1
TNFa/IL10 séricos (log pg/mL) 0,381 (-0,742-0,213)  -0,55 (-1,325-0,212) 0,12
TNF ARNm vascular (log U.A.) 0,234 (-0,09 — 0,365) 0,068 (-0,092 — 0,24) 0,86
IL10 ARNm vascular (log U.A.) -0,824 (-1,07 —-0,23) -0,886 (-1,3 - -0,51) 0,62
TNF/IL10 ARNm vascular (log) 0,822 (0,61 —1,25) 0,886 (-1,301 —-0,51) 0,86
ADAM17 ARNm vascular (log U.A.) 0,121 (-0,071-0,354) -0,018 (-0,086 — 0,146) 0,13
TNF ARNm CCSP (log U.A)) 0,376 (0,235 — 0,490) 0,314 (0,029 - 0,491), 0,68
IL10 ARNm CCSP (log U.A.) -0,284 (-0,54 - -0,051) -0,383 (-0,523 — 0,122) 0,84
TNF/IL10 ARNm CCSP (log) 0,668 (0,389 — 0,928) 0,549 (-0,032 - 0,912 0,45
ADAM17 ARNm CCSP (log U.A.) 0,288 (0,096 — 0,379) 0,321 (0,141 -1,57) 0,59
FGF23/KL
iIFGF23 (pg/mL) 20,4 (14,2 - 25,6) 19,5 (10,7 - 24,3) 0,45
cFGF23 (UR/mL)* 26,2 (22,5 —41,4) 25,5 (19,2 — 36,4) 0,65
KL sérico (log pg/mL) 2,68 (2,505 - 2,79) 2,73 (2,60 — 2,89) <0,05
FGF23 ARNm vascular (U.A.)** 22,4 (16,7 - 106,2) 20,9 (23,51 -287,2) 0,31
KL ARNm vascular (log U.A.) 0,0019 (-0,24 - 0,5) 0,076 (-0,253 - 0,31) 0,98
KL ARNm CCSP (log U.A.) 0,559 (0,409 —0,814) 0,832 (0,527 — 1,067) <0,05

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; ADAM17, gen humano codificante para la proteina ADAM17;
KL, Klotho; U.A., unidades arbitrarias; CCSP, células circulantes de sangre periférica; iFGF23, forma intacta de la molécula
del factor de crecimiento fibroblastico 23; cFGF23, extremo carboxilado de la molécula del factor de crecimiento

fibroblastico 23; *Valores correspondientes a los niveles séricos de 66 pacientes (37 con calcificaciones vasculares y 29

sin ellas).; **Solamente se detectd expresion del gen FGF23 en 7 de los fragmentos provenientes de sujetos control y en
78 de los pacientes con ECV.

Al analizar las diferencias en funciéon de la presencia de calcificaciones en el
tejido vascular (Tabla R-7), se observé que los pacientes con ECV con dichas
calcificaciones presentaban valores significativamente menores de IL10 sérico [0,033
(0,691 — -0,3) vs. 0,71 (-0,06 — 1,1) log pg/mL, P<0,001] y mayores del cociente
TNFa/IL10 sérico [-0,19 (-0,74 — 0,49) vs. -0,65 (-0,18 — 0,11) log, P<0,01]. En cuanto a
la expresion génica de los parametros inflamatorios, solo se observé una mayor
expresion de TNF en el tejido vascular que presentaba calcificaciones [0,17 (-0,11 —
0,45) vs. 0,037 (-0,26 — 0,21) log U.A., P<0,05]
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Tabla R-7. Niveles de expresion génica en las muestras de tejido vascular en el conjunto
de pacientes con ECV en funcién de la presencia de calcificacion.

ECV
(N=133)
Calcificacion Sin calcificacién pvalor
(N=62) (N=71)
Parametros Inflamatorios
TNFa sérico (log pg/mL) 0,04 (-0,09 - 0,23) 0,053 (-0,09 - 0,22) 0,9
IL10 sérico (log pg/mL) 0,033 (0,691 —-0,3) 0,71 (-0,06 —1,1) <0,001
TNFa/IL10 séricos (log) -0,19 (-0,74 - 0,49) -0,65 (-0,18 - 0,11) <0,01
TNF ARNm vascular (log U.A.) 0,17 (-0,11 — 0,45) 0,037 (-0,26 — 0,21) <0,05
IL10 ARNm vascular (log U.A.) -0,88 (-1,22 --0,41) -0,95 (-1,3--0,57) 0,633
TNF/IL10 ARNm vascular (log) 0,841 (0,52 - 1,51) 0,851 (0,41 -1,1) 0,86
ADAM17 ARNm vascular (log U.A) 0,09 (-0,06 — 0,28) 0,009 (0,19 —-0,11) 0,136
TNF ARNm CCSP (log U.A)) 0,39 (0,22 -0,5) 0,23 (-0,04 — 0,49) 0,058
IL10 ARNm CCSP (log U.A.) -0,32 (0,55 — -0,055) -0,23 (-0,5-0,13) 0,222
TNF/ILL0 ARNm CCSP (log) 0,72 (0,35-0,94) 0,47 (0,004 - 0,89) 0,071
ADAM17 ARNm CCSP (log U.A.) 0,25 (0,089 — 0,41) 0,33 (0,1-0,53) 0,149
FGF23/KL
iFGF23 (log pg/mL) 1,51 (1,22 — 1,58) 1,37 (0,98 — 1,52) <0,01
cFGF23 (log UR/mL) * 1,55 (1,36 - 1,67) 1,32 (1,26 - 1,52) <0,01
KL sérico (log pg/mL) 2,68 (2,52-2,7) 2,73 (2,56 — 2,86) <0,05
FGF23 ARNm vascular (log UA)* 26,11 (14,3 - 67,4) 18,79 (8,75 — 312,9) <0,01
KL ARNm vascular (log U.A.) 1,15 (0,48 — 3,18) 1,14 (0,5 - 2,18) 0,745
KL ARNm CCSP (log U.A.) 4,39 (2,76 — 7,16) 6,87 (3,49 — 11,9) <0,05
Marcador de calcificacion
RUNX2 (log U.A)) 1,88 (1,12 -2,8) 0,91 (0,68 — 1,43) <0,01
Marcador de recambio 6seo
Fosfatasa alcalina (mU/mL) 70,5 (47 - 91,5) 61 (32-75) 0,07

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; ADAM17, gen humano codificante para la proteina
ADAM17; KL, Klotho; U.A., unidades arbitrarias; CCSP, células circulantes de sangre periférica; iFGF23, forma
intacta de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; cFGF23, extremo carboxilado de la molécula del
factor de crecimiento fibroblastico 23; RUNX2, gen humano codificante para el actor de transcripcién 2 relacionado
con Runt; *Valores correspondientes a los niveles séricos de 66 pacientes (37 con calcificaciones vasculares y 29
sin ellas).; **Solamente se detectd expresion del gen FGF23 en 7 de los fragmentos provenientes de sujetos control
y en 78 de los pacientes con ECV.

Por el contrario, tanto los niveles séricos como la expresion de los componentes
del sistema FGF23/KL mostraron importantes diferencias en funcién de la presencia de
calcificaciones vasculares; asi, las dos formas del FGF23 determinadas en suero
presentaron niveles significativamente mayores en los pacientes con calcificacion
vascular: iIFGF23: 1,51 (1,22 — 1,58) vs. 1,37 (0,98 — 1,52) pg/mL, P<0,01; cFGF23:
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1,55(1,36 -1,67) vs. 1,32 (1,26 — 1,52) UR/mL, P<0,01, respectivamente (Tabla R-7 y

Fig. R-1).
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Figura R-1. Diferencias en los niveles del FGF23 intacto y C-terminal en funcién de la presencia de
calcificacion. Las figuras representan la mediana, el rango intercuartilico y los valores maximo y minimo.
*P<0.01 vs. grupo calcificado; #P<0.01 vs. grupo no calcificado.

De forma similar, la expresion génica de FGF23 en tejido vascular era
significativamente superior en los pacientes con calcificacion [26,11 (14,3 - 67,4) vs.
18,79 (8,75 - 312,9) U.A., P<0,01]. Ademas, también se observaron diferencias
significativas en los niveles de Klotho sérico [2,68 (2,52 - 2,7) vs. 2,73 (2,56 — 2,86)
pg/mL, P<0,05] y en los valores de expresion de su gen codificante en células de sangre
periférica [4,39 (2,76 - 7,16) vs. 6,87 (3,49 - 11,9) log U.A., P<0,05], que eran mayores
en los pacientes sin calcificacion vascular (Tabla R-7 y Fig. R-2). Finalmente, y como
era previsible, la expresion de RUNX2 fue significativamente mayor en el tejido vascular
calcificado [1,88 (1,12 — 2,8) vs. 0,91 (0,68-1,43) log U.A., P<0,01] (Tabla R-7).
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Figura R-2. Diferencias en los niveles de expresion génica de FGF23, KL y RUNX2 en el tejido vascular
en funcién de la presencia de calcificacion. Las columnas representan la media y la desviacién estandar.
*P<0.01 vs. control; #P<0.01 vs. grupo con calcificacién. U.A., unidades arbitrarias.

VI.2.2 Estudio histolégico e inmunohistoquimico.

El pequefio tamafio de los fragmentos recuperados condiciond la disponibilidad
de una cantidad suficiente de los mismos que permitiera llevar a cabo todos los bloques
de este estudio. Por este motivo, para el estudio histolégico e inmunohistoquimico de
los fragmentos de pared vascular, sélo se pudo disponer de un total de 51 muestras de
pacientes con ECV (6 aortas, 17 carétidas y 28 femorales) y de 17 muestras de sujetos
control (6 aortas y 11 iliacas). No se evidenciaron diferencias significativas entre estos
dos grupos ni en la edad (70 + 10 vs. 68.4 + 11 afios), el FGe (87 £+ 11 vs. 91 + 9
mL/min/1.73 m?), la distribucién por sexos (80% vs. 75%, hombres), la incidencia de
diabetes (46% vs. 51%) o el antecedente de tabaquismo (61% vs. 56%).

Las muestras utilizadas para este estudio histolégico e inmunohistoquimico,
presentaron una distribucion de las incidencias de placas de ateroma y de calcificacion
vascular similar a la observada en el estudio de expresion génica, con un porcentaje de
fragmentos con placa de ateroma de un 45,1% (23 fragmentos) y de segmentos con
calcificaciones vasculares de un 51% (26 fragmentos) (Tabla R-8).
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Tabla R-8. Fragmentos vasculares de pacientes con ECV incluidos en el estudio
histolégico con presencia evidente de placas ateromatosas o calcificaciones.

Placa ateromatosa

Calcificacién vascular

N % N %

Grupo ECV 23 45,1 26 51
Femoral 3 5,9 3 5,9
Caroétida 11 21,6 13 25,5
Aorta 9 17,6 10 19,6

El analisis histologico mediante tinciones HE y TCM permitié determinar la

estructura de la pared vascular, evidenciando las capas adventicia, media e intima en

cada muestra. De este modo, se pudo confirmar la presencia de dafio vascular

aterosclerético en las muestras que previamente se clasificaron como con lesion

observable. Por otra parte, la tinciobn von Kossa permitié confirmar la presencia de

calcificaciones vasculares (Fig. R-3).
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Con placa ateroscler6tica Sin placa aterosclerética
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Figura R-3. Tinciones histologicas de los fragmentos de pared vascular. HE, tincién hematoxilina-
eosina; TCM, tincion tricromica.
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Los resultados del estudio inmunohistoquimico mostraron que los componentes del
sistema FGF23/KL estan presentes en el tejido vascular, principalmente en las capas
intima y media (Fig. R-4).

Calcificado No calcificado Control

FGF23

FGFR1

FGFR3

KL

: W4l . b kY
Figura R-4. Inmunohistoquimica de los fragmentos de pared vascular en funcién de la presencia
de calcificacion

De este modo, se detectd la presencia de KL, FGFR1 y FGFR3 en todas las
muestras estudiadas. Cabe sefialar que el 84% (43 muestras) de los pacientes con ECV
mostré positividad para la tincion con anticuerpos para el FGF23 en contraste con el
35% (6 muestras) de las muestras positivas recuperadas del grupo control. En las
muestras que presentaron inmunorreactividad para FGF23 y KL, la sefial de estas

proteinas se detect6 tanto intra- como extra-celularmente (Fig. R-5).
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Figura R-5. Deteccion intracelular del FGF23 y de Klotho (aumento x200).

Cuantitativamente, y de forma similar a lo observado tanto en el analisis de
expresion génica como en el de los niveles séricos, la inmunorreactividad para la
proteina FGF23 fue superior en los pacientes con ECV que en los sujetos del grupo
control [3,9535 (3,3083 - 4,3064) vs. 1,05 (0,81 - 1,21) log ym2, P<0,001] (Tabla R-9).
De forma similar, los dos receptores cognados FGFR1 y FGFR3 también presentaron
niveles superiores de inmunorreactividad en los tejidos procedentes de pacientes con
ECV [4,39 (3,97 - 4,7) vs. 3,99 (3,29 - 4,53) log um?, P<0,05; 3,87 (2,67 - 3,99) vs. 3,21
(2,97 - 4,09) log um?, P<0,05, respectivamente]. Finalmente, el correceptor KL present6
niveles disminuidos en los pacientes con ECV [4,15 (3,7 - 4,54) vs. 4,09 (1,82 - 4,69) log
um2, P<0,05].

Con respecto a los parametros inflamatorios considerados, los niveles de
inmunorreactividad para TNFa en la pared vascular de pacientes con ECV fueron
significativamente mayores que los del grupo control [4,462 (4,36 - 4,58) vs. 3,96 (3,36
- 4,06) log um?2, P<0,0001]. Por el contrario, lo niveles de IL10 fueron similares en los
dos grupos [4,54 (4,34 - 4,88) vs. 4,39 (4,17 - 5,03) log um?, P=0,72]. Al considerar los
valores del cociente TNFa/IL10, estos fueron significativamente mayores en pacientes
ECV respecto a individuos del grupo control [0,093 (-0,309 - 0,292) vs. -0,432 (-0,903 —
-0,293) log um?, P<0,0001].
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Tabla R-9. Valores de inmunorreactividad en tejido vascular.

ECV Control P.valor
(N=51) (N=17)
Parédmetros Inflamatorios
TNFa (log pm?) 4,46 (4,36-4,58) 3,96 (3,36-4,06) <0,0001
IL10 (log pm2) 4,54 (4,34-4,88) 4,39 (4,17-5,03) 0,72
TNFa/IL10 (log) 0,09 (-0,31-0,29) -0,43 (-0,9 - 0,29) <0,0001
FGF23/KL
FGF23 (log pm?) 4,19 (3,37-4,46) 2,15 (0,81-4,21) <0,001
KL (log pm2) 4,15 (3,7-4,54) 4,09 (1,82-4,69) <0,05
FGFR1 (log pm?) 4,39 (3,97-4,7) 3,99 (3,29-4,53) <0,05
FGFR3 (log ym?) 3,87 (2,67-3,99) 3,21 (2,97-4,09) <0,05

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; KL, Klotho; FGFR1, receptor 1 para factores
de crecimiento fibroblastico; FGFR3, receptor 3 para factores de crecimiento fibroblastico.

Al considerar las muestras vasculares del grupo ECV en funcién de la presencia
de placa ateromatosa patente, no se constataron diferencias significativas en ninguno
de los componentes del sistema FGF23/KL ni en los parametros inflamatorios. Asi, los
niveles de inmunorreactividad para el FGF23 [4,1 (3,25 - 4,67) vs. 3,9 (3,5 - 4,11) log
um?2, P=0,11], para su co-receptor KL [4,57 (4,36 - 4,78) vs. 4,55 (4,28 - 4,78) log um?,
P=0,61] y para sus dos receptores FGFR1 [4,57 (3,9-4,8) vs. 4,3 (3,1-4,2) log um?,
P=0,41] y FGFR3 [3,94 (2,74-4,2) vs. 3,44 (2,41-3,81) log um?, P=0,62] fueron similares
independientemente de que correspondieran a fragmentos con o sin placa. Por su parte,
tampoco hubo diferencias en los niveles del TNFa [4,49 (4,376 - 4,575) vs. 4,437 (4,361
- 4,597) log um?, P=0,77], IL10 [4,45 (4,173 - 4,974) vs. 4,346 (4,146 - 4,616) log um?,
P=0,59] o para el cociente entre estas ultimas [0,08 (-0,39 - 0,32) vs. 0,079 (-0,16 - 0,28)
log um?, P=0,69] (Tabla R-10).

Tabla R-10. Inmunorreactividad en muestras de tejido vascular de pacientes con ECV en funcién de la
presencia de placa ateromatosa.

ECV
(N=51)
PIaca(dNigg)eroma Sin pla?ﬁgzeg?teroma p.valor

Parametros Inflamatorios

TNFa (log um2) 4,49 (4,38 - 4,58) 4,437 (4,36 - 4,6) 0,77

IL10 (log pm?) 4,45 (4,17 - 4,97) 4,35 (4,15 - 4,62) 0,59

TNF/IL10 0,08 (-0,39-0,32) 0,08 (-0,15 - 0,28) 0,69
FGF23/KL

FGF23 (log um?) 4,1 (3,25 - 4,67) 3,9(3,5-4,11) 0,11

KL (log um2) 4,57 (4,36 - 4,78) 4,55 (4,28 - 4,78) 0,61

FGFR1 (log pm?) 4,57 (3,9-4,8) 43(3,1-42) 0,41

FGFR3 (log ym?) 3,94 (2,74 - 4,2) 3,44 (2,41 - 3,81) 0,62

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; FGF23, factor de crecimiento fibroblastico 23;
KL, Klotho; FGFR1, receptor 1 para factores de crecimiento fibroblastico; FGFR3, receptor 3 para factores
de crecimiento fibroblastico.
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Por el contrario, al clasificar a los pacientes en funcion de la presencia de

calcificacién, si que se observaron importantes diferencias en los niveles de

inmunorreactividad para el FGF23. De hecho, se detectd inmunorreactividad para

FGF23 en 24 de las 26 muestras calcificadas (92,3%) y solamente en 15 de las 28

(53,6%) muestras de pacientes sin calcificacion. En términos cuantitativos, la

inmunorreactividad para el FGF23 en el tejido vascular fue significativamente mayor en
el tejido calcificado [4,6 (3,8-4,91) vs. 3,7 (3,1-4,1) log ym?, P<0,05] (Tabla R-11y Fig.
R-6). Para el resto de parametros no se observaron diferencias significativas.

Tabla R-11. Inmunorreactividad en muestras de tejido vascular de pacientes con ECV en funcién

de la presencia de calcificacion.

ECV
N 7 (N=51) n N 2
Calz:lllﬁ:czeé\slon Sin czl\‘c:lg;)acwn Pl

Parametros Inflamatorios

TNFa (log um2) 4,61 (4,51 - 4,74) 4,42 (4,31 -4,71) 0,31

IL10 (log pm?) 4,21 (4,31 - 4,42) 4,45 (4,42 - 4,76) 0,32

TNF/IL10 0,09 (-0,43-0,37) 0,08 (-0,12 - 0,26) 0,21
FGF23/KL

FGF23 (log um?) 4,6 (3,8 -4,91) 3,7(31-4,1) <0,05

KL (log pm?) 4,13 (4,01 - 4,45) 4,61 (4,16 - 4,54) 0,37

FGFR1 (log pm?) 4,3(3,8-4,6) 4,21 (3,3-4,3) 0,52

FGFR3 (log ym2) 4,01 (3,51 - 4,4) 3,8(2,71-4,1) 0,41

TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; KL, Klotho; FGF23, factor de crecimiento
fibroblastico 23; FGFR1, receptor 1 para factores de crecimiento fibroblastico; FGFR3, receptor 3 para

factores de crecimiento fibroblastico.
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Figura R-6. Diferencias en los niveles de inmunorreactividad para el FGF23, KL, FGFR1 y FGFR3 en
funcién de la presencia de calcificacion. Los valores representan la media y la desviacién estandar.
*P<0,01 vs. control; # P<0,05 vs. grupo calcificado.

VI1.3. Analisis estratificado.

Con el objeto de estudiar el efecto de las concentraciones sistémicas del FGF23
sobre las variables clinicas y bioquimicas de mayor interés, asi como de los parametros
inflamatorios y del sistema FGF23/KL considerados, se procedi6 a estratificar a los
pacientes con ECV en funcién de los niveles solubles de las dos formas del FGF23
analizadas (Tabla R-12). Se observé asi una mayor prevalencia de pacientes con
diabetes mellitus en los terciles superiores de FGF23 (P<0,01, para ambas
determinaciones). La distribucion de los pacientes que presentaron placas de ateroma
observables en el momento del procesamiento del tejido no mostr6 diferencias
significativas. Por el contrario, los pacientes con calcificaciones vasculares se
encuadraron en su mayor parte en los terciles superiores, con un 75% para el 3er tercil
correspondiente a iIFGF23 y de un 95,5% para el 3er tercil correspondiente a la forma
cFGF23 (P<0,01, para ambos). Con respecto a la funcién renal, se observé un
incremento  significativo en los niveles de albuminuria (P<0,05 para ambas
determinaciones) y un descenso en el FGe (P<0,05, para ambas determinaciones) a
medida que aumentaba el tercil de ambas formas de FGF23.
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Respecto a los parametros especificos considerados, se observé que los niveles
solubles del TNFa fueron significativamente mayores en los terciles superiores del
FGF23 (P<0,0,5 para ambas determinaciones) y que, por el contrario, los niveles de KL
fueron significativamente menores (P<0,01, para ambas determinaciones). En cuanto a
la expresiéon génica en el tejido vascular, solo se observaron diferencias significativas
en la expresion del locus FGF23, que presentd niveles mayores en los terciles
superiores de ambas formas solubles del FGF23 determinadas (P<0,05 para ambas
determinaciones).
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Los pacientes seleccionados para el estudio inmunohistoquimico también se
estratificaron en funcién de los niveles solubles de iIFGF23 y de cFGF23. Los resultados
indican que el grado de inmunorreactividad para FGF23 es significativamente superior
en los terciles superiores de ambas formas del FGF23 soluble determinadas (P<0,05,
para ambos casos). Por el contrario, la sefial de Klotho se redujo significativamente en
esos terciles (P<0,05, para ambos casos). No se observaron diferencias en los niveles
de inmunorreactividad para FGFR1 y para FGFR3 (Tabla R-13).

De forma similar al analisis estratificado de la poblacion total incluida en el
estudio, los terciles superiores de las formas solubles del FGF23 de este subgrupo de
pacientes también presentaron una mayor expresion génica vascular del locus FGF23
(P<0,05 para ambas determinaciones), y una menor funcion renal (P<0,05 para ambas

determinaciones).

Tabla R-13. Inmunorreactividad, expresion génica en tejido vascular y funcién renal del grupo de
pacientes con ECV estratificados por los terciles de los niveles solubles de iFGF23 (pg/mL) y cFGF23

(RU/mL).
Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3 Pl
(<15 pg/mL / <24 RU/mL) (15-25 pg/mL / 24-46 RU/mL) (>25 pg/mL / >46 RU/mL)
N (%) 22(34,4)/21(32,8) 21(32,8)/22(34,4) 21(32,8)/22(34,4)
Niveles de inmunorreactividad (log pm?)
FGF23 3,5+0,3/3,8+0,3 4,1+0,3/4,5+0,3 4,8+0,3/4,9+0,3 <0,05/<0,05
FGFR1 4,5+0,5/ 4,60,3 4,4+0,3/4,6+0,3 4,2+ 0,4/4,5+0,3 NS /NS
FGFR3 3,5+0,4 / 3,4+0,7 3,5+0,4 / 3,4+0,9 3,6+0,3/3,5+0,8 NS /NS
KLOTHO 4,6+0,5/4,7+0,2 4,1+0,4/ 4,3+0,4 3,6+0,4/3,8£0,4 <0,05/<0,05
TNF 4,61+0,5/4,29+0,1  4,51+0,3/4,30+0,7 4,74+0,5/ 4,34+0,4 NS /NS
IL10 4,21+0,3/ 4,32+0,1 4,31+0,5/ 4,3+0,7 4,42+0,6 / 4,25+0,1 NS /NS
Expresion génica en tejido vascular (log U.A.)
FGF23 5,1+2,1/4,8+3,3 6,1+2.3/6,5+0,3 7,2+£3,6 /4,9+0,3  <0,05/<0,05
KL 4,3+0,5/ 4,5+0,3 4,1+0,3/ 4,2+0,3 4+ 1,4/3,940,3 NS /NS

Funcién renal

FGe (mL/

min/1,73 m?)
TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; KL, Klotho; ADAM17, gen humano codificante para la
proteina; FGFR1, receptor 1 para factores de crecimiento fibroblastico, FGFR3, receptor 3 para factores de
crecimiento fibroblastico; U.A., unidades arbitrarias; iFGF23, forma intacta de la molécula del factor de crecimiento
fibroblastico 23; cFGF23, extremo carboxilado de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; FGe: filtrado
glomerular estimado.

85,3+21,3/84+14,2 74,5+11,1/77,7+11,2 68,3+6,6 / 70,7+4,2 <0,05/<0,05
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VI.4. Asociaciones entre los niveles séricos, la expresion en pared vascular y en
células circulantes de sangre periférica del FGF23 con los parametros clinicos e
inflamatorios.

VI.4.1. Andlisis de correlaciones

Con el objetivo de determinar las relaciones entre la expresion génica y los
niveles séricos de FGF23 y de citoquinas con los parametros clinicos y bioquimicos
generales, se realizé un analisis de correlacion bivariante (Tabla R-14 y Fig. R-7). Los
resultados mas destacables muestran que las dos formas del FGF23 estan relacionados
de forma directa tanto con la presion arterial sistélica (r=0,151 para iFGF23 y r=0,263
para cFGF23, P<0,05) como con la diastélica (r=0,166 para iFGF23 y r=0,2510 para
cFGF23, P<0,05). Ademas, ambas formas del FGF23 también se relacionan con los
niveles de fosforo (r=0,128 para iFGF23 y r=0,195 para cFGF23, P<0,05) y con la
funcién renal, mostrando en este Ultimo caso una correlacién inversa y sginificativa con
el FGe (r=-0,437 para iFGF23 y r=-0,483 para cFGF23, P<0,001), mientras existia una
correlacion directa con la albuminuria (r=0,585 para iFGF23 y r=0,590 para cFGF23,
P<0,001) y con los niveles de creatinina sérica (r=0,803 para iFGF23 y r=0,79 para
cFGF23, P<0,001). Respecto al TNFaq, sus niveles séricos estuvieron significativamente
relacionados en el mismo sentido que el FGF23 con el FGe, la albuminuria y los niveles
de creatinina sérica (r=-0,431, P<0,001; r=0,211, P<0,01; r=0,45, P<0,001,
respectivamente). Asimismo, se observo una correlacion significativa con la HbAlc y
con los niveles séricos de albimina, de calcio y de fosfatasa alcalina (r=0,261, P<0,001;
r=-0,255, P<0,01; r=-0,3, P<0,001; r=0,275, P<0,001, respectivamente). Por su parte, la
concentracion sérica de la citoquina IL10 solo estuvo relacionada con la HbAlc (r=-
0,143, P<0,05). El estudio de expresion en células de sangre periférica, solo mostrd
correlaciones de la expresion de IL10 con la edad y los niveles de albumina y de calcio
en sangre (r=0,199, P<0,05; R=-0,241, P<0,01; r=-0,154, P<0,05, respectivamente). El
estudio de expresion en tejido vascular mostré correlaciones significativas entre la
expresion del gen FGF23 y los niveles de albumina, calcio y glucemia (r=-0,350, P<0,05;
r=-0,307, P<0,05; r=0,385, P<0,01, respectivamente). La expresion vascular de TNF se
correlacion6 de forma directa con los niveles de PAD (r=0,156, P<0,05) y la de IL10 con
los niveles de colesterol, LDL y calcio (r=0,164, P<0,05; r=0,175, P<0,05; r=-0,203,
P<0,05, respectivamente)
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Figura R-7. Andlisis de correlacion entre las concentraciones séricas de FGF23 y

algunas de las variables analizadas.

Los resultados més destacables del estudio de correlacion de estas mismas
variables con las variables especificas (Tabla R-15 y Fig. R-7), muestran una clara
asociacion entre las dos formas del FGF23 determinadas (r=0,701, P<0,001) y entre
ambas formas y los niveles circulantes de TNFa (r=0,375 para iFGF23 y r=0,217 para
cFGF23, P<0,001), el cociente neutréfilo/linfocito (r=0,1420 para iIFGF23 y r=0,363,
P<0,05), la expresion vascular de RUNX2 (r=0,555 para iFGF23 y r=0,362, P<0,05) y la
inmunorreactividad en tejido vascular de la proteina FGF23 (r=0,281 para iFGF23 y
r=0,267 para cFGF23, P<0,05). Respecto a la expresion génica del locus FGF23 en
tejido vascular, sus niveles se correlacionaron de forma significativa con la expresién de
RUNX2 (r=0,315, P<0,05) y con los niveles de inmunorreactividad para el FGF23 en
este mismo tejido (r=0,254, P<0,05).
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VI.4.2. Analisis de regresion multiple por pasos

Con el objetivo de determinar las asociaciones independientes que pudieran
existir tanto entre la concentracion de la forma intacta del FGF23 en sangre como de su
nivel de expresion en pared vascular con diversas variables clinicas y parametros
inflamatorios, se realizaron dos andlisis de regresion lineal multiple por pasos. En ellos
se emplearon, como variable dependiente, los niveles del iFGF23 a la expresion de su

gen codificante en tejido vascular, respectivamente (Tabla R-16)

Tabla R-16. Andlisis de regresién mdltiple por pasos con las variables con los niveles de la forma intacta
del FGF23 en sangre y de expresion génica en tejido vascular como variables dependientes.

R?ajustado B Error estandar t P-valor
iFGF23 (pg/mL) 0.473 <0.0001
Albuminuria (mg/24h) 0,539 0,146 6,87 <0,001
HDL (mg/dL) 0,208 0,135 2,81 0,006
FGe (mL/min/1,73 m?) -0,103 0,722 -1,173 0,038
Calcio (mg/dL) 0,23 1,231 2,91 0,043
TNFa (pg/mL) 0,188 1,541 2,101 0,045
5:552)3 ARNm vascular 0.795 <0.0001
TNFa (pg/mL) 0,372 1,451 3,877 <0,001
IL10 ARNm CCSP (U.A) 0,399 1,782 4,353 <0,001
PCR (mg/L) 0,285 1,566 3,587 <0,001
Glucosa (mg/dL) 0,243 1,624 2,971 0,006
Edad (afios) 0,231 2,145 2,832 0,008
ADAM17 ARNm CCSP 0,174 2,831 2,17 0,038

(U.A)

iFGF23, forma intacta de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; HDOL, lipoproteina de alta densidad;
FGe, filtrado glomerular estimado; TNFa, factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; ADAM17, gen humano
codificante para la proteina ADAM17; U.A., unidades arbitrarias.

Los resultados de estos andlisis sefialan a los valores de albuminuria, de HDL,
de FGe, calcio y de TNFa sérico como componentes del mejor modelo que explica los
niveles séricos del iFGF23 (R? ajustado=0,473, P<0,0001). De forma pormenorizada, la
concentracion de iIFGF23 se asocié de manera directa tanto con el grado de albuminuria
(B=0,539, P<0,0001), como con los niveles en sangre de HDL (=0,208, P=0,135), calcio
(B=0,23, P=0,043) y TNFa (=0,188, P=0,045). Y de manera inversa con los valores de
FGe (B=-0,103, P<0,038).

El modelo que mejor explico los niveles de expresion del locus FGF23 a nivel
vascular fue el compuesto por la edad, los niveles en sangre del TNFa, de la PCR, de
glucosa, y por la expresiéon en CCSP de IL10 y de ADAM17 (R? ajustado=0,795,
P<0,0001). En concreto, la expresion vascular de FGF23 se asocié de manera directa

tanto con los niveles en sangre del TNFa (8=0,372, P<0,001), con la expresion de IL10
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en sangre periférica (3=0,399, P<0,001), los niveles de la PCR ($=0,285, P<0,001) y de
glucosa (=0,243, P=0,006), con la edad (3=0,231, P=0,008) y con la expresién en de
ADAM17 en CCSP (0,174, P<0,038).

VI1.4.3. Andlisis de regresion logistica

Finalmente, se realiz6 un analisis de regresion logistica multiple para evaluar el
potencial predictor de diversas variables para la presencia de placa aterosclerética
desarrollada o de calcificacién vascular en la pared vascular. Se adoptaron diversos
modelos que incluyeron como Vvariables independientes a FRCV, parametros
inflamatorios y componentes del sistema FGF23/KL. De este modo, se generaron 3
modelos (Tabla R-17): modelo 1, que incluyé como variables independientes a la edad,
el IMC, la presencia de HTA, DM, tabaquismo, y los valores de colesterol, FGe y
albuminuria; el modelo 2 incluyé las variables incluidas en el modelo 1 a las que se
afiadié los parametros inflamatorios; y, finalmente, el modelo 3 incluy6 al modelo 2 y a

los componentes del sistema FGF23/KL analizados.

Los resultados del ultimo de los modelos de este andlisis muestran que tanto los
niveles circulantes de iIFGF23 como su grado de expresion en tejido vascular constituyen
factores de riesgo independientes para la existencia de calcificacion arterial, no asi para

la presencia de placa de ateroma.

Tabla R-17. Andlisis de regresién logistica multiple multivariable para la presencia de placa aterosclerética

Variable dependiente: calcificacion Variable dependiente: placa de ateroma

Modelo / Variable independiente

OR (95% IC) P-valor OR (95% IC) P-valor
Modelo 1
Edad (afios) 0,983 (0,95-1,028) 0,445 1,02 (0,97-1,07) 0,51
IMC 0,979 (0,888-1,08) 0,668 0,752 (0,71-0,91) 0,581
HTA 2,78 (0,92-8,33) 0,038 1,19 (0,85-1,25) 0,080
DM 1,665 (0,283-1,56) 0,349 0,82 (0,37-1,82) 0,62
Tabaquismo 1,04 (0,64-1,68) 0,879 2,14 (0,83-5,53) 0,12
Colesterol 1,13 (0,984-1,21) 0,027 0,99 (0,99-1,01) 0,39
FGe 1,01 (0,98-1,02) 0,115 1,01 (0,98-1,02) 0,115
Albuminuria 1,03 (0,99-1,07) 0,043 1,10 (0,87-1,27) 0,321
Modelo 2 (modelo 1 + parametros inflamatorios)

Edad (afios) 0,98 (0,919-1,045) 0,532 1,05 (0,97-1,12) 0,22
IMC 1(0,875-1,142) 0,994 1,12 (0,951-1,223) 0,564
HTA 4,441 (1,01-19,51) 0,048 1,5(1,33-1,78) 0,13
DM 1,0273 (0,078-0,96) 0,042 0,81 (0,31-2,10) 0,67
Tabaquismo 0,958 (0,497-1,845) 0,897 4,38 (1,30-14,80) 0,031
Colesterol 1,289 (0,976-1,314) 0,066 0,99 (0,99-1,01) 0,64
FGe 1,014 (0,991-1,037) 0,252 1,134 (1,081-1,143) 0,125
Albuminuria 1,004 (0,999-1,009) 0,081 1,141 (1,09-1,291) 0,172
TNFa (pg/mL) 1,436 (0,665-3,1) 0,357 2,53 (1,34-4,75) 0,006
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1L10 (pg/mL)

PCR (mg/L)

Neutréfilo /linfocito

TNF/IL10 ARNm CCSP (A.U.)
TNF ARNm vascular (A.U.)
IL10 ARNm vascular (A.U.)

0,898 (0,829-0,973)
1,007 (0,944-1,074)
0,953 (0,841-1,080)
0,987 (0,904-1,076)
1,460 (0,979-2,177)
0,841 (0,635-1,115)

Modelo 3 (modelo 2 + componentes FGF23/KL)

Edad (afios)

IMC

HTA

DM

Tabaquismo

Colesterol

FGe

Albuminuria

TNFa (pg/mL)

1L10 (pg/mL)

PCR (mg/L)
Neutréfilo/linfocito

TNF/IL10 ARNm CCSP (A.U.)
TNF ARNm vascular (A.U.)
IL10 ARNm vascular (A.U.)
iIFGF23 (pg/mL)

FGF23 ARNm vascular (A.U.)
Klotho (pg/mL)

KL ARNm CCSP (A.U.)

KL ARNm vascular (A.U.)

0,985 (0,918-1,058)
0,953 (0,82-1,108)
3,157 (0,553-18,03)
0,349 (0,082-1,48)
1,29 (0,617-2,697)
0,99 (0,977-1,003)
1,027 (0,997-1,058)
1,003 (0,998-1,008)
0,78 (0,268-2,269)
0,897 (0,816-0,985)
1,018 (0,947-1,093)
0,955 (0,845-1,08)
0,983 (0,895-1,08)
1,595 (0,904-2,814)
0,816 (0,599-1,11)
1,05 (0,995-1,108)
1,12 (0,894-1,19)
0,999 (0,997-1,002)
0,991 (0,954-1,03)
1,045 (0,93-1,175)

<0,01
0,834
0,452
0,761
0,064
0,229

0,686
0,53
0,196
0,154
0,498
0,138
0,082
0,242
0,649
0,024
0,633
0,465
0,721
0,107
0,197
0,036
0,081
0,49
0,65
0,458

0,916 (0,891-0,933)
0,88 (0,77-2,99)
0,96 (0,80-1,14)

1,071 (0,945-1,161)

1,201 (1,09-1,751)

0,761 (0,742- 0,931

1,03 (0,95-1,11)
0,524 (0,422-0,618)
1,01 (0,29-3,44)
0,66 (0,23-1,88)
5,42 (1,30-22,59)
0,99 (0,99-1,01)
1,154 (1,04-1,21)
1,16 (1,03-1,19)
2,77 (1,36-5,65)
0,792 (0,782-0,986)
0,87 (0,86-3,99)
0,89 (0,71-1,12)
0,952 (0,889-1,04)
1,299 (0,967-2,43)
0,864 (0,587-1,03)
1,03 (0,989-1,111)
1,21 (0,831-1,36)
0,08 (0,01-0,99)
0,25 (0,06-0,99)
2,62 (0,69-9,92)

0,013
0,41
0,63

0,811

0,624

0,312

051
053
093
044

0,036
074

0,125

0,162

<0,01

0,257
039
032

0,524

0,218

0,271

0,162

0,252

0,041

0,037
0,16

IMC: indice masa corporal; HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus; FGe: filtrado glomerular estimado; TNFa,
factor de necrosis tumoral a; IL10, interleucina 10; PCR, proteina C reactiva; U.A., unidades arbitrarias; CCSP, células
circulantes de sangre periférica; iFGF23, forma intacta de la molécula del factor de crecimiento fibroblastico 23; KL, Klotho.

V1.4.4. Curva ROC

Los analisis de las curvas ROC que describen las relaciones entre los niveles de

las dos formas de FGF23 analizadas y la presencia de placas de ateromas o de

calcificaciones vasculares se pueden ver en la Figura R-8. Para la presencia de placa

de ateroma (A), las areas bajo la curva (AUC) para los niveles de la forma intacta y del
extremo carboxilo del FGF23 fueron 0,490 (95% CI: 0,352-0,628, P=0,885) y 0,408

(95% CI: 0,266-0,550, P=0,191), respectivamente. Para la presencia de calcificaciones

vasculares (B), las AUC para los niveles de la forma intacta y del extremo carboxilo del
FGF23 fueron 0,576 (95% ClI: 0,437-0.714, P=0,342) y 0,550 (95% CI: 0,397-0,702,
P=0,534), respectivamente.

94

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccidn https://sede.ull.es/validacion/

I denti fi cador del

docunent o:

3785837 Codi go de verificaci 6n:

Vgt j 4cgg

Firmado por: CAROLINA HERNANDEZ CARBALLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Fecha: 09/09/2021 10:14:05

Javier Donate Correa
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:11:43

Juan Francisco Navarro Gonzalez
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:37:05

Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/11/2021 09:34:22

104 /174



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2021/94549
N° reg. oficina: OF002/2021/93511
Fecha: 10/09/2021 13:41:08

Placas de ateroma Calcificacion vascular

1,0
Origen de la curva

—IiFGF23 (pg/mL)
cFGF23 (UR./mL)
——Linea de referencia
0,84

Sensibilidad

0,49
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00 0,2 04 0,6 08 1,0 00 0.2 04 06
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Figura R-8. Curvas ROC para la capacidad de prediccion de los niveles de iIFGF23 y de cFGF23 en la
presencia de (A) placa de ateroma o de (B) calcificacion vascular.
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VII. DISCUSION

Esta tesis doctoral ha pretendido caracterizar, desde diversos abordajes, el
estudio de la relacién existente entre la hormona FGF23 y la incidencia de placa de
ateroma y de calcificacion vascular en pacientes con enfermedad cardiovascular, asi
como sus interrelaciones con diversos elementos de la respuesta inflamatoria asociada
a estos eventos. Con ese objetivo en mente, se disefié un estudio de casos y controles,
gue incluyé a pacientes con enfermedad vascular aterosclerética clinica y a donantes
de 6rganos sin antecedentes médicos de enfermedad cardiovascular. El abordaje en
ambos grupos fue similar, determinando las concentraciones séricas del FGF23 y de las
citoquinas TNFa e IL10, asi como el perfil de expresién génica de estos parametros
tanto en el tejido vascular como en células de sangre periférica. Junto con estas
determinaciones, se han incluido en el estudio los valores de numerosos parametros
bioquimicos e inflamatorios complementarios. Finalmente, se han analizado las

asociaciones entre estas variables y con otros parametros clinicos.

Consideraciones previas

De forma previa la discusién de los resultados, cabe sefialar una serie de
consideraciones sobre las caracteristicas de los sujetos incluidos en el mismo. Los
niveles circulantes del FGF23 estan claramente determinados por la funcién renal
(Donate Correa J y cols., 2012). Con el fin de evitar, en la medida de los posible, la
influencia de dicha funcién renal en los resultados obtenidos, todos los individuos
seleccionados para el estudio presentaron una funcion renal preservada
(FGe>60mL/min/1,73m?). Otro factor a tener en cuenta, y ya comentado en la seccién
de resultados, fue el elevado porcentaje de pacientes sometidos a tratamientos
antiagregantes, antihipertensivos e hipolipemiantes; esta prescripcién, por otra parte,
ineludible en estos pacientes con ECV, explica varias de las diferencias observadas en
diversos parametros clinicos y bioguimicos entre los grupos de casos y controles. Este
fue el caso de las presiones arteriales sistélica y diastolica, y de los niveles de creatinina
sérica y de albuminuria; las primeras fueron significativamente menores y los segundos
significativamente mayores en el grupo con ECV. El tratamiento con IECA/ARA |l podria
explicar la elevacién de los niveles de creatinina en sangre (Bakris GL y cols., 2000) lo
gue explicaria, al menos en parte, las diferencias en el FGe observadas entre los grupos.
Finalmente, los tratamientos con estatinas podrian también determinar los menores
niveles de colesterol y de LDL observados el grupo de casos.
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Un aspecto novedoso de esta tesis es la utilizacion de dos kits de ELISA distintos
para el estudio de dos de las formas circulantes del FGF23: uno de ellos mide
Unicamente la forma intacta de la molécula y el segundo mide tanto dicha forma intacta
como los fragmentos carboxilo fruto de la degradacion enzimatica. La mayor parte de
los estudios solo miden una de las dos, lo que dificulta enormemente comparar los
resultados de distintos estudios. Pese a que no se pudo utilizar el segundo kit para
determinar los niveles del FGF23 en todos los sujetos incluidos en el estudio, se observo
una fuerte correlacion directa entre los resultados obtenidos para ambas
determinaciones, lo que hace suponer que cualquiera de ambas puede constituir un
buen indicador de los niveles circulantes de la proteina. Ademas, un estudio clinico
reciente ha demostrado que practicamente todo el FGF23 detectable en sangre se
encuentra en su forma activa y que, por lo tanto, las mediciones obtenidas con los
ensayos para el iFGF23 y el cFGF23 reflejarian valores muy similares (Shimada T y
cols., 2010). En cualquier caso, se necesitan mas estudios que permitan determinar si
esta observacién se da independientemente de la funcion renal. Por otra parte, aunque
se acepta que la actividad total del FGF23 solamente reside en su forma intacta,
diversos trabajos apuntan la existencia de una posible actividad de los fragmentos
carboxilo terminales, desde una actividad mantenida (Berndt TJ y cols, 2007) a un efecto

antagonista (Goetz R y cols., 2009).

El uso potencial de esta proteina como biomarcador ha estimulado un gran interés
en el desarrollo de métodos automatizados para mejorar el rendimiento de los
inmunoensayos destinados a determinar los niveles del FGF23 en la préactica clinica,
superando las limitaciones de los kits de ELISA. Estos nuevos ensayos requieren
cantidades mas pequefias de muestra y presentan mejoras analiticas tanto en la
sensibilidad y como en la especificidad. Es de esperar que, a medida que aparezcan
nuevos estudios que apoyen la utilidad clinica de la determinacién del FGF23, el uso de

estos nuevos instrumentos de deteccién sera cada vez mas generalizado.
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Discusion de los resultados.

La discusion de los resultados se desarrolla a continuacion de acuerdo a los

objetivos planteados.

1. Caracterizacion bioquimica mediante la determinacion de las concentraciones
séricas del FGF23, asi como de los niveles de parametros inflamatorios (PCR,

TNFa e IL10), en pacientes con enfermedad vascular aterosclerética clinica.

El FGF23 es una hormona proteica, producida por las células 6seas y cuya principal
funcion en promover la fosfaturia y regular la produccion del calcitriol y de la hormona
paratiroidea (Shimada, T., y cols., 2004). Pero, mas alla de este papel crucial, estudios
recientes muestran una asociacion independiente entre el incremento de los niveles del
FGF23 con la presencia de diversos factores de riesgo cardiovascular (Mirza MA'y cols.,
2010) que incluyen la aparicion de hipertrofia ventricular izquierda, de disfuncion
vascular y la progresion de la ECV (Mirza MA y cols., 2009; Mirza MA y cols (Il), 2009;
Mirza MA y cols (llll), 2009) asi como la incidencia de eventos cardiovasculares y
mortalidad (Isakova T 2012; Drazen JM y cols., 2008; Isakova T y cols., 2011; Jean Gy
cols., 2009). Un meta-andlisis recientemente publicado que incluy6 a mas de 20.000
pacientes, tanto con ERC como con funcién renal conservada, puso de manifiesto la
asociacion entre las elevadas concentraciones del FGF23 con una mayor
morbimortalidad cardiovascular (Marthi A y cols., 2018). La implicacién de las
alteraciones de los niveles del FGF23 en sangre en este prondstico adverso son objeto
de estudio en la actualidad y han llevado a dejar de considerar al FGF23 exclusivamente
como un biomarcador de desajustes en el metabolismo mineral (Larsson TE.,2011). Los
resultados de esta tesis abundan en los trabajos citados anteriormente ya que muestran
que el grupo de pacientes con ECV incluido en la misma presenta niveles
significativamente mayores del FGF23 circulante que el grupo de pacientes control. Mas
aun esta diferencia estuvo presente en los resultados obtenidos con dos técnicas ELISA
para la determinacion del FGF23 sistémico: una que mide su forma intacta y
biolégicamente activa de 32-kDa y 251 aminoéacidos, y otra que mide tanto la forma
intacta como el fragmento C-terminal generado tras la protedlisis de la forma completa.
Como se comenté en la introduccién, la escision enzimatica por proproteina-
convertasas (SPC) de tipo substilisina genera dos fragmentos biolégicamente inactivos,
un fragmento N-terminal y un fragmento C-terminal. A pesar de que ninguno de ellos
tiene un impacto directo sobre el metabolismo mineral (Benet-Pages A y cols., 2004),

se ha propuesto que el fragmento C-terminal puede tener una influencia indirecta a
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través de un mecanismo de competencia con la actividad de la molécula intacta. Al igual
que la PTH, parece que el FGF23 tiene un aclaramiento en sangre muy rapido, con una
vida media corta que oscila entre 46 y 58 min tanto para la forma intacta como para los
fragmentos C-terminales (Khosravi A y cols., 2007). Por tanto, el aclaramiento del
iFGF23 es el resultado tanto de la escision proteolitica en circulacion como de la

eliminacion renal.

La comparacion de los resultados de los dos ensayos es compleja. El ensayo que
mide cFGF23 es una medida compuesta y actualmente no existe una estandarizacion
entre los distintos ensayos comercializados. Ademas, los resultados de los ensayos de
especies de FGF23 intactas y C-terminales no se expresan en las mismas unidades.
Mientras que los resultados del ensayo de iFGF23 se dan en pg/mL, el de cFGF23 se
expresa como RU/mL. Ademas, estos ensayos también muestran diferentes
rendimientos analiticos; la medicion de FGF23 usando el ensayo cFGF23 muestra
mejores coeficientes de variacién. Pese a todo, algunos trabajos han analizado la
concordancia analitica entre las dos determinaciones, mostrando resultados
contradictorios. Asi, en sujetos sanos con funcién renal conservada no se observa una
clara correlacion entre ellos (Smith ER y cols., 2012; Bacchetta J y cols., 2010; Munoz
Mendoza J y cols., 2017; Smith ER y cols., 2011; Smith ER y cols., 2013). Sin embargo,
los resultados mostrados en esta tesis, que incluye a pacientes con ECV con FGe>60
ml/min/1,73m?, apuntan a una correlacién directa y significativa entre las dos
determinaciones del FGF23 realizadas. Una de las posibles explicaciones podria ser la
utilizacion, en algunos de estos estudios, de tubos sin inhibidores de proteasa, lo que
condicionaria una menor estabilidad de la forma intacta tras la extraccion de la sangre.
Por el contrario, en pacientes en HD, si se observa una fuerte correlacion entre iFGF23
y cFGF23 (Smith ER y cols., 2013; Drazen JM y cols., 2015). Ademés, la concordancia
entre ambas formas mejora a medida que disminuye la funcién renal. Tal vez, la
condicion patoldgica subyacente, ya sea la ERC o la ECV, provoque que la forma
circulante predominante sea la intacta y este hecho favorezca la aparicion de una
correlacién mas clara entre las dos determinaciones. A pesar de que esta hip6tesis no
se ha podido confirmar, un dato a favor es la observacion de que en pacientes con
hiperfosfatemia ligada al cromosoma X (XLH), una condicion patologica caracterizada
por elevados niveles del FGF23 en sangre, existe una correlacion significativa entre los
ensayos cuando los niveles del cFGF23 estan por encima de 120 RU/mL (lto Ny cols.,
2005).
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Uno de los resultados mas relevantes de esta tesis muestra que, dentro del grupo
de pacientes con ECV, los niveles del FGF23 circulantes son mayores en aquellos que
presentan placas de ateroma evidentes y/o calcificaciones vasculares. Sin embargo,
esta diferencia solo llega a ser estadisticamente significativa para la variable
calcificacion y, al igual que para la variable ECV, se observa para ambas
determinaciones del FGF23 utilizadas. Como se indica en la introduccion de esta tesis,
la calcificacion de los vasos arteriales, independientemente de si la lesion calcificada se
genera en la capa intima o media, es un proceso activo, iniciado y regulado a través de
diversas vias de sefializacion molecular (Abedin M., 2004; Durham AL y cols., 2018.;
Moe SMYy cols.,2003). Diferentes estudios han mostrado la existencia de una asociacion
entre las concentraciones del FGF23 y la presencia de calcificacion adrtica abdominal
(Schoppet M y cols., 2012) y coronaria (Freedman Bl y cols., 2015), asi como con un
incremento en los niveles de calcio (Kestenbaum By cols.,2014), lo que podria sugerir
un papel patogénico del FGF23 en el desarrollo de este evento. Sin embargo, ni este
trabajo ni los publicados hasta la fecha permiten determinar la existencia de una relacion
causal entre los niveles circulantes de esta hormona y el desarrollo de calcificaciones

vasculares.

Dado que los niveles mas altos del FGF23 observados en los pacientes con
calcificacion vascular podrian explicarse por el aumento del recambio 6seo, procedimos
a determinar los niveles de fosfatasa alcalina. Este es el principal marcador de recambio
0seo utilizado tanto en el ambito clinico como en el de la investigacion. Como era de
esperar, observamos que los niveles de esta proteina eran mas elevados en el grupo
de pacientes con calcificaciones. Sin embargo, al estratificar a los pacientes con ECV
en funcién de los niveles del FGF23, no encontramos mayores niveles de fosfatasa
alcalina, ni tampoco de Ca o de Pi, en los pacientes encuadrados en los terciles
superiores, lo que indica que el aumento de los niveles de esta hormona no se
acompafia de una elevacion de los niveles de fosfatasa alcalina. Pese a esto, nuestros
resultados no permiten descartar que la regeneracion 6sea pueda desempefiar algin
papel en el aumento de los niveles del FGF23 en estos pacientes.

El andlisis estratificado de los pacientes en funcion de los niveles del FGF23
permitid, ademas, constatar una mayor incidencia de calcificacién vascular en los
pacientes encuadrados en los terciles superiores de ambas determinaciones del FGF23.
De nuevo, no existieron diferencias en la incidencia de placas de ateroma entre los
distintos terciles. Respecto al resto de comorbilidades consideradas, se observd una

mayor incidencia de diabetes mellitus en los terciles superiores. La relacion entre los
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niveles del FGF23 y la prevalencia de diabetes mellitus es un area practicamente
inexplorada, aunque algunos pocos estudios relacionan la elevacién de los niveles del
FGF23 con la aparicion de marcadores de resistencia a la insulina, dislipemia y
adiposidad visceral, tanto en la infancia como en poblacién adulta (Gutiérrez O.,2005;
Wojcik My cols., 2012; Wojcik M y cols., 2012 -II). De forma interesante, estos estudios
clinicos se han realizado tanto en pacientes con ERC (Munoz Mendoza J y cols., 2012;
Garland JS y cols.,2014) como en poblacion con funcion renal conservada (Hanks, L. J
y cols., 2015; Mirza MAIl y cols., 2010; Lee JE y cols., 2013). Estos hallazgos sugieren
que los desajustes en los niveles del FGF23 pueden tener un efecto determinante sobre
la incidencia de diabetes o de sus complicaciones (Hanks LJ y cols., 2015; Hu X y cols.,
2016), con acciones directas sobre el sistema endocrino.

Con respecto a los niveles circulantes de aKlotho, la proteina correceptora para la
sefializacion del FGF23, se observd que los pacientes con ECV presentan niveles
significativamente menores que el grupo control. Estas diferencias estuvieron también
presentes al segregar a los pacientes con ECV en funcién de la presencia de placa de
ateroma o de calcificacion vascular, de forma que los pacientes con alguna de estas dos
condiciones presentaron niveles significativamente menores de esta proteina. Aunque
la asociacion entre este descenso de los niveles de aKlotho y la aparicion de distintas
morbilidades cardiovasculares no es el objeto de estudio de esta tesis, nuestro grupo ha
profundizado en la misma en trabajos anteriores (Martin NE y cols.,2020; Donate Correa
y Cols.,2019; Martin Nafiez E y cols., 2017; Donate Correa J y cols.,2015; Navarro
Glez JF y cols.,2014) y estos datos no vienen méas que a confirmarla, sefialando las
implicaciones de los desajustes de estos dos factores reguladores del metabolismo
mineral, aKlotho y FGF23, en la aparicion de la ECV, tanto en con la aparicién de la

placa de ateroma como con la de la calcificacion vascular (Martin Nafiez E y cols.,2017).

Como ya se ha comentado, la ECV tiene un componente inflamatorio sistémico
importante que, en esta tesis, queda reflejado en el incremento de los niveles circulantes
de diversos parametros inflamatorios que son reconocidos biomarcadores de eventos
cardiovasculares. Este es el caso de las citoquinas TNFa e IL10. Variaciones en sus
niveles sistémicos se han relacionan con el desarrollo de patologias cardiovasculares
(Ridker PMy cols.,2000; Heeschen C; 2003), sugiriéndose incluso que el balance entre
las respuestas pro- y antiinflamatoria que desarrollan puede tener una influencia
significativa sobre estos. Los resultados de esta tesis muestran que los pacientes con
ECV presentaron menores niveles sistémicos de la IL10 y un incremento de la relacion
TNFa/IL10. La citoquina de caracter pro-inflamatorio TNFa, interviene en la mejora de
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la quimiotaxis de macrofagos y neutrdfilos, estimula su actividad fagocitica y promueve
la expresion de moléculas de adhesion leucocitaria en el endotelio (Larrick J y
cols.,1990; Feldman AM y cols.,2000; Ridker PM y cols., 2000). Por su parte, la IL10
posee propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas, atenuando la expresion de los
receptores para el TNFa e inhibiendo respuestas inflamatorias citotéxicas (Mizia-Stec,
Ky cols., 2013). Ademas, IL10 modula la actividad de proteasas de la matriz extracelular
en favor de la preservacion y estabilizacion de la placa aterosclerética (Lacraz Sy cols.,
1995; Mallat Z y cols., 1999). Ademas, se ha demostrado la utilidad de valorar el cociente
entre los niveles de TNFa respecto a los de IL10 como biomarcador de la funcién
cardiovascular (Kaur K y cols., 2006; Goswami B y cols., 2009; Kumari R y cols., 2018).
Respecto a los valores de PCR y los de la relacién neutrofilo/linfocito, también Utiles
como biomarcadores de la aparicion de eventos cardiovasculares (Tsimikas S y cols.,
2006; Casas JP y cols., 2008; Angkananard T y cols., 2018), se constataron mayores
niveles de ambos parametros en el grupo de pacientes con ECV, aungque ninguno de
ellos alcanzé valor estadistico. Todas estas diferencias apuntan al estado inflamado
sistémico de estos pacientes, tal y como se ha descrito previamente (Ridker PM y cols.,
1998; Willerson JT y cols., 2004; Libby Py cols., 2002, Piek JJ y cols., 2000). Al separar
a los pacientes en funcién de la presencia de placa de ateroma o de calcificacion, se
observa que IL10 y la ratio TNFo/IL10 muestran diferencias solo para el caso de la
presencia de calcificacion vascular, con valores respectivamente menores y mayores en
el grupo de pacientes con calcificaciones. Dada la relacion causal entre el desarrollo de
calcificacion y el fendmeno inflamatorio (KE Watson y cols., 1994; Farhad P y cols.,
2002; Tintut Y y cols., 2000; Kristen y cols., 2005), estos resultados son esperables
dentro de este entorno de ECV.

2. Andlisis de expresidn génica a nivel de la pared vascular y de las células de
sangre periférica del FGF23, de sus receptores, y de su co-receptor aKlotho,

asicomo de las citoquinas inflamatorias TNFa e IL10.

El estudio de expresion génica realizado en las muestras de tejido vascular puso
de manifiesto la transcripcion del gen codificante para el FGF23 en este tejido. Si bien
hubo diferencias importantes en los niveles de expresion entre las distintas muestras,
este resultado permite sugerir que el FGF23, una hormona producida por osteoblastos
y osteocitos (Bonewald LF., 2012), también puede generarse en el tejido vascular en
determinadas condiciones. En concreto, los resultados de este estudio apuntan a una
mayor expresion del locus en las muestras recuperadas de pacientes con ECV cuando se

compara con las muestras recuperadas del grupo de sujetos control. Por tanto, se
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estaria replicando lo observado con las concentraciones sistémicas del FGF23 en estos
mismos pacientes. Esta similitud abarca también la expresién de los parametros
inflamatorios, dado que los niveles del transcrito del locus TNF y de la relacion TNF/IL10
también fueron significativamente mayores, y los de IL10 menores, en los pacientes con
ECV. Por tanto, el estatus inflamado de estos pacientes se refleja no solo en los niveles

de estos parametros en sangre, sino también en el tejido vascular.

Al analizar los niveles de expresion vascular del FGF23 en funcién de la
presencia de placa de ateroma o de calcificaciébn vascular, solo se observaron
diferencias significativas para la presencia de calcificaciones vasculares evidentes,
presentando estos pacientes niveles mayores de expresion. Por tanto, se repiti6 lo
observado para los niveles séricos del FGF23, donde los pacientes con calcificacion
vascular presentaron niveles significativamente mayores del FGF23 circulante. Asi,
tanto la expresion vascular como las concentraciones de esta hormona son mayores en
los pacientes con calcificaciones vasculares. Este dato sefiala la posibilidad de que el
tejido vascular osteo-diferenciado, constituya una fuente extra-ésea para esta proteina
y, méas aun, que dicha expresion pueda contribuir a los niveles circulantes del FGF23.
No obstante, la presencia del FGF23 en lesiones ateroscleréticas no calcificadas,
aunque en menor medida que en las calcificadas, indica que los mecanismos
reguladores que gobiernan la sintesis de esta hormona a nivel vascular son complejos.
Asi, por ejemplo, la presencia del FGF23 en estos tejidos podria indicar etapas
tempranas del proceso calcificante, derivado de la enfermedad aterosclerética, no
diagnosticadas clinicamente. Con respecto a la expresion vascular de citoquinas
inflamatorias, s6lo se observé una diferencia significativa para la expresion del locus
TNF, que fue mayor en aquellas muestras con calcificacion. Esto podria ser fruto del

grado de avance de la lesién vascular.

En esta tesis, se ha evaluado ademas la expresion vascular del gen RUNX2, un
factor de transcripcion clave asociado con la diferenciacion de osteoblastos con el
objetivo de considerar la relacion entre los marcadores del linaje osteobléastico y la
expresion vascular del locus FGF23. De acuerdo con este propésito, y tal como se
esperaba, en las muestras vasculares de pacientes quirdrgicos los niveles de expresion
génica de RUNX2 fueron significativamente mayores y mas aln en los fragmentos con
calcificacion en comparacion con las piezas no calcificadas. Ademas, encontramos una
correlacion directa y significativa entre los niveles de expresion de los genes FGF23 y
RUNX2 en todas las muestras con transcripciones detectables, lo que apoya el vinculo

entre la sintesis del FGF23 y la osteodiferenciacion vascular.
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Trabajos previos muestran que los niveles de expresion del locus KL en el tejido
vascular, asi como los de la proteina en su forma soluble, tienen efectos potencialmente
beneficiosos sobre la vasculatura habiéndose sugerido que la ECV es un estado de
deficiencia de aKlotho vascular ( Navarro-Gonzélez JF y cols., 2014; Semba RD y
cols.,2011). De acuerdo con estos resultados, en el presente trabajo hemos observado
gue los niveles de expresion génica del locus KL, estan claramente disminuidos en los
vasos del grupo de pacientes con ECV en comparacion con los del grupo de control. Sin
embargo, al analizar la expresion de este gen en funcién de la presencia de placa de
ateroma o de calcificacion vascular dentro del grupo con ECV, no se observan

diferencias significativas.

En los dltimos afios se ha ampliado el espectro de tejidos que, junto con el tejido
0seo, son capaces de expresar el FGF23, detectandose bajos niveles de expresion en
el bazo, el timo, el intestino delgado, el higado, el rifién, el corazén, el cerebro
(Yamashita T y cols.,2000; Yoshiko Y y cols.,2007) y, como se discute en esta tesis, el
tejido vascular (Voigt M y cols.,2010; Van Venrooij y cols.,2014). Sin embargo, se ha
constatado que las CCSP no son capaces de expresarlo. Sin embargo, dado que los
monocitos, los macréfagos y los linfocitos juegan un papel crucial en el desarrollo de la
lesion vascular y el estado inflamatorio, hemos considerado la expresién vascular en las
mismas de citoquinas inflamatorias y de aKlotho. Tras la disfuncion endotelial, la
activacion y adhesion de estas células a la pared vascular constituyen el punto de
partida de la aterogénesis, participando ademas en la resolucion de la respuesta
inflamatoria a nivel local. De este modo, en las placas ateroscleréticas se encuentran
subpoblaciones de estas células que van a producir mediadores proinflamatorios
implicados en la quimiotaxis, diapédesis y proliferacion de monocitos/macréfagos en la
zona de dafio (Szmitko PE Yy cols., 2003; Gerdes N y cols.,2002), el desarrollo de células
espumosas por acumulaciéon de LDLox en macréfagos (Koltsova EK y cols.,2012), la
modulacién fenotipica de las células vasculares residentes (Hansson GK y cols., 2015)
o la desestabilizacion de la placa y la trombogénesis (Hansson GK y cols., 2015; Tabas
| y cols., 2015; Edsfeldt A y cols 2016). Por el contrario, la presencia de subtipos de
macréfagos y linfocitos con actividad antiinflamatoria limitan el crecimiento de la lesion
(Libby P; 2012; Martinez Gonzélez J., y cols., 2001). Pero mas alla de este escenario,
presente en las distintas etapas del dafio vascular, las células inmunitarias circulantes
contribuyen al estado metainflamatorio sistémico que suele acompafiar a la ECV, el cual
tiene su origen en la respuesta del tejido adiposo a alteraciones metabdlicas asociadas
a factores de riesgo cardiovascular, y que conlleva el incremento en los niveles de
citoquinas y quimioquinas (Weisberg SP y cols., 2003; Murano | y cols.,2008;
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Chatzigeorgiou A ycols.,2012; Makki K y cols., 2013). De acuerdo con estos trabajos
previos, en esta tesis observamos que la expresion génica de los marcadores
inflamatorios en las CCSP del grupo de pacientes con ECV sefiala la existencia de un
estado inflamatorio, al comprar los resultados con el grupo control. Este estado estuvo
caracterizado por unos mayores niveles de expresion tanto de TNF como de la relacién
TNF/ILO, junto con un descenso en la expresion de IL10. Por el contrario, no se
observaron cambios en la expresion de ADAM17. Al estudiar dichos niveles de
expresion en el grupo ECV en funcion de la presencia de placa de ateroma o de
calcificacion vascular, no se observaron diferencias significativas en la expresion génica
de ninguna de las variables inflamatorias analizadas. Tampoco se observaron
diferencias en los niveles de expresion de estos factores al segregar a los pacientes en
terciles en funcion de los niveles circulantes del FGF23.

Por el contrario, la expresion del locus KL en CCSP si que mostro diferencias claras
a todos los niveles. Asi, los pacientes con ECV presentaron niveles significativamente
menores que el grupo control y, dentro de los pacientes con ECV, aquellos con placas
de ateroma o calcificaciones vasculares fueron los que tuvieron menor expresion de KL
en CCSP. La expresion de KL se ha detectado en monocitos, macréfagos (Lingling Li 'y
cols., 2015; Liu Wy cols.,2020) y linfocitos CD4+ (Liu W'y cols.,2020). Respecto al papel
gue puede jugar aKlotho en estas células, los pocos estudios que se han llevado a cabo
apuntan a que tiene importantes efectos antiinflamatorios sobre las mismas incluyendo
a la represion de la respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacarido mediante
protedlisis del TLR4 en la membrana plasmatica (Bi F y cols.,2018), la reduccién de los
niveles de radicales oxidantes y de citoquinas proinflamatorias, asi como el aumento en
la produccion de citoquinas antiinflamatorias y la preservacion de la funcién inmunitaria.
Ademas, se ha comprobado recientemente que, en presencia de indoxil-sulfato,
favorece la polarizacién de los macréfagos hacia un fenotipo antiinflamatorio M2,
previniendo la respuesta dafiina de esta toxina urémica. De forma interesante para esta
tesis, trabajos previos han relacionado la presencia de aoKlotho en monocitos con un
papel como correceptor para el FGF23, participando en la inhibicion de la sintesis
extrarrenal de 1,25-dihidroxivitamina D mediada por el FGF23 (Bacchetta J vy cols.,
2012). El efecto regulador de la inflamacion del FGF23 a través de un mecanismo de
sintesis de calcitriol en estas células, que ademéas estad modulado por los niveles de
aKlotho, en el paciente con ECV es una posibilidad que sin duda requiere atencion.
Desafortunadamente, en esta tesis no se han podido determinar los niveles de calcitriol,
lo que impide poder relacionar las variaciones en los niveles de expresion de KL en

CCSP vy los niveles circulantes del FGF23 con cambios en la concentracién de la forma
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activa de la vitamina D en sangre.

3. Determinacion en la pared vascular de los niveles proteicos del FGF23, de sus

receptores y de aKlotho.

La presencia de la proteina FGF23 se ha descrito en lesiones carotideas
aterosclerdticas calcificadas de sujetos con funcion renal normal (Voigt M y cols.,2010)
y en arterias coronarias calcificadas de pacientes con ERC (Van Venrooij NA y
cols.,2014). Los resultados de esta tesis confirman la expresion de esta proteina en
lesiones calcificadas de las arterias carétida, aorta y femoral de pacientes con ECV
mediante técnicas inmunohistoquimicas, ademéas de demostrar su expresién génica tal
y como se comentd en el apartado anterior. Ademas, y de acuerdo también con las
observaciones de Voigt y cols. (Voigt M y cols., 2010), localizamos la proteina FGF23
intracelularmente, lo que parece indicar una sintesis local de la proteina en la pared

vascular y no una simple captura de proteina circulante a nivel del tejido vascular.

La frecuencia de muestras vasculares positivas para la tincién de la proteina
FGF23 fue mayor en los pacientes con calcificaciones vasculares que en los pacientes
sin evidencias de la misma. Ademas, los niveles promedio de inmunorreactividad para
el FGF23 también fueron més altos en los vasos calcificados en comparacion con las
muestras vasculares sin lesiones calcificadas. Estos resultados son, por tanto, similares
a los obtenidos en el estudio de expresion génica. Curiosamente, también se observo
tincion positiva para el FGF23 en 6 de las 20 muestras del grupo de control (arterias
aorta e iliaca), aunque ninguna de ellas mostré tincién para la deposicién de calcio (von
Kossa). Estas 6 muestras también mostraron expresion del gen FGF23 mientras que el

resto del grupo no mostré presencia del transcrito.

Un resultado interesante del articulo de van Venrooij y col. (Van Venrooij NA 'y
cols.,2014) es la existencia de una relacion directa entre los niveles vasculares de la
proteina FGF23 y los niveles de deposiciéon de calcio en las arterias coronarias de
pacientes seleccionados para un trasplante cardiaco. Ademas, los autores encontraron
una correlacion directa y significativa entre estos niveles y los niveles de
inmunorreactividad para la proteina de matriz de dentina marcadora de osteocitos
(DMP) 1. En esta tesis, aunque no hemos determinado los niveles de calcio en los
fragmentos vasculares, si que hemos empleado la expresion del gen RUNX2 para
considerar la relacion entre los marcadores del linaje osteoblastico y los niveles del
FGF23. Cabe sefialar que en el grupo control solo observamos la expresiéon de este
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marcador osteoblastico temprano en las muestras de los 6 sujetos que también
mostraron inmunorreactividad positiva para el FGF23. Teniendo en cuenta la ausencia
de depdsitos de calcio y la menor expresion de RUNX2 en estas muestras en
comparacion con las de los pacientes quirdrgicos, los resultados obtenidos podrian
sugerir que la pared vascular de estos pacientes se encontraba en las primeras etapas
de diferenciacion osteogénica y que, por tanto, la expresion del FGF23 podria ser una

caracteristica temprana del proceso de calcificacion.

Los efectos endocrinos y autocrinos del FGF23 sobre los vasos arteriales podrian
explicarse en parte por la expresion de los principales elementos del sistema
FGF23/aKlotho en la pared vascular (Donate Correa Jy cols.,2013). En nuestro estudio,
FGF23 se co-expresoé en el tejido vascular junto con los receptores FGFR1, FGFR3 y
con su correceptor obligado aKlotho, lo que sugiere que el tejido vascular puede
constituir una diana para la accion de esta hormona. De forma similar al estudio de van
Venrooij y col. (Van Venrooij NA y cols., 2014), observamos la expresion de FGFR1 y
de FGFR3 en placas calcificadas, pero lo que es mas importante, los niveles de
inmunorreactividad de ambos receptores son significativamente mayores en las lesiones
vasculares de los pacientes con ECV establecida en comparacioén con los niveles en el

grupo control.

Los resultados de este trabajo muestran ademas que la inmunorreactividad vascular
y los niveles de expresion génica para FGF23 son mas altos en los terciles superiores
de ambas formas solubles del FGF23. Por lo tanto, se demuestra no solo que ambas
formas del FGF23 soluble aumentan en pacientes con calcificacién vascular, sino que
sus niveles séricos pueden reflejar el aumento observado en los niveles de la proteina
FGF23 y de su expresion génica a nivel de los lechos vasculares. Este hecho apunta a
la existencia de mecanismos reguladores comunes para la sintesis de esta molécula en
diferentes drganos y tejidos. Es probable que los mismos mecanismos que conducen a
un aumento de los niveles circulantes del FGF23 al estimular la expresion génica 6sea
también estén presentes en las arterias de los pacientes que desarrollan calcificacion
6sea. Curiosamente, varios pacientes con tincion vascular positiva para la proteina
FGF23 no tenian signos de calcificacion, de lo que se puede deducir que el FGF23
podria representar un marcador precoz del desarrollo de calcificacion vascular, mucho

antes de que los depdsitos de calcio sean evidentes.

En el presente trabajo los niveles de proteina aKlotho y su expresiéon génica

estan disminuidos en los vasos del grupo de pacientes con ECV en comparacion con
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los del grupo de control. Ademas, la tincién inmunohistoquimica permitio la deteccion de
los transcritos de aKlotho y la localizacién intracelular de aKlotho, lo que confirma que
la presencia de esta proteina tampoco se debe al atrapamiento de la sangre, sino que
es sintetizada por la pared arterial. Es posible que la sobreexpresion de los receptores
FGFR1y FGFR3 observada en la pared vascular de pacientes con enfermedad vascular
sea una respuesta para que este tejido siga siendo sensible al FGF23 a pesar de la
pérdida de expresion del co-receptor aKlotho. Curiosamente, los niveles proteicos
similares de estos receptores entre pacientes con o sin calcificacién vascular indican
gue estos elementos de la maquinaria para la sefializacion del FGF23 se conservan

inalterados en los vasos calcificados.

4. Estudiar las relaciones del FGF23 con diferentes factores de riesgo
cardiovascular, asi como con la incidencia de la lesi6on aterosclerética y la

calcificaciéon vascular.

Algunos de los resultados mas relevantes de esta tesis muestran una clara relacion
de los niveles del FGF23 con el estado inflamatorio de los pacientes con ECV. Como ya
se comentd, al investigar las diferencias observadas en los niveles de marcadores de
inflamacion dentro del grupo de pacientes con ECV, se observé que aquellos
englobados en los terciles superiores de ambas formas del FGF23 presentaron niveles
significativamente mayores de la citoquina proinflamatoria TNFa. Ademas, el analisis de
correlacién mostré que ambas formas del FGF23 determinadas guardaban una relacion
directa tanto con los niveles séricos de TNFa como con los valores de la relacion
neutréfilo/linfocito. AGn mas, los niveles de inmunorreactividad del FGF23 en el tejido
vascular de los pacientes con ECV también estuvieron directamente relacionados con
la expresion vascular del locus TNF en este mismo tejido e inversamente relacionados
con los niveles séricos de IL10. Finalmente, los andlisis de regresién multiple por pasos
mostraron, por un parte, que los niveles de la forma intacta del FGF23 estan
determinados por la funcion renal (albuminuria y FGe) y por los niveles de HDL, calcio
y, de forma interesante, por los de TNFa. De forma similar, la regresiéon multiple mostré
gue la expresion vascular del gen FGF23 también esta fuertemente determinada por un
conjunto de parametros inflamatorios que, junto con los niveles séricos de TNFa,
incluyen los niveles de PCR y la expresion génica de IL10 y de ADAM17 en células de

sangre periférica.

El papel de la inflamacion en la patogenia de varias complicaciones relacionadas

con los desdrdenes del metabolismo mineral, incluyendo la calcificacién vascular, esta
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bien documentado, especialmente en los pacientes con ERC (Stenvinkel P y cols.,
2000). Asi, varios marcadores de inflamacion incluyendo el receptor soluble endégeno
de productos finales de glicacion avanzada (esRAGE), la PCR, la IL6 y los marcadores
de estrés oxidativo, se han relacionado con la morbilidad cardiovascular y la calcificacion
vascular, en algunos casos con evidencias de una relacién causa-efecto (Yamagishi S
y cols.,1999; Sage APy cols.,2010; NasrAllah MMy cols.,2011). Sin embargo, el vinculo
entre la triada del FGF23, la inflamacion y los resultados clinicos ha permanecido
inexplorado en gran parte. Algunos estudios experimentales y clinicos recientes han
propuesto un posible vinculo entre el FGF23 y la inflamacion (Munoz Mendoza J y cols.,
2012; Braithwaite V y cols., 2012; Ashikaga E y cols., 2010; Manghat, P y cols., 2009;
NasrAllah My cols.,2013). Asi, el incremento en los niveles del FGF23 ha surgido como
un fuerte factor de riesgo de mortalidad en pacientes con ERC (Drazen JM y cols., 2015;
Isakova T., 2011; Kendrick J y cols., 2011). En un estudio que incluy6 3851 pacientes
con ERC estadios 2-4 en el estudio el estudio Cohorte de insuficiencia renal crénica
(CRIC), los niveles elevados del FGF23 se asociaron con niveles mas altos de PCR,
IL6, TNFa y fibrindgeno de forma independiente de la funcién renal y otras variables
relacionadas con el FGF23 y la inflamacion (Munoz Mendoza J y cols., 2012). Estudios
posteriores han corroborado estos hallazgos (Munoz Mendoza J y cols., 2017; Parker
BD y cols., 2010; Ashikaga E y cols., 2010)

Por otra parte, datos experimentales recientes demuestran que la inflamacién
estimula de forma directa la transcripcion del locus FGF23 y su sintesis proteica en
lineas celulares de osteocitos, aumentando los niveles circulantes del FGF23 en
modelos animales con y sin ERC (David V' y cols., 2016). Ademas, muestran que los
niveles elevados del FGF23 son capaces de inducir la produccién de mediadores
inflamatorios en el hepatocito a través un efecto estimulador mediado por su union al
FGR4 (Singh Sy cols. ,2016). En base a estos estudios experimentales, se ha sugerido
gue existe un ciclo de retroalimentacion positiva entre la inflamaciéon y los niveles
elevados del FGF23 en la ERC que podria darse también en otras condiciones
patolégicas caracterizadas por niveles supra-fisiologicos de esta hormona.

Al llevar a cabo el andlisis de regresion logistica, con la presencia de placa de
ateroma como variable dependiente, en nuestro grupo de pacientes con ECV y funcién
renal conservada, observamos que ni los niveles sistémicos ni la expresién génica
vascular del FGF23 constituyen un factor de riesgo. Sin embargo, otros estudios
realizados en poblaciones mayores muestran lo contrario; un estudio realizado en

subgrupo de 306 pacientes del estudio PIVUS “Prospective Investigation of the
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Vasculature in Uppsala Seniors”, concluy6 que existe una relacion directa y proporcional
entre los niveles del FGF23 y la presencia de placas ateromatosas determinadas
mediante angiografia por resonancia magnética, si bien esta relacion fue mayor en los
pacientes con una FGe<60 ml/min/1,73 m? (Mirza MA y cols., 2009)]. Asi mismo, en un
estudio que incluy6 a 2076 pacientes sometidos a angiografia coronaria, se determiné
la existencia de una relacion entre los niveles del FGF23 y la severidad y la extension
de la placa ateromatosa de nuevo en pacientes con un FGe<60 ml/min/1,73 m2. Otros
estudios consideran que el FGF23 puede estar relacionado con la aparicién de
ateroesclerosis subclinica temprana y con el dafio cardiaco que pueden presentar los
pacientes con enfermedad de Kawasaki. Por el contrario, otro razonamiento apunta a
todo lo contrario, es decir a un efecto protector frente al desarrollo de aterosclerosis.
Esta hip6tesis se basaria en la homologia estructural existente entre los distintos FGF
endocrinos: FGF15,19, 21 y 23. Los dos primeros tienen la facultad de mejorar el
metabolismo de los lipidos, estando relacionados con el incremento de los niveles del
tejido adiposo marrén y con la disminuciéon de la actividad de la acetil-coenzima A
carboxilasa-2 hepatica, lo que conlleva una reduccion de los niveles de triglicéridos. En
un modelo in vivo, la administracion terapéutica de estos factores provoca la disminucion
de los niveles de glucosa y de triglicéridos, lo que ha llevado a pensar que el FGF23
pudiera tener un papel protector frente a la ateroesclerosis al disminuir los niveles de
colesterol total y LDL (Huang X y cols., 2007; Kharitonenkov Ay cols., 2015; Tomlinson
E y cols., 2002). Esta hip6tesis se ha respaldado por algunos estudios; asi, en 196
pacientes en didlisis, la formacion de placas ateromatosas, junto con la estenosis de las
arterias caroétidas y las concentraciones del colesterol total y del LDL, se relacion6 de
forma inversa con los niveles del FGF23, apoyando la hipotesis anterior (Ashikaga E y
cols., 2010).

Un segundo andlisis de regresion logistica, en este caso con la presencia de
calcificaciones vasculares como variable dependiente, si que puso de manifiesto que
los niveles de la forma intacta y la expresion vascular del FGF23, asi como el descenso
de los niveles de IL10, constituyen factores de riesgo para este evento. Como ya se
comentd, estudios previos han mostrado la expresion vascular del FGF23 y el
incremento de sus niveles circulantes en el contexto de calcificacion vascular (Voigt M
y cols., 2010). Sin embargo, apenas se ha estudiado la asociacion de estos incrementos
con la presencia de calcificacion y los pocos estudios que realizados Unicamente han
analizado la asociacion con los niveles del FGF23 circulantes, describiéndola en algunos
grupos en pacientes en distintas fases de ERC y en hemodidlisis (Nasrallah, MM y cols.,
2010; Desjardins L y cols., 2011). Resultados similares se han obtenido en estudios
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realizados en poblacion anciana, de forma independiente a factores de riesgo tradicional
(Schoppet M y cols., 2012) y en nifios con ERC (Paoli, S y cols., 2014). De manera
interesante, cuando se corrige por los niveles de los marcadores de inflamacion, esta
correlacion del FGF23 con la calcificacion vascular se ve mitigada (NasrAllah M y cols.,
2013). Aunque hasta la fecha, no se ha podido determinar el mecanismo molecular
fisiopatolégico exacto de la calcificacion vascular, se cree gque las altas concentraciones
de fésforo en los pacientes con la ERC juegan un papel importante en la aparicion de
esta patologia. Segun este razonamiento, el FGF23 deberia actuar como un factor
protector frente a la misma al promover la fosfaturia (Zhu D y cols., 2013). En el estudio
CRIC “Chronic Renal Insufficiency Cohort”, donde participaron 1501 pacientes con
ERC, se evalu6 la calcificacién de las coronarias y la aorta toracica mediante la
tomografia computarizada, encontrandose que los altos niveles del FGF23 no
aumentaban la prevalencia ni la severidad de la calcificacion vascular, al contrario de lo
gue se preveia. Los autores de este estudio sugirieron que FGF23 puede intervenir en
la prevencion de la calcificacion vascular gracias a su rol como hormona

hipofosfatémica.

Discusion general

El principal hallazgo de esta tesis es que los pacientes con arteriopatia aterosclerdtica
clinica y calcificacion vascular presentan concentraciones séricas significativamente
mas altas del FGF23, asi como una mayor inmunorreactividad y expresion génica en la
pared vascular en comparacion con los pacientes sin calcificacion vascular. Si el
aumento de los niveles sistémicos y vasculares del FGF23 puede promover o favorecer
directamente el desarrollo y la progresion del proceso calcificante en el lecho vascular

es actualmente un tema en discusion.

Los desajustes en el metabolismo mineral se relacionan con un incremento en la
morbilidad y mortalidad cardiovascular, no solo en la ERC sino también en la poblacion
general (Donate Correa Jy cols., 2012; Gonzalez Parra E y cols., 2012). Por este motivo,
en las dltimas décadas se ha prestado especial atencion al tratamiento de los mismos.
Actualmente, y dado que estos desordenes son particularmente graves en los pacientes
renales, uno de los mayores desafios de la nefrologia es mitigar el incremento en la
comorbilidad cardiovascular a través de tratamientos optimizados contra estos
desajustes. Sin embargo, definir a los verdaderos factores responsables de estos
desajustes es aun un asunto complejo; los principales componentes del metabolismo
mineral (el PI, la PTH, la vitamina D y el FGF23) estan fuertemente interconectados y

114

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccidn https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3785837 Codigo de verificaci édn: Vgtj4cgg

Firmado por: CAROLINA HERNANDEZ CARBALLO Fecha: 09/09/2021 10:14:05

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Javier Donate Correa
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:11:43

Juan Francisco Navarro Gonzalez
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

09/09/2021 13:37:05

Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/11/2021 09:34:22

124 /174



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica

Entrada

N° registro: 2021/94549
N° reg. oficina: OF002/2021/93511
Fecha: 10/09/2021 13:41:08

las variaciones en uno afectan a los otros mediante intrincados circuitos fisiolégicos de
retroalimentaciéon. Por tanto, las intervenciones realizadas en uno de ellos
inevitablemente provocaran alteraciones en todos los demés. Este hecho, junto con la
falta de ensayos aleatorizados y controlados con placebos, deriva hacia un debate
interminable sobre las estrategias dptimas de intervencién que obliga a confiar en el uso
de marcadores sustitutos no validados y pautas de tratamiento basadas en la
observacion. El uso de activadores selectivos de los receptores de vitamina D, de
calcimiméticos y de quelantes de Pi no basados en calcio, ha supuesto un gran avance
en este campo. Sin embargo, ain no han demostrado ser efectivos en términos de

reduccion de la mortalidad en ensayos controlados con placebo.

En este escenario, la aparicion del FGF23, ademas de provocar una revision en
los modelos actuales del control del metabolismo mineral, ha generado un nuevo
objetivo terapéutico potencial sobre el que actuar no exento de importantes
interrogantes (Wolf M.,2010). Aunque diversos estudios han demostrado la existencia
de una asociacion entre los niveles elevados del FGF23 en la ERC y la aparicion de
hipertrofia ventricular izquierda (Faul C y cols., 2011), calcificacion vascular (Nasrallah,
MM y cols., 2010) y un incremento en la mortalidad (Drazen JM y cols., 2015),
antagonizar los efectos de esta hormona a través de un bloqueo de sus acciones ha
arrojado resultados contradictorios con respecto a sus posibles beneficios clinicos. Asi,
continda el debate sobre si la elevacion del FGF23 en la ERC se trata de mecanismo de
ajuste fisiologicamente beneficioso, un fendmeno ominoso o simplemente un
“espectador inocente” (Ketteler My cols., 2012; Faul Cy cols., 2011; Shalhoub V y cols.,
2012). Se han realizado numerosos esfuerzos para explorar el papel predictivo del
FGF23 circulante en términos de criterios de valoracion clinicos concretos, como los
eventos cardiovasculares y la mortalidad. Los niveles altos del FGF23 se asocian de
forma independiente con una tasa de supervivencia reducida y enfermedad
cardiovascular en diversas cohortes tanto con enfermedad renal como sin ella (Drazen,
JMy cols., 2015; Jean Gy cols., 2009; Parker BD, y cols.,2010), lo que sugiere que el
FGF23 puede servir como un biomarcador tanto en la ERC como en pacientes con
funcion renal conservada. Por otra parte, aunque la asociacion entre el FGF23 y la
calcificacion vascular se ha demostrado repetidamente (Nasrallah MM vy cols., 2010;
Masai H y cols., 2010; Jean G y cols., 2012; Coen Gy cols., 2011), probablemente no
sea una relacion directa causa-efecto (Scialla JJ., 2013; Lindberg K y cols., 2013) sino
gue el incremento del FGF23 sea un testigo de la misma. Los resultados de esta tesis
apuntan a que puede ser asi, extendiendo la relacion entre el FGF23 y la calcificacion

vascular a su expresion de novo en el tejido calcificado.
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Ademas, el FGF23 posee varias caracteristicas que fortalecen su potencial uso
clinico como biomarcador. En primer lugar, estd muy desregulado en la ERC y sus
niveles se incrementan desde etapas muy iniciales en el desarrollo de la ERC. Ademas,
tanto los modelos de ERC in vivo que utilizan anticuerpos neutralizantes del FGF23,
como los estudios en humanos de individuos con funcién renal conservada y con ERC
temprana sugieren que el aumento del FGF23 precede a cualquier otra alteracion
manifiesta en el metabolismo mineral (Hasegawa H y cols., 2010; Mirza MA (ll) y cols.,
2009; Isakova T., 2011). En segundo lugar, existe una consistencia sorprendente en los
estudios observacionales que respaldan una asociacion entre el FGF23 y resultados
clinicos adversos. En tercer lugar, su valor predictivo es superior a cualquier otro
componente del metabolismo mineral incluso en relacién con varios factores de riesgo
cardiovascular clasicos (Drazen y cols., 2015; Isakova T., 2011; Wolf M y cols., 2011).
En cuarto lugar, la variabilidad intra-individual es menor y su estabilidad temporal mayor
que la de la PTH y el Pi, lo que proporcionaria una ventaja significativa a la hora de
establecer guias clinicas basadas en niveles del FGF23. Finalmente, el FGF23 conserva
su funcion predictiva en todos los estratos de las tasas de filtracion glomerular, incluidos
individuos sin ERC, pacientes en pre-didlisis, pacientes que reciben tratamiento de
dialisis, asi como receptores de trasplante renal.

Actualmente, el principal motivo de la determinacion del FGF23 en el &mbito
clinico es el diagnéstico diferencial de diversas enfermedades hipofosfatémicas que
incluyen el raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante (ADHR), el raquitismo
autosomico recesivo (ARHR), el XLH y la osteomalacia inducida por tumores (TIO), ya
que el paciente presenta niveles elevados del FGF23 junto con la hipofosfatemia.
Ademas, en el caso de los pacientes con TIO, donde la elevaciéon del FGF23 de debe a
tumores productores de esta hormona, la disminucion del nivel de FGF23 después de
la cirugia es una indicacion fiable de reseccion de todo el tumor (Yamazaki Y., y cols.,
2002). El interés clinico de este biomarcador potencial ha estimulado el desarrollo de
métodos automatizados que superen las limitaciones de los kits de ELISA. En 2011, se
desarroll6 un nuevo inmunoensayo de quimioluminiscencia automatizado iFGF23
(Donate Correa J y cols. 2013-Il). Este ensayo requiere solo pequefas cantidades de
suero o plasma (10pL) y estd completamente automatizado en un inmunoanalizador de
quimioluminiscencia. El impacto de la congelacion y descongelacion de la muestra
parece ser minimo, asi como la interferencia con la hemoglobina, la bilirrubina, el acido
ascorbico y el factor reumatoide (Shimizu Y y cols., 2011). Mas aln, recientemente ha
aparecido se ha introducido en la practica clinica un nuevo ensayo iFGF23 que ha
recibido una certificacion de marcado CE de la UE. La ventaja de este ensayo es que
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se puede ejecutar en una plataforma y que permite la medicion de otros parametros
importantes del metabolismo mineral. Esto representa una mejora real para los
laboratorios involucrados en este campo. La implementacion en plataformas
multianalizador reducen sustancialmente el costo y el tiempo de respuesta. Este ensayo
sandwich inmunoquimioluminiscente automatizado de iFGF23, desarrollado por
DiaSorin (Saluggia, ltalia) en la plataforma Liaison XL, utiliza tres anticuerpos
monoclonales. El primero, dirigido contra la porcion N-terminal, esta recubierto por
microparticulas. El segundo, consiste en un anticuerpo de revelacion marcado con
fluoresceina y dirigido contra la porcion C-terminal y el tercero esta unido con isoluminol
y reconoce la fluoresceina. Los trabajos publicados empleando esta plataforma
muestran que este ensayo presenta excelentes caracteristicas analiticas,
probablemente debido a la automatizacién, con resultados bastante similares al
inmunoensayo de quimioluminiscencia comentado anteriormente (Shimizu Y y cols.,
2011). En comparacion con el ensayo para iFGF23 de Immutopics, cuando se usO
Diasorin, las concentraciones de iIFGF23 aparecieron un 25% mas altas. Nuevamente,
estas discrepancias resaltan la necesidad de una armonizacién basada en un estandar
internacional. Sin embargo, aunque muchos de los estudios citados apuntan a que la
determinacién de los niveles en sangre del FGF23 podria cumplir los criterios para ser
un biomarcador de utilidad, no se deberia obviar la que quizas sea la pregunta mas
importante: ¢por qué el FGF23 predice estos eventos cardiovasculares? Es decir ¢ de
gué proceso es un biomarcador? Esta tesis ha intentado responder, al menos en parte,

a esa pregunta, aunque genera muchas nuevas.

Ademas, la deteccion del FGF23 en otros tejidos distintos del hueso, como las
paredes vasculares calcificadas, sugiere que la expresion local de esta proteina podria
jugar un papel directo potencial en el mantenimiento de la salud vascular o en el
desarrollo de procesos patoldgicos. Algunos autores ya han sugerido que la expresion
del FGF23 en placas calcificadas podria ser un mecanismo de defensa local mas que
un factor que contribuya a la mineralizacién de la pared vascular; esta afirmacion se
basa en el hecho de que la sobreexpresion del FGF23 in vitro suprime la diferenciacion
de osteoblastos (Voigt M y cols., 2010; Wang H y cols; 2008). Ademas, el FGF23 regula
indirectamente la secrecion de osteopontina en la matriz 6sea al suprimir la transcripcion
de fosfatasa alcalina y la produccion de fosfato en las células osteoblasticas, actuando
ademas a través de FGFR3 de una manera independiente de aKlotho (Murali SK 'y cols.,
2015). Estos procesos constituyen un novedoso mecanismo de retroalimentacion
autocrina/paracrina enfocado al ajuste fino local de la mineralizaciéon d6sea a nivel

esquelético que también podria estar presente a nivel vascular. En cualquier caso, el
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significado bioldgico de esta expresion extra-6sea del FGF23 es una cuestion que adn
debe abordarse en estudios mecanicistas y funcionales.

Se sabe que la calcificacion vascular aumenta la rigidez arterial que se asocia
con una baja oxigenacion del tejido renal (Pruijm M y cols., 2017). La hipoxia tisular es
el principal estimulo para la expresion de HIF-1 (factor 1 alfa inducible por hipoxia), un
factor de transcripcion hipéxico clave que es un inductor principal de la diferenciacion
osteocondrogénica de las células musculares lisas vasculares (Balogh E y cols., 2019).
Curiosamente, estudios in vitro recientes han demostrado que HIF-1 media la
produccion del FGF23 en la TIO, un sindrome paraneoplésico raro caracterizado por la
produccién aberrante del FGF23. De forma especifica, se ha confirmado mediante el
uso de ensayos de inmunoprecipitacion que la uniéon de HIF-1 a secuencias consenso
del promotor del FGF23, ejerce una activacion directa de la transcripcion de este gen
(Zhang Q y cols., 2016). Por lo tanto, es plausible especular con la existencia de un
circulo vicioso por el cual el aumento de los niveles del FGF23 puede contribuir a la
calcificacion vascular, que resulta en hipoxia tisular con la consiguiente estimulacion de
HIF-1 y, posteriormente, a la activacion transcripcional de la produccion del FGF23.
Finalmente, aunque los datos sobre la relacion entre hipoxia y aKlotho son escasos, un
trabajo muy reciente ha demostrado que los pacientes con apnea obstructiva del suefio
presentan niveles plasmaticos mas bajos de aKlotho en comparacién con los voluntarios
sanos del grupo control. Curiosamente, se observé una asociacion significativa entre la
reduccioén de las concentraciones de aKlotho y los marcadores de hipoxemia nocturna
(Pako, Jy cols., 2019). Por tanto, también es posible considerar que la hipoxemia tisular
inducida por calcificacién vascular contribuya en el descenso de los niveles de aKlotho.

El papel de la inflamacion en varias complicaciones relacionadas con los
desérdenes del metabolismo mineral, incluyendo la calcificacién vascular, esta bien
documentado (Stenvinkel P y cols., 2000; Yamagishi S y cols.,1999; Sage AP y cols.,
2010; NasrAllah MM y cols., 2011). En esta tesis, hemos investigado la relacion del
FGF23 con marcadores de inflamacioén determinando que, dentro del grupo de pacientes
con ECV, la inflamacién es factor que contribuye a la produccion de esta hormona.
Ademas, la relacion directa mostrada en esta tesis entre los niveles del FGF23 y los
niveles séricos y de expresion génica en CCSP de distintas citoquinas inflamatorias
apoya la existencia de un mecanismo de retroalimentacién entre el FGF23 y la
inflamacion. En este sentido, la reduccion de las concentraciones circulantes de esta
hormona podria suponer un objetivo terapéutico en pacientes con ECV. Una
aproximacion podria ser por ejemplo el uso de niacina (vitamina Bs) la cual, ademas de
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ayudar a controlar los niveles de colesterol, es capaz de inhibir la absorcién de fosforo
intestinal; asi en pacientes con ERC vy dislipidemia, el uso de niacina se ha relacion6
con una reduccion de un 11% de los niveles del FGF23 en comparacion con el estado
basal (Rao My cols., 2014)

Aunque los resultados de esta tesis no permiten aclarar los mecanismos por los
gue una reduccién de los niveles del FGF23 podria tener efectos beneficiosos sobre
dicho estatus inflamatorio, un posible mecanismo podria estar mediado por un efecto
indirecto a través de la vitamina D. Dado que el FGF23 es capaz de inhibir la 1 a-
hidroxilasa renal y de estimular la actividad de la 24-hidroxilasa, lo que resulta en una
reduccién de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D (Bhalla A y cols., 2020;
Damasiewicz MJ y cols., 2011) y dado que la vitamina D posee propiedades
antiinflamatorias ( Ren ZZ y cols., 2020; Mutt SJ vy cols., 2012) es posible elucubrar que
la reduccion del FGF23, con un aumento paralelo de los niveles de calcitriol, pudiera
explicar, al menos en parte, la modulacién observada de los marcadores inflamatorios.
Aunque como ya comentamos, en esta tesis no se determinaron los niveles de calcitriol,
un estudio desarrollado por Mendoza y col. (Munoz Mendoza J y cols., 2012) mostro
que las asociaciones observadas entre el FGF23 y los marcadores inflamatorios no
cambiaron después del ajuste para los niveles de calcitriol; sin embargo, una limitacién
de este estudio fue la utilizacion de diferentes tiempos de medicién para la vitamina D.
En cualquier caso, la regulacion de los niveles del FGF23 mediada por la vitamina D es
un hecho; la unioén del calcitriol a los receptores de la vitamina D (VDR) induce la
secrecion del FGF23 a partir de osteocitos y osteoblastos (Kolek Ol y cols., 2005) y esta
accion parece ser llevada a cabo también por los andlogos de vitamina D y de los
activadores de los VDR, dado que trabajos previos han reportado un aumento de los
niveles del FGF23 en sujetos en dialisis tratados con calcitriol, alfacalcidol,
doxercalciferol o paricalcitol (Kundhal K y cols.,, 2005; Hansen D vy cols., 2011;
Wesseling-Perry K y cols., 2009) y en trasplantados renales tratados con paricalcitol

(Donate Correa J y cols., 2016).

Otra posibilidad es la existencia de un efecto directo del FGF23 en las CCSP.
Aunque no hay estudios que aborden esta hip6tesis, un trabajo publicado por nuestro
grupo muestra la expresion de los receptores de FGF en trombos coronarios de
pacientes con sindrome coronario agudo (Donate Correa y cols., 2013). Dado que los
monocitos son el tipo de célula mas prominente en el sitio de oclusion (Wyss C y cols.,
2010), es posible especular que estas células pueden ser un objetivo para la accion

directa de FGF23 y que la reduccion de los niveles de esta hormona puede inducir una
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regulacion a la baja de los niveles de expresion de ARNm de citoquinas proinflamatorias
en estas células. Por ultimo, otra consideracién importante es la reciente demostracion
de que el FGF23, en determinadas condiciones, es capaz de unirse a receptores de
FGF y activar sefializaciones intracelulares en células que no expresan aKlotho (Faul,
C y cols., 2011; J Kurosu H y cols., 2007). Esto podria resultar en la estimulacién de la
expresion de moléculas pro-inflamatorias en CCSP, asi como ocurre en érganos como
el higado y el tejido adiposo (Faul C y cols., 2011; J Kurosu H y cols., 2007)
independientemente de la presencia del co-receptor Klotho, efecto que se veria

disminuido luego de la reduccién de las concentraciones del FGF23.

En definitiva, los hallazgos observados en este estudio vinculan la calcificacién
vascular con la mayor expresion del FGF23 en los vasos y con la elevacion de los niveles
circulantes de las dos formas solubles de esta hormona. Ademés, el aumento en la
expresion vascular del FGF23 ocurre junto con algunos de los miembros del sistema
FGF23/Klotho, lo que respalda la idea de que las vias de sefializaciéon que median los

efectos del FGF23 permanecen activas en el tejido calcificado.

Limitaciones del estudio

Aungue esta tesis presenta datos nuevos e interesantes, reconocemos varias

limitaciones. A saber:

e Tamafo muestral pequefio. El tamafio de muestra relativamente
pequefio del estudio podria hacer que algunos de nuestros resultados no
alcanzaran significacion estadistica y, en consecuencia, la capacidad de
describir la asociacion entre algunas variables podria estar limitada. Esto podria
hacer que los hallazgos realizados en estos grupos no sean transferibles a
poblaciones mas grandes. Por tanto, se necesitan mas estudios que incluyan
grupos mas grandes con Yy sin calcificaciones vasculares para confirmar estas

observaciones.

e Imposibilidad de inferir causalidad. Este es un estudio observacional
de caracter transversal que soélo permite detectar asociaciones entre las
variables analizadas, pero no causalidad. De igual forma, tampoco permite
valorar la influencia de los cambios en estos parametros con el tiempo y su

influencia en el pronoéstico de los pacientes. Por tanto, no se puede demostrar
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definitivamente una relacion causal entre el FGF23 y calcificacion, ni tampoco
conocer el papel de los vasos calcificados como fuente extraésea del FGF23.

e Influencia de variables confusoras no consideradas. Aunque se han
tenido en cuenta diversos factores tradicionalmente asociados con la ECV y la
calcificacion, es plausible la existencia de potenciales factores confusores no
considerados que puedan determinar en parte las asociaciones observadas. Asi,
no se midieron las concentraciones séricas de vitamina D y de hormona
paratiroidea -factores relacionados con el sistema FGF23 / Klotho con potencial
impacto en la calcificacion vascular- y, por tanto, no se puede descartar por
completo su posible influencia en la relacién entre FGF23 y calcificacion. Por otra
parte, una proporcién considerable de pacientes recibié tratamiento con anti-
agregantes, IECA/ARA2 o estatinas, algunos de ellos con propiedades anti-
inflamatorias conocidas, que pueden interferir con los resultados de nuestro
trabajo.

e Falta de control de variabilidad biolégica. El hecho de que cada
muestra utilizada en este estudio pertenezca a pacientes o individuos distintos
conlleva una variabilidad intrinseca a que hace que determinados analisis tengan
que ser valorados con precaucion. Esto es especialmente importante en el
analisis de expresion vascular de KL en funcién de la region de la muestra. En
este caso, un andlisis mas apropiado habria sido con muestras de todos los
territorios valorados por cada sujeto incluido en el estudio, sin embargo, en la
practica clinica es muy poco habitual que multiples sitios vasculares sean
analizados en el mismo sujeto, especialmente, cuando la valoracion clinica de la

ECV ya ha sobrepasado el horizonte de un sitio vascular concreto.

Corolario

La calcificacion vascular constituye un riesgo importante de mortalidad
cardiovascular. EI FGF23 es una hormona fosfatdrica producida por los osteocitos en
respuesta a los niveles de fosfato. Los estudios epidemiolégicos sugieren que el FGF23
esta relacionado causalmente con la mortalidad cardiovascular y, lo que es mas
importante, puede ejercer efectos directos sobre el sistema cardiovascular. La sintesis
de FGF23 por tejidos calcificados extra-6seos y su contribucién a la enfermedad

cardiovascular es una cuestion intrigante que no se ha estudiado de forma adecuada.
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Este estudio muestra que los pacientes con arteriopatia aterosclerética clinica y
calcificacién vascular presentan concentraciones séricas de FGF23 significativamente
mas altas, asi como una mayor inmunorreactividad de la proteina FGF23 y niveles de
expresion vascular de su gen codificante en comparacion con pacientes sin

calcificaciones vasculares.

Estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos mecénicos sobre la
fisiopatologia de la calcificacion vascular. La interrelaciéon entre el FGF23 y la
calcificacion en el lecho vascular abre nuevas vias de investigacion sobre el desarrollo
y progresion de la enfermedad cardiovascular, con evidente aplicabilidad clinica en el
prondstico, el diagnoéstico y las terapias. En conclusién, nuestros hallazgos relacionan
la calcificacién vascular con el aumento de la expresion del FGF23 en los vasos y con
la elevacién de los niveles circulantes de las dos formas solubles de esta hormona.
Ademas, el aumento de la expresion vascular del FGF23 es paralela a la de algunos de
los componentes del sistema de transduccién de su sefial, lo que apoya la idea de que
las vias de sefializacion que median los efectos de FGF23 permanecen activas en el
tejido calcificado. Si el aumento de todos estos niveles es un mecanismo que puede
promover directamente el desarrollo y la progresiéon del proceso calcificante o si
constituye una defensa contra la lesién, sigue siendo un tema de debate que necesita

mas investigacion.
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VIII. CONCLUSIONES

De los resultados presentados en el presente proyecto de tesis derivan las siguientes

conclusiones:

l. La enfermedad cardiovascular se caracteriza por un incremento en los
niveles del FGF23 circulante, siendo este incremento alin mayor en aquellos

pacientes con un diagndstico de calcificacion vascular arterial.

1. La hormona FGF23 esta presente en el tejido vascular arterial del paciente
con enfermedad cardiovascular, encontrdndose en mayor proporcion en los
territorios calcificados. Dado que ésta es una hormona sintetizada por los
osteocitos y los osteoblastos, podria considerarse que el tejido vascular

calcificado constituye una fuente extra-ésea para la misma.

II. Existe una asociacion directa entre los niveles sistémicos del FGF23 y la
inflamacion, lo que hace suponer que existe un efecto modulador sobre sus
niveles ejercido por el proceso inflamatorio. De hecho, tanto sus niveles en
sangre como su expresion vascular estan regulados por diversos parametros

inflamatorios que incluyen al TNFa.

V. Tanto los niveles del FGF23 circulantes como su expresion génica vascular
constituyen factores de riesgo para la presencia de calcificacion vascular. Si
bien este estudio no permite vincular a este factor con la etiopatogenia de la
calcificacion vascular, la presencia en el tejido vascular de la maquinaria de

transduccion de su sefial abre la puerta a plantear esta posibilidad.
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