FACULTAT DE MEDICINA
UNIVERSITAT DE BARCELONA

ESTUDI GENETIC DE LA PROGRESSIO DE LA
INSUFICIENCIA RENAL: ANALISI DE POLIMORFISMES
DE GENS IMPLICATS A LA FIBROGENESI

DOCTORANT: ELISABETH COLL

2004
DIRECTOR: CO-DIRECTOR:
Dr. Esteban Poch Lépez de Brifias Dr. Albert Botey Puig
Especialista Sénior Consultor
Servei de Nefrologia. Hospital Clinic Servei de Nefrologia. Hospital Clinic
TUTOR:
Dr. Albert Torras Rabassa

Consultor
Servei de Nefrologia. Hospital Clinic



TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll



Index

1

1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.14
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.2.5
1.2.6
1.2.7
1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.3.5
1.3.6
1.4
1.5
1.5.1
1.5.2
1.5.3
1.5.4
1.5.5
1.5.6
1.5.7
1.5.8
1.5.9

INDEX

INTRODUCCIO 7
causes de IRC [ definicio de [ PrOGreSSio.............uuwvveeevoieieieieieiseeieeieieeeeeieissesese st 7
Mecanismes RiSIOPALOIOZICS: .............c..c.ceeueueeeieieieieeieieieieiese sttt s b eseses s ssesesesesnanes 8
FQCHOFS TMPIICALS........oooeeese ettt 11
ESTUAL AE [0 PPOZGFESSIO ...ttt 21

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA ........ccoooieriii et 27
ANGIOLENSINOGEN ... 28
ROIIRIG: ...ttt ettt ae e 29
Enzim conversor de I'angiotensing (ECA) ...t 31
ANGIOLENSIAA L ...ttt ettt b et et e st bese b eneeseneesens 33
Receptors de I'angiotensing II: ATIR i AT2R .........cccooooeeeeceieieieeiieieieeieee e sesesns 37
AIAOSIETON ...ttt ettt b sttt b s s et aesesese s esenas 39
Tractament amb farmacs inhibidors del SRAA ..............ccocovovieiiiieiiesss sttt 42

FACTORS DE CREIXEMENT ......coitiieeieieieieieisisisisiseietsesees sttt sesesesssesssssssssssssssssassssssssssssasns 47
FIDFOGENESI.......coovoooeevoeeeeeeeeeeeeee e 47
Citocines en el dAnY SULAY .................ccoeueoirriieiieeieee ettt 48
TGE=Looeeeeeeeeeeeeee ettt 48
Accions biologiques del TGF-fI1 en la reparacio tiSULAT.....................c.cocoeveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeernan. 50
TGE-LI en la pAtoloia FENAL ...............o.ocoeeereeieiiieieieieeeieee e 52
Antagonistes del TGE-i AQENtS ANEIfIDIOCS..............c.cocveveeeeeeeeeeeeeieeeeee e 52

INTERACCIONS ENTRE EL SRAA TEL TGE-BI ..ottt 54

FACTORS GENETICS I PROGRESSIO DE LA INSUFICIENCIA RENAL............cooovvneerereeresnrnnnn. 56
Evidencies EXPErimentals. ................ccccccciiieirnrnreieietet sttt 56
EVIAENCIES CIIMIGUES. ..........cooeevieieiieiiteieteete ettt ettt 57
Definicio de POIIMOTTISIE: .............ccoooieeeeiieeeeeee ettt eesaeaas 59
Tipus d’estudis genetics en HTA/IR CPONICA.............ccooveeieueieieieeeeeeiee et 63
Gen de L’ angiotensinogen: polimorfiSme M235T...........ccccoveeererrrreeeee et 65
Gen de ’ECA: POIIMOVAISIE I/D ...........cooiiieieieieiieteeeeeeeee ettt 67
Gen del Receptor de 'angiotensing Il (ATIR) .............cccocceoveeereeeeenieieeeisieeeeieeesesssesesssseseseessssesenas 69
Gen de I'aldosterona Sintasa (CYPIIB2)...........coccooeeeoieieeeieieeesieieesseseissessssssesssessssssssesessssssesenas 70
G ACL TGEP ...ttt 72

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 3



1.5.10 Estudis que evaluen [’efecte de la combinacio de diferents polimorfismes genetics en la

hipertensio arterial, afectacio organica de la hipertensio i progressio de la insuficiéncia renal...................... 74
2 HIPOTESI DE TREBALL 79
3 OBJECTIUS 81
4 MATERIAL I METODES 83
4.1 SUBJECTES ...ttt e et &3
411 POBLACIO A ESTUDIAR.............ooooooooeeeeeeoeeeeeeoeeeeeoee oo 83
412 POBLACIO CONTROL..........oooooooooeeeeoeeeeeoeeeeeeeeeeeeeee oo 85
4.2 METODES ......iiimiaiesseeseeessssssssessee oo 86
4.2.1  Avaluacio de la progressio de Ia IR ..ot 86
4.2.2  ATIGMENE A L'ADN........c.cooooieeeiiiieetteeee ettt 86
4.2.3  QUAnBIficACIO de L'ADN ............ccoooooiiieieiiieieieieieieeeeeeet ettt s sttt enens 88
424 TOCHICA A LA PCR............oooeeeee ettt s s ettt e e s ne et senenn 89
4.2.5  Polimorfisme M235T de I’ angiOteNSIiNOZEN...............covereveriieiiiieicieieieieieieiseesss ettt 91
4.2.6  Polimorfisme Insercio/deleccio de I'ECA. ...t 93
4.2.7  Polimorfisme A1166C del gen del ATIR ..............ccooeioiiieeeieeeeeee et 94
4.2.8  Polimorfismes —344C/T i WT/conversio del gen de I’aldosterona Sintasa ..................ccocueeeeveenene. 95
4.2.9  Polimorfismes Leul OPro i Arg25Pro del gen del TGE-L ............cooceveoeeniereeiieesesssesessssenenes 97
4.2.10 ANGLST @SIAISTIC ...ttt bbbttt b e ese st sese e s esenns 100
5 RESULTATS 103
5.1 AnAlisi de la distribucio dels genotips en pacients amb IRT i en controls. ................coovvverrverrrvessneeens 103
5.2 2.AnAlisi de progressio cap a la IR terminal segons els diferents genotips...............coo...ooeveerereerrreeennnes 107
5.2.1  2.a. Analisi de la supervivéncia en funcio de cada eROHp ..............ooeeieecreeeeeresseee, 107
5.2.2  Analisi de la relacio entre la pendent de [a IR i els GENOUDS.............cccoovvveeeeceieieieererisieeeesesennas 115
5.3 Avaluacié de les dades clinic-analitiques i la seva influEncia sobre la progressio de la IR .................. 119
5.3.1  Caracteristiques cliniques de la poblacio @ eStUi...................cccoovoeeveeeeoinieeeieieieeeeee e 119
5.3.2  Caracteristiques cliniques en funcio dels diferents genotips: .............cccccvceeeeeeiiesssssnnennenen, 121
5.3.3  Analisi de la relacio amb la pendent de progressio i els diferents factors clinics. ................cc.c...... 126
6 DISCUSIO 133
6.1 Selecci6 dels polimorfismes del SRAA ...ttt sees 133
6.2 Seleccid dels polimorfismes del TGF-P1.......cccocviicieinirieieiieieiesieesese et ses e s s sens 134
6.3 Estudi de la velocitat de progressio com a tret fenotipic heterogeni..........ccovvveveeevrireeeeecereririeeeeeeereens 136
6.4 ANALISI DE LA DISTRIBUCIO DELS GENOTIPS EN PACIENTS AMB IRT I EN
CONTROLS ...ttt bbbttt bbbt b e 139
6.5 ANALISI DE LA PROGRESSIO CAP A LA IRT SEGONS ELS DIFERENTS GENOTIPS........... 140

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 4



6.5.1  ANALISI DE LA SUPERVIVENCIA EN FUNCIO DE CADA GENOTIP................ccooooocooeeeeeeee.... 140

6.5.2  ANALISI DE LA RELACIO ENTRE LA PENDENT DE LA IR I ELS GENOTIPS........................... 141
6.6 Avaluacio de les dades clinic-analitiques i la seva influéncia sobre la progressio de lair ..................... 143
6.6.1  Relacio entre etiologia de la nefropatia i ProgresSiO...............cccecveveeeeeveveiererereenieieeesseseseseesssns 144
6.6.2  Relacio entre la PA SiSIOlICA § PFOZFESSIO.......c.cvuvuvuverririeirieietttitieieeeieieieisie sttt 144
6.6.3  Relacio entre PTH SEFiCa § PrOZVESSIO.........c.cvvuvrririsieiieittieitieieieieete ettt sttt seienene 145
6.6.4  Relacio entre tractament amb IECA-ARA-II i PrOZIeSSIO ...........owueoeeirrueeiinieseeeeeeeeeeee e 145
6.7 Relacié entre patologia cardiovascular i polimorfisme del TGF-P........c.ccooveveiinierineieeneeisereiens 146
6.8 COMENLATT FINALL...c.eniuiiiiiieiiieteieteet et ettt ettt bbb bbb bbbt b et et e et es et es 148
7 Conclusions 149
8 BIBLIOGRAFIA 151

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 5



TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll



Introduccié

1 INTRODUCCIO

1.1 PROGRESSIO DE LA INSUFICIENCIA RENAL

1.1.1 CAUSES DE IRC | DEFINICIO DE LA PROGRESSIO

Principals causes de insuficiéncia renal terminal (IRT):

e Diabetis melitus (DM) : 10-40%
e Nefropaties vasculars: 10-20%
e Glomerulonefritis (GN): 15-20%
e Poliquistosi renal (PQR): 7-12%
e Nefritis instersticial (NIC): 8-18%
e Altres (malalties sistemiques,etc...) : 5-10%
e Causa indeterminada : 10-25%

La progressido de la insuficiencia renal (IR) es defineix com una
disminucié en el temps en el nivell de funcié renal. El parametre que
millor mesura el grau de dany renal és la tassa de filtrat glomerular (FG),
que es mesura per l'aclariment de creatinina, o be estimant el FG per

férmules a partir de la creatinina.
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Estratificacié de la IR :
1 Nefropatia amb FG normal o augmentat, >90 ml/min/1.73m?
2 FG entre 60 i 89 ml/min/1.73m?
3 FG entre 30 i 59 ml/min/1.73m?
4 FG entre 1529 ml/min/1.73m?

5 FG < 15 ml/min/1.73m? fins a I'inici de tractament substitutiu renal

1.1.2 MECANISMES HISTOPATOLOGICS:

A les darreres 2 decades els estudis clinics i experimentals han
augmentat el nostre coneixement sobre les causes de la patologia renal.
El coneixement dels diferents mecanismes patogenétics (vascular,
metabolic o inmunoldgic) que actuen sobre el glomérul, l'interstici o
ambdos ha provocat el desenvolupament d’importants avangos

terapéutics.

La insuficiencia renal cronica (IRC), un cop establerta, tendeix a
progressar cap a la IRT (independentment de quina sigui I'etiologia). La
magnitud del deteriorament anual varia d’'uns pacients als altres, i els
costos derivats del tractament de la IRT s6n enormes. A més la IRC és
un problema comu, en el “Third National Health and Nutrition

Examination Survey” avaluat des de 1988 fins a 1994, s’objectiva que el
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3% de la poblacié adulta dels EEUU tenien valors de creatinina elevats

(1).

Aquesta variabilitat dins de la progressié cap a la IRT depén de diferents
factors: els relacionats amb I'event inicial, la influéncia de factors

ambientals, i la susceptibilitat genética pel dany renal.

La majoria dels esforgos actuals de cara a frenar la progressio de la IR
es dirigeixen a un millor control de la pressié arterial (PA) (2) i a I'is de
farmacs inhibidors del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(3,4). La hipertensio arterial (HTA) és el principal contribuent en la
progressié de la IR en pacients amb IR amb o sense proteinuria (5). En
el cas de la nefropatia diabética és més determinant en la progressio el
control de la PA que el control de la glucémia (6). A més a més, la HTA
€s per si mateixa un factor de risc pel desenvolupament de la IRT (7,8) i
per una altra banda, la prevalenca de la HTA augmenta amb la

disminucié de la funcié renal (9).

Els mecanismes que intervenen a la progressio de la IR han estat dificils
d’establir degut a que:
1. Els glomeruls i linterstici tenen un repertori limitat de respostes

enfront la lesio i el ronyé respon a diferents insults de forma similar.
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Hi ha multiples mecanismes patogenétics que convergeixen a
'esclerosi, de forma que la majoria d’estructures cel-lulars son
reemplacades per col-lagen, fibroblasts i matriu mesenquimal amb la
conseguent disfuncié de les funcions de filtracid, secrecié i
reabsorcié. Les caracteristiques histologiques del ronyd en fase de
IRC avancada soén: la glomeruloesclerosi, la fibrosi i atrofia tubul-
intersticial, pérdua de les cél-lules renals natives i infiltracié per
monocits i macrofags.

2. El ronyé danyat té tendencia a deteriorar-se quan hi ha una part
important afectada de forma que la IR progressa malgrat que la

malaltia original no es trobi activa.

Figura 1.a. Esclerosi glomerular Figura 1.b. Atrofia tubul-intersticial

El deteriorament de la funcié renal correlaciona millor amb I'extensid del
dany tubul-intersticial que amb I'extensio del dany histologic glomerular

(10).
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11.3

1.1.31

1.

En els darrers estudis s’entén la IR progressiva com un mecanisme de
fibrosi progressiva a nivell de l'interstici en el que intervenen per una part

el SRAA (3,11) i els factors de creixement (12,13).

FACTORS IMPLICATS

Molts estudis s’han dirigit a identificar els factors que intervenen en la
progressid de la IR. Darrerament es tendeix a diferenciar-los en

mediadors del dany i factors predisponents.

Mediadors del dany:

Factors hemodinamics: Les rates sotmeses a una nefrectomia subtotal,

mostren una hiperfiltracié compensadora de les nefrones conservades,
ajuda a mantenir el FG global. Aquesta adaptacié també condueix cap a
la hipertensidé glomerular, proteinaria i IRC progressiva (14). Com ja és
ben conegut, la nefropatia diabética en fases inicials produeix un
increment del FG (15-17). Experimentalment, s’ha vist un increment de
la pressio hidrostatica en el capil-lar glomerular produint la hiperfiltracio,
degut a una major reduccio de la resisténcia a I'arteriola aferent respecte
a l'arteriola eferent (18). El feedback tubulglomerular contribueix a

I'autorregulacié del flux plasmatic renal (FPR) i del FG. Quan augmenta
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la pressio hidrostatica del capil-lar glomerular, incrementa el FG i el flux
tubular distal, és detectat pels sensors de la macula densa que activen
mecanismes efectors que a la vegada incrementen la resisténcia
preglomerular reduint el FPR, la pressié glomerulari el FG (19).

En la nefropatia diabética, la hipertensié glomerular produeix per si sola
un declivi cronic del FG, en part incrementant la fuga proteica a través
dels capil-lars glomerulars cap a I'espai de Bowman (20). S’ha descrit
que hi ha una massa renal critica per sota de la qual la hiperfiltracio
esdevé perjudicial. Pacients amb una pérdua de la massa renal superior
al 50% han demostrat tenir, a llarg termini, un increment del risc de

presentar proteinuria i IR (21).

2. Hipodxia: La hipoxia s’ha considerat tant una causa com un efecte de la
progressié. S’ha descrit una pérdua dels capil-lars intertubulars post-
glomerulars en la IRC de diferents etiologies (22). L’esclerosi glomerular
hi contribueix disminuint el flux sanguini tubular. L’'expansié de I'espai
intersticial pot també disminuir la perfusié capil-lar dels tubuls (23). La
hipdxia resultant afavoreix [lalliberament de les citocines pro-

inflamatories i fibrotiques.

3. Proteinuria: La proteinuria es produeix com a resultat de la hipertensio

capil-lar glomerular i del dany de la permeabilitat de la membrana bassal
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glomerular. La fuga proteica a través del glomérul es captada per les
célllules del tubul proximal per endocitosi. Aix0 produeix una
sobrecarrega proteica a nivell de les cel-lules tubulars proximals que
augmenta l'activacio de I'enzim conversor de I'angiotensina (ECA)
intrarrenal (24) i consecutivament via directa o mitjancant factors de
transcripciéo (25), provoca una produccié anormal de les seglents
citocines: ET-1, “monocyte chemoattractant protein”, entre d’altres (26).
Aquestes citocines afavoreixen la fibrosi, I'apoptosi i la infiltracié per
monocits propagant el procés. Diversos estudis han mostrat una
correlacié significativa entre la proteinuria i la velocitat de progressio,
especialment en diabétics (27-30). La proteindria no selectiva conté
nombrosos sistemes toxic-inflamatoris que promouen la progressio de la
IR: tots els components de la via alternativa del complement hi sén
presents; les lipoproteines inflamatories interactuen amb les cél-lules de
I'epiteli tubular renal induint citocines que promouen la inflamacié; el
ferro o la transferrina filtrats indueixen la formacié de radicals lliures
d’oxigen que també sén toxics per les cél-lules de I'epiteli tubular renal

(31,32).

4. Hipertensio arterial sistémica: La HTA és per si mateixa una important

causa de IR progressiva i quan la HTA apareix com a resultat de la
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patologia renal, és el factor de risc predominant per la pérdua accelerada
de la funcio renal. Un tractament precog i efectiu de la PA en pacients

amb nefropatia és la terapéutica més efica¢ per disminuir la progressio
de la patologia renal (33) i per disminuir la morbiditat i mortalitat
cardiovascular en pacients amb IRC ja sigui abans o després d’iniciar la

terapia renal substitutiva (34).

5. Activacio del complement: Degut a la permeabilitat glomerular anormal,

el complement pot entrar dins de la llum tubular i iniciar la formacié del

complex d’atac de membrana C5b-9 (35).

6. Angiotensina Il: Com ja comentaré més endavant, els ronyons contenen

tota la maquinaria necessaria per generar Angiotensina Il local (36).
Aquest sistema de renina-angiotensina (SRA) intrarrenal esta regulat de
forma independent del sistémic i juga un paper critic en l'autorregulacio

renal i el desenvolupament dels diferents processos fisiopatologics (37).

7. Aldosterona: També comentaré més endavant els diferents mecanismes

pels quals I"aldosterona pot mitjangar la progressio de la IR.
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8. Altres mediadors quimics:

8.a. Transforming-growth factor [ (TGF-f): Es comentara més
endavant

8.b. Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1): Hi ha 2 sistemes
principals implicats en la degradacié de la matriu extracel-lular
(MEC): el sistema del plasmindgen i el sistema de les
metaloproteinasses de la matriu. El PAI-1, que s’expressa en el
ronyo danyat cronicament, inhibeix la conversié de plasminogen
en plasmina i I'activacié de les metaloproteinasses de la matriu
conduint a un diposit de la MEC (38).

8.c. Oxid Nitric: Inhibeix la proliferacié mesangial i la sintesi de la
MEC i pot limitar la permeabilitat capil-lar; per tant resultaria ser
un mediador protector. La produccié d’oxid nitric ha demostrat
estar disminuida en la IRC en la majoria dels estudis pero no en
tots. Varies substancies sobreexpresades en la IR (tals com el
PAI-1 (39), dimetil arginina asimétrica (40), PDGF (41), TGF-B
(42) i ET-1 (43)) poden inhibir I'dxid nitric sintasa produint una
disminucié de la L-arginina a I"0xid nitric.

8.d. Endotelina: Hi ha diferents mecanismes pels quals I'endotelina
pot jugar un paper en la progressio de la IR:

e Bloqueig de la transcripcié de I'0xid nitric sintasa induible via

receptor ET-a (44)
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e Augment de I'expressié del gen del col-lagen 1 (45)

e Per remodelatge vascular (46)

e Per mediaci6 de la proteinuria (47)

e Estimulant la quimiotaxis de macrofags (44)

e Estimulant la proliferacié dels fibroblasts intersticials i la sintesi
de la MEC. (44)

8.e. Platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB): Implicat en la
progressid de la IR, estimula la proliferaci6 mesangial i
augmenta la sintesi de la MEC. Dues cadenes, PDGF-A i
PDGF-B, formen els homodimers o heterodimers. A nivell
experimental el PDGF-BB indueix la transdiferenciacié dels
miofibroblastes renals i la fibrosi tubul-intersticial (48). També
augmenta I'expressié del col-lagen tipus lll per les céllules

tubulars i els miofibroblastes (49).

1.1.3.2 Factors predisponents:

1. Etiologia de la nefropatia: La velocitat de perdua de FG també esta

relacionat amb el tipus de nefropatia: en general s’ha vist que la
nefropatia diabética, les GN, la PQR i la nefropatia del trasplantament es
troben associades amb una major pérdua de funcié renal respecte als

pacients amb nefroangiosclerosi (NAS) i patologia tubul-intersticial. La
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velocitat de perdua de funcié renal a la PQR o a la NIC, s’ha vist que és
menor que a les GN (50). L’aclariment de creatinina cau més rapid en
nens amb glomerulopaties que en nens amb hipoplasia o nefropatia
vascular; les nefropaties hereditaries també progressen més rapidament

que les nefropaties vasculars (51).

2. Sexe: El sexe masculi esta relacionat amb una progressié més rapida de
la IR (50,52,53). Les dones amb PQR autosomica dominant progressen
més lentament que els homes (54), observacions similars s’han descrit
en pacients amb nefropatia membranosa (55) i en nefropatia IgA (56).
Entre els mecanismes postulats hi ha lincrement de la resposta a
I'angiotensina Il en els homes (57) i I'efecte favorable dels estrogens en
’'hemodinamica glomerular. Els estrogens antagonitzen els efectes de
I'aldosterona, disminuint els seus efectes fibrogénics (53), a més

I'estradiol es capag de revertir la fibrogénesi mitjangada pel TGF-3 (58).

3. Raca: A la raga negra la IRC progressa més rapid que a la blanca per
raons no del tot conegudes (59,60). Els factors socioambientals i I'entorn
genetic s’han proposat com condicionants de la tendéncia cap a una

excessiva progressio de la IR en africans americans.
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4. Dislipémia: La IRC s’associa a un increment dels nivells de ftriglicérids,
lipoproteines de baixa densitat, lipoproteina (a) i disminucié de
'apoproteina (a). La IR per si sola pot promoure la hiperlipidémia
mitjangant la sota-regulacié de l'expressido de I'enzim lecitin-colesterol
aciltransferasa al fetge i la seva activitat al plasma (61). Recentment s’ha
descrit una correlacio entre una pérdua més rapida de la funcio renal i els
nivells circulants d’Apo B, colesterol i triglicérids (62). La hiperlipidémia
podria afectar adversament la funcié glomerular degut a la captacié de
les lipoproteines oxidades (63). Experimentalment la hipercolesterolémia
i la hipertrigliceridémia poden promoure proteinuria i dany tubul-
intersticial (64), mentre que el tractament hipolipemiant milloraria la
velocitat de progressio (65). A més la hiperlipidéemia afavoreix
I'aterosclerosi de les artéries renals i de les seves grans branques,

sobretot a la gent gran.

5. Edat: La relacio de la pérdua del FG amb I'edat esta basada en un estudi
realitzat per Hebert et al, en que analitza I'aclariment de iodotalamat a
357 individus d’edats compreses entre 17 i 70 anys, objectivant una
caiguda del FG d’1ml/min/any a partir dels 45 anys (66). Aquesta seria la

pérdua fisioldgica de la funcié renal.

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 18



Introduccié

Funcio renal (FG)

Normal

IRC

Edat 45 anys

Figura 2. Velocitat de pérdua de FG en individus normals i en pacients amb IRC.(66)

6. Tabaquisme: El tabac té efectes vasoconstrictors, trombotics i toxics
directes sobre I'endoteli vascular. El consum de cigarretes es un factor
de risc independent per a la progressié de patologia renal inflamatoria
(nefropatia IgA), patologia renal no inflamatoria (PQR) i nefropatia

diabética (67).

7. Hiperglicemia: La hiperglicemia provoca hiperfiltracié i hipertrofia

glomerular i hipertensié. Una glucémia elevada indueix el diposit de
proteines glicades a la matriu renal, acumulant-se i interferint amb la

funcié vascular. Aixo pot succeir inclds amb hiperglicemia moderada si té
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10.

una durada suficient i va associada als factors genétics apropiats (68).
S’ha vist que els homes amb DM tenen una incidéncia major de IRT
deguda a causes no diabétiques inclos després d’ajustar-ho per I'edat,
etnia, ingressos, PA, colesterol i historia de patologia arterial coronaria

(69).

Augment de I'homocisteina plasmatica: La hiperhomocisteinemia és un

factor de risc per l'aterotrombosi (70) i per la microalbuminuria en la
nefropatia diabética (71), probablement degut al dany endotelial produit

per I'estres oxidatiu.

Hiperfosfatémia: Hi ha estudis en animals i humans que indiquen que la

hiperfosfatémia promou la progressio de la patologia renal, possiblement
afavorint el dipdsit de calci i fosfat a nivell tisular i/o hiperparatiroidisme

(72).

Anémia: Un estudi randomitzat en pacients objectiva que si es controlava
la PA, la progressio de la IR s’alentia amb la correccié de 'anémia amb

I'administracio d’eritropoietina (73).
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11. Factors prenatals: Estudis en animals han mostrat una disminucio en el

nombre de gloméruls induint malnutricié uterina (74), perd no en relacio
amb la pérdua de pes en el moment del naixement (75). En els humans
el nombre de glomeruls correlaciona directament amb el pes de
naixement (76). Aixi mateix, hi ha una correlacié directa entre baix pes

de naixement i IRC (77).

12. Drogues d’abus: ElI consum d’heroina i d’altres opiacis (78) i de cocaina

s’han relacionat amb un risc augmentat per desenvolupar IRT (79). La
cocaina pot exacerbar la NAS hipertensiva a través de la progressié de

la isquémia renal.

13. Altres: Augment de la ingesta proteica (66), augment de la ingesta de
NaCl (80), obesitat (81), increment de la insulina enddgena (increment
del péptid C) (82), agents antiinflamatoris (83), depleccié de potassi

(84,85), etc.

1.1.4 ESTUDI DE LA PROGRESSIO

Actualment s’han descrit diferents técniques, cadascuna d’elles amb

diferents avantatges o desavantatges:
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> Mesura de la velocitat del canvi de l'invers de la creatinina: A la

majoria dels pacients amb IR progressiva, la mesura de la pérdua de
la funcié renal usant l'invers de la creatinina respecte el temps
permet obtenir una linia recta, la pendent de la qual ens indica si van
més o menys rapids (86,87). En un subgrup de pacients aquesta
progressio lineal no es compleix. En aquest sentit Shah et al. van
usar el métode d’analisi del “break point” per determinar aquell punt
en que la progressio presentava un canvi de pendent i van veure que
en el 32% dels seus pacients la mesura de la progressié quedava
millor ajustada per 2 linies rectes que per una sola (88,89) . Per
contra, I'estudi de Coresh et al. va trobar significatiu solament el 19%
dels “break point” practicats als seus pacients (90). Fins i tot en
aquelles situacions en que no es troba “break point”, les pendents de
'invers de la creatinina respecte al temps poden donar informacié

insuficient per avaluar la progressi6 (86,91,92).

Progressié mesurada amb el canvi de I'aclariment de creatinina: A no

ser que s’administri cimetidina 2 hores o 24 hores prévies a la
mesura de I'aclariment de creatinina (per bloquejar la secreci6 tubular
que es troba augmentada a les fases avangades de la IR i ens pot

donar mesures superiors a les reals), 'aclariment de creatinina és un
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indicador inadequat del FG. Aixi doncs no sorprén que la pendent
dels canvis sequencials de l'aclariment de creatinina, estigui poc
correlacionat amb el pendent dels mesuraments sequencials del FG

(93-95).

Aclariment de creatinina: Ccr= Cr O x Vm
CrS

Cr O= creatinina en orina en mg/dl

Cr O x Vm= excrecio urinaria de Cr en mg/minut
Vm= volum/minut (diuresi 24 hores / 1440 minuts)
Cr S= creatinina sérica en mg/d|

» Calcul de la pendent a partir del calcul del FG mitjancant |'Equacié de

Cokcroft i Gault (96):

Cl creatinina (ml/min) = (140-edat) x pes / (72 x Cr S)

(es multiplica el resultat x 0.85 a les dones)

o mitjancant I'Equacié MDRD (97-98):

Cl creatinina = 170 x (Cr S)%*®x (edat)®'"®x BUN " x Alb %38

(es multiplica x 0.762 a les dones)
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L’equacio de MDRD té alguns avantatges; és més acurada i precisa
que lequacié de Cockroft i Gault per persones amb FG <90
ml/min/1.73m?. Aquesta equacio prediu el FG com el métode del 1'%-
lodotalamat. Tot i aix0, aquesta equacié no ha estat validada en

nefropatia diabética, en pacients amb condicions comorbides

severes, en persones normals o en persones >70 anys.

» La mesura més ideal per seguir la progressio de la IR seria el calcul

de la pendent a partir de la mesura del FG mitjancant técnigues

isotdpiques, que son les més exactes (99). Aixd habitualment no es
fa, degut a que perqué fos util caldrien com a minim quatre
determinacions separades de forma regular en el temps, i a més els
pacients diagnosticats en fases inicials haurien de ser seguits durant
molts anys amb multiples determinacions del FG per establir una

velocitat de progressié estadisticament significativa.

» Temps des del descobriment de la IR fins arribar a ’'hemodialisi(HD):

tampoc dona una idea exacta de la progressio, perqué en un mateix
pacient la IR inicialment pot progressar més lentament i

posteriorment avancar molt més rapid cap a la IRT, o viceversa.
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» Temps de duplicacié dels nivells de creatinina sérica: molts pacients

no assoleixen aquest punt final (doble de valor de creatinina respecte

al valor inicial) si I'interval no és suficientment perllongat.

» Corbes de supervivéncia: una altra forma d’estudiar la progressio és

mitjancant la comparacié de les corbes de supervivéncia, agafant
com a punt final I'entrada en programa d'HD. El problema es la
manca d’un criteri unificat per iniciar el tractament substitutiu, i que
cal un seguiment perllongat (com a minim quatre anys). L’avantatge

principal és que evita 'assumpcio de linealitat.

> Limitacions a I’hora d’estudiar la progressio:

1. Moment del diagnostic: La IR en fases inicials cursa de forma
silent i es sol descobrir en fases més avangades o per contra en
fases precoces assimptomatiques per analisi practicades de forma
casual o per altres motius. Per tant els pacients procedents d’estudis
retrospectius poden haver estat diagnosticats en fases diferents de la
seva IR.

2. Manca de linealitat: Una altra limitacio prové de malalties tipus nefritis
lupica o altres GN, que poden fer brots nefritics amb insuficiéncia
renal aguda (IRA) i que poden respondre molt bé al tractament

immunosupresor retornant als nivells bassals de FG. En
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aquest tipus de patologia que avanca per brots es molt dificil
quantificar la velocitat de progressio.

3. Distribucié de les velocitats de progressio: IRC descobertes en
fases precoces que gairebé no progressen o es queden estables
durant molts anys, caldrien estudis prospectius amb molts anys de
seguiment. Sawicki et al. van seguir 66 pacients amb DM insulin-
depenent i IRC mitjangant aclariments d’inulina durant 2 anys i van
observar que un 51% milloraven, el 39% empitjoraven i un 10%
romanien estables (100). Toto et al. van estudiar 87 pacients
hipertensos no-diabétics amb FG <70 ml/min/1.73m? durant 40
mesos, amb un bon control de la PA; la majoria de les pendents eren
inferiors a 1 ml/min/any, tot i que 9 pacients van duplicar la creatinina

sérica (101).
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1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-
ALDOSTERONA

El SRAA a través dels seus efectes hemodinamics (sobretot
vasoconstrictor de l'arteriola eferent) i no hemodinamics (inductor del
creixement cellular) és un dels principals implicats en el
desenvolupament i la progressié de la IR (3). En aquest sentit s’ha vist
que els animals transgénics que expressen un gen de renina addicional
mostren un empitjorament més rapid de la funcié renal que aquells
sense el gen addicional, sense que es produeixin canvis a la PA
sistemica (102). | a més, la transferencia de gens de renina i
angiotensidogen humans a ronyons de rates, indueix [I'esclerosi
glomerular (103). D’altra banda, I'administracié d’inhibidors de I'enzim
conversor de I'angiotensina (IECA) ha demostrat tenir efectes protectors
sobre el rony0, reduint la microalbuminduria i retardant la progressio de la
IR, amb una eficacia superior de la que s’espera pel seu efecte
hipotensor (3,4). Aixi mateix, en els models experimentals de HTA, els
antagonistes del receptor de l'angiotensina Il (ARA-Il) també han
demostrat tenir efectes protectors sobre el cor i el ronyé alentint la
progressio de la nefropatia (3,11), ressaltant I'accié de I'angiotensina Il
com a fonamental en aquest procés. Malgrat tot, I'efecte protector sobre

el ronyo del bloqueig del SRAA no és complert, i hi ha un percentatge de
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malalts que progressa cap a la IRT. Per aquest motiu, altres factors a
més del SRAA s6n també importants en la génesi i progressio de la IR,

com es veura més endavant.

1.2.1 ANGIOTENSINOGEN:

L’angiotensinogen és una glicoproteina globular que conté quatre llocs
de glicosilacié, amb una massa molecular que varia entre 55 i 65 KDa
segons amb el seu estat de glicosilacié. El fetge és el principal lloc de
sintesi tot i que també es pot sintetitzar al cervell, grans arteries, ronyo i
teixit adipds. Aquesta proteina no s’emmagatzema al fetge, siné que es
secreta de forma continuada, de manera que els seus nivells plasmatics
reflexen la seva sintesi. L’angiotensindgen pot considerar-se com una
pro-hormona que sota I'accié (hidrolisi) de I'enzim renina és convertit en

angiotensina I.

La sintesi de l'angiotensindgen esta regulada per diferents hormones.
Els estrogens i els glucocorticoids estimulen la seva secrecid (104).
També augmenten els seus nivells en els processos infecciosos o en
lesions tisulars, fet que podria explicar-se per laugment dels
glucocorticoids enddgens que es produeix durant aquests processos, tot

i que s’ha vist que el gen de I'angiotensindgen conté elements que
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responen als reactants de fase aguda (105). La tiroxina i els androgens
també influeixen en la seva sintesi, i a 'embaras també incrementa
'angiotensindgen plasmatic, especulant-se el seu origen placentari
(106). Quan hi ha una binefrectomia també incrementen els nivells

d’angiotensindgen sense que se’n conegui la causa.

L’angiotensina Il produeix un “feedback” positiu sobre la sintesi del ARN
missatger (ARNm) de I'angiotensindgen i la produccié proteica, mentre
que la renina inhibeix la seva alliberacié (107). Durant 'administracié
d’'IECA s’objectiva una disminucié de I'angiotensindgen plasmatic i es
pensa que aquest descens és degut a un augment del seu consum per
la renina plasmatica i a una disminucio de la seva sintesi hepatica. S’ha
vist perd que la regulacié del SRAA no depén de la modificacié de la
concentracio de I'angiotensindgen; I'adaptacié als canvis en la ingesta de
sal estant mediats per una variacié brusca en l'alliberament de la renina,

mentre que la concentracié de I'angiotensindgen no es modifica (108).

1.2.2 RENINA:

La renina circulant es sintetitza al ronyé en forma de preprorenina, que

té un pes molecular aproximat d'uns 45 KDa. Posteriorment és
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glicosilada donant lloc a la prorenina amb un pes molecular de 47 KDa.
Després s’emmagatzema en granuls de les cél-lules juxtaglomerulars, on

es converteix en renina activa amb un pes molecular de 40 KDa.

La renina té una vida mitja de 15-20 minuts i es metabolitza
principalment al fetge, encara que una petita proporcié ho fa al ronyé. En
situacions d’alteracio de la funcié hepatica es produeix una disminucié

del seu aclariment (109).

La renina és un enzim secretat per les cél-lules de [Iaparell
juxtaglomerular com a resposta a fendmens que disminueixen la PA, la
perfusié renal o l'aportaci6 de NaCl a la macula densa i el sistema
nerviés simpatic (110). Dintre d’aquests fendmens s’inclouen canvis de
posici6 o en la volémia efectiva (tals com la deplecci6 de sal,

hemorragia, insuficiéncia cardiaca, sindrome nefrotic i cirrosi).

En el control de feedback hi participen: els barorreceptors de les
arterioles aferents, els receptors NaCl-sensitius de la macula densa i
I'activitat del sistema nervids simpatic renal eferent. En aquest sentit, els
nivells de renina circulants estan sotmesos a una estreta regulacio i

sotmesos a constants ajustaments.
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Sota circumstancies normals, els canvis en la biosintesi i la secrecid
renal de la renina, sén els principals determinants de la formacié de
'angiotensina |l plasmatica. La renina actua sobre I'angiotensindgen
convertint-lo en el decapéptid angiotensina |, el qual mitjangcant 'ECA,
que es troba localitzat a la superficie endotelial i a la circulacio, es

transforma en angiotensina Il.

1.2.3 ENZIM CONVERSOR DE L’ANGIOTENSINA (ECA)

L’ECA és un ectoenzim ancorat a la membrana cel-lular, amb el seu lloc
catalitic exposat a la superficie extracéllular. Es un component del
SRAA i del sistema Kalicreina-Cinina, convertint I'angiotensina | en
angiotensina Il, inactivant la bradicinina. Aquestes dues hormones tenen

efectes oposats en el to vascular i en la proliferacio cel-lular.

L’ECA és una metalopeptidasa que processa |'angiotensina | en
'octapeptid actiu angiotensina Il. La forma més ampliament distribuida
de la ECA (present a ceél-lules endotelials i epitelials) és 'anomenada
forma somatica en contrast amb la isoforma germinal de la ECA (trobada
als testicles). La forma somatica té un pes molecular de 170 KDa i té una
estructura repetitiva amb 2 dominis homolegs. La isoforma germinal té

un pes molecular menor de 90 Kda perd amb propietats enzimatiques
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similars a la isoforma somatica. Recentment s’ha descrit un homoleg de
'ECA anomenat ECA2, caracteritzada per tenir un sol domini enzimatic
que catalitza la transformacioé de I'angiotensina | a angiotensina 1-9, no
pot ser inhibida pels IECA; també intervé en la conversié de
'angiotensina |l a angiotensina 1-7, solament s’ha identificat a cor,
testicles i rony6 i es desconeix el seu paper en la regulacié del SRAA
(111).

L’ECA es troba ampliament distribuida per tot el cos. Es un component
de les membranes de totes les cél-lules endotelials aixi com d’algunes
cél-lules epitelials i neuronals.

El seu paper fisioldogic en diferents llocs (cervell, aparell reproductor i
gastrointestinal) no és conegut. A nivell cerebrovascular, probablement
actua com a mecanisme de control secundari per regular la concentracié
d’angiotensina Il als teixits periférics. Intervé en la regulacié de diferents
funcions cardiovasculars, regulacié del flux sanguini periféric regional,
modulacié de l'activitat simpatica local i estimulacié del creixement i
hipertrofia de les cél-lules musculars llises. A la glandula adrenal, 'enzim
s’expressa principalment a nivell medul-lar, el que recolzaria un paper
més important en l'alliberament de catecolamines que en la sintesi

d’aldosterona (112).
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1.2.4 ANGIOTENSINA Ii:

L’angiotensina Il és la principal hormona del SRAA. L’angiotensina Il
produeix una contraccio de la musculatura llisa vascular i un augment de
I'activitat del sistema nervids simpatic augmentant el flux simpatic central
i augmentant la quantitat de norepinefrina alliberada per les terminacions
nervioses simpatiques per impuls neural. L’angiotensina Il també
estimula l'alliberacié de norepinefrina i epinefrina des de la medul-la
adrenal, té efectes antinatriurétics i antidiuretics al ronyd i promou
l'alliberacié de vasopresina de la pituitaria i d’aldosterona de la zona
glomerulosa adrenal. Amb la combinaci6é de totes aquestes accions, el
SRAA juga un paper principal en el control de la PA i del volum extra-
cellular. A més dels seus efectes en I'homeostasi cardiovascular,
'angiotensina Il també juga un paper en la regulacio de la funcié cerebral
i contribueix en el control del creixement cel-lular (113-118), essent més
important per aixd que per la vasoconstriccio.
Produeix un increment de la PA de diferents maneres, mitjangcant el
receptor tipus 1 de I'angiotensina Il (AT1R):

e 1er Com a vasoconstrictor potent, augmentant la resistencia

vascular periférica
e 2o0n Promou la reabsorcié de sal mitjangant el transportador

Na+/H+ del segment S1 de la nefrona proximal
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e 3er Estimula la biosintesi i secrecié d’aldosterona per la zona
glomerulosa renal, la qual indueix la reabsorcié de Na+ per les
cél-lules principals del conducte col-lector.

La retencié de sal és responsable de I'increment del volum extracel-lular,
que augmenta la pressid hidrostatica i aixi mateix pot augmentar la

sensibilitat vascular a I'angiotensina |l i a altres vasoconstrictors (119).

1241 SRAAironyé:
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Figura 3. Esquema dels mecanismes d’actuacié de I’angiotensina Il en la

progressio de la IR (120).

El SRAA tradicionalment s ’ha considerat el principal regulador del volum
intravascular i la PA sistemica. Inicialment definit com a sistema endocri,

estudis recents suggereixen que també funciona a nivell autocri-paracri
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Els components del SRA es troben a diferents teixits, i hi ha evidéncia
d’'una sintesi local d’angiotensina Il.
Diferéncies entre el SRA tisular i SRA endocri:
e Estan regulats independentment
e EI SRA tisular esta més implicat en la regulacié vascular
cronica (121,122)
e |’activitat renina plasmatica no reflexa la produccio intrarrenal
d’angiotensina Il: la concentraciéo d’aquesta hormona és 1000

vegades superior al rony6 que al plasma (123).

L’angiotensina |l generada a nivell local s'uneix als receptors del
glomerul i causa constriccio de les cél-lules mesangials i de les arterioles
aferent i eferent alterant el coeficient d’ultrafiltracid glomerular. A més a
nivell renal, I'angiotensina Il produeix una expansi¢ del mesangi deguda
a la proliferacio/hipertrofia de les cél-lules mesangials i a un augment de

la MEC(124).

1.2.4.2 Angiotensina Il com a factor de creixement:

La majoria dels nostres coneixements sobre l'angiotensina |l com a
factor de creixement deriven d’estudis sobre els seus efectes sobre les

cél-lules musculars llises vasculars aillades (115,116,125,126). En
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aquestes, en preséncia de sérum l'angiotensina Il produeix hiperplasia

(127), mentre que en abséncia de sérum indueix hipertrofia (128).

1.2.4.3 Angiotensina Il i matriu extracel-lular (MEC):

Als gloméruls els principals contribuents a I'acumul de la MEC sén els
col-lagens tipus IV i V, les glicoproteines laminina i fibronectina i els
proteoglicans heparan sulfat, condroitin i dermatan sulfats, tots ells
sintetitzats per les céllules mesangials en cultiu. En determinades
condicions de cultiu i en situacions patoldgiques, les cél-lules mesangials
també sintetitzen grans quantitats de col-lagens intersticials (tipus | i Ill).
Diversos estudis han demostrat que I'angiotensina Il estimula la sintesi
dels components estructurals de la MEC a les cél-lules mesangials i de
la musculatura llisa vascular in vitro, observant-se un augment de
'acumul glomerular de fibronectina i col-lagen que produeix fibrosi

associada a proliferacié mesangial (129-132).

1.2.4.4 SRAA i fibrosi intersticial renal

La IR progressiva s’acompanya d’'un infiltrat intersticial de cél-lules
mononuclears que precedeix i acompanya l'atrofia tubular i la fibrosi
intersticial. La progressi6 de les diferents formes de GN esta

determinada més pel grau de dany tubul-intersticial que per I'extensio de
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I'afectacié glomerular. Alguns investigadors han suggerit que la infiltracié
de l'interstici renal per cél-lules inflamatories pot conduir a I'atrofia tubular
i a la fibrosi intersticial a través de la secrecié de citocines i factors de
creixement, amb el consequent estimul dels fibroblasts a proliferar i
produir proteines de la matriu (133). Les darreres dades suggereixen
que el SRAA circulant i tisular juga un important paper a la fibrosi
intersticial renal. Aixi s’ha vist que la infusié endovenosa d’angiotensina
Il va seguida d‘un infiltrat intersticial renal per cél-lules mononuclears
seguida d’un increment en la sintesi de fibronectina i col-lagen intersticial

pel ronyo (134).

1.2.5 RECEPTORS DE L’ANGIOTENSINA II: AT1IR | AT2R

Per a produir les seves accions, I'angiotensina Il interacciona amb
receptors especifics a la superficie de les cél-lules diana. La majoria de
les accions de l'angiotensina Il es deuen a la interacci® amb els
receptors AT1R i AT2R, tot i que hi ha altres subtipus de receptors (135-

138).

Els receptors AT1R predominen en els drgans i teixits involucrats en el
balan¢ hidroelectrolitic i la regulacioé de la PA. Aixi els receptors AT1 es

troben principalment en les adrenals, musculatura llisa vascular, ronyo i
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cor. També estan presents en arees cerebrals especifiques: hipotalem,
organs circunventriculars, nucli supraquiasmatic, nucli supraoptic, nucli
paraventricular i el nucli del tracte solitari, en el qual esta implicat en
l'alliberament de la vasopresina i del control neurogenic de la PA

(139,140).

Els receptors AT2R estan localitzats principalment al cervell, sobretot a
arees de control i aprenentatge de l'activitat motora, aixi com a les arees
sensorials i visuals i al sistema limbic (141). Els receptors AT2R son
particularment abundants als fetus, on mostren un patré d’expressio
transitori, d’aqui que s’hipotetitzi el seu paper en el desenvolupament

(142-144).

La majoria dels efectes de I'angiotensina Il (com a vasoconstrictora i com
a factor de creixement) estan mediats per 'AT1R, mentre que I'AT2R
tindria un efecte contrari antiproliferatiu i promotor de la diferenciacié
cel-lular (145). Les diferéncies en les respostes de proliferacié cel-lular
s6n degudes a que 'AT1R estimula la fosforilacié de proteines, mentre
que I'AT2R produeix defosforilacid de proteines. L'AT2R estimula la
vasodilatacié i la natriuresi mitjangant una cascada autocrina incloent la

bradicinina, oxid nitric i el GMP ciclic (146).
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1.2.6 ALDOSTERONA

Dins del SRAA, a més a més de l'angiotensina Il, estudis recents
atribueixen a 'aldosterona efectes fibrogenétics molt importants. Aquests
estudis mostren que en rates on s’ha frenat la proteinuria, la HTA i la
NAS mitjancant [l'administraci6 simultania d’ARA-Il i dIECA,
'administracio d’aldosterona en infusié augmenta la severitat de I'afeccio
renal fins al nivell de les rates no tractades (147). Aquestes dades
suggereixen que laldosterona pot exercir efectes fibrogénics
independents de l'angiotensina Il. Aquesta accidé de l'aldosterona es
troba recolzada per una série d’evidéncies experimentals i cliniques que

suggereixen una possible accio de I'aldosterona en I'etiopatogénia de la

Progressio de la insuficiéncia renal

Fibrosi vascular

\ Edema
Aldosterona
Excitabilitat Fibrosi
cardiaca Trombogénesi cardiaca

Figura 4. Accions de |’aldosterona (148).
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progressio de la IR, efectes, que serien independents dels efectes

coneguts de retencio de Na+ i vasoconstriccio implicats en la HTA.

En primer lloc és coneguda l'accié fibrogénica i hipertrofica dels
mineralcorticoids sobre el miocardi, i que la conseguent administracio

d’espironolactona mitigaria la hipertrofia cardiaca (149,150).

En l'aspecte renal hi ha estudis que objectiven un augment del col-lagen
tipus IV quan s’incuben cultius de cél-lules mesangials amb aldosterona

(151).

A nivell clinic s’ha trobat una correlacié significativa entre nivells
d’aldosterona plasmatica i velocitat de caiguda de la funcié renal en un

estudi longitudinal en pacients diabétics amb nefropatia (152).

Altres estudis han objectivat un increment dels nivells sérics

d’aldosterona en pacients amb IRC (153,154).

A nivell experimental hi ha estudis que comparen dany renal entre rates
amb 1/3 de la massa renal funcionant i adrenalectomia sense
administracié de tractament substitutiu amb mineralcorticoids (solament

glucocorticoids) i rates amb 1/3 de massa renal funcionant i sense
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adrenalectomia, objectiven menor lesio renal a les primeres (155).

En el model de rates “deoxicorticosterone acetate-salt hypertensive”
'administracié de mineralcorticoids induia lesions de NAS maligna i
accident vascular cerebral (AVC)(156); el desenvolupament d’aquestes
lesions és degut probablement a I'accio intrinseca dels mineralcorticoids
degut a que aquestes rates mostraven nivells baixos d’activitat renina

plasmatica i responien poc al tractament amb IECA.

Altres estudis objectiven que [I'administracio d’heparina produeix
proteccid contra el dany renal en rates amb 1/3 de massa renal
funcionant, podent-se atribuir aquest efecte a la supressid de

I'aldosterona per I’heparina (157).

Finalment hi ha estudis que demostren que la inhibicié dels receptors
dels mineralcorticoids de rates amb espironolactona atenuen la
proteinuria de forma important, posteriorment |['estudi histologic
demostrava menys lesions en el grup tractat amb espironolactona que

en el grup placebo (158).
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1.2.7 TRACTAMENT AMB FARMACS INHIBIDORS DEL SRAA

1.2.7.1 Inhibidors de I’enzim conversor de I’angiotensina (IECA)

Actualment hi ha una clara evidéncia, basada en estudis prospectius
randomitzats, de I'efecte renoprotector dels IECA, independent del seu

efecte hipotensor, en nefropatia diabética i no diabética (159).

A la nefropatia diabética, la renoproteccié dels IECA s’ha objectivat en
pacients amb DM-1 i DM-2 amb microalbuminuria, i en pacients amb
DM-1 amb nefropatia desenvolupada. L’evidéncia de la renoproteccio
amb IECA en els pacients amb DM-2 amb nefropatia desenvolupada és
menys clara, tot i que s’han descrit molts casos d’estabilitzacié de la

funcid renal i revertiment de la sindrome nefrotica amb DM-2.

A la nefropatia no diabética els IECA han demostrat tenir un efecte
renoprotector, independent del seu efecte en el control de la PA, perd
solament en pacients amb proteinuria de rang nefrotic (160). No obstant,
ajustant pels efectes sobre el control de la PA en la pérdua de la funcié
renal, proporciona evidéncia de que els IECA sbén renoprotectors
independentment del control de la PA a les nefropaties amb nivells

menors de proteinuria (de 1 a 3g) (4,161).
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La renoproteccié aportada pels IECA pot ser duradora. A la nefropatia
diabética (162,163) i a la nefropatia no diabética (164), el seguiment de 5
fins a 10 anys ha mostrat una remissié de la sindrome nefrotica
mantinguda i una funcié renal estable o amb una certa tendéncia a

millorar en alguns pacients.

1.2.7.2 Antagonistes del Receptor de I’angiotensina 2 (ARA-II)

Aquests farmacs sén antiproteinurics i hipotensors d’'una manera similar
als IECA (165). Els ARA Il tenen un perfil favorable en quant als efectes
secundaris, comparat amb els IECA els ARA-Il produeixen menys tos,
angioedema o hiperkaliemia. Els ARA Il s’han demostrat eficients com a

renoprotectors en els pacients amb DM-2 i nefropatia oberta (166).

1.2.7.3 Combinacio de ARA Il amb IECA

La combinacié d’aquests agents té avantatges teoriques degut a que el
tractament solament amb IECA o ARA Il té déficits terapéutics.

En quant als IECA, el déficit prové de que una part de I'angiotensina |l
generada és formada per una cimasa que no s’inhibeix pels IECA (167).
El tractament amb ARA Il no presenta aquest déficit perqué actua
directament sobre el receptor tipus 1 (AT1R) de I'angiotensina Il. Pero

d’'una altra banda, els ARA Il no inhibeixen la degradacio de la
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bradicinina (cosa que si fan els IECA), i la bradicinina pot tenir un
important efecte hipotensor (167). A més a més, els ARA Il no
suprimeixen d’una manera significativa la produccié d’aldosterona,
mentre que si que ho fan els IECA (168). Donat que l'aldosterona indueix
fibrosi tisular (169), els tractaments amb IECA que suprimeixen

I'aldosterona tenen un avantatge terapeutic.

Finalment dir que la terapia combinada d’IECA amb ARA Il fa que sigui
més eficient donat que la formacié d’angiotensina |l que no pot ser
inhibida totalment pels IECA acaba sent inhibida a nivell del receptor. En
aquest sentit, un estudi petit en pacients amb nefropatia IgA, va
objectivar que el tractament combinat IECA/ARA Il era més efectiva
reduint la proteindria que cada tractament per separat, malgrat

aconseguir nivells de PA similars (170).

1.2.7.4 Tractament amb inhibidors de I’aldosterona

Inicialment es podria suposar que els efectes adversos de I'aldosterona
podrien mitigar-se amb el simple bloqueig de la sintesi d’aldosterona
amb IECA o ARA-II. Pero s’ha vist que I'us d’'IECA inicialment causa una

disminucié aguda de la concentracié d’aldosterona, perd que en un
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us continuat aquesta supressié no es manté (171-174). Per aquest motiu
s’ha proposat que I'us d’antagonistes del receptor de Il'aldosterona
juntament amb IECA podria tenir un benefici addicional en la prevencio
del dany organic terminal (171,172). Les limitacions del tractament amb
antagonistes del receptor de l'aldosterona son la hiperkaliemia, la
ginecomastia i la impotencia en homes i de franstorns menstruals en
dones premenopausiques.

Per aquest motiu s’ha investigat un antagonista selectiu del receptor de
'aldosterona anomenat esplerenona. Aquest nou farmac produeix un
bloqueig efectiu de l'aldosterona sense els efectes secundaris sexuals.
Hi ha estudis en models animals que han mostrat que I'esplerenona
prevén l'aparicid de proteinuria i lesions renals en el model “saline-
drinking SHRSPS” (175). També en un altre model animal: model de
rates amb estenosi aortica ascendent, els animals tractats amb
esplerenona mostren una menor hipertrofia del ventricle esquerre (HVE)
respecte als animals no tractats (176).

El tractament amb antagonistes del receptor de I'aldosterona podria
presentar limitacions en situacions d’hipoaldosteronisme. En aquest
sentit hi ha estudis recents que han demostrat que alguns individus
d’edat avancada amb IR moderada desenvolupen hipovolémia lleu i
tendeixen a tenir nivells plasmatics baixos d’aldosterona. Aquestes

disminucions dels nivells de I'aldosterona podrien fer que els farmacs
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antagonistes del receptor de l'aldosterona fossin menys efectius, perd
aixo no és aixi per 2 motius:

1. Existéncia de sintesi extrarrenal d’aldosterona a nivell de
’endoteli i de les cél-lules de la musculatura llisa vascular,
mostrant una evidencia directa de que les ceél-lules vasculars
de per si son aldosterogéniques (177,178).

2. Laresposta a I'aldosterona pot estar dissociada dels nivells
circulants d’aldosterona. En aquest sentit Horiuchi et al van
demostrar un increment de la concentracié dels receptors dels
mineralcorticoids en els ronyons de M-SHRSPS en els quals el
desenvolupament de NAS succeeix sense una carrega de sal,
suggerint que un augment de la resposta als mineralcorticoids
pot succeir en abséncia d’un augment en els nivells circulants

d’aldosterona (179).
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1.3 FACTORS DE CREIXEMENT

1.3.1 FIBROGENESI

Donat que el SRAA no exerceix un efecte protector total en la progressié
de la nefropatia és probable que altres factors siguin importants en la
genesi i progressié de la IR.

La patologia cronica de la majoria de teixits com el ronyd, fetge, pulmo,
cor, medul-la dssia i pell es caracteritza per una fibrosi progressiva amb
pérdua lenta de la seva funci6. La fibrogénesi no s’ha d’entendre
unicament com un procés patologic sind com un excés en els processos
bioldgics que intervenen en la reparacié dels teixits (180). El principal
event en la reparacié normal dels teixits €s 'augment de les citocines en
resposta al dany tisular. La majoria d’estudis i evidéncies cientifiques
apunten al TGF-$ com a la citocina clau que inicia i finalitza la reparacio
tisular i que la seva produccié mantinguda provoca el desenvolupament

de la fibrosi tisular (181).
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1.3.2

1.3.3

CITOCINES EN EL DANY TISULAR

Els teixits estan constituits per grups organitzats de cél-lules envoltades
per una MEC i per una xarxa de vasos sanguinis. L’homeostasi tisular es
manté mitjangant la coordinacié del creixement cel-lular i la proliferacio
amb la produccié i recanvi de la MEC. Les ceél-lules aconsegueixen
aquesta coordinacié mitjangant l'activitat autocrina i paracrina d’uns
polipéptids anomenats citocines, també coneguts com a factors de

creixement (182).

Les citocines es diferencien de les hormones normals en que actuen a
nivell local i no a distancia. L'accié de les citocines pot ser positiva o
negativa (183). Les citocines regulen tots els aspectes del remodelatge
tisular, ja sigui planificat (en el cas de [I'embriogénesi i el
desenvolupament) o no planificat (carcinogénesi, reparacio tisular

després del dany tisular) (184,185).

TGF-$

El TGF-B és una citocina multifuncional que es va aillar de les plaquetes
i es va caracteritzar fa uns 18 anys (186). Als mamifers el TGF-f3 té tres

isoformes i les seves propietats biologiques sén gairebé idéntiques. El
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gen del TGF-p esta regulat en resposta al dany tisular i el TGF-p1 és la

isoforma més implicada a la fibrosi.

El TGF-B1 es sintetitza com una molécula precursora de 391 aminoacids
i per proteolisi allibera fragments peptidics i una subunitat de 112
aminoacids. El TGF-B1 actiu és una proteina dimeérica de 25kD
composta de 2 subunitats unides per un enllag disulfid. EI TGF-1 es
secreta en una forma inactiva (latent) que requereix activacié abans de
fer el seu efecte biologic. La forma latent del TGF-1 és un complex
d’elevat pes molecular en el qual el TGF-$1 esta unit de forma no
covalent a un altre péptid diméric. El TGF-1 latent s’emmagatzema a la
superficie cel-lular i a la MEC és convertit a TGF-f1 actiu per un
mecanisme desconegut. EI TGF-$1 s’uneix a 3 proteines de membrana:

els receptors tipus |, Il'i Il que es troben a la majoria de les cel-lules.

Els receptors tipus | i Il son serin-treonin-cinases transmembrana que
interactuen entre elles i faciliten les seves senyalitzacions (187). El
receptor tipus Il (també anomenat B-glican) és un proteinglican ancorat
a la membrana que actua presentant el TGF-B1 als altres receptors

(188).
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Els efectes del TGF-B1 en la sintesi i dipdsit de la MEC estan mediats
pels receptors tipus |, mentre que els efectes en el creixement cel-lular i

en la proliferacié estan mediats pel receptor tipus Ill.

La regulacié de la secrecié i activacié del TGF-B1 inclou complexes
processos post-transcripcionals, incloent ['estabilitzaci6 del ARNm,
'ensamblatge i activacio del complex TGF-1 latent i la modulacié de

I'expressio del receptor (189).

Altres citocines que intervenen amb el TGF-B1 en la reparacio6 tisular sén

el PDGF, basic fibroblast growth factor, tumor necrosis factor i la

interleukina-1 (180).

1.3.4 ACCIONS BIOLOGIQUES DEL TGF-31 EN LA REPARACIO TISULAR

Les plaquetes alliberen el TGF-§ al lloc del dany tisular. Per reparar el
dany tisular, el TGF-f indueix el diposit de la MEC estimulant
simultaniament la producci6 de noves proteines de la matriu
(fibronectines, col-lagens i proteoglicans), bloquejant la degradacio de la

matriu, disminuint la sintesi de proteases i augmentant la sintesi dels
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inhibidors de les proteases, i modulant I'expressio d’integrines de la
superficie cel-lular de forma que augmenta la interaccio cél-lula-matriu i

'ensamblatge de la MEC (190). EI TGF-1 també indueix la seva
produccio per les cél-lules, amplificant els seus efectes bioldgics (191).

En la reparacié tisular normal, la produccié de TGF-p1 i de la MEC
finalitza per mecanismes desconeguts de forma que el teixit danyat es
cura. Els pacients amb una patologia cronica, un defecte en la regulacié
del TGF-B1, el dany tisular repetit 0 ambdues coses, condueixen cap a la

produccio continua de TGF-f1 i MEC, conduint cap a la fibrosi tisular.
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Figura 5. Increment de la produccié de TGF-£ a la fibrogenesi. En la reparacio tisular
normal, la produccié de TGF-£i de la MEC finalitza per mecanismes desconeguts de
forma que el teixit danyat es cura. En pacients amb patologia cronica, la repeticié del
dany tisular, un defecte en la regulacié de TGF-f, o ambdues condueixen a una
producci6 continua de TGF-£i de MEC, resultant en la fibrosi tisular (192).

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 51



Introduccio

1.3.5 TGF-1 EN LA PATOLOGIA RENAL

En els animals la sobreexpressié de TGF-B1 mitjangant la injeccié
endovenosa, transferéncia genética transitoria o insercio transgénica ha
mostrat que el ronyé és susceptible a la fibrosi rapida (193). En patologia
humana s’ha demostrat un augment de la produccié de TGF-$1 a GN,
nefropatia diabética, NAS i nefropatia de I'empelt (12,13). Hi ha estudis
que atribueixen un paper clau del TGF-B1 en el desenvolupament de la
fibrosi intersticial i de I'endarteritis proliferativa

en el rebuig cronic de 'empelt renal i en la nefrotoxicitat per cyclosporina
A (194). S’ha vist que hi ha un augment de TGF-p31 i sintesi de proteines
de la matriu en animals d’experimentacié amb rebuig cronic de I'empelt
renal (195).

Aquesta dada és important per que fins al moment actual no hi ha cap
tractament efectiu capag d’aturar la pérdua progressiva de la funcié renal

associada a la nefropatia cronica de I'empelt.

1.3.6 ANTAGONISTES DEL TGF-8 | AGENTS ANTIFIBROTICS

Injectant un antiserum capa¢ de neutralitzar l'activitat del TGF-$1
s’inhibeix la seva accié al ronyo, pell, pulmo, cervell, articulacié i paret

arterial (196-201). El Receptor soluble tipus Il del TGF-1 inhibeix la
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unié del TGF-B1 als seus receptors de membrana i bloqueja la seva
accio; els receptors solubles tipus | i Il del TGF-B1, que tenen majors
afinitats pel TGF-B1, podrien ser més potents en el bloqueig d’aquesta
accio (191,202). El péptid associat al TGF-p1 latent que incrementa en
processos d’activacio del TGF-B1 podria ser usat per inhibir I'accio del
TGF-B1 (192). Hi ha diferents membres de la superficie del receptor
retinoids-esteroids que poden actuar com a reguladors post-
transcripcionals pels gens de les diferents isoformes del TGF-f1. La
manipulaci6 d’aquesta regulacié pot induir una disminucié de la
producci6 de TGF-f1 (203). Una altra possibilitat és utilitzar
oligonucleodtids TGF-f1-antisense. Una dieta baixa en proteines
disminueix I'expressié del TGF-f1 a les rates amb GN aguda (204).

Finalment els proteoglicans (dacorin i biglican) que s’'uneixen al TGF-$1,
sén capacos d’'inhibir la seva accié. Donat que la produccié d’aquests
proteoglicans esta induida pel TGF-f1, s’ha suggerit podrien ser els

reguladors naturals de I'accié del TGF-B1 (205).
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1.4 INTERACCIONS ENTRE EL SRAA | EL TGF-p1

Una possible explicacio de la particular susceptibilitat renal a la fibrosi pot ser el

recent descobriment de les complexes interaccions entre el SRAA i el TGF-1.

La forca de fregament intravascular, deguda a un augment de la pressio o el
flux, augmenta I'expressi6 de TGF-p1 i activa el SRAA a les cellules
endotelials (206). La depleccié de volum i la restriccio de potassi son estimuls
coneguts de la produccié de renina i també augmenten la produccié de TGF-3
a l'aparell juxtaglomerular (85,207). D’aqui ve que la hipokaléemia cronica pot
provocar IR.

L’increment de TGF-f i de renina i angiotensina Il produeix, d’'una banda
vasoconstriccié i hipertrofia cel-lular i de l'altra, un augment de I'aldosterona
amb un augment de la reabsorcié de sodi que acabaria produint hipertensio i
fibrosi renal. Quan es bloqueja el SRAA amb enalapril es produeix un increment
de la renina i també del TGF-B a I'aparell juxtaglomerular indicant que la
produccioé de renina i també del TGF-f esta corregulada (208). Com s’ha dit,
I'angiotensina Il indueix fortament la produccié de TGF-B i incrementa la seva
activacié en cultius cel-lulars i in vivo (127,133). A més I'angiotensina Il també
estimula la produccio del PAI-1 independent del TGF-1 impedint la degradacio

de la matriu (209).
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Tots els avangos que es van produint en el coneixement de la progressié de la

IR han de tenir la finalitat d’arribar a aconseguir un tractament efectiu que aturi

i/o alenteixi la progressié de la nefropatia. Aixi, essent el TGF-3 una citocina

clau en el procés de fibrosi renal, els seus nivells plasmatics post-administracio

d’'un IECA o un ARA-Il romanen elevats en molts casos i paral-lelament a una

considerable persisténcia de nefropatia (210,211). Per tant sembla que la

inhibicid del SRAA és insuficient per evitar la progressio de la fibrosi renal, i

probablement I'administracié conjunta d’un inhibidor del SRAA a un agent que

suprimeixi el TGF- pot ser superior a I'inhibidor del SRAA aillat.
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Figura 6. Accions glomerulars hemodinamiques i no hemodinamiques de I'angiotensina
Il'i les seves interaccions amb el TGF-£ (212).
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1.5 FACTORS GENETIC‘S | PROGRESSIO DE LA
INSUFICIENCIA RENAL

1.5.1 EVIDENCIES EXPERIMENTALS:

S’ha vist que animals transgénics que expressen un gen renina
addicional mostren un empitjorament més rapid de la funcié renal
respecte als que no tenen el gen addicional, malgrat presentar uns
nivells de PA similars (102). A més, estudis genetics recents han
demostrat que la transferéncia de gens humans d’angiotensindgen i
renina a ronyons de rates indueix esclerosi glomerular (103). També cal
destacar I'estudi en rates “fawn-hooded” en que es demostra I'existéncia
de dos gens, el gen Rf-1 i el gen Rf-2, responsables de la meitat de la
variabilitat genética respecte a I'empitjorament de la funcié renal; i un
tercer gen, el Bpfh-1, responsable del 26% de la variabilitat genética
respecte a la PA. Es demostra que Rf-1 afectava fortament el risc
d’empitjorament renal sense tenir efecte en la PA, suggerint que la
susceptibilitat al dany renal i a la HTA es troben sota control genétic

independent en aquesta cepa de rates (213).
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1.5.2 EVIDENCIES CLINIQUES:

Fins fa relativament poc temps, la rellevancia de factors genétics per
patologia renal progressiva estava limitada a malalties produides per un
unic gen amb heréncia mendeliana, tals com la PQR o la malaltia
d’Alport. Perd cada cop hi ha més evidéncies de que la IRC és una
patologia complexa en la que hi intervenen multiples gens. L’associacio
familiar de la nefropatia diabética i d’altres nefropaties (GN membranosa,
nefropatia IgA, i glomeruloesclerosi segmentaria i focal) amb diferents
patrons de HLA (214-217), suggereixen que la susceptibilitat per

desenvolupar aquestes patologies és deguda a influéncies genétiques.

D’una altra banda, la HTA, la hiperlipidémia i la DM afecten a centenars
de milions de gent arrel del mon. Perd curiosament, pacients amb la
mateixa condicié poden desenvolupar complicacions ben diferents (IRT,
cardiopatia isquémica, AVC) o no presentar-les. La causa d’aquesta
variabilitat és desconeguda, perd una hipotesi cada cop més plausible és
I'existencia de factors genétics que determinen o influencien el patr6é de
complicacions que desenvolupara el pacient. En aquest sentit, cada cop
hi ha més estudis que demostren que a diferents malalties renals hi ha

una susceptibilitat genética que afavoreix que la IR progressi malgrat un
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bon control de la PA i de l'administracio d'IECA (amb el seu efecte
antiproteinuric i nefroprotector) (3,4). Alguns estudis han demostrat una
forta associacié entre un historial familiar d’IRT i un risc elevat d’IRT,
suggerint un component genétic en aquesta patologia (218). A més,
'expressié dels gens del SRAA es troba regulada en part per
polimorfismes genétics freqlients a la poblacié general. Aixi mateix, la
recerca d’'una associacio entre polimorfismes genétics en gens candidats
i desenvolupament d’'IRT s’ha iniciat en els darrers anys. La progressio
de la IR (tal i com ja he explicat préviament) esta influenciada per la
interaccié entre multiples factors genétics, factors mediadors del dany i

factors predisponents.

Donat que el SRAA es troba implicat en la HTA, la qual és una de les
principals causes implicades en la progressié de la IR i també una
consequéencia del dany renal; els primers estudis genetics aplicats al
camp de la HTA es van fer sobre els diferents components d’aquest
sistema. Aixi, es van comencar a fer estudis de polimorfismes dels
diferents gens del SRAA en individus amb HTA essencial, en afectacié
d’drgan diana per la HTA i finalment en preséncia de nefropatia de
qualsevol etiologia i progressid cap a la IRT, com ja explicaré més

endavant.
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1.5.3 DEFINICIO DE POLIMORFISME:

Un polimorfisme és un canvi en la sequéncia de I'acid desoxirribonucleic
(ADN), i es defineix com aquella variacio genética detectable en almenys
'1% de la poblacid, aquesta variacié genética dona lloc als diferents
allels que son les possibles formes alternatives d’un determinat gen. Un
polimorfisme pot influir o no en el fenotip, on pot constituir un marcador
d’utilitat clinica. Els polimorfismes es poden produir a regions codificants

dels gens (0 exons) o en les no codificants (o introns).

S’ha vist que hi ha polimorfismes que tenen importancia en la
predisposici6 cap el desenvolupament de malalties d’heréncia
mendeliana (fibrosi quistica, distrofies musculars hereditaries, etc.), de
tumors (adenocarcinoma de colon, retinoblastoma, tumor de Wilms), i en
patologies amb patrons hereditaris complexes tals com la DM, la HTA i

I’aterosclerosi.

Els llocs del genoma huma on és més facil que es produeixin els
polimorfismes son les zones on es produeix la repeticié d’'una sequéncia

curta d’ADN varies vegades. Aquestes sequiéncies poden ser tant curtes
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com 2 parells de bases o tant llargues com cents de parells de bases

(també anomenades microsatél-lits).

Un polimorfisme pot resultar d’'una mutacié puntual, d’'una inserci¢ de
ADN, d’'una deleccio6 o de la variacié d’'una sequéncia repetida del gen o
a prop dell. Els tres primers tipus de polimorfismes son bial-lélics i
succeeixen al ADN intronic o frontera més que al ADN codificant, que sol
estar més conservat. Un polimorfisme bial-lelic cal que sigui prevalent
amb una frequencia del 30 al 50% per cada al-lel. Cada microsatél-lit té
tres o més al-lels, per tant son marcadors més informatius pels estudis

genetics.

Per mesurar la longitud dels polimorfismes a la sequéncia del ADN hi ha
fonamentalment dues técniques: la reaccié en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction o PCR) i la técnica del Southern Blotting. La
PCR s’usa més quan hi ha variacions de sequéncies curtes de dos, tres
o quatre parells de bases, mentre que el Southern Blotting s'usa més
quan hi ha variacions en la longitud del ADN de cents o mils de parells
de bases. La PCR utilitza “primers” (oligonucleotids) que es fixen als dos
punts que flanquegen el polimorfisme, mentre que al Southern Blotting la
localitzacié d’aquests dos punts es fa mitjancant la digestié6 amb enzims

de restriccio de les zones que flanquegen la sequéncia repetitiva.
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En aquest estudi els polimorfismes avaluats s’han analitzat mitjancant la

técnica de la PCR.

La técnica de la PCR és un meétode “in vitro” per a la sintesi enzimatica
de frequéncies especifiques d’ADN, utilitzant dos oligonucleotids de 15-
25 bases (anomenats cebadors) que hibriden en hebres i flancs oposats
del fragment d’ADN a amplificar.

Aquest procés es realitza mitjancant cicles en els que es modifica la

temperatura. Cada cicle es divideix en 3 passos:

1. Desnaturalitzacié de 'ADN (separacié de les 2 hebres, elevant la
temperatura fins als 95°C)

2. Uniod dels cebadors a les seves seqliéncies complementaries per
descens de la temperatura

3. Adequaci6 de la temperatura perqué pugui actuar la polimerasa i

d’aquesta forma sintetitzar el fragment de ADN que interessi.

A cada cicle s’obtenen el doble de cadenes que al cicle anterior. En el
suposit d’haver comencat amb una sola cadena doble de ADN, després
de 20 cicles es disposaria d’'un milié de copies del fragment amplificat

(219).
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enzim utilitzat per la PCR és I’'ADN polimerasa (Taq). Per a fer la PCR

un determinat fragment d’ADN, cal conéixer com a minim la sequiéncia

dels dos extrems del fragment. Coneixent aquestes seqlieéncies

nucleotidiques es sintetitzen els dos oligonucledtids o cebadors (un per

cada flanc i hebra), de forma que s’uneixen a 'ADN, formant-se un

fragment de doble cadena a cada hebra. A partir d’aqui la Taq

polimerasa pot sintetitzar les cadenes complementaries en direccioé 5°-3".

La solucié en la que es realitza la PCR ha de contenir basicament:

Tris.HCI, MgCI2, els quatre deoxinucleotids (ANTP), els cebadors i 'ADN

mostra.
Cicle 0
lAl [ T T T T T1 'A' ' ADN no amplificat
Seqliéncia diana
Cicle 1 Primer desnaturalitzat
orimer _ pe— LU i anclat
NN LTI LI Extensio del primer
P T[T [T T TN
ADN l
polimerasa
Cicle 2
EE % Primer desnaturalitzat
= i anclat
Extensio del primer
Cicles 3- 25

Figura 7. Cicles de la PCR. Un cop separades les cadenes, els cebadors s’uneixen a
les seves regions especifiques, permetent la sintesi de noves cadenes de ADN.
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1.5.4 TIPUS D’ESTUDIS GENETICS EN HTA/IR CRONICA

Per identificar els gens que intervenen en malalties poligeniques, del tipus HTA
o IRC, hi ha 2 tipus d’estrategies: els estudis de lligament i els analisi

d’associacié o transversals (220)

B Els estudis de lligament: Analitzen la freqiéncia de genotips en

membres de families afectes i no afectes. Els estudis de pedigrees
abarquen varies generacions de cara a generar resultats
estadisticament significatius. Aixd és dificil en una malaltia com la
HTA o la IRC. Un altre enfoc és l'estudi de parells de germans o
Analisi sib-par, el qual compara el numero d’allels compartits per
descendents afectats pel fenotip que s’estudia. S’'usen preferentment

microsateél-lits.

B Estudis d’associacié _cas-control: consisteixen en la comparacié de la

frequéncia de genotips de polimorfismes (o variants d’al-lels) dels gens
candidats entre pacients amb HTA o pacients amb IRC i poblacio
normotensa o amb normofuncié renal de control. La seleccié de les
cohorts pot ser transversal o longitudinal. Com a requeriments cal que
el gen s’hagi clonat, i com a minim cal un polimorfisme conegut del

gen. La part més important d’aquest tipus d’estudi és la selecci6 de
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pacients i controls. Cal que siguin de la mateixa raga, el més similar

possibles genéticament i en quant a edat, sexe, etc. Les freqléncies dels

allels estudiats al grup control han de ser similars a les frequéncies

reportades en poblacions de la mateixa raga. A més, és imperatiu que les

freqiéncies observades del genotip no siguin significativament diferents

d’aquelles esperades segons la formula

p>+2pq+q°=1

on p i q son la freqiéncia de cada al-lel del polimorfisme estudiat, i aixd
ens mostra que el grup a estudiar es troba en I'Equilibri de Hardy-
Weinberg. Es a dir que no hi ha esbiaixament a la mostra o poblacié a

estudi, que esta ben barrejada genéticament.

Els analisi d’associacid cas-control son molt potents i es basen en el
concepte del desequilibri de lligaments, que interpreta que 'associacio
d’allels a diferents locus no és per atzar, de forma que qualsevol
diferencia detectada és deguda a la coheréncia d’una variacié al-lélica
al locus proper (fortament lligat) que influeix en la susceptibilitat de
patir la malaltia. Cal a dir en aquest sentit, que els nostres estudis sén
d’associacié.

Els estudis d’associacio poden ser:

1. Directes: Quan la variaci6 és causa de la malaltia; soén

polimorfismes funcionals.
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2. Indirectes: La variacié no és funcional perd és marcador d’'una

variant a prop (no coneguda) que no causa la malaltia.

1.5.5 GEN DE L’ANGIOTENSINOGEN: POLIMORFISME M235T

A I'home hi ha diversos fets que apunten cap a una relaci6 estreta entre
'angiotensindgen i la PA, com soén la correlacié significativa entre les
concentracions plasmatiques d’angiotensindgen i la PA (221), les altes
concentracions plasmatiques d’angiotensindgen en individus amb HTA i
en els fills d’hipertensos respecte als individus normals (222), els nivells
plasmatics elevats d’angiotensindgen en adults joves hipertensos, fills de
pares hipertensos (222), el descens o elevacio de la PA en relacio a
'administraci6 d’anticossos antiangiotensindbgen o d’angiotensina
(223,224), I'expressio del gen de I'angiotensindgen en teixits directament
implicats en la regulacio de la PA (225), i I'elevacio de la PA en animals

transgénics amb sobreexpressié d’angiotensindgen (226,227).

El gen de l'angiotensindgen huma es localitza al cromosoma 1942-43
(228). S’han trobat quinze polimorfismes al llarg del gen de
I'angiotensinogen localitzats a I'ex6 2 i 3. Dues variants polimorfiques

del gen de l'angiotensindgen, el polimorfisme T174M i el polimorfisme

M235T, son les que han mostrat associacions amb fenotips.
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Cromosoma 1q 42-43

A LB G B G
| | , | = = = |
| | | | T = I:l | S— !
1 2 3 4 5 |
| ! | 9.5 kb |
| 55kb |
——
3.5kb Exons: 1,2,3,4,5

Llocs de restriccio: A,B,G,L

Polimorfisme M235T

M235 M235T 1235

303 pb
266 pb

Figura 8. Estructura del gen de I'angiotensinogen, localitzat al cromosoma
1q42-43.Imatge de les bandes corresponents als diferents genotips del
polimorfisme M235T del gen de I'angiotensinogen (229).

La variant polimorfica T174M, consistent en una substitucié d’una
treonina per una metionina a nivell del cod6 174, es troba associada a la

HTA (230).

La variant polimorfica M235T, consisteix en una transici6 T— C al
nucleotid 704 a I'exd 2, que resulta en una substitucié d’'una metionina

per una treonina a nivell del codé 235, s’ha associat a:
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B Nivells plasmatics elevats d’angiotensinogen amb el genotip TT vs
MM (230,231), que pot ser el resultat d'un augment en la sintesi o
d’una alteracio en la seva reaccio amb la renina.

B |nici precoc¢ de la HTA (232) i nivells de PA més elevats en pacients
amb nefropatia diabética (233), relacionat amb el genotip TT.

B Patologia coronaria (234), relacionat amb el genotip TT.

B Progressié més rapida cap a la IRT en pacients amb nefropatia IgA

(235), relacionat amb l'al-lel T.

1.5.6 GEN DE L’ECA: POLIMORFISME I/D

A 'home s’ha demostrat la preséncia d’'una variant del gen de 'ECA que
consisteix en la preséncia (insercid) o abséncia (deleccid) de 287 parells
de bases a I'intr6 16 del cromosoma 17. Els genotips resultants son tres:
el genotip DD (homozigot per la deleccid), el genotip 1l (homozigot per la
insercid), i el genotip DI que correspon a I'’heterozigot (236,237). Els
primers treballs realitzats investigant aquesta variant van observar que
aquest polimorfisme podia explicar entre un 30 i un 40% de la variabilitat
dels nivells plasmatics de 'ECA a la poblacié normal. Aixi, el genotip DD
s’associa amb nivells plasmatics més elevats, postulant-se que podria
intervenir en una major conversié d’angiotensina | a angiotensina II.

(236,237).
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gen ECA
11 13 22
Cromosoma 17 16 287 bp=
| y |
> <

Il ID DD 1l ID DDDD

490 bp
190 bp

1 2 3 4567 8910 12 14 1516 1718 1920 21 23 242526

Figura 9. Gen de I'ECA. Localitzacié del polimorfisme I/D de 'ECA. Imatge dels
diferents genotips del polimorfisme I/D del gen de 'ECA (238).

Fenotips associats al polimorfisme I/D de 'ECA:

B Relacié amb la HTA: Hi ha treballs que demostren una associacié

entre el genotip DD de 'ECA i la presencia de HTA (239-241), pero hi
ha d’altres estudis en que aquesta associacié no s’ha trobat (242-
244). També hi ha algun estudi que troba aquesta associacio entre el
genotip DD i la HTA en homes, perd no en dones (245). Una possible
explicacio per a aquesta variabilitat en els resultats pot ser degut a
que no existeix una relacié entre el gen de 'ECA i la PA, tot i que

probablement és degut a I'heterogeneitat genética de la poblacié
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estudiada, aixi com la propia heterogeneitat de la HTA.

B Relacié amb patologia cardiovascular (CV): el polimorfisme DD de

'ECA s’ha associat a un elevat risc d’'infart de miocardi (IAM), a la
HVE, a la miocardiopatia dilatada, aterosclerosi carotidea i AVC (246-
250). Altres estudis no ho han trobat (234).

B Associacid a una major predisposicid al dany renal i progressio de la

nefropatia en DM, HTA, nefropatia IgA i PQR (251-254).

1.5.7 GEN DEL RECEPTOR DE L’ANGIOTENSINA Il (AT1R)

El gen que codifica 'AT1R es troba localitzat al cromosoma 3 a la regi6

3921-qg25.

Regi6 codificant

A
v

87 133 186 573 1062 1166
I I ! b

Figura 10. Localitzaci6 del gen del AT1R a nivell del cromosoma 3 (255).
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1.5.8

S’han descrit diverses variants polimorfiques del gen del ATR1, uns
ubicats a la regi6 codificant: el T573C i el A1062G, que son silents; uns

altres ubicats a la regié 3": el A1166C, el G1517T i el A1878G.

La variant polimorfica A1166C, que consisteix en la substitucié d’'una
citosina per una adenina a la posicid 1166, és la que s’ha trobat
associada a manifestacions fenotipiques. L’al-lel C d’aquest polimorfisme
s’ha trobat associat a HTA (256), HTA greu (256), HTA preco¢ (257),
nefropatia diabética (258), HTA induida per I'embaras (259), rigidesa
aortica (260), HVE (261) i major vasoconstriccio arterial en resposta a

I'angiotensina Il (genotip CC) (262).

GEN DE L’ALDOSTERONA SINTASA (CYP11B2)

En el cortex adrenal, l'aldosterona es sintetitza a partir de la
deoxicorticoesterona mitjangant 'enzim aldosterona sintasa o CYP11B2.
El gen que la codifica es localitza al cromosoma 8, a la banda 8g22. Es
troba adjacent a un gen proper relacionat que codifica el CYP11B1 o
I'esteroid 11-pB-hidroxilasa, necessari per a la biosintesi de cortisol
(263,264). Les mutacions al CYP11B2 poden causar deficiéncia
d’aldosterona (265). Per contra, una forma hereditaria d'HTA,

I'hiperaldosteronisme sensible a dexametasona, és causat per
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recombinacions genétiques entre CYP11B1 i CYP11B2 que augmenten
'expressié del CYP11B2 i produeixen una secrecié inapropiada
d’aldosterona (266-268).

Recentment s’han descrit dos polimorfismes del gen de l'aldosterona
sintasa:

e El primer es localitza a la regié de regulacioé de la transcripcio
o promotor del CYP11B2, 344 nucledtids abans de la linia de
la sequéncia codificadora de la proteina. El polimorfisme
consisteix en el canvi d'una citosina per una timidina,
generant-se 3 genotips: -344CC (individus homozigots per C),
-344CT (heterozigots) i -344TT (homozigots per T).

e EIl segon polimorfisme es troba al segon intré6 del CYP11B2;
en alguns individus, la sequéncia habitual d’aquest intr6 esta
substituida per la sequéncia que es troba en el gen contigu
CYP11B1. Aquesta substitucid es denomina conversié, i els
al'lels a aquest locus s’anomenen 1 (conversid) i 2 (no
conversio) (269).

Els fenotips als que s’ha associat el polimorfisme -344CT sén: HVE
associada a l'al-lel C (270), major PA sistolica (PAS) i major excrecio
urinaria d’aldosterona associat al genotip TT (271), HTA amb renina

baixa associat a I'al-lel C (272) i IAM associat al genotip CC en
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pacients fumadors (RR 3.51), HDL baixa (RR 3.20) i PAS alta (RR 2)

(273-274).
-344 Intré 2 Cromosoma 8, banda 8922
T 1(conversio)
1 2 3 4 56 7 8 9

C 2 (no conversid)

Wt/con

Con/con

Figura 11. Localitzacié dels polimorfismes -344CT i WT/CON del gen de
I'aldosterona sintasa a nivell del cromosoma 8 (270).

1.5.9 GEN DEL TGF@1

El gen que codifica el TGFB1 es troba al cromosoma 1913, conté set
exons que codifiquen per una proteina precursora de 390 aminoacids
(275), que posteriorment és processada proteoliticament per generar la
proteina madura de 112 aminoacids. El promotor del TGF-1 conté dues
zones principals per a la iniciacidé de la transcripcié i multiples zones

reguladores, pero no té els tipics TATA o CAAT d'’iniciacio (276).
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Recentment s’han descrit vuit polimorfismes: tres es localitzen a la regio
5" del gen del TGF-B1 (a les posicions -988, -800 i -509), tres es troben a
la regio codificant (als codons 10, 25 i 263), una insercio es localitza a
nivell de la regié 5" a la posicio +72 (277), i finalment una deleccié d’una
citosina a la sequéncia que es troba vuit bases abans de I'ex6 5

(713-8delC) (278).

Codé 10 (MSPA1)

l
| ' F2
S | | | | |
0 100 200 300 400 500
Cromossoma 19913 CEE® 28 FE)
Exo 1
/ \
Codo 10 Codo 25

Lou/ Pro/pro 500 ob
Leu/leu euipro P

—_— 318 pb

Pro/pro — — 182 pb

Arg/arg Arg/pro

Figura 12. Polimorfismes del gen del TGF-£1 a nivell dels codons 10 25 (279).

En les darreres publicacions s’ha demostrat I'associacié d’alguns
d’aquests polimorfismes amb el IAM (al-lel progs, al-lel leuip), amb la

nefropatia diabética (al-lel leuqp), amb la nefropatia IgA (al-lel leusp), amb
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la regulacié de la PA (al-lel argys) i amb els nivells sérics de TGF-1

(al-lel argys)(277,280-285).

1.5.10 ESTUDIS QUE EVALUEN L’EFECTE DE LA COMBINACIO DE

DIFERENTS POLIMORFISMES GENETICS EN LA HIPERTENSIO

ARTERIAL, AFECTACIO ORGANICA DE LA HIPERTENSIO |

PROGRESSIO DE LA INSUFICIENCIA RENAL.

1.

2.

Williams SM et al. van avaluar I'efecte de combinacions en multiples
gens (ECA, angiotensindgen i AT1R) sobre la HTA. Van objectivar que
de 120 “multiliocus comparisons” possibles, setze s’associaven
significativament a la preséncia d’HTA, concloent que més que les
variacions en un unic gen, son les interaccions genétiques entre
multiples loci les responsables de les bases genetiques de la HTA

essencial (286).

Pontremoli R et al. van estudiar la influéncia de diferents
polimorfismes del SRAA (ECA, angiotensindgen i AT1R) en
I'afectacié organica de la HTA. Van objectivar que els pacients amb
els genotips DD i ID de 'ECA presentaven uns nivells superiors de
microalbuminuria i una major massa ventricular. Els altres genotips
no van mostrar associacido amb l'afectacié organica de la HTA, quan
s’estudiaven ailladament. No obstant, van descriure una associaci6

constituida amb els genotips DD/ID de 'ECA, TT/TM de
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I'angiotensindgen i AC/CC del AT1R, que s’associava a un major dany
CV, a una major excrecio urinaria d’albumina, major massa ventricular

esquerra i major gruix de la paret carotidea (287).

3. Tomino Y et al. van avaluar la influencia de diferents gens del SRAA
(Angiotensindgen, ECA i AT1R) en pacients amb DM no insulin-
depenent. Van trobar una relacié entre el genotip DD de 'ECA i la
progressié de la nefropatia diabética en tot el grup de pacients, i en el
subgrup femeni també s’hi associaven els genotips AC/CC de 'AT1R.
Per6 a l'estudiar combinacions d’aquests genotips no varen trobar

associacio amb la progressio de la nefropatia diabética (267).

4. Zoccali C, a I'estudi REIN, va avaluar I'efecte causat pels polimorfismes
de 'ECA i de l'a-aducina en la progressio de la IR. Va objectivar en
aquest estudi, que en pacients amb nefropaties proteindriques no
diabétiques, la progressié de la IR era independent dels genotips de
'ECA i de 'c-aducina. No obstant, el genotip de 'ECA era predictor de
I'efecte renoprotector dels IECA. Un subgrup dels pacients estudiats amb
nefropatia IgA, mostraven una tendéncia a una progressié més rapida en

els homozigots pel DD (288).
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5.

6.

Lovati E va estudiar la influéncia de diferents polimorfismes del SRAA
(M235T de l'angiotensindgen, ID de 'ECA i -344TC de l'aldosterona
sintasa) en la progressié de la IR. Va concloure que la susceptibilitat
per la IRT i una progressidé meés rapida cap a la IRT, estava associada
al polimorfisme M235T de I'angiotensindgen en pacients amb DM. En
la poblacio global, la progressié més rapida cap a la IRT s’associa al
polimorfisme ID de la ECA, i al polimorfisme M235T de
'angiotensindgen quan s’avaluen solament pacients amb GN (289).
En aquest estudi els unics factors clinics analitzats van ser la PA i la

presencia de DM.

Wang et al. van avaluar la influéncia de tres polimorfismes genétics
(a-aducina Gly460Trp, ECA 1I/D i aldosterona sintasa -344C/T) sobre
la funcié renal. Van objectivar una associacié entre els al.lels D de
'ECA i el Trp de I'a-aducina amb un empitjorament de la funcié renal
(290). En aquest estudi es va avaluar també el tractament amb

hipotensors, DM i proteinuria, i no s’afectaven els resultats.

En aquests estudis citats en que s’analitza la relacié entre la progressio

de la IR i diferents polimorfismes, no s’analitzen simultaniament altres

variables clinic-bioquimiques que també podrien influir en la progressio

dela IR.
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Introduccié

He plantejat un estudi en que s’analitzin tant les variables clinic-
analitiques com les variables genétiques.

La seleccio dels polimorfismes genétics del SRAA es deu a la influéncia
dels diferents components d’aquest sistema en la progressio de les
nefropaties, ja sigui pel fet de participar en el control de la PA o pel fet
d’intervenir en la proliferacio/hipertrofia de les cél-lules mesangials i a
'augment de la MEC.

D’altra banda, la tria dels polimorfismes del TGF-1, prové dels diferents
estudis que impliquen aquest factor de creixement com un dels principals

implicats en la fibrosi dels diferents teixits.
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Hipotesis de treball

2 HIPOTESI DE TREBALL

1. Els malalts amb IR presenten una susceptibilitat individual en quant a la
progressio cap a la IRT, que és:
a. Independent en part dels tractaments proposats per frenar
aquesta progressié (bon control de la PA, administracio de
farmacs inhibidors del SRAA).

b. Independent de I'etiologia

2. Els efectes genetics sobre el desenvolupament o progressio de la IRC sén
additius i interaccionen amb factors clinics. Dels estudis clinics i experimentals
sobre la fisiopatologia de la fibrogénesi renal es deriva que diferents gens
poden estar associats al risc de presentar una progressié més rapida de la IR i
que podrien interaccionar epistaticament entre ells: com son els gens del SRAA

(angiotensinogen, AT1R, ECA, aldosterona sintasa) i el gen del TGF-31.
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Objectius

3 OBJECTIUS

La finalitat d’aquest projecte és :

1. Analitzar si els polimorfismes del SRAA (M235T del gen de
I'angiotensinogen, ID del gen de I'ECA, A1166C del gen del
AT1R, CT i conversio/no del gen de I'aldosterona sintasa) i els
polimorfismes del codo 10 i 25 del TGF-B1 estan associats a
IRC, comparant pacients amb IRC en HD versus un grup

control.

2. Analitzar si els polimorfismes del SRAA (M235T del gen de
I'angiotensinogen, ID del gen de I'ECA, A1166C del gen del
AT1R, CT i conversio/no del gen de I'aldosterona sintasa) i els
polimorfismes del codo 10 i 25 del TGF-1 estan associats a

un ritme de progressio de la IRC més rapid cap a la IRT.

3. Avaluar la interacci6 entre factors genétics i variables cliniques

en la progressio de la IRC.
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4 MATERIAL | METODES
41 SUBJECTES

411 POBLACIO A ESTUDIAR

Criteris d’inclusio:

e La mostra analitzada eren pacients amb IRT en programa d’HD a
la Divisi6 de Nefrologia de I'Hospital Clinic de Barcelona i a dos
centres periferics d’'HD depenents de I'Hospital. La informacié
clinica aixi com les dades analitiques avaluades provenien de
I'acurada revisio de les histories cliniques dels pacients aixi com
la revisié de les dades analitiques informatitzades. L’'estudi va ser
aprovat pel Comité Etic de I'Hospital Clinic.

e Solament es seleccionaren per l'estudi aquells pacients que
haguessin estat seqguits al nostre hospital per IRC almenys durant
un any, i dels quals n’haguessim recollit com a minim 4
determinacions de funcié renal avaluades amb la creatinina, per
poder calcular el pendent de progressi6 amb linvers de la

cretinina respecte al temps.

Material i Métodes
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e |’edat a la qual arribaven a la IRT es considera el moment en el
que iniciaven I'HD.

o Després d’aquesta seleccid, els pacients que complien els criteris
d’inclusié donaven el consentiment verbal i eren inclosos per a
I'estudi.

e Els factors de risc per a la progressio avaluats van ser: edat, sexe,
tabaquisme, etiologia de la IR, PA, hiperuricemia, dislipémia,
calcémia, fosfatémia, paratohormona intacta (PTH;), tractament
amb IECA. Totes aquestes dades van ser recollides al moment de
la primera visita a consulta externa al nostre hospital per IR.

e Una altra dada recollida va ser la preséncia d’events CV durant el
periode de seguiment:

-Cardiopatia isquémica (diagnosticada per criteris clinics, analitics,
electrocardiograma i/o cateterisme cardiac),

-AVC (diagnosticat per criteris clinics i técniques d’'imatge, ja sigui
tomografia cerebral o resonancia)

-Vasculopatia periférica (diagnosticada per criteris clinics i/o per

arteriografia periférica).

Criteris d’exclusio:

e Pacients en HD com a consequiéncia de IRA.

Material i Métodes
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e Pacients en HD com a consequéncia duna IRC, pero
diagnosticada en fase terminal o sense les dades suficients per

haver-ne pogut seguir I'evolucié.

4.1.2 POBLACIO CONTROL

Criteris d’inclusio
e La mostra analitzada provenia de donants del Banc de
Sang i de pacients ingressats electivament per cirugia
als serveis d’oftalmologia i d’otorrinolaringologia.
o Edat compresa entre 251 85 anys.
e PAS inferior a 130 mm de Hg i PA diastolica (PAD)

inferior a 85 mm de Hg.

Criteris d’exclusio:
e Preséncia d’'HTA, DM, nefropatia o IR.
e Preséncia de patologia CV (cardiopatia isquémica,

AVC o vasculopatia periférica).

Material i Métodes
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4.2.2

4.2 METODES

AVALUACIO DE LA PROGRESSIO DE LA IR

La progressio de la IR es calcula a partir del valor obtingut per analisi de
regressiod lineal simple dels valors de l'invers de la creatinina respecte al
temps. La pendent obtinguda amb aquesta técnica ens proporciona una
estimacio de la velocitat del canvi en la funcié renal respecte al temps i
ens serveix com a mesura del perfil de progressi6 de cada pacient
individualment.

De cara a poder utilitzar el valor obtingut en diferents analisi comparant-
ho a les altres variables, la distribuci6 d’aquestes dades s’examina
graficament i amb el test de Kolmogorov-Smirnov. Finalment s’aplica una
transformacié logaritmica als valors absoluts de les pendents per

corregir 'assimetria.

AILLAMENT DE L’ADN

L’ADN s’ailla dels linfocits de sang periférica pel métode de precipitacid
salina.

Meétode de precipitacié salina: S’extrauen 10 ml de sang i es col-loquen

en un tub de 50 ml amb heparina sodica, EDTA-K o citrat tri-sodic.

S’afegeix serum fisiologic fins a omplir el tub. Posteriorment es
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centrifuga a 2700 rpm durant 10 minuts, descartant el sobrenadant amb
la pipeta Pasteur. S’afegeix el buffer de lisi d’eritrocits fins a omplir el tub
de 50 ml. (buffer de lisi d’eritrocits: Tris-HCI 20 mM, MgCI2 5 mM).
Després es centrifuga a 3700 rpm durant 10 minuts i es descarta el
sobrenadant. Es torna a afegir el buffer de lisi d’eritrocits fins a omplir el
tub de 50 ml, es torna a centrifugar a 3700 rpm durant 10 minuts i es
descarta el sobrenadant. S’afegeix 6 ml de buffer de lisi de leucocits, 400
ul de SDS (10%) i 1 ml de la solucié de proteinasa k i es barreja amb
una pipeta de 5 ml fins que tingui un aspecte homogeni. (Buffer de lisi de
leucocits: NaCl 0.4 M, EDTA 2 mM, Tris-HCI 10 mM). (Solucié de
proteinasa K: proteinasa K 2mg/ml, SDS 1%, EDTA 2 mM). S’incuba a
37°C durant 4 hores o tota la nit en agitacio. S’afegeix 1.3 ml de NaCl
5.5 M (saturat). S’agita 15 segons en el vortex i es centrifuga a 4100 rpm
durant 20 minuts. Es recull el sobrenadant i es centrifuga durant 20
minuts a 3500 rpm, per acabar d’eliminar les sals precipitades que no
s’havien eliminat en la primera centrifugacio. Es recull de nou el
sobrenadant i s’hi afegeix 7,5 ml de cloroform/IAA, s’agita 15 segons
manualment i es centrifuga a 3500 rpm durant 5 minuts. (Cloroform/IAA:
24 ml de cloroform, 1 ml d"alcohol isoamilic). Es passa la fase superior a
un tub de 50 ml i s’afegeix 15 ml d’etanol absolut. Es volteja el tub amb
cura barrejant les dues fases. L’ADN precipita en forma de xarxa, cal

pescar '’ADN amb una pipeta de 1 ml. A continuacié cal fer dos rentats
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amb 1 ml d’etanol al 70% per tal d’eliminar les sals. Finalment es seca

'’ADN a 37°C i es redueix en 200 ul de TE.

Un cop aillat TADN es determinen els diferents polimorfismes per
amplificacié d’un segment especific d’ADN mitjangant la técnica de la
PCR i posteriorment alguns d’ells es sotmeten a la digestio per diferents

enzims de restriccio.

4.2.3 QUANTIFICACIO DE L’ADN

Per saber exactament quina quantitat dADN haviem obtingut de cada
pacient, es mesurava mitjancant I'espectofotometre.

Es determinava la densitat optica a diferents longituts d’ona, sabent que
a una longitut d’'ona de 260 obtenim l'absorcié d’acids nucleics, que a
280 obtenim I'absorcioé dels acids nucleics i de les proteines, i que a 310
no s’absorveixen ni els acids nucleics ni les proteines.

Es diluia 5 ul de cada mostra d’ADN en 1 ml de TE. Es mesurava la
densitat optica (DO) a diferents longituts d'ona (260,280,310) i es

calculava la quantitat d’ADN amb els seguents calculs:

(DO-260) X 50
ug/ul ADN = X 200
1000

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 88



Material i Metodes

(DO-260)
puresa del ADN =

(DO-280)

ha de ser superior a 1.7

Un cop quantificat '’ADN realitzavem les dilucions pertinents de cada una

de les mostres dels pacients per equilibrar totes les mostres a I'hora de

fer la PCR i interpretar-ne els resultats.

4.2.4 TECNICA DE LA PCR

Per a I'amplificacio del segment d’ADN on hi havia el polimorfisme a

estudiar, realitzavem la técnica de la PCR variant les caracteristiques de

temperatura del termociclador i de components (primers, quantitat de

magnesi, etc) en funcié del polimorfisme a estudiar.

Reactius necessaris per a la practica de les PCR:

e Aigua destilada

e Buffer d’amplificacié x 10 (Boheringer Manheim, Alemania)

e dNTP (Boheringer Manheim, Alemania)

e MgCl, (pot posar-s’hi o no segons la PCR) (Boheringer

Manheim, Alemania)

e “Primers”, varien en funcio de la zona que volem amplificar

e ADN diluit en aigua destilada

e Taq polimerasa (Boheringer Manheim, Alemania)
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Es prepara una solucié denominada soluci6 mescla (amb tots els
components excepte 'ADN problema), les quantitats de cada un dels
components varien en funcié de les caracteristiques de cada PCR.

Es reparteix la solucié per un nombre de tubs determinat en funcié del
nombre de mostres d’ADN que volguem analitzar. | posteriorment
s’afegeix a cada tub el seu ADN problema.

Per cada PCR s’usa un control negatiu (solucié mescla sense ADN), per
detectar que no hi hagi hagut una contaminacio, de forma que se’ns
invalidaria la PCR. S’afegeix a cada tub oli mineral per evitar que
s’evapori la mostra durant la PCR. Es colloquen els tubs dins el
termociclador. Es desnaturalitza durant 5 minuts a 96°C i es seguéix

d’'un programa especific segons el fragment d’ADN a amplificar:

1- Fase de desnaturalitzacié o separacio de 'ADN
2- Fase d’hibridacio o anellament
3- Fase d’extensid, copia o sintesi de 'ADN

4

Repeticio de les diferents fases un nombre determinat de vegades.
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Figura 13. Representacio6 grafica dels diferents passos des de 'obtencioé de la mostra de sang,
amplificacié de 'ADN, electroforesi i visualitzacié de les bandes corresponents als diferents
polimorfismes.

4.2.5 POLIMORFISME M235T DE L’ANGIOTENSINOGEN

El polimorfisme M235T de I'angiotensindgen s’amplifica per la técnica de
la PCR usant els seguents “primers” :
Sense : 5'TG GAT GCG CAC AAG GTCCTG TC 3
Antisense : 5°CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGC TCG 3’
| les seglients condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacié 94°C durant 30 segons
e 22 Fase d’hibridacio 61°C durant 30 segons
e 32 Fase d’extensio 72°C durant 30 segons
e Repeticié de les 3 primeres fases 35 vegades
e 42 Fase d'extensio final 72°C durant 5 minuts

e 53 Fase 4°C indefinidament
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Posteriorment els productes obtinguts per la PCR don digerits mitjancant
I'enzim de restriccio SfNal (New England Biolabs, Beberly, Mass., USA)
essent incubats a una temperatura de 37°C durant 4 hores, tenyits amb
bromur d’etidi i sotmesos a electroforesi en un gel de poliacrilamida al
10% i es visualitzen per transil-luminacié. El fragment amplificat del gen
de I'angiotensinogen té 303 pb. Si el genotip es la variant MM la digestio
amb I'enzim produeix 2 fragments de 266 i 37 pb. En canvi si la variant
és la TT, I'enzim no reconeix la sequéncia i no es produeix la digestio,
essent el resultat final un fragment de 303 pb. Els genotips resultants
s6n MM, MT | TT.
Enzim de restriccio SfaN | (Biolabs, New England, Beverly, MA USA)
e Enzim de restriccidé procedent d'Streptococcus faecalis
(ATCC ND547) resuspés en KCI 50mM, Tris-HCI 10mM
(pH7.4), EDTA 0.1mM, DTT 1 mM, BSA 200 pg/ml i 50%
de glicerol.
e Sequeéncia de reconeixement GCATC (5/9)
e Buffer x 10: Na Cl 100mM, Tris-HCI 50 mM, MgCI2 10 mM,
Dtt 1mM pH 7.9 a 25°C.
Gel de poliacrilamida al 7%: 17.5mL d’acrilamida-bis, 62.5mL d’aigua
destilada, 5mL de TBEx20, 15mL de glicerol, 143uL de APS al 10%
(pentasulfat amonic) i 58uL de TEMED (catalitzador). Es barregen tots

els components i es col.loca la mescla a la placa dels gels i es deixa
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polimeritzar a la nevera.

4.2.6 POLIMORFISME INSERCIO/DELECCIO DE L’ECA

El polimorfisme I/D de 'ECA s’amplifica per la técnica de la PCR usant
els seguents “primers” o cebadors
sense: 5°CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3’
antisense 5'GAT GTG GCC ATC ACATTG GTCAGAT 3°
| les seglents condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacié 94°C durant 30 segons
e 22 Fase d’hibridacio 58°C durant 30 segons
e 3% Fase d’extensio 72°C durant 1 minut
e Repeticio de les 3 primeres fases 35 vegades
e 42 Fase d’extensio final 72°C durant 5 minuts

52 Fase 4°C indefinidament

Posteriorment, i un cop tenyides amb bromur d’etidi, es separen per
electroforesi les diferents bandes en un gel d’agarosa al 2% i es
visualitzen per transil-luminacio. Aixi s’obtenen 2 bandes de 490 parells
de bases (pb) i de 190 pb que corresponen als allels | i D,
respectivament. Alguns pacients considerats DD erroniament degut a
I'amplificacié preferencial de l'al-lel petit D sén reamplificats amb un
“primer” especific per I'allel insercié obtenint-se un producte de 335 pb

que correspon a l'al-lel |. Els genotips resultants sén DD, Dl i Il.

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 93



Material i Métodes

Gel d’agarosa al 2%: 2 g d’agarosa en 100 ml d’aigua destilada i 2 ml de
sals (TAEx50). S’escalfa fins a I'ebullicié i s’hi afegeix 5 ul de bromur

d’etidi, es col-loca 'agarosa en unes plaques i es deixa sol-lidificar uns

20 minuts.

4.2.7 POLIMORFISME A1166C DEL GEN DEL AT1R

El polimorfisme A1166C del gen del AT1R s’amplifica per la técnica de la
PCR usant els seglents “primers”:

Sense 5°’ATA ATG TAA GCT CATC CACC 3’

Antisense 3'GAG ATT GCA TTT CTGT CAGT 5’

| les seglents condicions de PCR:

12 Fase de desnaturalitzacié 96°C durant 30 segons
e 22 Fase d’hibridacio 58°C durant 45 segons

e 32 Fase d’extensi6 72°C durant 45 segons

e Repeticié de les 3 primeres fases 39 vegades

e 42 Fase d’extensio final 72°C durant 5 minuts

52 Fase 20°C indefinidament

Els productes obtinguts per la PCR sén digerits posteriorment per
'enzim de restriccio Dde1 (Toyobo, Osaka, Japo), tenyits amb bromur
d’etidi i sotmesos a electroforesi en un gel d’agarosa al 2%, i visualitzats

per transil-luminacid.
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4.2.8

Els 2 fragments resultants tenen el tamany de 546 pb corresponent a
I'al-lel A i de 435 pb corresponent a l'al-lel C. Els genotips reultants sén
AA, ACiCC.

Enzim de restriccio Dde I:

e Enzim de restriccid procedent de Desulfovibrio desulfuricans
(NCIB 83120) suspés en KCI 50mM, Tris-HCI 10mM (pH7.4),
EDTA 0.1mM, DTT 1 mM, BSA 200 pg/ml i 50% de glicerol

e Sequéncia de reconeixement 5" C- TNAG 3’

3" GANT-C 5°
e Buffer x 1: NaCl 100mM, Tris-HCI 50 mM, MgCI2 10 mM, DTT

1mM pH 7.9 a 25°C.

POLIMORFISMES —344C/T | WT/CONVERSIO DEL GEN DE
L’ALDOSTERONA SINTASA

El polimorfisme —344C/T del gen del CYP11B2 s’amplifica per la técnica
de la PCR usant els seglients “primers”:
Sense 5°CAG GAG GAG ACC CCATGT GAC 3
Antisense 3'CCT CCA CCC TGT TCAGCC C 5’
| les seglients condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacio 94°C durant 1 minut

e 22 Fase d’hibridacié 67°C durant 1 minut
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e 3?2 Fase d’extensio 72°C durant 1 minut

e Repeticié de les 3 primeres fases 34 vegades

e 42 Fase d'extensio final 72°C durant 4 minuts

e 5% Fase 20°C indefinidament
El producte amplificat per la PCR descrita és sotmés a una digestio per
'enzim Hae Il obtenint-se, mitjangant tinci6 amb bromur d’etidi,
electroforesi en un gel d’agarosa al 2% i visualitzat per transil-luminacio,
tres fragments de 274 pb, 203 pb i de 71 pb, que corresponen a l'al-lel T
el 1er (quan no hi ha digestid) i a I'al-lel C el 2on i 3er (quan el fragment
de 274 pb ha estat digerit en 2 fragments). Aixi s’obtenen 3 genotips que
sonelCC,CTiel TT.
Enzim de restriccio Hae Il (Biolabs, New England, Beverly, MA USA)

e Enzim de restriccié procedent de Haemophilus Aegypticus suspés en
KCI 100mM, Tris-HCI 10mM (pH7.4), EDTA 0.1mM, 2-mercapto-etanol
10 mM, BSA 500 pug/ml i 50% de glicerol

e Sequéncia de reconeixement 5" GGCCGG-CC3’

3'CC-GGCCGGYH’
e Buffer x 1: NaCl 50mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1mM pH

7.9 a 25°C.

El polimorfisme de lintrdé 2 del gen del CYP11B2 s’amplifica per la

técnica de la PCR usant els seglents “primers”

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 96



Material i Metodes

Sense 1 5°CAGAAAATCCCTCCCCCCTA3’
Sense 2 5" TGGAGAAAAGCCCTACCCTGT3’
Antisense 3’AGGAACCTCTGCACGGCCS’
| les seglients condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacio 94°C durant 1 minut
e 2% Fase d’hibridacio 62°C durant 1 minut
o 3% Fase d'extensio 72°C durant 2 minuts
e Repeticié de les 3 primeres fases 34 vegades
e 42 Fase d’extensio final 72°C durant 5 minuts
o 5% Fase 20°C indefinidament
Un cop amplificat per la PCR descrita, el producte es tenyeix i és sotmés
a una electroforesi en un gel d’agarosa al 2%, visualitzant-se per
transil-luminacio.
Les dues reaccions utilitzen el mateix “primer” antisense. Les reaccions
per detectar I'al-lel 1 amb el gen conversié (producte de 1013 pb) usen el
“‘primer” sense 1, mentre que les reaccions per detectar I'al-lel 2 que no

contenen el gen conversio, usen el “primer” sense 2.

4.2.9 POLIMORFISMES LEU10PRO | ARG25PRO DEL GEN DEL TGF-f1

El polimorfisme Leu10Pro del gen del TGF-B1 s’amplifica per la técnica

de la PCR usant els seguents “primers”
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Sense 5'TTC AAG ACC ACC CAC CTT CT3’
Antisense 3'TCG CGG GTG CTG TTG TACA S’
| les seglients condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacié 94°C durant 45 segons
e 22 Fase d’hibridacio 60°C durant 45 segons
o 32 Fase d’extensi6 72°C durant 45 segons
e Repeticié de les 3 primeres fases 35 vegades
e 42 Fase d’extensio final 72°C durant 5 minuts
o 5% Fase 4°C indefinidament
Posteriorment el producte amplificat és digerit per 'enzim MspA1, tenyit
amb bromur d’etidi, sotmes a electroforesi en un gel de poliacrilamida al
7% i visualitzat per transil-luminacid. Aixi s’obtenen 2 bandes de 285 i
273 pb que corresponen a l'al-lel leu i I'al-lel pro respectivament donant
lloc als 3 genotips leuleu, leupro i propro.
Enzim de restricci6 MSPA 1 (Biolabs, New England, Beverly, MA USA)

e Enzim de restriccio procedent de Moraxella species suspés en NaCl
250mM, Tris-HCI 20mM (pH7.4), EDTA 0.1mM, DTT 1 mM, MgCl,
10mM, BSA 200 ug/ml i 50% de glicerol.

A G
e Sequéncia de reconeixement 5'CCG- CTG3’

T C
3'CGC-GACS’
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o Buffer x 1: acetat de potassi 50mM, acetat deTris-HCI 20 mM, acetat de

Mg 10 mM, DTT 1mM pH 7.9 a 25°C.

El polimorfisme Arg25Pro del gen del TGF-B1 s’amplifica per la técnica
de la PCR usant els segluents “primers”
Sense 5'TTC AAG ACC ACC CAC CTT CT3’
Antisense 3'TCG CGG GTG CTG TTG TACA S’
| les seglients condicions de PCR:
e 12 Fase de desnaturalitzacio 94°C durant 45 segons
e 2?2 Fase d’hibridacié 60°C durant 45 segons
e 3°Fase d’extensio 72°C durant 45 segons
e Repeticio de les 3 primeres fases 35 vegades
e 42 Fase d’extensio final 72°C durant 5 minuts
e 5% Fase 4°C indefinidament
Un cop amplificat, el producte obtingut és digerit per I'enzim Fsel, tenyit
amb bromur d’etidi, sotmés a electroforesi en un gel de poliacrilamida al
7% i visualitzat per transil-luminacio, observant-se tres bandes de 500pb
(no digestio), 318 pb (digestio parcial) i de 182 pb (digestid total) que
corresponen als 3 genotips argarg, argpro i propro.
Enzim de restriccio Fse1 (Biolabs, New England, Beverly, MA USA)
e Enzim de restriccido procedent de Frankia species Eul 1b (NRRL

18528) suspes en NaCl 200mM, Tris-HCI 10mM (pH7.4), EDTA
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0.1mM, DTT 1 mM, BSA 200 ug/ml i 50% de glicerol
e Sequéncia de reconeixement 5’"GGCCGG-CC3’
3'CC-GGCCGG5’
e Buffer x 1: acetat de potassi 50mM, acetat deTris-HCI 20 mM,

acetat de Mg 10 mM, DTT 1mM pH 7.9 a 25°C.

4.2.10 ANALISI ESTADISTIC

Els resultats es presenten com la mitja = desviacié estandard per a les
variables de distribucié continua; com a mediana (rang) per les variables
de distribucid6 no normal, i com a frequiéncies per a les variables
categoriques.

Les diferéncies entre els diferents genotips s’han analitzat usant el test
d’Anova, seguit de la correccioé per comparacions multiples de Bonferroni
o pel test de %?, segons procedis.

La frequencia de distribucié dels genotips es compara entre pacients i
malalts pel test de 2. A més, el desequilibri de Hardy-Heinberg es testa
per cada lloc polimorfic usant el test estadistic del 2.

Les diferencies en el log de les pendents entre els genotips es van
analitzar usant el test one-way ANOVA.

Per veure la influéncia de les diferents variables en la progressié de la

IR, es practica un analisi univariant abans d’incloure-les en el model
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multivariant. Per les dades dicotomiques (sexe, tabaquisme, dislipémia,
hiperuricémia, DM i tractament amb IECA), es practica un test de t de
Student per comparar el log de les pendents entre els diferents grups.
Les diferéncies entre les etiologies de la IR, es van analitzar usant el test
del one-way ANOVA. En quant a les dades de distribucié continua (edat,
calci, fosfat, PTH; sérica, hematocrit, potassi séric, PAS, PAD), els
candidats per entrar al model es seleccionaren calculant els coeficients
de Pearson i Spearman.

El model multivariant es confecciona seguint la seguent estratégia de
seleccio. Per comengar, les variables continues que correlacionaven
significativament amb el log de la pendent es seleccionaren com a
candidats per entrar al model. Per la seva correlacié amb la progressio
de la IR en aquest analisi, els polimorfismes A1166C i el M235T, es
proposaren pel procediment de “stepwise regresion” per ser inclosos en
el model de regressio. Per evitar I'efecte de la codificacié ordenada,
aquestes variables s’inclogueren com a factors fixes en el model lineal
general i testats per ANOVA. Es van considerar dues opcions: mantenir
tres genotips per locus polimorfic i col-lapsar les tres opcions en dues.
Finalment les dades cliniques amb significancia marginal en I'analisi
univariant van ser també incloses en el procediment “stepwise”.

Per a la identificacio dels factors associats de forma independent amb

les complicacions CV en els pacients amb IRC, es realitza un analisi de
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regressio logistica. Les variables s’inclogueren quan obteniem una
p<0.05 en l'analisi univariant amb la patologia CV com a variable
depenent, i les variables cliniques i bioquimiques com a variables
independents.

L’analisi de la supervivéncia mitjancant el test de Kaplan-Meier,
considerant com a fi de la supervivéncia renal el temps de l'inici del
tractament substitutiu amb HD.

Els punts finals de I'estudi van ser el temps fins a l'inici de I'HD i la
pérdua de la funcié renal (pendent de I'invers de la creatinina).

Es considera significativa una p<0.05.

Els analisi es realitzaren usant el programa estadistic del SPSS versi6

11 (SPSS Inc.)
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5 RESULTATS

5.1 ANALISI DE LA DISTRIBUCIO DELS GENOTIPS EN
PACIENTS AMB IRT | EN CONTROLS.

Les frequéncies dels diferents genotips no es desviaven de I'equilibri de
Hardy-Weinberg en pacients i controls excepte pels polimorfismes
wt/conv del CYP11B2 i pel polimorfisme del cod610 del gen del TGF-p1.

En les seglents taules es mostra la comparacié entre pacients i poblacio

sana de la distribucié dels diferents genotips:

Taula 1. Distribucié dels genotips del polimorfisme M235T del gen de
I'angiotensinogen (p=0.855)

Pacients N= 104 Controls N=133

MM MT 1T MM MT TT

28 37 39 29 62 42
(27%) (36%) (37%) (22%) (47%) (32%)
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Taula 2. Distribucié dels genotips del polimorfisme ID del gen de 'ECA (p=0.292)

Pacients N=104 Controls N=133

I ID DD I ID DD
17 45 42 20 62 51
(16%) (43%) (41%) (15%) (47%)  (38%)

Taula 3. Distribucié dels genotips del polimorfisme A1166C del AT1R (p=0.165)

Pacients N=104 Controls N=133

CcC AC AA CcC AC AA

5 44 55 12 66 55
(5%) (42%) (53%) (9%) (50%)  (41%)
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Taula 4. Distribucié dels genotips del polimorfisme —344CT del CYP11B2 (p=0.052)

Pacients N=104 Controls N=133

CC CT TT CC CT 1T

16 58 30 32 53 48
(16.4%) (65.8%) (28.9%) (24%) (40%) (36%)

Taula 5. Distribucié dels genotips del polimorfisme WT/conv del CYP11B2 (p=0.005)

Pacients N= 104

Controls N=133

WT/WT WT/conv Conv/iconv WT/WT WT/conv  Conv/conv

24 62 18 49 51 33

(23%)  (60%)  (17%) (37%) (38%)  (25%)
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Taula 6. Distribucié dels genotips del polimorfisme leu10pro del TGF-£1 (p=0.001)

Pacients N=104 Controls N=133
Leuleu Leupro Propro Leuleu Leupro  Propro
36 52 16 40 31 62

(35%) (50%)  (15%) (30%)  (23%)  (47%)

Taula 7. Distribucié dels genotips del polimorfisme arg25pro del TGF-£1 (p=0.019)

Pacients N=104 Controls N=133

Argarg Argpro Propro  Argarg Argpro Propro
82 22 0 116 13 4

(79%) (21%) (0%)  (87%)  (10%) (3%)
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5.2 2.ANALISI DE PROGRESSIO CAP ALAIR
TERMINAL SEGONS ELS DIFERENTS GENOTIPS

5.2.1 2.A. ANALISI DE LA SUPERVIVENCIA EN FUNCIO DE CADA
GENOTIP

Per analitzar la influéncia de cada un dels polimorfismes en la progressio
de la IRC, hem calculat el temps de supervivencia usant el test estadistic

del Kaplan Meier.
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Respecte al polimorfisme M235T del gen de I'angiotensindgen, no varem
trobar diferéncies estadisticament significatives en quant a la
supervivéncia entre els diferents genotips (MM 55.1mesos, MT 54.5

mesos, TT 45.6 mesos, p=0.44).
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Grafic 1. Corbes de supervivéencia dels genotips TT (en blau),
MT (en verd) i MM (en vermell) del gen de I'angiotensinogen.
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La supervivencia mitja dels diferents genotips del polimorfisme ID del
gen de 'ECA va ser la seguent: Il 49.4 mesos, ID 51.6 mesos i DD 52.4

mesos (p=0.95).
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Grafic 2. Corbes de supervivéncia dels genotips Il (en blau),
ID (en verd) i DD (en vermell) del gen de I'ECA.
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La supervivencia mitja dels diferents genotips del polimorfisme A1166C
del gen del AT1R va ser la seguent: CC 79.4 mesos, AC 56.4 mesos i

AA 45.2 mesos (p=0.13).
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Grafic 3. Corbes de supervivéncia dels genotips CC (en blauy),
AC (en verd) i AA (en vermell) del gen del AT1R.
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En quant als polimorfismes del gen de l'aldosterona sintasa, en la
supervivéncia dels genotips de l'intr6 2 no varem trobar diferéncies
estadisticament significatives (WTWT 44.8 mesos, Wtconv 53.5 mesos i
convconv 54.1 mesos, p= 0.48) mentre que si varem trobar diferéncies
estadisticament significatives entre els genotips del polimorfisme -344CT

(CC 31.9 mesos, CT 52.9 mesos, TT 59.4 mesos, p<0.05).
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Grafic 4. Corbes de supervivencia dels genotips TT (en blau),
CT (en verd) i CC (en vermell) del gen del CYP11B2
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Grafic 5. Corbes de supervivencia dels genotips wiwt (en blau), wtconv (en verd) i
convconv (en vermell) del gen del CYP11B2
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En quant al polimorfisme del codo 10, la supervivéncia mitja calculada va

ser de 50.2 mesos pel genotip leuleu, de 48.9 mesos pel genotip leupro i

de 63 mesos pel genotip leupro (p=0.48).
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Grafic 6. Corbes de supervivéencia dels genotips leuleu (en vermell), leupro
(en verd) i propro (en blau) del gen del TGF-£1.
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La supervivéncia mitja calculada va ser de 53.2 mesos pel genotip

argarg i de 45.6 mesos pel genotip argpro (p=0.45).
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Grafic 7. Corbes de supervivencia dels genotips argarg
(en vermell) i argpro (en verd) del gen del TGF-£
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5.2.2 ANALISI DE LA RELACIO ENTRE LA PENDENT DE LA IRIELS
GENOTIPS

5.2.21 Estudi de la progressié

Quan varem revisar les progressions dels diferents pacients varem veure
que no tots s’ajustaven a una pendent recta, sino que alguns s’ajustaven
meés a dues pendents i d’altres més a una parabola. Aixi doncs el calcul
amb la recta és imprecis en un tant per cent dels cassos (grafic 8), perd
actualment és el métode acceptat com a menys dolent, essent utilitzat
per tots els estudis de progressio i polimorfismes. Per aquest motiu, el
pendent de 1/creatinina respecte al temps, és el valor el que hem tingut

en consideracio.
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Grafic 8. Exemple de diferents rectes obtingudes amb el calcul del”invers de la
creatinina respecte al temps.
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5.2.2.2 Relacié entre la velocitat de progressio i els diferents
polimorfismes

Hem analitzat la influéncia en la velocitat de progressio (logaritme
1/creatinina) de la IR produida pels diferents polimorfismes.

De tots els gens analitzats, solament hem trobat una relacio
estadisticament significativa entre el polimorfisme del gen del AT1R i la
progressid, de forma que els pacients amb el genotip AA progressaven
més rapids cap a la IRT que els pacients amb el genotip CC; aixi mateix
hem trobat una relacié estadisticament significativa entre el polimorfisme
M235T de l'angiotensindgen i la velocitat de progressio que és dificil
d’explicar donat que anaven més rapids els heterozigots que els

homozigots.
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Taula 8. Relacié velocitat de progressié-genotips.
Polimorfisme Pendent o]
Receptor AT1: CC -5.563+0.22
AC -5.09 + 0.66 0.04
AA -4.87 +0.66
Aldosterona sintasa
-344CT: cC -4.72+0.52
CT -5.05+0.75 0.201
T -5.04 + 0.51
WT/CONV: wiwt -4.82 +0.81
wtconv -5.08 + 0.64 0.245
conveonv -4.94 +0.48
ECA: I -5.22+0.44
ID -4.92 +0.75 0.296
DD -4.99 +0.62
Angiotensinogen: TT -4.82 £ 0.62
MT -5.24 +0.59 0.02
MM -4.91+0.74
TGF-f1Cod10 leuleu -4.97 £ 0.57
leupro -4.94+0.72 0.43
propro -5.19+0.61
Cod 25: argarg -5.003 £ 0.57
argpro -4.97 +0.92 0.85
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5.3 AVALUACIO DE LES DADES CLINIC-ANALITIQUES
| LA SEVA INFLUENCIA SOBRE LA PROGRESSIO
DE LA IR

5.3.1 CARACTERISTIQUES CLiINIQUES DE LA POBLACIO A ESTUDI

Hem estudiat 104 pacients, 62 homes (%) i 42 dones (%), amb edat mitja
de 64 + 14 anys (mitja = desviacio estandar).

La PAS mitja i la PAD mitja eren de 157 + 21 (120-200) i de 87 + 9 (70-
120) mm de Hg respectivament.

La creatinina mitja al moment del diagnostic era de 2.6 + 1 mg/dL i el
temps mig fins a assolir 'HD (mesos) era 51.6 + 38 (12-244). Els valors
dels parametres analitics analitzats van ser els seguents: calci séric 8.9
+ 0.9 (5.6-10.8) mg/dL, fosfat séric 4.7 + 1.4 (2.7-9.2) mg/dL, PTH; sérica
286 + 241 (11-1280) pg7mL, hematocrit 33 £ 6 (22-49) %, potassi séric
4.7 £ 0.7 (3.3-7.1) mEq/L, colesterol total 225 + 58 (100-42) mg/dL i
triglicérids 157 + 86 (51-655) mg/dL. Les condicions cliniques registrades
van ser: tabaquisme (n= 36, 35%), hiperlipémia (n=31, 30%),
hiperuricémia (n=26, 25%) i DM (n=30, 29%, 7 amb DM tipus 1 i 23 amb

DM tipus 2). Les etiologies de la IRC considerades van ser: NAS (n=35),
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DM (n=21), GN (n=14), PQR (n=10), NIC (n= 5) i desconeguda (n=19),
seguint una distribucié semblant a la de la poblacié general amb IRC.
Per a analitzar comparacions, els pacients es van agrupar en patologia
glomerular (GN, DM) i patologia tubulintersticial (PQR, NIC).

Trenta-set pacients van presentar patologia CV: ACV (n=10), cardiopatia
isquémica (n=24) i patologia vascular periférica (n=14) (alguns pacients

van presentar més d un tipus de patologia CV).
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5.3.2 CARACTERISTIQUES CLINIQUES EN FUNCIO DELS DIFERENTS

GENOTIPS:

5.3.2.1 POLIMORFISME M235T DEL GEN DE L’ANGIOTENSINOGEN -

DADES CLINIC-BIOQUIMIQUES

Tampoc hem trobat cap relacié entre les dades clinic-analitiques i els

diferents genotips del polimorfisme M235T de I'angiotensindgen, excepte

per als nivells de creatinina al moment del diagnostic.

Taula 9. Relaci6 entre les dades clinic-bioquimiques i genotips del polimorfisme
M235T del gen de I'angiotensinogen.

Angiotensinogen

Edat (anys)

Sexe (H/D)

Creatinina inicial (mg/dl)
PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

Temps fins a HD (mesos)
Fumador (s/n)

Dislipémia (s/n)

DM (s/n)

Patologia CV (s/n)

1T

62+ 14

2117

2.6+£0.9

149 + 20

85 19

46 + 31

11/27

13/25

8/30

16/22

MT

62+ 14

24/12

3.1+£1.2

158 + 23

88 + 11

55+ 47

16/20

6/30

9/27

8/28

MM

65+ 13

15/13

22+0.8

157 + 18

86+ 8

55+ 38

9/19

10/18

12/16

11117

0.44

0.48

0.002

0.24

0.31

0.51

0.34

0.15

0.13

0.16
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5.3.2.2 Polimorfisme I/D de ’ECA - dades clinic-bioquimiques

En quant al polimorfisme ID de 'ECA no varem trobar cap relacié entre

els diferents genotips i les dades clinic-analitiques.

Taula 10.Relaci6 entre les dades clinic-bioquimiques i geotips del polimorfisme
ID del gen de 'ECA.

ECAID

Il ID DD p
Edat (anys) 63 + 14 61+ 14 64 +13 0.27
Sexe (H/D) 9/8 29/16 24/18 0.65
Creatinina inicial 3.1+1.3 26+1 2511 0.15
(mg/dl)
PAS (mmHg) 149+20 158+23 157+ 18 0.24
PAD (mmHg) 85+9 88 + 11 86+8 0.31
Temps fins a HD 49+32 52 £45 52 +33 0.97
(mesos)
Fumador (s/n) 5/12 12/33 19/23 0.17
Dislipeémia (s/n) 4/13 11/34 16/26 0.31
DM (s/n) 5/12 13/32 12/30 0.99
Patologia CV (s/n) 5/12 15/30 17/25 0.66
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5.3.2.3 Polimorfisme A1166C del gen de I’'AT1R - dades clinic-
bioquimiques

En quant al polimorfisme del gen de I'AT1R, no hem trobat cap diferéncia

significativa entre els parametres clinic-analitics i els diferents genotips, tot i que

s’objectiva que els individus amb el genotip AA tenen una tendéncia a arribar

abans a I’'HD que els individus amb el genotip AC o CC (45 = 31mesos, 56 * 44

mesos i 79 + 38 mesos respectivament).

Taula 11. Relacié entre les dades clinic-bioquimiques i genotips del
polimorfisme A1166C del gen de 'AT1R.

AT1R

cC AC AA p
Edat (anys) 62+ 19 65+12 64+15 0.78
Sexe (H/D) 4/1 27117 31/24 0.56
Creatinina inicial (mg/dl) 28+.13 27+12 26+09 0.90
PAS (mmHg) 142+ 15 156 +21 159+21 0.21
PAD (mmHg) 88+3 88+11 86+8 0.50

Temps fins a HD (mesos) 79 + 38 56 +44 45+ 31 0.086

Fumador (s/n) 1/4 16/28 19/36 0.76
Dislipémia (s/n) 1/4 11/33 19/36 0.52
DM (s/n) 0/5 13/31 17/38 0.34
Patologia CV (s/n) 2/3 14/30 21/34 0.79
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5.3.2.4 Polimorfismes del CYP11B2 — dades clinic-bioquimiques

Dins dels genotips del polimorfisme —344CT de I'aldosterona sintasa, solament

varem trobar diferéncies significatives en els valors de creatinina inicial, de

forma que els pacients amb el genotip CC presentaven uns valors més elevats

de creatinina en el moment del diagnostic respecte als pacients amb els

genotips CT i aquest darrer grup també presentava valors superiors respecte al

grup TT (3.1£1.2, 2.7 £ 1i 2.2 £ 0.8 mg/dL respectivament, p=0.02).

Taula 12. Relacié entre les dades clinic-bioquimiques i genotips dels polimorfismes —344CT

i Wtcon del gen de I'aldosterona sintasa.

CYP11B2 -344CT WTcon

CcC CT TT p WTWT WTcon concon p
Edat (anys) 62112 64 +£13 66+ 15 064 62+13 65+14 67113 0.49
Sexe (H/D) 11/5 34/24 17/13 0.70 1113  41/21 10/8 0.21
Creat1(mg/dl) 31+12 27+ 1 22+08 0.02 29+12 27+11 22+08 017
PAS (mmHg) 164 +21 156+19 155+ 23 0.30 164423 15519 154423 0.19
PAD (mmHg) 8819 87t 9 87+9 0.81 88+12 86+8 89+ 8 0.64
Temps fins 32120 53142 59 + 34 0.06 45+48 53136 54132 0.62
HD (mesos)
Fumador (s/n) 6/10 22/36 8/22 0.55 2/22 30/32 4/14 0.001
Dislipemia (s/n)  4/12 15/43 12/18 0.35 6/18 16/46 9/9 0.12
DM (s/n) 4/12 16/42 10/20 0.79 8/16 16/46 6/12 0.71
Patologia CV 4/12 20/38 13/17 045 7/17 22/40 8/10 0.59

(s/n)
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5.3.2.5 Polimorfismes del TGF-1- dades clinic-bioquimiques

En quant als polimorfismes del TGF-1, no varem trobar diferéncies en

quant a les dades cliniques entre els difrents genotips excepte per la

preséncia de patologia CV i el polimorfisme del codé 10, en que

observarem un major risc de presentar events CV per als subjectes amb

I'al.lel leu.

Taula 13. Relaci6 entre les dades clinic-bioquimiques i genotips dels polimorfismes
dels codons 10 i 25 del gen del TGF-f1.

TGF-p1 Arg25Pro Leu10Pro
Arg/Arg Arg/Pro P Leu/Leu Leu/Pro Pro/Pro P

Edat (anys) 64 + 14 62 + 11 047 66+12 6213 63+ 17 0.44
Sexe (H/D) 51/31 11/11 0.30 23/13 26/26 13/3 0.07
Creat 1 (mg/dl) 26+1 29+87 024 26+09 261 29+09 048
PAS (mmHg) 158 + 20 152+21 0.18 158+19 155+22 158+19 0.72
PAD (mmHg) 86+9 88+8 035 87+7 869 89+8 0.71
Temps fins HD 53 + 38 45+36 041 50+30 49+32 63 + 36 0.43
(mesos)
Fumador (s/n)  31/51 5/17 0.19 12/24 17/35 7/9 0.71
Dislipémia (s/n)  25/57 6/16 0.77 15/21 14/38 2/14 0.08
DM (s/n) 24/58 6/16 0.86 10/26 16/36 4/12 0.89
Patologia CV 30/52 7/15 0.68 18/18 18/34 1/15 0.01
(s/n)
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5.3.3 ANALISI DE LA RELACIO AMB LA PENDENT DE PROGRESSIO |
ELS DIFERENTS FACTORS CLINICS.

5.3.3.1 Relacié entre I’etiologia de la patologia i la progressio

Els pacients del subgrup de nefropatia glomerular progressen més

rapids que els pacients amb nefropatia intersticial.

Taula 14. Relacio6 entre etilogia de la nefropatia i velocitat
de progressio.

Etiologia Pendent
Nefroangiosclerosi -0.0068 N

Diabetes Melitus -0.0095 P=0.042
Glomeruloneritis -0.0132 7
Poliquistosi -0.0062

Intersticial -0.0104
Desconeguda -0.0075

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 126



Resultats

5.3.3.2 Relacié entre dades clinic-analitiques i progressié

Variables categoriques

Aquesta taula mostra les variables i els parametres bioquimics

categorics que varem seleccionar per I'analisi. Quan es consideren

individualment, cap d’aquests parametres es troba associat amb la

velocitat de progressio de la IR a la nostra mostra de pacients.

Taula 15. Relacié entre les variables cliniques categoriques i la progressio. n’
representa el nombre de pacients amb el factor de risc, i n? el nombre de

pacients sense el factor de risc

Factor n'/n° 95% C.l. P

Sexe 62/ 42 -0.354 - 0.171 0.490
Fumador 36/ 68 -0.214 - 0.329 0.676
Dislipémia 31/ 73 -0.255-0.310 0.846
Hiperuricemia 26/ 78 -0.571 - 0.016 0.063
DM 30/ 74 -0.052 - 0.511 0.109
IECA 29/ 75 -0.191-0.384 0.507

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 127



Resultats

Variables continues

Aquesta taula conté les variables i paremetres bioquimics continus i
mostra que solament la PAS i la PTH; sérica correlacionen amb l'invers
de la cretinina respecte al temps (R=0.31, R=-0.34, respectivament,

p=0.004).

Taula 16. Relacio entre les variables clinico-bioquimiques continues i la progressio.

Factor Pearson P Spearman P

Edat -0.139 0.160 -0.162 0.101
Calci -0.143 0.148 -0.190 0.054
Fosfat 0.032 0.747 0.059 0.553
PTH; -0.340 <0.001 -0.281 0.004
Hematocrit  0.037 0.707 0.030 0.763
Potassi -0.046 0.642 -0.054 0.585
PAS 0.313 0.001 0.277 0.004
PAD 0.088 0.374 0.012 0.905
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Analisi multivariant

En el model multivariant, solament la PAS, la PTH; sérica i el
polimorfisme A1166C del gen de I'AT1R estan independentment
associats a la velocitat de progressié amb un interval de confianca del
95%. Les variables PTH; sérica i PAS contribueixen en un 18% mentre
que la variable genética contribueix en un 10% a la variabilitat total de la

pendent.

Taula 17. Analisi multivariant per avaluar com intervenen les variables a la velocitat de

progressio.
Variable B 95% CIP P
PTH; -0.00091 -0.001- 0.000 0.001
PAS 0.0077 0.002- 0.013 0.006

AGTM235T -0.322 -0.554--0.090 0.007
AT1RA1166C 0.267 0.042- 0.491 0.021

Hiperuricemia 0.278 0.012- 0.543 0.041
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5.3.3.3 Relacié entre dades clinic-bioquimiques i patologia

cardiovascular

Caracteristiques cliniques segons la preséncia o abséncia de patologia

cardiovascular

Aquesta taula mostra I'analisi univariant dels factors de risc CV com a

variables independents i la preséncia o abséncia de patologia CV com a

variable depenent.

De les variables analitzades, a part del polimorfisme del codo 10,

solament la DM i la dislipémia influirien en la preséncia de patologia CV

a la nostra mostra.

Taula 18. Caracteristiques cliniques en funcié de la preséncia

0 no de patologia cardiovascular.

Malaltia CV  No malaltia CV p

Edat 68+9 62 £ 15 0.02

Sexe (M/F) 25/12 37/30 0.154
Fumador (S/N)  14/23 22/45 0.381
DM (S/N) 16/21 14/53 0.015
Dislipémia (S/N) 18/19 13/54 0.002
PAS (mmHg) 156 + 18 157 £ 22 0.847
PAD (mmHg) 86+9 87t9 0.444
Pendent 1/creat -4.92+0.64 -5.04 +0.67 0.365

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll

130



Resultats

Analisi de regressio logistica

L’analisi de regressio logistica demostra que l'associacid entre el
polimorfisme del codé 10 del TGF-B1 i la preséncia de patologia CV era
independent. A més a més, solament la dislipémia (p=0.010), la DM
(p=0.027) i el polimorfisme del codd 10 (p=0.039) participen en el model
de regressio logistica com a factors predictors independents de malaltia

CV en els pacients amb IRT.

Taula 19. Analisi de regressio logistica per avaluar si les variables
analitzades participen independentment o no en el fet de presentar
patologia cardiovascular.

Variable B Exp (B) 1C 95% exp(B) P

Dislipémia 1.227 3.411 1.341-8.676 0.01
DM 1.079 2941 1.129-7.660 0.027

Leu10 —-Pro 2.248 9.467 1.116-80.285 0.039
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6 DISCUSIO

6.1 SELECCIO DELS POLIMORFISMES DEL SRAA

S’han estudiat set polimorfismes genétics, cinc del SRAA i dos del TGF-B1 per
avaluar la seva influéncia en la IR i en la progressio de la IRC.

Simultaniament s’han estudiat altres variables clinic-analitiques que també
poden influir en la progressié de la IRC.

El SRAA és un dels sistemes reguladors més investigats a I'hora d’estudiar la
fisiopatologia de la progressié de la IR.

El fet de triar la majoria de gens del SRAA és degut a que lincrement de
I'activitat del SRAA produeix vasoconstriccié i increment de I'aldosterona i a
més, I'excés d’angiotensina i d’aldosterona juguen un paper important en la
progressié de les nefropaties a través de l'increment de la proteinuria i de
'increment de la PA entre d’altres. Aixi mateix, la demostracié recent de la
preséncia de diferents components del SRAA a diferents teixits (ronyd, cor,
vasos,etc) ha posat de manifest I'existéncia d’'un SRAA local amb funcions
paracrines, autocrines i intracrines, que es capa¢ dactuar de forma
independent del SRAA circulant (291-293) i que no és mesurable “in vivo”.
D’altra banda, I'evidencia clinica de que els farmacs inhibidors del SRAA (IECA
i ARA-II) son capagos de revertir la microalbuminuria, reduir la proteinuria i

frenar la progressio de la IR a diferents tipus de nefropaties (diabética i no
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diabética) (159,165,166). També s’ha evidenciat que aquest efecte el
produeixen de forma independent al seu efecte antihipertensiu. Finalment, he
tingut en compte la predisposicio individual a patir lesié d’organ diana en una
malaltia com la HTA, en la qual malgrat assolir-se un bon control de la PA hi ha
un 15% de pacients hipertensos que desenvolupen NAS i progressen cap a la
IRT (2, 294).

La contribucié del SRAA en la progressio de la IR no depén de l'etiologia de la
IR, sin6 que probablement actua en els mecanismes comuns de la progressio
de la patologia. Aixd explicaria que els beneficis del tractament amb IECA es
donessin en IR de diferents etiologies (295) o que alguns polimorfismes del
SRAA no estessin associats a algunes nefropaties particulars com és el cas de

la PQR (296), o de la nefropatia IgA (297) o de la nefropatia diabética (298).

6.2 SELECCIO DELS POLIMORFISMES DEL TGF-B1

D’altra banda I'eleccié dels polimorfismes del TGF-f1 té sentit, donat que la
fibrosi progressiva del teixit renal és una de les principals causes de perdua de
funcié renal. L’acumul de matriu mesangial associat a atrofia tubular i fibrosi
intersticial son les caracteristiques histologiques d’una IR progressiva, i sén
independents de l'etiologia de la nefropatia. La fibrosi tisular i en aquest cas del
ronyd, s’ha vist associada als factors de creixement, especialment al TGF-31

(181).
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A més a més, la inhibicié del SRAA amb IECA o ARA-II frena la progressio de
la IR, tot i que aixo és insuficient, fent pensar en I'existéncia d’altres factors que
continuen actuant, com és el cas de les citocines o factors de creixement. A
més a més, I'angiotensina Il produeix els seus efectes a través dels factors de
creixement. Una possible explicacio vindria d’estudis practicats en animals, on
s’ha vist que en rates amb reduccié de la massa renal, el bloqueig del SRAA,
frena la progressio de la nefropatia en alguns animals perd no en altres. Aquest
efecte incomplert per part d’aquests farmacs, correlaciona amb la no inhibicié
de l'expressié de gens profibrotics i proinflamatoris, regulada en part per
I'angiotensina Il. En aquest sentit, malgrat el bloqueig farmacologic, alguns dels
gens regulats per lI'angiotensina |l no sén inhibits, i aixd0 pot contribuir a la
progressié de la IR. En aquest sentit, prendrien forga els tractaments destinats
a la inhibicié d’aquests mediadors parcialment inhibits. En un futur proper els
inhibidors de les citocines podrien ser utils en el control de la progressio de les
patologies croniques. Fins al moment actual, el TGF-f ha sigut bloquejat
exitosament mitjangant I'administracié d’anticossos neutralitzants al rony6 i a la
pell (299,300). Les modificacions en el gen del TGF-f1 s’han associat a
diferencies en la secrecid, produccid o activitat d’aquesta citocina (301) i hi ha
publicacions recents que han demostrat associacions entre polimorfismes del

TGF-B1 i IAM, nefropatia diabética, nefropatia IgA, control de la PA i nivells

serics de TGF-p1 (277,280-285).
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El fet de triar els dos polimorfismes del TGF-B1 del total dels vuit polimorfismes
descrits és degut al seguent:

e El polimorfisme Arg25 ->Pro correspon a un canvi d’'un aminoacid
gran polar per un altre aminoacid petit hidrofobic a I'extrem 3°del
centre hidrofobic i possiblement pot afectar I'exportacié de la pre-
pro-proteina del TGF-1 (302).

e El polimorfisme Leu 10 > Pro es troba localitzat a la posicié 29 de
la sequéncia peptidica, que es creu que transporta proteina

recent sintetitzada cap al reticle endoplasmatic (303).

6.3 ESTUDI DE LA VELOCITAT DE PROGRESSIO COM
A TRET FENOTIPIC HETEROGENI

Quan s’estudia un tret fenotipic heterogeni, com és la velocitat de progressio de
la IR en el que intervenen probablement diferents gens i factors ambientals, és
molt important seleccionar adequadament la poblacié que s’incloura a I'estudi.
La possibilitat de detectar una associacié entre una determinada variant d’'un
gen i un tret fenotipic o malaltia depén de com a minim 4 factors:
1. Nombre d’individus estudiats. Com més gran sigui la mostra estudiada,
més poténcia tindra el fet de trobar una associacié entre un determinat

gen i una malaltia.
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2. Heterogeneitat clinica i genética de la malaltia. En el nostre estudi ens
trobem davant un tret fenotipic heterogeni.
3. Desequilibri d’associacio entre el “locus” marcador i el “locus” de la
malaltia.
4. Capacitat informativa del marcador, que depén del nombre i de la
frequéncia d’al-lels a la poblacio.
Les bases genétiques de la HTA o d’una patologia com la IRC i la seva
progressid son complexes. Tot i que s’han descrit i estudiat diferents factors
ambientals que intervenen en la progressio de la IR, es creu que la
predisposicié individual és un factor determinant en la progressio de la IR. En el
moment actual es coneix molt poc sobre els gens implicats en la progressié de
la IR, del seu grau d’influéncia en la progressio, de la seva interaccié amb altres

gens i factors ambientals.

Malgrat que les variacions en diferents gens han demostrat una associacié amb
la HTA i la progressio de la IRC en alguns estudis, aquestes associacions
sovint no son reproduibles (304-307). Aquests resultats inconsistents es poden
explicar en part per la subseglent troballa de que el polimorfisme ID esta en
desequilibri de lligament amb els 17 altres polimorfismes d’un sol nucleotid del
gen de 'ECA (308). També hi ha algun estudi que troba aquesta associacié
entre el genotip DD i la HTA en homes, perd no en dones (245). Alguns

d’aquests polimorfismes d’'un sol nucleotid poden tenir significacié funcional i
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les seves frequéncies poden variar significativament entre diferents grups
etnics. En un altre exemple, el polimorfisme M235T del gen de
I'angiotensindgen mostra una associacié amb la HTA en diversos estudis amb
europeus i japonesos perd no en estudis en americans d’origen africa
(239,309,310). També s’ha trobat aquest polimorfisme associat a HTA en un
metanalisi de Kunz R et al. amb un risc relatiu de 1.3 (311). Finalment, algunes
variants polimorfiques del gen del AT1R s’han vist associades a HTA en un
estudi finlandés (257), mentre que aquesta associacié no s’ha pogut demostrar
en americans d’origen africa (312,313).

Probablement les alteracions genétiques entre multiples locus (més que no les
variacions en un unic gen) son les implicades en les bases genétiques de la
HTA tal i com van demostrar Williams et al. en el seu estudi (314). Pontremoli
et al.(287) van demostrar que els individus amb la combinacié dels genotips
ACEDD, AT1RCC i ATGTT tenien un major risc de desenvolupar dany organic
per la HTA. Un sol polimorfisme, en el millor dels casos, determina un risc
relatiu de 1.2-1.4 i per tant, al ser tant baix és molt dificil de detectar.

Els polimorfismes del SRAA també s’han trobat associats en alguns estudis a
progressié cap a la IRT (244,254,289,315-317) mentre que aquesta associacio
no s’ha trobat en altres estudis (267,288,296,297). A part de les diferéncies
racials i de que multiples locus hi puguin estar implicats; en la majoria d’estudis
no s’ha tingut en compte altres factors clinics i bioquimics rellevants per la

progressio de la IR.
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Cal tenir en compte en aquests tipus d’estudis, que no solament estem
analitzant el gen candidat, sin6 també tota una regié d’'un cromosoma on s’hi
poden trobar altres gens diferents. Per tant, els resultats atribuits a un
determinat gen poden ser deguts a un gen contigu en el mateix cromosoma.
Tot i aixi, aixd no resta valor als polimorfismes estudiats, donat que igualment

ens poden servir com a marcadors genétics de la patologia estudiada.

6.4 ANALISI DE LA DISTRIBUCIO DELS GENOTIPS EN
PACIENTS AMB IRT | EN CONTROLS

La distribucio dels genotips entre pacients amb IRT i controls també va ser
significativament diferent en els polimorfismes Arg25Pro del TGF-B1 i WT/conv
del CYP11B2.

En quant a la a la troballa d’'una major prevaléncia de lallel leu del
polimorfisme del codd 10 del gen del TGF-B1 en els pacients afectes d’IRT,
concorda amb el treball de Brezzi et al., que analitza la severitat del dany
histologic en la nefropatia IgA i objectiva un major dany histologic en els
pacients portadors de I'al-lel leu del codé 10 del TGF-B1 (284). Mentre que no
coincideix amb I'estudi realitzat per Wong et al., que troba una correlacié entre
I'al-lel pro del cod6 10 del TGF-B1i la preséncia de nefropatia en una poblacié
de diabétics xinesos, i a més ho associa a una pitjor funcié renal i a una major

prevaléncia de proteinuria (318). Els altres 2 polimorfismes (WT/conv del
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CYP11B2 i ArgPro del codd 25 del gen del TGF-f1) no s’han analitzat en
relacié amb la preséncia de nefropatia i/o IRT.
En aquest estudi no hem trobat cap relacié entre l'al'lel D de I'ECA i la

preséncia de IRT, que és una de les troballes més consistents a la majoria dels

estudis (253,287,290,315).

6.5 ANALISI DE LA PROGRESSIO CAP A LA IRT
SEGONS ELS DIFERENTS GENOTIPS

6.5.1 ANALISI DE LA SUPERVIVENCIA EN FUNCIO DE CADA GENOTIP

Malgrat que per a I'estudi de la progressio de la IR he analitzat el temps
fins arribar a I'HD, temps de duplicacié de la creatinina, corbes de
supervivéncia i pendent de l'invers de creatinina respecte al temps, sols
he tingut en compte a I'hora d’analitzar la progressié la pendent de
1/creatinina respecte al temps, perqué el fet de ser un estudi retrospectiu
va fer que em trobés amb pacients amb graus molt diferents de IR, de
forma que els resultats de les corbes de supervivéncia no son del tot
valorables.

En aquest estudi solament he trobat diferéncies estadisticament
significatives en quant a les corbes de supervivencia pel polimorfisme
—344CT de l'aldosterona sintasa, essent els pacients amb el genotip CC

els que triguen menys temps en arribar a la IRT (31.9 mesos), respecte
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als pacients amb els genotips CT i TT (529 i 59.4 mesos
respectivament).

Malgrat I’associacio entre el polimorfisme —344CT i HTA (271,272) i HVE
(270), els estudis realitzats per Lovati et al. i Wong et al. no troben cap
relacio entre aquest polimorfisme i una evolucié més rapida cap a la IRT

(289,318).

ANALISI DE LA RELACIO ENTRE LA PENDENT DE LA IRIELS
GENOTIPS

Una dada interessant de l'estudi és la troballa estadisticament
significativa d’'una progressié més rapida cap a la IRT en els genotips AA
del polimorfisme A1166C del gen ATR1. Aquesta associacié no s’havia
descrit préviament, i en altres estudis s’ha correlacionat el genotip CC
amb la HTA. Una possible explicacio per aquesta associacio seria que la
nefropatia hipertensiva 0 NAS generalment progressa mes lentament
cap a la IR que les altres nefropaties, tal i com també s’ha vist en aquest
estudi, en que els pacients amb NAS progressaven més lentament cap a
la IRT, sobretot quan els comparava amb la patologia glomerular.

En el cas del polimorfisme M235T del gen de I'angiotensindgen en que
els pacients homozigots del nostre estudi (MM o TT) mostren una major

velocitat de progressié cap a la IRT, no hi trobem cap explicacio logica,
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ja que normalment les associacions amb un determinat fenotip solen
donar-se amb un al-lel determinat de forma que els homozigots per
aquell al-lel tendiran a presentar més el fenotip que es heterozigots i que
els homozigots de l'altre al-lel.

L’al-lel T del polimorfisme M235T del gen de I'angiotensindgen s ha vist
associat a una progressié més rapida cap a la IRT en pacients amb
nefropatia IgA (235), i en GN (289).

En la nostra poblacié estudiada, el polimorfisme ID de la ECA no intervé
en la progressio més rapida cap a la IRT ni amb la preséencia de IR; al
igual com ja ha succeit amb altres estudis (288,289). Es probable que si
s’hagués inclds un major nombre de pacients i controls s’hagues pogut
trobar una associacio entre el genotip DD de la ECA i la preséncia de IR

i/o la progressioé de la IR cap a la IRT.

Respecte als resultats trobats en els altres estudis que avaluen la
influencia de diferents polimorfismes del TGF-$1 en la progressio, en
aquest estudi no he trobat concordances, tot i que hi ha molts factors
que poden influir-hi, entre ells la mida de la mostra, el fet de que I'estudi

sigui prospectiu-retrospectiu, el fet d’avaluar simultaniament mes o
menys variables i el fet de que es tracti de pacients amb diferents graus

d’IR.
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Quan he intentat buscar associacions entre diferents gens, he vist que
'associacié entre el polimorfisme A1166C del gen del AT1R i el
polimorfisme -344CT de l'aldosterona sintasa, seria l'associacié que
afavoriria una progressio més rapida cap a la IRT.

Lovati et al. va analitzar [I'existéncia d’interaccions entre els
polimorfismes de I'angiotensindgen, ECA i de l'aldosterona sintasa, i va
objectivar que en pacients amb el genotip TT de I'angiotensindbgen que
associaven el genotip DD de 'ECA eren els que progressaven més rapid

cap ala IRT (289).

6.6 AVALUACIO DE LES DADES CLINIC-ANALITIQUES
| LA SEVA INFLUENCIA SOBRE LA PROGRESSIO
DE LA IR

El fet d’analitzar simultaniament les diferents variables clinic-analitiques amb
els diferents polimorfismes era per veure si les diferents variables actuaven de
forma conjunta o independent, i per assegurar-nos que l'associacié entre un
determinat polimorfisme i la progressié cap a la IRT no estava influenciada per
cap altra variable clinic-analitica, atribuint-li a aquell polimorfisme un valor que
realment no li corresponia.

De les variables clinic-analitiques estudiades en la progressié de la IR, he
objectivat que a la nostra poblacio, I'etiologia de la nefropatia (sobretot la DM),
la PAS (xifres tensionals més elevades) i la PTH; (xifres de PTH; sérica més

baixes), son les que intervenen de forma independent en la progressié de la IR.
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6.6.1 RELACIO ENTRE ETIOLOGIA DE LA NEFROPATIA | PROGRESSIO

En quant a l'etiologia de la nefropatia, es va objectivar que els pacients amb
nefropatia glomerular presentaven una major velocitat de progressio respecte
als que presentaven nefropaties intersticials, la qual cosa ja era d’esperar.

El grup que progressa més rapid és el de pacients amb GN, sobretot respecte
al grup de la NAS. En aquest sentit Jungers et al. van analitzar els diferents
factors que influien en la velocitat de progressio de la IRC en la nefropatia no
diabética i van objectivar que l'etiologia és un dels principals determinants en la
velocitat de progressio, essent més rapids els pacients amb GN, seguits dels
pacients amb PQ, NAS i finalment dels pacients amb NIC(que sén els que van

més lents) (52).

6.6.2 RELACIO ENTRE LA PA SISTOLICA | PROGRESSIO

L’altre dada clinica que es correlaciona amb la majoria dels estudis, i ja ha estat
ampliament estudiada, és I'associacio entre xifres de PAS més elevades i una
progressié més rapida cap a la IRT (33,34). Dels estudis més recents, Pei et al.
objectiva que els pacients amb nefropatia IgA amb velocitats més rapides de
progressid son els que tenen una PA mitja més elevada a la primera visita i a la
darrera visita de I'estudi (235). Un altre exemple és I'estudi de Maouz et al. ,que
segueix els factors que influencien la progressié de la IRC en els dos darrers
anys abans de I'HD, trobant que la PA és el factor que influencia en una

progressidé més rapida (319).
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6.6.3 RELACIO ENTRE PTH SERICA | PROGRESSIO

Ens va sobtar perd l'associacié entre uns nivells sérics de PTH; més baixos
amb una velocitat de progressio més rapida, donat que en la majoria dels
estudis s’ha descrit que 'hiperparatiroidisme mal controlat podria afavorir una
progressié més rapida cap a la IRT (320). Una possible explicacié a aquesta
troballa és el fet de que hi ha algun tipus de nefropatia com la diabética que es
caracteritza per una progressi®6 més rapida cap a la IRT, mentre que
I'hiperparatiroidisme es desenvolupa més lentament en aquests pacients

respecte a altres nefropaties (321,322).

6.6.4 RELACIO ENTRE TRACTAMENT AMB IECA-ARA-II | PROGRESSIO

Una de les variables cliniques que vaig analitzar donada la seva relacio directa
amb el SRAA, va ser el tractament amb IECA o ARA Il per part dels pacients.
Els IECA i els ARA Il exerceixen un efecte beneficids en el curs de les diferents
malalties renals: GN, nefropatia diabética i NAS (3). A la majoria dels casos 'us
de farmacs inhibidors del SRAA s’acompanya d’una disminuci6 de la
proteinuria i fins i tot s’ha demostrat un efecte renoprotector amb la disminucié
del grau de progressio de la IR. Quan s’administra un IECA s’objectiva que
I'efecte antiproteinuric s’incrementa gradualment arribant a un maxim a les 4
setmanes de tractament. Mentre que els canvis hemodinamics sén immediats i

romanen estables durant el temps que dura el tractament (323).
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En aquest estudi no es va trobar cap relacié entre 'administracio d'IECA o ARA
II'i una progressio més lenta cap a la IR, encara que aixd s’hauria d’analitzar
junt amb els altres factors modificables amb aquests farmacs. Una altra
explicacio és que hi havia pocs pacients que haguessin estat tractats amb

aquests farmacs dins de la nostra poblacio.

6.7 RELACIO ENTRE PATOLOGIA CARDIOVASCULAR
| POLIMORFISME DEL TGF-f

En quant a 'associacié del polimorfisme del codd 10 del gen del TGF- amb la
patologia CV (definida com a presencia de com a minim un episodi d’AVC, de
cardiopatia isquémica o de vasculopatia periférica) concorda amb el treball de
Yokota et al. (291). He vist que en la malaltia CV a la nostra poblacié de
pacients també hi influien altres variables clinic-analitiques tal com la preséncia
de dislipémia i DM, tot i que hi participaven de forma independent. Al igual que
la progressié de la IR, la preséncia de malaltia CV també és una patologia
complexa, multifactorial i poligénica que també resulta de la interaccié entre
factors ambientals i factors genétics (324,325).

A més, els principals factors clinics i demografics associats amb un risc renal
augmentat son també factors de risc ben establerts per la morbilitat i mortalitat

CV. Aquesta concordanca pot reflexar la semblanca de les vies
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fisiopatologiques de la glomeruloesclerosi i fibrosi intersticial progressives amb
el procés d’aterosclerosi (326).

Els pacients amb patologia renal tenen un particular elevat risc per morbilitat i
mortalitat CV, no solament quan desenvolupen una IRT (327), sin6 en fases
incipients de la nefropatia (328). El risc augmentat s’ha atribuit no solament a
factors presents a la poblacié sense patologia renal (demografics, tabac, HTA,
hiperlipémia), siné també a factors especifics per les nefropaties. En aquest
sentit, la proteinuria ha demostrat ser un potent factor de risc CV (329,330).

Tot i aixi, alguns individus amb patologia CV no presenten cap dels factors de
risc convencionals, el que suggereix la contribucié dels factors genétics. Els
darrers avangos en epidemiologia genética han revelat que algunes variants
genétiques augmenten el risc de patologia vascular coronaria, incloent el
polimorfisme de 'ECA (257), apolipoproteina E (331) i de la glicoproteina llb/llla
de les plaquetes (332). D’altra banda s’ha observat un increment de I'expressié
del ARNm del TGF-B1 en lesions reestenotiques d’humans després de
I'angioplastia, el qual és responsable de l'acumul de colagen en aquestes
lesions fibromusculars (333).

En un estudi es va objectivar que en pacients amb patologia coronaria severa,
la concentracié de TGF-B1 va ser una cinquena part que en individus amb
artéries coronaries normals (334). En canvi en un altre estudi es va veure que
la concentracié de TGF-B1 actiu estava més augmentada en pacients amb

patologia coronaria que en controls i que la concentracio d’aquesta citocina era

TESI DOCTORAL- Elisabeth Coll 147



Discusi6

proporcional a la severitat de la patologia coronaria (335).
Cada cop hi ha més estudis que associen variants polimorfiques del TGF-1 a
patologia CV, algun concordant amb el nostre estudi (282), altres amb troballes

diferents (277).

6.8 COMENTARI FINAL

En definitiva, tant la patologia renal com la patologia CV sén multifactorials,
influenciades per multiples factors ambientals i genétics que interactuen entre
ells afavorint la rapidesa i el grau de progressio de la patologia, on el SRAA i
els factors de creixement hi juguen un paper molt important, i que en un futur
sera d’interés tenir identificats aquells individus amb marcadors genétics que
condicionen a patir una determinada patologia o0 a que aquesta progressi més
rapid, per poder inferir en tractar els factors modificables de forma més

intensiva en aquella poblacié més susceptible.

Malgrat ser de naturalesa retrospectiva, aquest estudi és consistent amb el fet
de que tant una disregulacio en el SRAA o en la sintesi de TGF-p,
probablement, en part a través de polimorfismes genétics, pot ser important en
la génesi de la fibrosi renal i d’altres teixits, contribuint d’aquesta manera al
desenvolupament de IR avancada i de complicacions CV, que molt

freqientment es troben associades a aquesta patologia.
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7 CONCLUSIONS

1. Hi ha una associacio entre 'al-lel leu del codo 10, I'allel pro del gen del TGF-
B1, i el polimorfisme WT del gen de I'aldosterona sintasa i la preséncia de

IRC terminal, comparant amb controls sans.

2. De tots els gens estudiats solament influencien en la progressio de la IR de
forma aillada, en la nostra mostra, el polimorfisme A1166C del gen del
AT1R. Aquesta associacio continua essent significativa després d’ajustar-ho

per les covariables cliniques i analitiques rellevants.

3. Altres parametres que també intervenen en la progressido en la nostra
poblacié de malalts son l'etiologia de la nefropatia, la PTH; i la PAS. Aixo
posa de manifest la importancia que té avaluar d’altres variables clinic-
analitiques en els estudis que analitzen els factors de risc genetics i analitzar

si hi intervenen de forma independent o no.

4. Un altra conclusié important d’aquest estudi és la troballa d’'una relacio
significativa entre I'al-lel Leu del codd 10 i la preséncia de patologia CV en la
poblacié d’'HD estudiada, subratllant el seu potencial us com a marcador de

risc CV en els malalts amb IRT.
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