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RESUMEN

Introduccion: la afectacion 6sea en la Enfermedad Renal Cronica engloba
una serie de alteraciones del metabolismo 6seo-mineral entre las que se incluye el
hiperparatirodismo secundario y las calcificaciones vasculares. Cinacalcet es una
agente calcimimético que se une al receptor sensor del calcio de la glandula
paratiroides y lo hace mas sensible a las acciones del calcio extracelular,
reduciendo los niveles de paratohormona. Sin embargo, cinacalcet muestra una
gran variabilidad interindividual en cuanto a su accién terapéutica. Este estudio
examina si polimorfismos de genes relacionados con la farmacocinética (CYP
p450) y la farmacodinamia del farmaco (CASR, VDR y GC) podrian ser causa de la
variabilidad en la respuesta a tratamiento con cinacalcet, en pacientes sometidos a
hemodialisis.

Objetivo: determinar si en hemodialisis los diferentes polimorfismos de los
genes CASR (rs1501899, rs1042636, rs1801725, rs1801726, y rs7652589), VDR
(rs154441 (Bsml), rs2228570 (Fokl), rs7975323 (Apol) y rs731236 (Taql)), GC (rs4588
y 1s7048) y CYP450 (rs762551, rs2740574, rs35742686 y rs3892097) influyen en la
variabilidad de respuesta a cinacalcet, medido como concentraciones séricas de
paratohormona aplicando criterios de las guias NICE.

Material y métodos: estudio, descriptivo, ambispectivo y monocéntrico
realizado con 158 pacientes en hemodidlisis que reciben tratamiento con
cinacalcet durante 12 meses (dosis inicial 30 mg). El analisis de genotipado se
realizé mediante discriminacion alélica y el test de equilibrio de Hardy-Weinberg
se aplico para la distribucion de frecuencias genotipicas. Se realizé un andlisis de
regresion lineal multiple para determinar los predictores de los niveles de
paratohormona a los 12 meses. El andlisis estadistico se realiz6 con SPSS 20.

Resultados: la poblacion del estudio estaba formada por 57 mujeres (36,1%)
y 101 hombres, con una edad media de 63,9 + 15,5 afos. Segun el criterio de la
guia NICE, 105 (66,5%) pacientes respondieron positivamente a cinacalcet y 53
pacientes (33,5%) no respondieron. No hubo diferencias estadisticas significativas
(p > 0,05) entre los pacientes que respondieron y los que no respondieron en
términos de sexo comorbilidad, edad, tiempo en dialisis, indice de masa corporal,
variables bioquimicas, presencia de enfermedad cardiovascular/factores de riesgo
y el uso de quelantes de fésforo o paricalcitol al inicio del estudio. No se



encontraron diferencias significativas en el andlisis de polimorfismos simples o
multiples (desequilibrio de ligamiento y andlisis de haplotipos) para los genes
estudiados, salvo en la variante T436K del polimorfismo GC rs4588 que mostro
una asociacion con una peor respuesta al tratamiento con cinacalcet [G/T-T/T;
odds ratio (OR) = 0,17; intervalo de confianza (IC) del 95% 0,08-0,36; Criterio de
informacion de Akaike = 181,6; p <0,000007}.

Conclusiones: Seguin nuestros resultados no parece que los polimorfismos
de los genes estudiados sean predictores importantes de respuesta a cinacalcet,
salvo en la variante T436K del polimorfismo GC rs4588 mostrd una asociacion con
una peor respuesta al tratamiento con cinacalcet. Si la asociacidon descrita aqui, se
valida con ensayos mas amplios, puede explicar en parte las diferencias
interindividuales en la respuesta a la respuesta al tratamiento con cinacalcet en

pacientes en hemodidlisis y puede ser ttil para el ajuste de la dosis.

Palabras clave: Cinacalcet, hemodidlisis, farmacogenética, polimorfismos,
CASR, VDR, GC, citocromo p450.



SUMMARY

Introduction: Bone involvement in CKD encompasses a series of bone-
mineral metabolism alterations including secondary hyperparathyrodism and
vascular calcifications. Cinacalcet is a calcimimetic agent that binds to the
calcium-sensing receptor of the parathyroid gland and makes it more sensitive to
the actions of extracellular calcium, reducing parathormone levels. However,
cinacalcet shows great inter-individual variability in its therapeutic action. This
study examines whether polymorphisms of genes related to pharmacokinetics
(CYP p450) and drug pharmacodynamics (CASR, VDR and GC) could account for
variability in response to cinacalcet treatment, in patients undergoing

haemodialysis.

Objective: To determine whether the different polymorphisms of the CASR
(rs1501899, rs1042636, rs1801725, rs1801726, and rs7652589), VDR (rs154441
(Bsml), 152228570 (Fokl), rs7975323 (Apol) and rs731236 (Taql)), GC (rs4588 and
rs7048) and CYP450 (rs762551, rs2740574, rs35742686 and rs3892097) influence
variability of response to cinacalcet, measured as serum parathormone

concentrations using NICE guideline criteria.

Material and methods: descriptive, ambispective, single-centre study
carried out on 158 haemodialysis patients receiving treatment with cinacalcet for
12 months (initial dose 30 mg). Genotyping analysis was performed by allelic
discrimination and the Hardy-Weinberg equilibrium test was applied for the
distribution of genotypic frequencies. Multiple linear regression analysis was
performed to determine predictors of parathormone levels at 12 months.

Statistical analysis was performed with SPSS 20.

Results: The study population consisted of 57 women (36.1%) and 101 men,
with a mean age of 63.9 + 15.5 years. According to NICE guideline criteria, 105
(66.5%) patients responded positively to cinacalcet and 53 patients (33.5%) did not
respond. There was no significant statistical difference (p > 0.05) between
responders and non-responders in terms of sex, comorbidity, age, time on
dialysis, body mass index, biochemical variables and presence of cardiovascular
disease/risk factors and the use of phosphorus chelators or paricalcitol at baseline.
No significant differences were found in single or multiple polymorphism



analysis (linkage disequilibrium and haplotype analysis) for the genes studied,
except for the T436K variant of the GC rs4588 polymorphism which showed an
association with a worse response to cinacalcet treatment [G/T-T-T/T; odds ratio
(OR) = 0.17; 95% confidence interval (CI) 0.08-0.36; Akaike information criterion =
181.6; p < 0.000007}.

Conclusions: Based on our results it does not appear that polymorphisms in
the genes studied are significant predictors of response to cinacalcet, except that
the T436K variant of the GC rs4588 polymorphism showed an association with a
worse response to cinacalcet treatment. If the association described here is
validated with larger trials, it may partly explain interindividual differences in
response to cinacalcet treatment response in haemodialysis patients and may be

useful for dose adjustment.

Keywords: Cinacalcet, haemodialysis, pharmacogenetics, polymorphisms,
CASR, VDR, GC, cytochrome p450.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad renal cronica (ERC) es un importante problema de salud
publica que afecta a cerca del 10% de la poblacion espafiola, lo cual supone una
elevada morbilidad y mortalidad, asi como un importante consumo de recursos al
Sistema Nacional de Salud (1,2).

Segun los resultados del estudio EPIRCE (Epidemiologia de la insuficiencia
renal crénica en Espafa), promovido por la Sociedad Espafiola de Nefrologia
(SEN) con el apoyo del Ministerio de Sanidad y Consumo, aproximadamente al
10% de la poblacion adulta espafiola y a mas del 20% de los mayores de 60 afios,
sufren algun grado de ERC. En pacientes seguidos en Atencion Primaria con
enfermedades tan frecuentes como la hipertension arterial (HTA) o la diabetes
(DM), la prevalencia de ERC puede alcanzar el 35-40% (1).

En Espana segun registro del afio 2020 de la Organizacién Nacional de
Trasplant (ONT), hay alrededor de cuatro millones de personas que padecen
ERC, de los cuales casi 65.000 pacientes (1362.8 pmp) se encuentran en
tratamiento sustitutivo renal (TSR). Un 54% de estos pacientes se encuentran en
situacion de trasplante renal funcionante. El resto estd en dialisis (40,4% en
hemodialisis y el 5% en dialisis peritoneal). La incidencia anual de precisar TSR
durante 2020 se encuentra en un 6.8% con 6708 pacientes nuevos (141.4 pmp),
siendo la diabetes, la principal causa de ERC (26%). Un estudio recientemente
publicado en 2020 sobre prevalencia de ERC, estudio IBERICAN (3) sobre
poblacion espanola atendida en Atencion Primaria, sefiala un 14% de prevalencia
de ERC, siendo mas prevalente, al igual que otros estudios (1,3), en varones y
mayores de 65 anos y el 34 %, al igual que el estudio ENRICA (3), acumulaban un
elevado riesgo cardiovascular, aumentando la prevalencia conforme se van
agregando factores de riesgo cardiovascular, fundamentalmente, diabetes, HTA y

dislipemia.

Ademads de la elevada prevalencia, la ERC se asocia a una importante
morbimortalidad cardiovascular, asi como a costes muy significativos. En Espana
el coste anual asociado al tratamiento de las fases mdas avanzadas de la ERC se
estima en mas de 800 millones de euros anuales (2). El TSR consume entre el 2,5%
y el 3% del presupuesto del Sistema Nacional de Salud y mas del 4% de atencion
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especializada. Se estima, que estos costes, se vayan incrementando, ya que como
se ha comentado previamente es una enfermedad prevalente con una incidencia
anual ascendente por lo que un elevado niimero de personas, precisaran inicio de
terapia de reemplazo renal (2). El coste medio anual por paciente tratado con
hemodialisis es de 46.659,83 € y de 32.432,07 € en didlisis peritoneal (2).

Entre las complicaciones mds frecuentes en la ERC, se encuentran las
«alteraciones del metabolismo mineral-6seo asociadas a la ERC» (CKD-MBD) (4-
6) que integran, las alteraciones bioquimicas, alteraciones estructurales 6seas y las
calcificaciones vasculares y tumorales de tejidos blandos que ocurren como
consecuencia de las alteraciones en el metabolismo mineral en la ERC como una
entidad sistémica. Dentro de esta complicacion, se encuentra el
hiperparatirodismo secundario a ERC (HPT2) que afecta al 40% de los pacientes
en didlisis y se caracteriza por concentraciones elevadas de PTH (>300 pg/ml). Los
factores que determinan el HPT2 son, entre otros, una reduccion de la sintesis de
vitamina D, hipocalcemia y retenciéon de P. La consecuencia del HPT2 es la
osteodistrofia renal, que comporta un aumento de la reabsorcion del hueso, dolor,
fracturas, deformidades dseas y depositos de Ca?*intra y extravascular, por lo que
se considera un trastorno sistémico, que incluye el sistema cardiovascular y el

riesgo cardiovascular (5,6).

El tratamiento de esta complicacion consiste en la administracion de
quelantes del fésforo (P) (acetato o carbonato de Ca?, carbonato de sevelamero y
carbonato de lantano) y vitamina D o sus anélogos. Estos reducen la PTH, pero a
menudo producen hipercalcemia (7). Cinacalcet es un calcimimético, que actta
como modulador alostérico positivo del receptor sensor de Ca? (CaSR) en la
superficie de la célula paratiroidea, incrementando la sensibilidad de éste al Ca?*
extracelular, lo que reduce las concentraciones de PTH y Ca?". También se ha visto
de manera experimental que cinacalcet disminuye la hiperplasia de la glandula

paratiroidea favoreciendo la apoptosis del tejido hiperplasico (8).

A pesar de los avances en el manejo de los pacientes con ERC en dialisis, el
numero de problemas relacionados con la adherencia al tratamiento, efectos
adversos y su manejo, es elevado. Alguno de estos problemas, podrian ser
explicados por factores ambientales y también por la variabilidad genética entre
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los diferentes pacientes (9). La Farmacogenética es una herramienta de
investigacion clinica novedosa, cuyo objetivo es individualizar el tratamiento
mediante la deteccion variantes genéticas asociadas a la eficacia y efectos
adversos de los farmacos (10), lo cual podria ayudar a la prescripcion de

farmacos y a la toma de decisiones terapéuticas.

1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA.
1.1 Definicion de Enfermedad Renal Cronica.

La ERC, se define como un filtrado glomerular (FG) < 60 ml/min con o sin
la presencia de una alteracién estructural (sedimento, imagen, histologia) que
persiste mas de 3 meses, (tabla 1) (11). La ERC se clasifica en 5 categorias en
funcion del FG. En los estadios 1y 2, el FG es normal y tienen que estar presentes
otros signos de dafio renal. En los estadios del 3 al 5 lo caracteristico es la
disminucion del FG por debajo de 60ml/min, no siendo necesaria la presencia de

otros signos de dafio renal (11,12).

Ademads, se debe categorizar la albuminuria (A) en cualquier estadio de
ERC, como Al, A2 o A3, segun sea el cociente A/creatinina en una muestra
aislada de orina de la mafana, < 30, 30-300 o > 300 mg/g, respectivamente (tabla 2)
(11-16).

Tabla 1. Definicion de ERC (11).

La ERC se define por la presencia de alteraciones en la estructura o funcion renal durante més de 3 meses

Criterios de ERC (cualquiera de los siguientes durante > 3 meses)

Albuminuria elevada
Alteraciones en el sedimento urinario

Alteraciones electroliticas u otras alteraciones de origen tubular

Marcadores de dano renal : S
Alteraciones estructurales histologicas
Alteraciones estructurales en pruebas de imagen

Trasplante renal

FG disminuido FG < 60 ml/min/1,73 m?
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Tabla 2. Clasificacion de la ERC segun filtrado glomerular y albuminuria (11).

La clasificacion de la ERC se basa en la causa® y en las categorias del FG y de la albuminuria

Categorias del FG

Categoria FG® Descripcion
G1 >90 Normal o elevado
G2 60-89 Ligeramente disminuido
G3a 45-59 Ligera a moderadamente disminuido
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido
G4 15-29 Gravemente disminuido
G5 <15 Fallo renal
Categorias de albuminuria
Categoria Cociente A/C* Descripcion
Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 > 300 Muy elevada®

En el diagnostico del ERC, se debe indicar la etiologia de la enfermedad, el

grado de funcion renal y el grado de albuminuria, que presenta el paciente, lo

cual permite establecer el riesgo cardiovascular y le prondstico del paciente,

clasificandolo en riesgo moderado, alto o muy alto con respecto al riesgo basal o

de referencia de sujetos sanos (11). En la figura 1 se expone la tabla de

estratificacion del riesgo de la ERC segtn las categorias de FG y albuminuria. La

hipertension arterial (HTA)y la proteinuria destacan como los factores

prondsticos y modificables, mas importantes de progresion en ERC (11).

Figura 1. Estratificacion del riesgo de la ERC (11).

Albuminuria
KDIGO 2012 Categorias, descripcion y rangos
A1l A2 A3
Normal a Moderadamente |  Gravemente
. ligeramente elevada elevada
Filtrado glomerular elevada
Categorias, descripcion y rangos (ml/min/1,73 m?)
<30mg/g® | 30-300mg/g® | > 300 mg/g®
G1 Normal o elevado > 90 .
G2 Ligeramente disminuido 60-89
G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59
G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44
G4 Gravemente disminuido 15-29
G5 Fallo renal <15
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1.2. Diagnéstico: Evaluacion de la Enfermedad Renal Crénica.

El FG se determina mediante la determinacion de creatinina sérica y una
férmula para estimar el FG. La mediciéon de la creatinina sérica se realiza
mediante una prueba especifica con trazabilidad adecuada a los estandares
internacionales de referencia y con la minima desviacion respecto al método de
referencia de espectrometria de masas por dilucion isotdpica (12,13). Las guias
recomiendan estimar el FG por la férmula CKD-EPI (CKD Epidemiology
Collaboration) de 2009 (17).

La albuminuria (A) se evaltia mediante del cociente A/Cr, en una muestra
aislada de orina de primera hora de la mafiana. En caso de grados avanzados de
A, el cociente proteinas/creatinina ofrece una mejor aproximacion a la proteinuria.
La cuantificacién de la excrecion urinaria de albimina o de proteinas en orina de
24 horas se reserva para casos especiales en los que se considere una estimacion
mas precisa. Hay casos que pueden artefactar la determinacion de la albuminuria,

como el ejercicio, cuadros infecciosos, fiebre o el fallo cardiaco (14,15).
1.3. Progresion de la Enfermedad Renal Cronica.

La progresion de la ERC es muy variable y no hay evidencia para identificar
a los pacientes con progresion mas acelerada, por ello es necesario determinar de

manera conjunta FG estimado por CKD-EPI y albuminuria (figura 1) (18).

La progresion de la ERC se define por un descenso sostenido del FG
>5 ml/min/1,73 m? al afio o por el cambio de categoria (de G1 a G2, de G2 a G3a,
de G3a a G3b, de G3b a G4 o de G4 a G5). Pequenas fluctuaciones del FG no

indican necesariamente progresion (18).

Cuando se detecten los citados criterios de progresion, habra que descartar
factores potencialmente reversibles de agudizacion, como uropatia obstructiva,
depleciéon de volumen, situaciones de inestabilidad hemodindmica, uso de

antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores de la ciclooxigenasa 2, antibioticos
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nefrotdxicos, contrastes radiologicos o farmacos bloqueantes del sistema renina-

angiotensina y se trataran aquellos que sean modificables (19,20).

1.4. Complicaciones de la Enfermedad Renal Crénica.

Las complicaciones mds habituales en la ERC y su prevalencia segtin
estadios de la ERC, se exponen en la tabla 3 (21,22).

Tabla 3. Complicaciones mas frecuentes de la ERC (11).

Complicacion Filtrado glomerular (ml/min/1,73 m?)

>90 60-89 45-59 30-44 <30
HTA® 18,3 4,0 718 783 82,1
Anemia* 4,0 47 12,3 22,7 51,5
Hiperparatiroidismo® 55 94 23,0 44,0 72,5
Hiperfosfatemia® 72 74 92 9,3 23,0
Déficit de 25(0H) Vit Df 14,1 9,1 10,7 27,2
Acidosis® 1,2 84 94 18,1 31,5
Hipoalbuminemia" 1,0 1.3 2,8 9,0 7,5

1.4.1. Manejo integral del riesgo cardiorrenal e hipertension arterial

La prevencion de la progresion de la ERC, se baja en un manejo conjunto y

multidisciplinar de lo que se conoce riesgo cardiorrenal, que incluye modificacién

de habitos de vida como la dieta, el ejercicio... y un control exhaustivo de los

principales FRCV, como son la diabetes, la HTA y la dislipemia.

La albuminuria en factor de riesgo cardiovascular independiente (22) y los

pacientes con ERC, particularmente aquellos con FG < 60ml/min/1,73 m? y

fundamentalmente los pacientes con estadio 5, presentan un riesgo cardiovascular

alto (22) que implica desde un 43% de padecer un evento cardiovascular en un

estadio 3, hasta >300 % en FG <29 ml/min/1,73 m?, con respecto a individuos sin

ERC (23). De hecho, los pacientes con ERC tienen mas riesgo de fallecer por un

evento cardiovascular que de precisar tratamiento con reemplazo renal (24).
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El control adecuado de la tension arterial constituye la base de la
prevencion cardiovascular, renal y global en el paciente con ERC. El objetivo de
control serd una PA < 140/90 mmHg en pacientes con albumina en grado 1, siendo
mucho mas exigentes conforme aumenta al albuminuria, independientemente de
la presencia de diabetes (25-27). Para alcanzar este objetivo, aparte de medidas

no farmacoldgicas, se precisara

de medidas farmacoldgicas individualizadas, siendo de eleccion los
farmacos bloqueantes del sistema renina angiotensina (inhibidores de la enzima
de conversion de la angiotensina (IECA) o antagonistas de los receptores de la
angiotensina II (ARA II) (25-27).

1.4.2. Control nutricional y metabélico

Entre las modificaciones de habitos de vida, se encuentra la dieta y el
ejercicio como se ha comentado previamente. Estas modificaciones, van dirigidas
también al control de la obesidad, la cual constituye un objetivo primordial en el
paciente con ERC, como medida de prevencion cardiovascular y para frenar la

progresion de la enfermedad.

Las dietas hipoproteicas, actualmente estan en desuso por el elevado riesgo
de malnutricidn, pero si se sugiere una ingesta proteica a 0,8 g/kg/dia en pacientes
con ERC estadio 4 con FG estimado < 30 ml/min/1,73 m?2.

En pacientes diabéticos se recomienda un objetivo de hemoglobina
glicosilada <7 %, salvo en casos de ancianos y pacientes fragiles con riesgo de

hipoglucemias, en los que el objetivo de glicada se establece en 8 % (28).

Los niveles de colesterol total, HDL, LDL, y triglicéridos, deben evaluarse
periddicamente. En objetivo y en lineas generales se aconseja un LDL <70 mg/dl,
optimizando habitos higiénicos dietéticos y si es preciso usando estatinas. La
indicacion de fibratos para el tratamiento de la hipertrigliceridemia es un tema
controvertido en la actualidad (29).

No hay evidencia en que la hiperuricemia sea un factor de progresion de la
ERC, sin embargo las guias de manejo de la ERC (11), indican que la reduccion del
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acido turico por debajo de 7 mg/dl podria disminuir el riesgo cardiovascular y

frenar la progresion de la ERC en pacientes con hiperuricemia asintomatica (30).
1.4.3. Anemia

La anemia tiene un impacto decisivo en el prondstico de la ERC y
contribuye a la calidad de vida del paciente. Los tratamientos y los objetivos

terapéuticos son (31):

e Descartar causas secundarias, fundamentalmente la ferropenia.
e Suplementar con hierro en caso de ferropenia.
eUso de agentes estimuladores de la eritropoyesis con una

hemoglobina objetivo que no supere los 11,5 g/dl.

El primer paso en el tratamiento de la anemia asociada a ERC sera la
suplementacion con hierro cuando el indice de saturacién de la transferrina sea
menor del 30 % y la ferritina sérica, menor de 500 ng/ml. El uso de eritropoyetina

se valorard con niveles de hemoglobina < 10 g/dl (31).
1.4.4. Alteraciones del metabolismo dseo-mineral

Las alteraciones en el metabolismo dseo-mineral pueden comenzar en los
grados iniciales de la ERC y aumentan a medida que la enfermedad empeora
(5,6).

La actual guia KDIGO (6) y la guia de la S.E.N (7), aconsejan evaluar al
menos una vez al ano los niveles séricos de Ca*, P, fosfatasa alcalina total (FAT),
PTH y colecalciferol (250HD) en pacientes con FG estimado < 45 ml/min/1,73 m?2.
En la tabla 4 se exponen los valores recomendados en la guia de la S.E.N y
KDIGO (5-6).
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Tabla 4. Valores bioquimicos recomendados SEN /KDIGO (5-6).

Parametro Grado de ERC Valores recomendados
Calcidiol Todos > 30 ng/ml
Calco Todos 8,4-9,5 mg/d| (tolerancia hasta 10 mg/dl)
Fosforo Todos 2,5-4,5 mg/dl
> Grado 3 35-70 pg/ml
PTHi
Grados 4y 5 70-110 pg/ml

1.4.5. Acidosis: La prevalencia y gravedad de la acidosis aumenta a medida
que empeora la funcion renal. Se sugiere el tratamiento con suplementos orales de
bicarbonato en pacientes con concentraciones de bicarbonato < 22 mEq/l, si no hay

contraindicacion (5).

1.4.6. Otros aspectos de seguridad en el paciente con ERC. Los pacientes
con ERC son vulnerables a determinadas situaciones que se atienden

frecuentemente en la atencion sanitaria y deben prevenirse.

e Riesgo de fracaso renal agudo: Los pacientes con ERC son una
poblacion de riesgo de fracaso renal agudo, sobre todo, ante cualquier
enfermedad interrecurrente, hospitalizacion o cualquier procedimiento
diagnostico o terapéutico (21).

e Uso de medicamentos en pacientes con enfermedad renal: Las
principales recomendaciones con respecto al uso de medicamentos en el

paciente con ERC son:

1. Ajustar farmacos segin grado de funcion renal.

2. Suspender temporalmente tratamientos potencialmente
nefrotoxicos o de eliminacion renal en caso de deterioro de
funcion  renal, fundamentalmente: IECA, ARA 1,
antialdosterdnicos, diuréticos, antiinflamatorios no esteroideos,
metformina, litio y digoxina.

3. Monitorizacion de la funciéon renal y niveles de farmacos

cuando reciban tratamiento potencialmente nefrotdxicos,
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fundamentalmente  antibidticos = aminoglucdsidos, litio,

anticalcineurinicos y digoxina.

e Uso de contrastes radioldgicos: En pacientes con FG
<60 ml/min/1,73 m? que vayan a recibir un contraste yodado, se recomienda
utilizar la minima dosis posible del radiocontraste, suspender previamente
los farmacos nefrotdxicos, particularmente metformina e hidratar
adecuadamente al paciente, antes, durante y después de la prueba. El uso de
N-acetilcisteina en la nefroproteccién con los contrastes yodados no ha

demostrado un beneficio consistente (5,21).

Con respecto a la utilizacion de contrastes con gadolinio en la
resonancia, cuando el FG <30 ml/min/1,73 m? se contraindica su uso y se
recomienda usar otros preparados como gadoterate, gadoteridol o gadobutrol
(5,21) .

Se recomienda en las colonoscopias, no usar preparados con fosforo

para pacientes con FG estimado < 60 ml/min/1,73 m? (21).

1.5 Modalidades de Tratamiento Sustitutivo Renal:

Como se ha comentado previamente, la ERC avanzada conduce a casi 6.000
pacientes cada ano en Espana al inicio de didlisis con un elevado gasto sanitario
(2) y aunque la técnica mas eficiente, siempre va a ser el TXR, solamente el 31% de
los pacientes son aptos, por lo que un elevado porcentaje, permanecen en

programa crénico de didlisis (1). Las diferentes modalidades de TSR, son:
1.5.1. Hemodialisis (HD):

Es una técnica, que consiste en la depuracion de la sangre, mediante un
dializador o filtro, en el cual la sangre pasa por el interior de los capilares en un
sentido, y el liquido de didlisis circula en sentido contrario bafiando dichos

capilares, asi, ambos liquidos quedan separados por una membrana
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semipermeable y asi disminuir los niveles de toxicos en la sangre. Es una técnica

de dmbito sanitario pero también puede ser domiciliaria, entrando al paciente.
1.5.2. Didlisis Peritoneal (DP):

Es una terapia domiciliaria en la que la membrana semipermeable, es el
peritoneo. Mediante un catéter colocado en cavidad abdominal, se infunde el
liquido de didlisis que permanece un tiempo variable y en contacto con el
peritoneo, disminuye los toxicos sanguineos y se extrae el exceso de liquido.
Posteriormente, éste liquido es drenado y se renueva por otro nuevo. Este
tratamiento se puede realizar de manera manual (DPCA) o mediante una
maquina cicladora (DPA) que realiza automaticamente la infusion y drenaje. Para
realizar este tipo de didlisis, el paciente recibe un completo plan de

entrenamiento.

La DP es equiparable, en términos de eficacia dialitica, a la HD y en linea
general al ser una técnica continua, es mas fisioldgica y permite conservar la
diuresis residual por mas tiempo aunque no se han evidenciado diferencias en
mortalidad (32).

1.5.3. Trasplante Renal (TXR):

Segun informes de la Organizacion Nacional de Trasplantes, hay alrededor
de 2.200 TXR, con mas de 4.000 pacientes en lista de espera. Los rifiones pueden

provenir de donante vivo o cadaver.

Previo a la inclusién en una lista de espera para TXR, el paciente es
estudiado de manera exhaustiva y el tiempo medio en lista es de 3 afios, aunque
varia entre donante vivo vs cadaver. Es obligatorio realizar una prueba
inmunologica de compatibilidad o de HLA. Existen riesgos asociados a una
cirugia mayor y/o al rechazo agudo o cronico. Para evitar la enfermedad injerto
contra huésped es preciso usar tratamiento inmunosupresor, lo que conlleva, una

mayor susceptibilidad para las infecciones y tumores.

La supervivencia media de un rifién trasplantado es de 10 afios y el paciente

precisara volver a TSR antes de poder acceder a otro trasplante. E1 TXR es la
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modalidad de TRS que tiene los mejores resultados en términos de supervivencia

y proporciona la mayor calidad de vida durante el tiempo que funciona (33).

2. ALTERACION OSEO MINERAL ASOCIADA A ENFERMEDAD
RENAL CRONICA.

La Fundacion KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) ha
propuesto una nueva definicion para las alteraciones dseas asociadas a la ERC (6):
Alteracion 0seo-mineral asociada a la ERC que engloba las alteraciones

bioquimicas, esquelética y calcificaciones que ocurren en la ERC:

1. Anormalidades del Ca?*, P, hormona PTH y 250HD vy factor de
crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23).

2. Alteraciones en el remodelado, mineralizacion, volumen, crecimiento o
fragilidad del esqueleto.

3. Calcificaciones cardiovasculares o de otros tejidos blandos.

2.1. Fisiopatologia de las alteraciones del metabolismo mineral y seo

La hiperfosfatemia acompanada de hipocalcemia y niveles bajos de
vitamina D, es una alteracion practicamente universal en los pacientes con ERC
en etapa 5D y muy frecuente en las etapas 3 a 5. Cuando ésta no se trata,
usualmente termina presentandose un hiperparatiroidismo secundario grave que
clinicamente se manifiesta con fracturas dolorosas, tumores pardos u osteopenia
(6,34).

El sistema FGF-23/Klotho ha revolucionado el concepto del metabolismo
mineral y 6seo de la ERC (35). En la Tabla 5 se describen las funciones de los
factores implicados en el metabolismo dseo en la ERC (36).
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Tabla 5. Regulacion de la enfermedad 6seo mineral relacionada con la enfermedad renal

cronica (36)

Sintesis Glandula 250HD3: hepatica Hueso Rifion
paratiroidea 1,25(OH)2D3: rifidn, (osteoblasto) Plexos coroideos,
monocitos glandula paratiroidea
Regulacion Estimulantes: Estimulo 1a Estimulo: FGF Estimulo: PPAY,
Ca, P hidroxilasa: PTH, 23, PTH, Nurrl, vitamina D.
Inhibidores: hormona de crecimiento, sobrecarga de P, Inhibe: angiotensina II,
Vitamina D, FGF | prolactina. Ca FGF 23, inflamacion
23 Inhibicién 1« hidroxilasa:
FGF 23, Klotho.
Estimulo 24
hidroxilasa: analogos de
vitamina D, FGF 23
Acciones Aumento de la Aumento de la resorcion
Oseas reabsorcion Osea.

Osea: liberacion
deCayPen
sangre
Estimulo
secrecion FGF
23

Estimula sintesis FGF 23

Accion renal Aumenta Accién Aumenta fosfaturia (FGF
reabsorcion de fosfaturica. 23).
Ca e inhibe la de Inhibe 1a y Inhibe 1« hidroxilasa.
P. activa 24 Reabsorcion de Ca
Estimula 1o hidroxilasa.
hidroxilasa
Accion De forma Absorcion de Cay P
intestinal indirecta al
estimular
calcitriol
Otras Toxina urémica Inhibicion de PTH. Inhibe PTH, Antioxidante
acciones Pleiotropismo. HVI? Antiapoptoico
Inhibiciéon de RAAS. Proteccidon endotelial

Proteccién del fallo renal
Proteccién frente a HVI

Klotho es una proteina transmembrana, que permite la activacion de la

union de FGF-23 a su receptor. Se expresa en diferentes tejidos, pero

fundamentalmente en el rifndn. El FGF-23 se sintetiza por los osteocitos y
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osteoblastos y representa la conexion existente entre hueso, rifidn y glandula
paratiroides. Disminuye la reabsorcion tubular del P, por lo que favorece la
fosfaturia y contrarregula la accion de la vitamina D, al reducir los niveles de
calcitriol (35,37).

En la ERC se produce un descenso de Klotho, compensado por un aumento
de FGF-23 que favorece la disminucion de calcitriol. La deficiencia de vitamina D
activa causa hipocalcemia al disminuir la absorcion intestinal, aumento de fésforo
(P) y a su vez una reduccién de la expresion de Klotho. EL aumento de P conlleva
mayor descenso de calcitriol, aumento de factor de crecimiento fibroblastico 23
(FGF23) y de PTH que inducen la hiperplasia paratiroidea y favorece el HPT2.
PTH también aumenta en un intento de paliar el déficit de calcitriol y aumentar
FGF23. Las dianas sobre las que actta el calcio y el calcitriol son el receptor sensor
del calcio (CaSR) y el rector citosolico de la vitamina D (VDR), respectivamente.
La hiperfosfatemia induce proliferacion y disminuye la expresiéon de estos

receptores (38).

El descenso de la masa nefrogénica produce descenso de 250HD y Ca*
circulante, con aumento del P y FGF-23, lo cual conlleva un aumento de la PTH
que puede ocasionar hiperplasia o adenoma paratiroideo. Niveles elevados o
bajos de PTH se correlacionan con riesgo de mortalidad cardiovascular. EIl

aumento de PTH favorece (35) (Figura 2):

1. Estimula los miocardiocitos, aumentando su crecimiento con
sobrecarga de Ca2+ en el miocardico, favoreciendo la hipertrofia
ventricular.

2. Aumenta el estrés oxidativo y la sintesis de aldosterona,
favoreciendo aterosclerosis, disfunciéon endotelial y calcificaciones
vasculares

3. Las calcificaciones de tejidos blandos (calcinosis tumoral) y la
calcifilaxis con aumento importante de la morbimortalidad en
ERC.

Las alteraciones del metabolismo mineral, son factores de riesgo

independientes de mortalidad, principalmente cardiovascular (36,39—43).
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Figura 2. Fisiopatologia de la Enfermedad Mineral Osea en ERC (4).
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2.2. Clasificacion histologica TMV: turnover, mineralizacion, volumen.

Las guias KDIGO (6) establecen que el documento de las biopsias 6seas

debe informar de tres parametros histologicos (Figura 3):

1. Turnover o remodelado ¢seo: tasa de recambio &seo
acoplado al proceso de resorcién-formacion. Las lesiones se
corresponden a osteitis fibrosa de alto remodelado y las lesiones de bajo
remodelado, corresponden a osteomalacia o Hueso Adindmico.

2. Mineralizacion: identifica la tasa de mineralizacion de la
matriz osteoide. La mineralizacion es minima o ausente en la
osteomalacia y es normal en el hueso adindmico.

3. Volumen 0&seo: balance entre formacion y resorcion y
acompana tanto a formas de alto y bajo remodelado. El alto remodelado,
definea a la osteoesclerosis y los bajos, a la osteopenia y osteoporosis. Es
importante diferenciar entre hueso cortical y trabecular. En el HPT2
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urémico, se produce disminucion del hueso cortical mientras en el hueso

trabecular se mantiene o puede aumentar.

Figura 3. Clasificacion histologica KDIGO y las lesiones clasicas (3).
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2.2.1. Formas de presentacion:

La tinica causa conocida en la ERC de forma de alto remodelado es HPT2.
En lineas generales es mas frecuente en jovenes, negros y mayor tiempo de
permanencia en didlisis. En el HPT2 se produce un balance negativo de Ca* y
fésforo en el hueso cortical, que favorece su depdsito en tejidos blandos,

facilitando las calcificaciones vasculares, calcifilaxis y calcinosis tumoral.

2.2.1.1. Calcificaciones cardiovasculares: en la capa media arterial y
son lesiones predictivas independientes de mortalidad cardiovascular.

2.2.1.2. Calcificaciones de partes blandas: pueden afectar a tejidos

sanos o a tejidos previamente dafiados. Las localizaciones mas frecuentes
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son periarticulares (calcinosis tumoral), vasculares en capa media e intima

(calcifilaxis o arteriolopatia urémica calcificada) y en valvulas cardiacas.

2.2.1.3. Rupturas tendinosas espontaneas o patologicas: frecuente en
poblacion afosa en didlisis. Los factores etioldgicos mas frecuentes con la

amiloidosis por b2-microglobulina y el HPT2.
2.3. Diagnostico en ERC estadio 5D:

Los métodos diagndsticos idoneos para el estudio y tratamiento de las
alteraciones del metabolismo mineral, segun las recomendaciones de las

diferentes guias son los siguientes (5,6,11):

2.3.1. Parametros bioquimicos: la guia KDIGO (5) y guias de la S.E.N (7)
recomiendan la medida periddica de las siguientes determinaciones

bioquimicas. Tabla 6.

2.3.1.1. Calcio y fdsforo: los niveles de Ca* y P tienen poca
capacidad predictiva de la enfermedad d&sea subyacente y son
frecuentemente normales porque existe una elevacidon de los niveles de
PTH. Sin embargo, su determinacion periddica, junto a la PTH, es decisiva
para el tratamiento del paciente. En pacientes que reciben tratamiento con
calcimiméticos o con derivados de la vitamina D (metabolitos activos o
analogos o AsVDR), las determinaciones deben de ser mas frecuentes a las
establecidas por las gtias referidas, especialmente en etapas de titulacion
de dosis. La extraccion sanguinea para medir estas determinaciones

bioquimicas deben realizarse antes de la sesion de mitad de la semana.

Debe usarse el calcio idnico, pero en la practica clinica, se usa el
calcio total, ajustado por albumina o proteinas para obviar alteraciones

asociadas a hipoalbuminemia o hipoproteinemia.
Ca total corregido (mg/dl) = Ca total (ng/dl) + 0,8 [4 - albiimina (g/d])]

En didlisis se ha demostrado que la hiperfosfatemia en un factor
independiente de mortalidad (44).
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2.3.1.2. Hormona paratiroidea (PTH): el rango de normalidad del kit
clasico Allegro es de 10-65 pg/dl. Las guias KDIGO (6) recomiendan para
pacientes en dialisis un rango de 2 a 9 veces por encima del rango normal
establecido por el laboratorio. Las guias SEN 2011 (7) recomiendan
mantener niveles entre 150-300 pg/dl y evitar valores inferiores a 100 o
mayores de 500 pg/dl. Los niveles de PTH son considerados un buen
marcador de la enfermedad ésea subyacente, evitindose asi la necesidad

de recurrir a la biopsia 6sea diagndstica.

o Niveles de PTHi >350-500 pg/ml, indican enfermedad de

alto remodelado dseo (osteitis fibrosa).

o  Niveles de PTHi <100-120 pg/ml (o equivalentes) se asocian
con enfermedad o6sea de bajo remodelado (forma adindmica u

osteomalacia).

Tabla 6. Objetivos terapéuticos segin diferentes guias.

KDIGO 2017 SEN
Calcio (mg/dl) Normal
Fésforo (mg/dl) Normal hasta 4,5
PTH (pg/dl) Allegro | 2-9 veces limite superior del 150-300. Evitar <100 y >
ensayo 500.

Los niveles de PTH deben medirse:

. Estadios 3-4, cada 6-12 meses en funcion del valor

basal y del grado de progresion de la ERC.

e Estadio 5 (incluyendo 5D) cada 3-6 meses seguin

recomiendan las guias KDIGO (6).

Las modificaciones de tratamiento, deben tener en cuenta
las tendencias del calcio, fésforo o PTH, mas que datos aislados de los

mismos.
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2.3.1.3. Calcidiol (250HD): es aconsejable la medicion de niveles de
vitamina D (calcidiol) para prevenir y tratar la insuficiencia o deficiencia

de vitamina D nativa (45):

e Calcidiol <30 ng/l: insuficiencia.
e Calcidiol <15 ng/l: deficiencia

¢ Se deben evitar niveles superiores a 60ng/dl.

La insuficiencia y deficiencia de calcidiol, se relaciona también con
mayor mortalidad en didlisis y se ha objetivado que este riesgo desaparece

con el uso de andlogos activos de la vitamina D (46).

2.3.1.4. Fosfatasa alcalina: es un parametro de recambio 6seo y se ha
descrito que niveles >120 U/l, se relacionan con aumento independiente de
mortalidad cardiovascular (principalmente calcificacién coronaria) en HD
(47).

2.3.1.5. (Calcitriol (1-250HD): se desconoce cudles son los niveles
normales de calcitriol y su determinaciéon a dia de hoy no estd

recomendada por ausencia de evidencia de que sea ttil en ERC(48).

2.3.1.6. Otros marcadores del remodelado d0seo: osteocalcina, las
piridolinas libres en suero, y el telopéptido C-terminal del coladgeno, no
mejoran el poder predictivo de la PTH, por tanto, su uso sistematico no
estd justificado (6,7).

2.3.1.7. Factor de crecimiento del Fibroblasto 23 (FGF-23): su
incremento es previo al de la PTH y se asocia con la supervivencia en ERC

pero su medicién no estd recomendada en la clinica habitual (6,7).
2.3.2. Técnicas de imagen.

2.3.2.1. Radiologia 6sea: primer escaldn para detectar calcificaciones
vasculares y permite su seguimiento mediante indice Kauppila (49) y/o el
de Adragao (50).
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2.3.2.2. Densitometria 0sea: método estandar para determinar la
densidad mineral dsea (DMO) en la poblacion general. La relaciéon de la
DMO con el riesgo de fractura en la poblacion con ERC es inconsistente,
por lo que no se recomienda en ERC, salvo en el post-trasplante renal
(5,6).

2.3.2.3. Ecocardiograma: evalta las calcificaciones valvulares y

morfologia cardiaca. Tiene un bajo poder predictivo negativo.

2.3.2.4. Ecografia carotidea: detecta calcificaciones y permite medir

el grosor intima-media en vasos carotideos.

2.3.2.5. Velocidad de la onda del pulso carotido-femoral (VOP): se
usara para medir la rigidez (o pérdida de distensibilidad) arterial. Es un
método no invasivo, inocuo para el paciente, de facil realizacion y alta
reproducibilidad. Existe correlacion entre la velocidad de la onda de pulso

y el grado de calcificacion vascular.

2.3.2.6. Otras técnicas para valoracion arterial: técnicas de
angiotomografia; TAC helicoidal o tomografia con multidetectores;

Electron-beam computed tomography (EBCT).
2.3.3. Histologia.

El estudio histomorfométrico mediante biopsia dsea con doble
marcaje con tetraciclinas de cresta iliaca es el método mas preciso para el
diagnodstico de la lesion dsea en la ERC pero dado que una prueba cruenta,

se reserva para casos cuyo valor diagnostico sea importante (6,51):
1. Hipercalcemia e hipofosfatemia inexplicables.
2. Fracturas patologicas en ausencia o ante un minimo traumatismo.

3. Enfermos sintomaticos en presencia de parametros clinicos

incongruentes. Un caso caracteristico es la presencia de hipercalcemia
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inexplicable con valores séricos de PTH no concluyentes (entre 120 y 450

pg/ml como rango orientativo).

4. Enfermedad 6sea inducida por aluminio.

2.4. Prevencion y tratamiento de las alteraciones del metabolismo mineral en

dialisis.

El tratamiento de las enfermedades de metabolismo mineral ha sufrido
importantes modificaciones en los ultimos afios por la aparicion de nuevas
herramientas terapéuticas (quelantes, activadores de VDR, calcimiméticos) y por
el conocimiento del FGF-23/Klotho.

El objetivo primordial es mantener niveles de Ca? y P en rango normal pero
en esta fase el control del HPT2 es mas dificil, por la ausencia de funcién excretora
y endocrina a nivel renal, por lo que la variabilidad bioquimica es importante y

no es facil estandarizar el tratamiento pero hay unas pautas comunes a seguir:

1. Dieta.

2. Optimizar dosis de dialisis y concentracion de Ca* en el bafo de
dialisis.

3. Normalizar niveles de 250HD

4. Controlar niveles de Ca?* y fosforo mediante quelantes del P.

5. Optimizar niveles de PTH con activadores selectivos del VDR y/o
calcimiméticos.

6. Paratiroidectomia.

2.4.1. Dieta: en dialisis hay un aumento del catabolismo por lo que debe
haber un adecuado aporte caldrico, proteico y mineral. Se considera que el aporte
optimo de proteinas debe ser de 1-1,2 g/kg/dia con un aporte calérico de 30-35
kcal/kg de peso (52).

2.4.2. Dialisis: en términos generales, un incremento del tiempo y la

frecuencia de la didlisis mejoran la eliminacion de solutos del espacio intracelular,
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como es P. Se recomienda una duraciéon minima de 4 horas tres veces por semana
y el empleo de técnicas con alto trasporte convectivo (53,54). No hay consenso
sobre cudl debe ser el contenido de Ca?* en el bafio de didlisis. La KDIGO (6)
sugiere concentraciones entre 1,25 y 1,50 mmol/L (2,5-3 mEq/L), siempre

individualizando el caso.
2.4.3. Paratiroidectomia.

Con el uso de los calciomiméticos, las indicaciones de paratiroidectomia se
han reducido y solo se recomienda el tratamiento quirtrgico en las siguientes

situaciones (55):

1. Niveles de PTH > 800pg/ml durante mas de 6 meses a pesar de
tratamiento médico optimo.

Hipercalcemia o hiperfosfatemia severa refractaria.

HPT primario en pacientes con ERC.

Calcifilaxis con PTH > 500pg/ml que no responden a calcimiméticos.

A A

Complicaciones asociadas a HPT2 como ruptura tendinosa, anemia

refractaria, dolor dseo severo.

La técnica mas utilizada, a dia de hoy es la paratiroidectomia subtotal con

menor indice de recidivas (56).

2.4.4. Garantizar niveles de 250HD: El 80% de los pacientes con ERC
tienen déficit de 250HD y este hecho asocia un incremento de mortalidad
cardiovascular e infecciosa (57,58). Existen varias razones para suplementar a los

pacientes con ERC:

. En estadios precoces, el déficit de 250HD puede ser la tinica
causa de HTP2 y la suplementacion en estado avanzado, detiene la
progresion del HPT2 sin causar hipercalcemia ni efectos secundarios
(59).

. Los VDR, no solo se encuentran en el rifidn, si no en
multitud de tejidos y la suplementacion tendria beneficios
pleiotrépicos, mas alla del control de HPT2 (59).
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J Tratamiento adyuvante a los tratamientos de Ia
osteoporosis en la ERC, ya que aumenta la eficacia de dichos farmacos
(60).

El objetivo es conseguir que se mantengan las acciones de la vitamina D sin
efectos secundarios con la minima dosis eficaz y evitar la intoxicacion, ya que al
ser liposoluble puede acumularse (61). En nuestro medio disponemos de dos
presentaciones terapéuticas de vitamina D nutricional: colecalciferol (vitamina D3
nutricional) y calcidiol (250HD).

2.4.5. Control del calcio/fosforo con quelantes del fésforo.

Conforme avanza la ERC y especialmente en didlisis, la restriccion de
fésforo en la dieta es insuficiente y es necesario recurrir a los quelantes del P,
capaces de reducir el P sérico con una potencia similar y multitud de alternativas,
recomendando no usar quelantes con aluminio (62,63). Entre lo quelantes del

fosforo se encuentran:

e Quelantes con aluminio: Hidroxido de aluminio, no recomendado
por sus complicaciones a largo plazo (osteomalacia, anemia y demencia)
(7).

e Quelante cdlcico de fésforo (carbonato y acetato cdlcico): se ha
observado un aumento de calcificacion vascular con el uso quelantes
calcicos , por lo que las guias KDIGO 2017 (6) sugieren evitar su uso en
todos los grados de ERC aunque no hay diferencia de mortalidad en
comparacion con quelantes no calcicos (64).

e Quelante no cdlcico de féosforo (sevelamer y carbonato de lantano):
el sevelamero es una resina de intercambio i6nico que se encuentra en dos
presentaciones, clorhidrato y carbonato de seveldmero. El carbonato de
lantano impide la absorcion de fésforo en las vellosidades intestinales con
mayor potencia que severlamer pero sus principales desventajas son su
alto costo y sus efectos adversos a nivel de tolerancia gastrica y su
acumulacién en el hueso y otros tejidos (65) . En cuanto al control del P, en
la mayoria de los estudios se han observado menores niveles de Ca?* sérico

y mayores niveles de PTH con el uso de quelantes no calcicos (66).
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e Quelantes de fosforo que contienen magnesio: los niveles de
magnesio sérico son mayores en los pacientes con ERC 5D, es por esto que
los quelantes que contienen magnesio no se consideran como primera linea
de tratamiento en el manejo de la hiperfosfatemia (63).

e Quelantes del fésforo que contienen hierro: Oxihidroxido
sucroferrico, es un nuevo quelante que intercambia el grupo hidroxilo de la
sustancia y el P de la dieta, de modo que se forma un complejo entre el
fosfato y el oxihidroxido, lo que reduce la absorcion intestinal del P. Los
estudio de seguridad, no han demostrado superioridad a sevelamero y si
acontencimientos adversos a nivel gastrointestinal que han limitado su uso

y adherencia (63)
2.4.6. Control de 1a PTH: manejo de HPT2.

Si a pesar de las medidas anteriores, los niveles de PTH persisten elevados o
siguen aumentando de manera persistente, se deben plantear nuevos farmacos
cuyas dianas son el VDR y el CaSR (5-7):

e Receptor de la vitamina D (VDR): activadores del VDR (AVDR)
como el Paracalcitol.

e Receptor sensor del Calcio (CaSR): calcimiméticos.
2.4.6.1. Activadores del VDR (AVDR):

VDR es un receptor nuclear que actua como factor de trascripcion en las
células, de ahi, la multitud de acciones que tiene en los diferentes tejidos. En

Espana hay tres presentaciones:

1. 1a(OH)D3: Etalpha®. Derivado sintético de la vitamina D que
corresponde a la molécula 1 alfa hidroxicolecalciferol. Es una forma que
precisa trasformacion a forma activa. Se requieren dosis mas elevadas

que calcitriol, para conseguir el mismo efecto (67).

2. 1,25(0OH) 2D3 o calcitriol: Rocaltrol® y Calcijex®. Disminuye la sintesis y
secrecion de PTH y regula la homeostasis del Ca? y P, proliferacion y
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diferenciacion celular y regula el sistema inmune. Tiene efectos
preventivos sobre enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas e

incluso efecto anti envejecimiento (68).

3. Paricalcitol: Zemplar®. Activador selectivo del VDR (AsRVD) con
mayor afinidad por las células paratiroideas, que inhiben la sintesis y
secrecion de PTH de manera mas eficiente y con menos riesgo de
hipercalcemia e hiperfosforemia (69). También tiene efectos
pleiotrépicos multi sistémicos: disminuye proteinuria y fibrosis renal,

antiinflamatorios, disminuye las calcificaciones vasculares (70-75).
2.4.6.2. Calcimiméticos:

Los calcimiméticos actian como moduladores alostéricos sobre el CaSR,
que es un receptor que se sitia en la superficie de la célula principal de la
paratiroides y otros tejidos como rifdn, vasos sanguineos y osteoclastos del
hueso. Los calcimiméticos Incrementan la sensibilidad de dicho receptor al Ca?¥,
reduciendo asi las concentraciones de PTH, lo cual es esencial en el manejo del
HPT2 resistente o asociado a hipercalcemia en pacientes con didlisis (76). Esta
reduccion se asocia a un descenso paralelo de las concentraciones séricas de Ca%"y
P. Otra ventaja, importante con el uso de los calcimiméticos, ha sido la
disminucion de paratiroidectomias, fracturas y hospitalizacion por causa vascular
(55,56,77). Aun queda por conocer la repercusion del tratamiento en otras
variables tan importantes como efectos cardiovasculares, calcificaciones de tejidos
blandos y efecto sobre el hueso (78). Actualmente hay dos calcimiméticos

comercializados en Espana:

1. Cinacalcet (via oral): Mimpara®. Activador alostérico del CaSR que aumenta
la sensibilidad de la glandula paratiroides a la accion del Ca?* y disminuye la
secrecion de PTH (79). Se administra via oral con dosis que varian entre 30 y
180 mg. Este farmaco es el objeto de estudio del presente trabajo.

2. Etacalcetide (intravenoso): es un péptido sintético que activa el CaSR, incluso
en ausencia de calcio (80,81).
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El uso intravenoso de etacalcetide, mejora y asegura la adherencia a
tratamiento en los pacientes en HD y parece ser mas efectivo para reducir niveles
de PTH con un perfil de seguridad aceptable (81). La administracion de
etacalcetide postdidlisis mantiene niveles de PTH mas estables a lo largo de toda
la semana en comparacion con cinacalcet (82), en el que se objetiva una reduccion
transitoria de PTH en las primeras 6 horas con un retorno al inicio a las 24h.

Ambos farmacos pueden presentar riesgo de hipocalcemia y molestias digestivas.

En el momento de disefar este estudio y proceder a la recogida de datos solo
estaba comercializado cinacalcet. La Comisién Europea emitié una autorizaciéon
de comercializaciéon valida en toda la Unién Europea para cinacalcet el 22 de
octubre de 2004.

3. CINACALCET.

3.1. Indicaciones clinicas formalmente aprobadas por la Agencia Europea
del Medicamento (EMEA) (83).

e  Tratamiento del HPT secundario en pacientes con ERC en TSR con

dialisis (en trasplante no dispone de indicacion).
e  Carcinoma de paratiroides con hipercalcemia.
e  Hipercalcemia no controlada en el Hiperparatiroidismo primario

sin indicacion quirtargica.

3.2. Posologia, forma de preparacion y administracion (ficha técnica

Mimpara®).

La biodisponibilidad de cinacalcet aumenta cuando se toma con alimentos,

por lo que se recomienda su toma con la comida o después.

En HPT?2, la dosis inicial es de 30 mg una vez al dia y debe ajustarse cada 2
a 4 semanas, sin superar la dosis maxima de 180 mg una vez al dia. El objetivo del

tratamiento en ficha técnica es lograr una concentracion de PTH intacta de 150-
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300 pg/ml. Los niveles de PTH se han de evaluar por lo menos 12 horas después
de la dosis de cinacalcet. Durante el tratamiento de mantenimiento debe

determinarse la PTH aproximadamente cada 1-3 meses.
3.3. Farmacocinética (ficha técnica Mimpara®).

La biodisponibilidad en ayunas es del 20-25% y con toma de alimentos
aumenta, hasta un 50-80%. Cinalcalcet tiene una union a proteinas plasmaticas en
un 97%. Tras la administracion oral, la concentracion plasmatica maxima de
cinacalcet se alcanza a la 2-6 h (84). Después de su absorcion, las concentraciones
de cinacalcet disminuyen con una semivida inicial de unas 6 horas y una
semivida terminal de 30-40 horas. El estado equilibrio se alcanza a los 7 dias con
una minima acumulacién. La saturacién de absorcion se produce con dosis > de
200 mg, por mala solubilidad (84).

Se metaboliza por multiples enzimas, entre las que se encuentran de manera
prioritaria la CYP3A4 y CYP1A2, dando lugar a metabolitos inactivos. En un 80%

se elimina via renal y el 15% por heces (85).

Se ha comparado cinacalcet con placebo (un tratamiento ficticio) en tres
estudios (8,78,80) realizados sobre 1136 adultos con HPT2. El criterio de eficacia
principal fue el nimero de pacientes que presentaban una concentracion
sanguinea de PTH inferior a 250 ug/l al cabo de 6 meses. No se encontraron
diferencias significativas en la farmacocinética en pacientes ancianos, pacientes
con insuficiencia renal leve y moderada y en pacientes sometidos a TSR (HD y
DP). Cinacalcet en lineas generales, es bien tolerado y en didlisis no se han
observado diferencias entre el farmaco y placebo en cuanto a efectos adversos (8,
86). Los efectos adversos mas frecuentes de cinacalcet (pueden afectar a mas de 1

de cada 10 pacientes) son nduseas y vomitos (8, 86).
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4. FARMACOGENETICA.

Watson y Crick publicaron la estructura de la molécula de ADN hace mas
de 50 anos(87). Este hecho marco el acceso a la secuencia completa del genoma
humano y al inicio de un proceso de descubrimientos en los campos de la

Biomedicina (88).

La gran variabilidad interindividual en la respuesta a los medicamentos,
tanto en lo referente a la efectividad como a la toxicidad, es uno de de los
principales problemas al que se enfrenta la farmacologia clinica. Esta variabilidad
se puede explicar factores genéticos y no genéticos. La expresion de los genes y
los polimorfismos existentes en ellos, en parte explica y condiciona estas
diferencias (89).

4.1. Genoma y Medicina: Proyecto Genoma Humano.

A partir del momento en que un farmaco y un organismo humano se ponen
en contacto, se desconoce el numero de genes que participan pero lo que si es
conocido, es que el perfil genético de las personas es invariable a lo largo de la
vida, a diferencia de otras variables ambientales, demograficas y clinicas que

pueden influir en la respuesta a diferentes farmacos (90).

El conjunto del material genético, se denomina genoma, formado por genes
y regiones antigéneticas, constituido por una secuencia de ADN que contiene de
aproximadamente tres mil millones de nucledtidos. El gen es un segmento de de
ADN que codifica habitualmente una proteina y se encuentra localizado en un

cromosoma concreto (91).

El 14 de abril de 2003 el International Genome  Project
(https://www.genome.gov/), inform6 de la secuenciacion completa del genoma
humano en un 99 %. El genoma humano es idéntico en un 99,9% entre todas las
personas. El 0,1%, restante, son variaciones de la normalidad, denominadas
polimorfismos, siendo aproximadamente unos 2 millones de ellas, descubiertas y
definidas por cambios puntuales en los nucledtidos, y en su mayoria son SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) (88). Su presencia o ausencia pueden condicionar



Introduccion 53

la aparicion de enfermedades e incluso determinar la respuesta a determinados

farmacos.

En la medicina gendémica se han obtenido avances muy importantes
dirigidos a la individualizacion de tratamiento debido a un aumento en el
conocimiento de la ingenieria genética de los tejidos y del diagnostico molecular,
desarrollando terapias especificas celulares y genéticas. Se podrd predecir quién
se puede beneficiar de un medicamento y evitar su administracion a quién sélo le

provoque efectos secundarios indeseables (92-95).

4.2. Factores determinantes, de la variabilidad entre la poblacion en la

respuesta a los farmacos.

Factores genéticos: la herencia tiene una influencia importante en el efecto
de un farmaco y la tolerancia de un paciente al mismo aunque haya otros muchos
factores que puedan influir. Hoy en dia se cree que la genética interviene en el 20-

95 % de la variabilidad en la disponibilidad de un farmaco y sus efectos (93).

Factores no genéticos: existen factores muy diferentes que la respuesta
terapéutica, entre los que se encuentran los referidos en la tabla 7. A diferencia de
los factores genéticos que son estables, estos factores varian a lo largo de la vida.
Factores genético y no genéticos, marcan la marcan la toxicidad y la eficacia de un

farmaco.

Tabla 7. Factores no genéticos que condicionan la respuesta terapéutica de los
individuos

Fisiologicos Edad
Sexo
Peso
Grasa corporal.

Patofisiologicos Funcién renal

Funcion hepética

Funcién cardiovascular.
Enfermedades concomitantes.
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Medioambientales Tratamientos concomitantes
Tabaco

Alcohol

Nutricion

Contaminantes

4.3. Concepto de farmacogenética:

La farmacogenética estudia el efecto de la variabilidad genética de un
individuo en su respuesta a determinados farmacos. Existen distintas fuentes de
variabilidad genética, dividiéndose principalmente en mutaciones y
polimorfismos. Las mutaciones puntuales son las mas graves, ya que pese a ser
variaciones poco frecuentes, pueden causar un efecto patogénico marcado. Los
polimorfismos, en cambio, son mas frecuentes (presentes en mas de un 1% de la

poblacion) pero no suelen tener relevancia clinica.

En la farmacogenética se estudia un tipo concreto de polimorfismos, los
polimorfismos de nucledtido tinico (SNPs), que son polimorfismos originados por
variacion de un solo nucledtido de la secuencia y que representan el 90% de la
variabilidad genética de nuestro genoma, apareciendo un cambio de nucleotido
aproximadamente cada mil bases (94). Pese a que habitualmente los SNPs no
tendran consecuencias bioldgicas, los genes humanos estan sometidos a una alta
tasa de polimorfismo genético, lo que puede conducir a alteraciones funcionales

significativas.

Un polimorfismo ocurre cuando existen variantes genéticas en la misma
ubicacion (loci) del genoma. Cada variante posible se denomina alelo, y si solo ha
cambiado un nucleétido, la variante se denomina SNP (polimorfismo de un tnico
nucledtido). En este caso, normalmente, tenemos dos posibilidades para
cada loci, por ejemplo, cambiando T por C (denotado T->C). Entonces decimos
que este loci es bialélico. Cada individuo porta dos alelos de cada loci, uno para
cada uno de los 22 cromosomas autosdmicos heredados independientemente de
sus padres. Genotipo es un par de alelos individuales para algunos loci. En el
ejemplo anterior, hay tres genotipos potenciales: T/T, T/C y C/C. Si los dos alelos
son idénticos (I/T o C/C) decimos que el individuo es homocigoto.De lo
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contrario, el individuo sera heterocigoto. Se establece como genotipo variante, el

menos frecuente, pero puede diferir entre distintas poblaciones (96).

La farmacogenética busca entender como la informacion genética, las
diferencias en los genes y su expresion afectan a la respuesta del organismo a la
medicacidn, con el propdsito de explicar las diferencias entre individuos en el
metabolismo de los farmacos (farmacocinética), y respuesta fisioldgica a farmacos
(farmacodindmica). De esta manera se identifican a sujetos que responden que no
responden a un fadrmaco, de tal manera que se pueda predecir la eficacia y/o
toxicidad a un farmaco (94). Por ejemplo, variantes en los genes que codifican
para las enzimas del citocromo P450, que participan en el metabolismo de la
mayor parte de los medicamentos, pueden ocasionar que el metabolismo y
eliminacién de los fadrmacos sea mads lento, se acumule y ocasionen efectos
adversos. De la misma forma que otras variantes pueden tener el efecto contrario,
facilitando una rdpida eliminacién y el farmaco, no sea efectivo y haya que usar

dosis mas elevadas o plantear otras terapias.

La existencia de variantes genéticas que afectan al metabolismo de los
farmacos ha llevado a que las agencias internacionales reguladoras de
medicamentos recomienden la incorporacién de pruebas genéticas para predecir
la respuesta a los farmacos. Han surgido plataformas como PharmGKB
(PharmacoGenomics ~ Knowledge Base) destinadas a  proporcionar
informacion para mejorar la comprension de cémo la variacion genética
contribuye a la reaccion de cada individuo a los farmacos y realiza

recomendaciones de dosis.
4.4. Objetivos de la Farmacogenética.

El objetivo principal de la Farmacogenética es «optimizar el tratamiento de
las enfermedades a nivel individual», todo dirigido a «terapia personalizada mas
segura y eficiente» (95). La Farmacogenética puede ayudar a la prescripcion

terapéutica y ayudar al clinico a la hora de:

1. Seleccionar a aquellos pacientes que podrian responder bien o mal a

un farmaco determinado antes de que sea prescrito.


https://www.pharmgkb.org/
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2. Seleccionar la medicacion mas adecuada para un determinado
paciente.
3. Seleccionar la dosis mas adecuada de un farmaco para un determinado

paciente.

En definitiva, seleccionar «el farmaco correcto, a la dosis correcta, para el
paciente indicado». En el futuro, la farmacogenética identificard los mecanismos
moleculares causantes de variaciones controladas genéticamente relacionadas con
la farmacocinética y farmacodinamia y evaluara su significacion clinica mediante
ensayos clinicos prospectivos, identificando individuos respondedores o con
respuesta andmalas a los farmacos. Los polimorfismos genéticos determinan la
respuesta que un individuo puede tener a un farmaco, pudiendo ésta ser nula,
reducida, normal o incluso aumentada. Quiza llegue un dia en que se pueda
realizar en todos los pacientes una tarjeta identificativa genética segun la
enfermedad del paciente, permita selecciéon del farmaco y su dosis de manera
Optima (97).

Ingelman-Sundberg dice: «Los factores genéticos pueden representar entre
el 20 y 40% de estas diferencias interindividuales en el metabolismo y respuesta a
farmacos. Sin embargo, para ciertos medicamentos o clases de medicinas, los
factores genéticos seran los mas importantes para el resultado de la terapia

farmacologica» (98).

5. GENES DE IMPORTANCIA CLINICA EN PACIENTE CON
HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO A ENFEMEDAD RENAL
CRONICA EN TRATAMIENTO CON CINACALCET.

A pesar de los avances en el manejo de los pacientes con ERC en dialisis, el
numero de problemas relacionados con los medicamentos, es muy prevalente.
Los principales problemas son la falta de adherencia, ocasionada principalmente
por los efectos adversos, los cuales causan una disminucién en la eficacia de los

tratamientos.  Estos problemas, podrian ser explicados en parte por la



Introduccion 57

variabilidad genética y por factores no genéticos, como se ha explicado

previamente.

En este trabajo se aportan datos farmacogenéticos relacionado con los
polimorfismos de genes involucrados en la metabolizacion y respuesta a
cinacalcet. Las proteinas involucradas en el mecanismo de accién del cinacalcet,
en la metabolizacién de la vitamina D y en La enfermedad 6sea-mineral de la

ERC, son fundamentalmente las siguientes:

5.1 Receptor Sensible al Calcio (CaSR) y Gen del Receptor Sensor del
Calcio (CASR): CasR pertenece a una superfamilia de receptores acoplados a las
proteinas G y estd presente, en las glandulas paratiroideas, rifiones, huesos e
intestino. Su principal funcidn en las gldndulas paratiroideas es mantener en
equilibrio los niveles de Ca? extracelular, en sangre y consecuentemente
mantener estables los niveles de PTH. Este receptor, es la diana terapéutica del
Cinacalcet (99).

El CaSR consta de tres dominios: extracelular (612 aa), hidrofobico (250 aa

con siete dominios transmembrana) y C-terminal intracelular (217 aa) (92) (Figura
4).

Figura 4. Estructura de la proteina CaSR (90).
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El Ca?* extracelular se una al CaSR para reducir la secrecion de PTH. El
magnesio también se liga al receptor, con una menor afinidad. También se ligan al
CaSR el gadolinio y poli cationes organicos (neomicina, espermina, espermidina)

que estan en altas concentraciones en el sistema nervioso (100).

El rifdn autorregula la reabsorcion de cationes divalentes. El hueso regula
el recambio 0seo esquelético, alternando resorcion y formacion 6sea, mientras que
en el intestino se produce absorcion de Ca?. El CaSR, no sélo es mediador del
clasico feedback Calcio/PTH/Calcitonina, sino que ademds participa en el
feedback del asa corta de Henle por el que el Ca?* reabsorbido en rifidn, absorbido
en intestino o resorbido en el hueso, puede regular localmente esos mismos

procesos y otros implicados en la homeostasis del Ca?".

En el HPT2 de la ERC, la expresion del CaSR en las glandulas paratiroides
se encuentra reducida (31, (101), lo que podria explicar, en parte, la baja
sensibilidad de la glandula paratiroides a la acciéon del Ca?. La expresion del
receptor en las glandulas paratiroides se encuentra mds disminuida,
principalmente en las zonas de hiperplasia nodular en el HPT2 (102,103). Existe
una relacidén inversa entre la proliferaciéon celular de las paratiroides y la
expresion del CaSR (103), hecho que explica, los bajos niveles de este receptor en
el HPT2 en donde el tamafo glandular se ve aumentado como consecuencia de
una mayor proliferacion celular. En el TXR, a pesar de la normalizacion de los
niveles de PTH, persiste la reduccion del nimero de CaSR, lo cual favorece el
desarrollo de HPT terciario (104). Se cree que el CaSR es capaz de regular la
proliferacion, diferenciacion y la apoptosis celular tanto en situaciones de

normalidad como en condiciones patologicas (104).

El gen del CASR se localiza en el cromosoma 3 (region 3q13.3-21) y tiene 8
exones, de los cuales, del 2 al 7 codifican al CaSR. Existen diferentes

polimorfismos en la regién C-terminal del CaSR (105).

Yun y sus colaboradores demostraron en 2007 que tres SNPs del CASR,
localizados en el exén 7 (G986T, A99G y C1011G) estan implicados en la
patogenia del HPT2 (106). El polimorfismo A986S, es el mas estudiado. Es mas

frecuente en caucasicos y diferentes estudios de cohortes informan que este
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polimorfismo se asocia a mayor riesgo de HPT primario ya que favorece la
hipercalcemia e hipocalciuria (107-109). Rothe et al informan en su estudio que
posiblemente el alelo mutado 990G del SNP A990G se relaciona con una mejor

respuesta a cinacalcet (109).

Otros polimorfismos de este gen se han visto implicados en alteraciones a
nivel bioquimico con el HPT2. Asi, los polimorfismos A986S (rs1801725), R990G
(ral042636) y Q1011E (rs1801726) se asocian a variaciones en los niveles de Ca?
(110). Yokoyama demostré que el polimorfismo CASR R990G influia en la
respuesta de las células paratiroideas a los cambios de Ca?, objetivando que el
genotipo GG era mas sensible a estas variaciones (110). En un estudio mads
reciente, se demostro que el alelo A del polimorfismo rs7652589 se asoci6 a
concentraciones mas elevadas de Ca?* y que los genotipos AA y AG tenian
mayores niveles de Ca? que el genotipo GG. Ademas, el genotipo AA comparado
con los que tenian el alelo G, presentaban mayor porcentaje de PTH > 500pg/ml,

sin encontrar diferencias en cuanto a respuesta a cinacalcet (111).

5.2. Receptor de la Vitamina D (VDR) y Gen VDR (VDR): VDR media la
accion de la Vitamina D del sistema endocrino en la homeostasis del Ca% y el
metabolismo dseo. La vitamina D lleva a cabo numerosas funciones en el hueso a
través de su receptor, actuando sobre los osteoblastos y precursores de los
osteoclastos, por lo tanto, interviene activamente en la formacion y resorcion 6sea
(112).En humanos, el gen del VDR se localiza en el brazo largo del cromosoma 12
y comprende una region de aproximadamente 100 kb de ADN, aunque solo 4,6

kb son los que codifican la proteina (113) (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama esquematico del gen VDR que muestra diferentes sitios de

restriccion en el cromosoma 12 (113).
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Los niveles intracelulares de VDR se regulan tanto por ligandos que se una
al receptor, como por hormonas y factores de crecimiento que no unen (114). La
sintesis y degradaciéon del VDR, es especifica de cada tejido. Por ejemple, el
calcitriol aumenta la sintesis de VDR en las glandulas paratiroides y el rindn
pero, no en el intestino (58). La cantidad de VDR en la célula diana depende
también de muchos otros factores, como el estado de proliferacion y
diferenciacion de la célula, las rutas celulares activadas en un determinado
momento, asi como la expresion diferencial de cofactores que intervienen en las

acciones del VDR como factor de transcripcion (115).

La calidad del VDR es tan importante o mas que su cantidad y
disponibilidad. Hay mas de 14 mutaciones asociadas con raquitismos resistentes a
vitamina D (58), y se han descrito hasta la fecha mas de 14 polimorfismos
diferentes en el gen humano del VDR (113) que pueden explicar la variabilidad de
respuesta a vitamina D. De entre todos los polimorfismos descritos, los mas
estudiados son: Bsml, Apal, Tagl y FokI (113).

Hay una gran variabilidad en los resultados de los estudios de la influencia
de los polimorfismos del gen del VDR, sobre los niveles de osteocalcina, la
osteoporosis y el riesgo de fracturas, debito a la falta de homogeneidad de las
muestras, su tamano, los sesgos de seleccion por no tener en cuenta los niveles de
calcidiol y/o calcitriol, asi como factores de confusion por no tener en cuenta los
factores (116,117).
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A parte del papel de los polimorfismos del gen del VDR sobre masa 0sea y
fracturas, también tiene un papel regulador en la paratiroides. El calcitriol actia
en las glandulas paratiroides a través del VDR, donde inhibe la sintesis y la
secrecion de PTH y la proliferacion celular (112). El calcitriol, también modula
positivamente la sintesis del VDR, de manera que una disminucion en los niveles
de calcitriol implica una menor cantidad y disponibilidad de VDR, principal
factor de la progresiéon del HPT2 (118). Diferentes autores han encontrado
relacién variable entre polimorfismos del VDR y funcidn paratiroidea tanto en
pacientes con HPT1 y en pacientes con HPT2 (117-125).

Carling et al (117) propusieron una relaciéon directa entre los polimorfismos
del VDR y la funciéon paratiroidea, ya que encontraron que, en HPT1
predominaba la presencia del haplotipo baT o los genotipos bb, aa y TT. Sin
embargo Carling et al y otros autores, no pudieron confirmar estos datos en HPT2
(118,120,125). Fernandez et al (121) y otros autores (122,123) si encontraron
asociacion, con resultados similares a los hallados en el HPT1 (niveles mas
elevados de PTH en el genotipo bb). En la misma direccion Yokoyama et al (122)
y Vigo et al (123) encontraron niveles mas elevados de PTH en pacientes en HD
que presentaban el genotipo aa frente a los que tienen A-. y el genotipo FF que en

los individuos F-, respectivamente.

Estos resultados podrian ayudar a explicar las diferencias observadas en la
respuesta al tratamiento con similares dosis de calcitriol en pacientes con el

mismo grado de HPT2.

5.3. Proteina de unién a la Vitamina D (Vitamin D Binding Protein; DBP)
y gen proteina trasportadora de la vitmina D (GC): La proteina DBP es una
fosfoproteina de 474 aminoacidos y 52,9 kDa, codificada en el cromosoma 4, en la
que se reconocen 2 dominios fundamentales, uno de unién al ADN (DBD) y otro
de unién al ligando (calcitriol) (LBD). DBP es el principal transportador
plasmatico de la Vitamina D y sus metabolitos (calcidiol y calcitriol) para el
higado, rifidn, hueso y otros tejidos (112).
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Figura 6. Estructura de la DBP (114).

En humanos, la DBP, oficialmente conocida como GC-globulina
(componente especifico de grupo), estd codificada por el gen GC (125). GC
pertenece a la familia de genes de la albimina y es muy polimdrfico, variando la
afinidad por la vitamina D y sus metabolitos. Dos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP), rs7041 (Asp416Glu) y rs4588 (Thr420Lys), se correlacionan con
los niveles circulantes de vitamina D. La combinacion de los dos SNP, rs7041 y
rs4588, produce tres combinaciones variantes (Gcls, Gelf y Ge2) con diferentes

afinidades de union por los metabolitos de la vitamina D (88,126).

El estudio SUNLIGHT (127) (n=33.966 de origen europeo) observd una
asociacion significativa de los niveles de calcidiol con los SNP del GC y otros
polimorfismos de genes proximos y tras ajustar por factores ambientales, se
observo que la presencia de determinado alelos, duplicaban el riesgo de
insuficiencia de calcidiol (250HD <30 ng/ml) y aumentaba el riesgo de deficiencia
severa (250HD <10 ng/ml) (OR=1,43). En el GWAS realizado por Ahn et al (128)
(n=6.722 de origen europeo) se encontraron asociaciones significativas con niveles
promedio de 250HD menores (-18,3%) en los portadores de dos copias del alelo

de riesgo.
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Esta variabilidad genética puede explicar los diferentes niveles de 250HD,
en condiciones semejantes de ingesta por dieta, suplementos de vitamina D y
exposicion solar, por lo que algunos individuos requeririan recomendaciones y

aportes de vitamina D, diferentes para mantener niveles éptimos de vitamina D.

5.4. Isoenzimas CYP3A4, CYP1A2 y CYP2D6 de la familia del citocromo
P450 y genes reguladores (CYP3A4, CYP1A2 y CYP2D6): participan en el
metabolismo del cinacalcet (ver ficha técnica de Mimpara). En humanos se han
descrito al menos 18 familias y 44 subfamilias CYP-450 metabolizadoras, de las
cuales solo las familias CYP1, CYP2 y CYP3 parecen tener importancia en el

metabolismo de farmacos.

5.4.1. CYP 1A2: esta enzima metaboliza un nimero menor de farmacos
que otras subfamilias del CYP-450, pero es una enzima altamente inducible,
principalmente por el ejercicio, ingesta cdrnica, ingesta vegetal y contaminantes
ambientales, entre los que se encuentra el tabaco. Al ser facilmente inducible, se
deduce que el conocimiento de sus variantes alélicas, puede ser de utilidad a la
hora de pautar y dosificar de manera adecuada al paciente (129). Hasta la fecha,
mas de 15 alelos y una serie de subvariantes del gen CYP1A2 han sido
identificados y algunos de ellos han sido asociados con la eliminacion del farmaco

y la alteracion de respuesta y la susceptibilidad a enfermedades (130).

5.4.2. CYP2D6: representa un 2-4-% de todos los CYP hepaticos y sus
polimorfismos han sido ampliamente estudiados al existir una variacion
interindividual importante en su actividad enzimatica. La enzima es en gran parte
no inducible y metaboliza aproximadamente el 25% de los farmacos mas

utilizados en la practica clinica (131).

Variaciones en los polimorfismos de este citocromo, pueden dar lugar a
efectos adversos y disminucion de respuesta a los farmacos. Segin una
exhaustiva revision por Zhou et al, una correlacién concordante genotipo-
fenotipo proporcionaria una base para predecir el fenotipo con la realizacion de
pruebas genéticas, lo que significaria un importante potencial para conseguir el

ideal de una farmacoterapia personalizada (131).
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5.4.3. Subfamilia CYP3A: las isoenzimas de este citocromo metabolizan un
gran numero de fadrmacos de uso frecuente y también metabolizan otro gran
numero de compuestos como hormonas esteroideas, toxinas y carcinégenos. Se
compone de 3 genes diferentes: CYP3A4, CYP3A5 y CYP3A7. De estas enzimas,
CYP3A4 y 3A5 contribuyen al metabolismo de la mayor cantidad de grupos de
medicamentos. Se localizan en Organos de especial importancia para la
biodisponibilidad de los (Intestino, higado y rifiéon) y poseen mecanismos de

regulacion complejos (132).

La CYP3A4 es la tinica enzima del citocromo P-450 que se expresa hasta dos
veces mas en mujeres que en hombres (131). No se han demostrado correlaciones
genotipo fenotipo farmacoldgico y no existe evidencia de una contribucion
significativa de los polimorfismos genéticos en la actividad de la enzima, a pesar

de la facilidad con la que su actividad puede ser modulada (132).
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II. JUSTIFICACION E HIPOTESIS.

A pesar de los avances en el manejo de los pacientes con ERC en dialisis, el
numero de problemas relacionados con los medicamentos, es muy prevalente.
Los principales problemas son la falta de adherencia, ocasionada principalmente
por los efectos adversos, los cuales causan una disminucién en la eficacia de los
tratamientos.  Estos problemas, podrian ser explicados en parte por la
variabilidad genética y por factores no genéticos. El objetivo principal de la
Farmacogenética es ayudar al clinico a la hora de «optimizar el tratamiento de las
enfermedades a nivel individual», todo dirigido a «terapia personalizada mas

segura y eficiente» (95).

Basado en esto, el presente trabajo tiene su orientaciéon en mejorar la
atenciéon médica de pacientes con ERC tratados con cinacalcet, para control de
una de las principales comorbilidades que presentan, el HPT2, con el principal
objetivo de mejorar sus resultados farmacoterapéuticos y prevencion de

complicaciones cardiovasculares.

La elevada prevalencia de la ERC junto con las implicaciones, tanto clinica,
como economicas, de patologias frecuentes asociadas como la enfermedad 6sea-
mineral renal, obligan al estudio continuo de la fisiopatologia y terapéutica de

estas enfermedades con el fin de disminuir su incidencia y sus complicaciones.

Con el tiempo y la generalizacion de su uso, ha quedado bien asentado el
beneficio de uso de cinacalcet y también ha sido evidente la variabilidad de
respuesta a cinacalcet en este tipo de pacientes. Aunque se han planteado
diferentes variables que podrian explicar dicha variabilidad, la influencia genética
cobra cada vez mas fuerza. Por todo esto, mediante el presente estudio nos
planteamos la hipotesis de que la variabilidad de respuesta al cinacalcet podria
estar en funcion de la presencia o ausencia de los alelos caracteristicos
relacionados con la farmacocinética (CYP p450) y la farmacodinamia del farmaco
(CASR, VDR y DBP). Estos resultados genéticos, podrian constituir datos utiles a
la hora de proporcionar informacién pronostica de la evolucion del paciente, asi
como de la probabilidad de respuesta al tratamiento, y asi poder guiar las
decisiones terapéuticas de los pacientes que toman cinacalcet.
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III. OBJETIVOS:
Los objetivos principales de nuestro estudio fueron:

1. Estudio de la asociacién de los polimorfismos de CASR (rs1501899,
rs1042636, rs1801725, rs1801726, y rs7652589), VDR (rs154441 (Bsml), rs2228570
(Fokl), rs7975232 (Apol) y rs731236 (Taql), GC (rs4588 y 1s7048) y CYP450
(rs762551, rs2740574, 1s35742686 y 1s3892097) con la respuesta a cinacalcet

aplicando criterios de las guias NICE.

2. Cuantificar la prevalencia de la variabilidad de CASR (rs1501899,
rs1042636, rs1801725, rs1801726, y rs7652589), VDR (rs154441 (Bsml), rs2228570
(Fokl), rs7975232 (Apol) y rs731236 (Taql), GC (rs4588 y rs7048) y CYP450
(rs762551, rs2740574, rs35742686 y rs3892097) en la variabilidad interindividual de

la respuesta a cinacalcet.

3. Caracterizar las distribuciones genotipicas de los polimorfismos CASR
(rs1501899, rs1042636, 151801725, rs1801726, y 1s7652589), VDR (rs154441 (Bsml),
rs2228570 (Fokl), rs7975232 (Apol) y rs731236 (Taql), GC (rs4588 y rs7048) y
CYP450 (rs762551, 1s2740574, rs35742686 y 1s3892097), en una cohorte de
pacientes con HTP2.

4. Establecer la relacion de los polimorfismos de CASR (rs1501899,
rs1042636, rs1801725, rs1801726, y rs7652589), VDR (rs154441 (Bsml), rs2228570
(Fokl), rs7975232 (Apol) y rs731236 (Taql), GC (rs4588 y rs7048) y CYP450
(rs762551, rs2740574, rs35742686 y rs3892097), respecto a variables clinicas.

5. Estudiar las implicaciones en el pronostico del paciente con ERC en
didlisis con HPT2 y de los polimorfismos CASR (rs1501899, rs1042636, rs1801725,
rs1801726, y rs7652589), VDR (rs154441 (Bsml), rs2228570 (Fokl), rs7975232 (Apol)
y 15731236 (Taql), GC (rs4588 y rs7048) y CYP450 (rs762551, rs2740574, rs35742686
y 1s3892097).
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IV. MATERIAL Y METODOS

Se desarrolld un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal y
longitudinal, monocéntrico con el objetivo de evaluar si los polimorfismos en los
genes que regulan el CASR, VDR, DBP y Citocromo p450 pueden influir en la

respuesta a cinacalcet sobre 158 pacientes que recibieron HD.

1. PACIENTES: se reclutaron 158 pacientes en tratamiento con cinacalcet
del programa crénico de HD de las Areas de Salud II y VIII de la Regién de
Murcia de forma ambispectiva, una vez cruzados sus datos bioquimicos de
niveles de PTH al final de los 12 meses de tratamiento. Para preservar la
confidencialidad de los pacientes, los cuestionarios utilizados en este estudio

fueron codificados.

El estudio fue aprobado por el comité ético local de nuestro centro y cumple
con la Declaracion de Helsinki de 1975 y sus actualizaciones posteriores. El
seguimiento se realizd a través de la historia clinica y visitas rutinarias. Se
obtuvieron datos de seguimiento en la totalidad de los pacientes. Los pacientes
fueron clasificados en dos grupos (respondedores/no respondedores) segun
respuesta a tratamiento a cinacalcet. Para los estudios de susceptibilidad genética
comparamos la distribucion de genotipos en los pacientes respondedores a
tratamiento con cinacalcet con un grupo control formado por los pacientes no

respondedores.
1.1. Criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de Inclusion: pacientes diagnosticados de HPT2 a ERC en
programa de HD, procedentes del Area Il y VIII de la Regién de Murcia, con

participacion voluntaria en el estudio.

* Tener HPT2 (PTH > 300pg/dl).
= Estar en tratamiento con cinacalcet, minimo durante un afio.
* Pacientes que firmen el consentimiento informado para datos

clinicos y muestras de ADN (anexo 1).
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Criterios de exclusion:

* Pacientes menores de 18 anos.
* Pacientes con paratiroidectomia previa o durante el estudio.

* Pacientes trasplantados previamente o durante el estudio.
Siguiendo los criterios mencionados se reclutaron un total de 158 pacientes.
2. METODOLOGIA DEL ESTUDIO:

2.1. Disefio del estudio: estudio observacional descriptivo de corte

transversal y longitudinal, monocéntrico.

2.2. Ambito de estudio: Unidad de Biologia Molecular (Servicio de
Anatomia Patoldgica) y Unidades de Hemodialisis del Hospital
Universitario Santa Lucia, Nefroclub Carthago y Nefroclub San Pedro de
Pinatar Fresenius Medical Care (Area II y VIII del SMS de la Regién de

Murcia).

2.3. Recogida de datos y variables: se recogieron los datos disponibles

resultantes de la practica clinica habitual:

2.3.1. Variables demograficas: sexo y edad.

2.3.2. Variables clinicas:

e Causa de la ERC (segun clasificacion de la CIE10): desconocida,
nefropatia diabética, nefropatia glomerular, nefropatia hereditaria,
nefroangioesclerosis, enfermedades sistémicas, nefropatia
tubulointersticial, enfermedad vascular mixta y otras.

e Tiempo en TSR (meses) hasta inicio de cinacalcet.

e Variables cualitativas dicotdmicas (si/no): Recogidas de su historia

clinica:

v" Presencia de FRCV: sindrome de apnea obstructiva del suefio,

habito tabaquico, HTA, dislipemia, diabetes, hiperuricemia



Material y métodos 77

gotosa y obesidad medida por indice de masa corporal (IMC)
(133) (tabla 8).

Tabla 8. IMC. Organizacion Mundial de la

Salud, 2000.
<16.00-18,49 Infrapeso
18.50 - 24.99 Peso normal
25.00 - 29.99 Sobrepeso
30.00 - 34.99 Obesidad grado 1.
35.00 - 40.00 Obesidad grado 2
>40.00 Obesidad grado3

v’ Presencia de eventos cardiovasculares previos: cardiopatia
isquémica, enfermedad arterial periférica y enfermedad
cerebral vascular.

v Presencia de calcificaciones vasculares mediante radiografia
simple, ecocardiografia, ecografia carotidea, TAC u otras

pruebas de imagen que asi lo manifestasen.
e Calcio en el bafio de dialisis y liquidos de dialisis.

. Ca?1.25 mMol/L
. Ca? 1.5 mMol/L.
. Ca?1.75 mMol/L.

e Parametros utilizados para evaluar el HPT2 (basales y 12 meses):
metabolismo Ca?*/P segun criterios KDIGO (6) (tabla 9): niveles séricos de PTH
(pg/ml), Ca?* (mg/dl), P (mg/dl), 250HD (ng/ml) y fosfatasa alcalina total (FAT)
(U/n.
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Tabla 9. Valores bioquimicos recomendados (KDIGO 2017)(6).
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Calcidiol >30 ng/ml

Calcio 8.4-9.4 mg/dl

Fésforo 2.5-4.5mg/dl

Paratohormona (KDIGO) 2-9 veces limite superior del
ensayo (15-65pg/ml)

e Variable principal del estudio: respuesta a tratamiento con cinacalcet a

los 12 meses, segun criterios establecidos por las guias NICE (National Institute

for Health and Care Excellence) (26). Las guias NICE, define respuesta como una

reducciéon del > 30% de la PTH basal. En funcién de este criterio, los pacientes

fueron divididos en:

o No respondedor: disminucion de PTH < 30% a los 12 meses.

o Respondedor: disminucién de PTH > 30% a los 12 meses.

2.3.3.

2.3.4.

2.3.5.

2.3.6.

Biomarcadores basales y 12 meses: inflamacion: albumina, PCR y
ferritina. Anemia: hemoglobina, hierro sérico, transferrina, ferritina
e indice de saturacién de la transferrina. Ateromatosis: colesterol
total, HDL, LDL y triglicéridos.

Dosis adecuada de dialisis mediante K: medido por dialisancia
ionica.

Dosis de cinacalcet a los 0 y 12 meses de inicio de tratamiento: la
dosis inicial de cinacalcet fue de 30 mg diarios y se fue ajustando a
lo largo del afio segin parametros bioquimicos.

Tratamientos médicos a los 0, 6 y 12 meses de iniciar cinacalcet:
quelantes calcicos y no célcicos, andlogos activos de la vitamina
(calcitriol/ alfacalcidiol/ paracalcitol), antihipertensivos,
hipolipemiantes, antiagregantes, anticoagulante, antidiabéticos
orales, insulina, hierro y estimulantes de la eritropoyesis.

2.4. Analisis de parametros bioquimicos:
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El andlisis de los diferentes pardmetros analiticos fue realizado por el
Servicio de Andlisis Clinicos y Laboratorio de Hematologia del Hospital
Universitario Santa Lucia (Cartagena). Todos los pardmetros fueron analizados de

manera automatizada mediante los siguientes equipos:

e Bioquimica: mediante técnica enzimatica y colorimétrica en una
plataforma automatizada Advia Modelo 2400 Siemens (Siemens Healthcare,
Alemania).

e La determinacién de PTH intacta se llevd a cabo mediante
radioinmunoensayo con el C terminal PTH RIA KIT de Diasorin®, con
valores de referencia entre 15-65 pg/ml.

¢ Hematologia: hematimetro SYSMEX-XT 4000 I de Roche Hitachi.

2.5. Estudios genéticos de susceptibilidad y de respuesta al tratamiento:

En la tabla 10, se muestran los polimorfismos de los genes CASR VDR, GC y
del CYP 450 que se estudiaron.

2.5.1. Extraccion de ADN y cuantificacion: se realizo la extraccion de ADN,
a partir de la capa leucoplaquetar empleando el método de purificacién en
columna de QiAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) en el equipo
automatizado Qiacube (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo de
suspension celular indicado por el fabricante. Las cuantificaciones se realizaron
mediante espectrofotometria de absorcion molecular en el espectro ultravioleta
utilizando el espectrofotdémetro Nanodrop de Thermo Scientific™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EEUU) y agua destilada como calibrador, obteniéndose una
concentracion media final de 1027,96 ng/ul. Conocida la concentraciéon de ADN,
se distribuyeron las muestras en placas de 96 pocillos a una concentracion de 20

ng/ul y se almacenaron a -20°C hasta la realizacion de los analisis.
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Tabla 10. Polimorfismos de los genes a estudio.

Gen SNP

rs1501899
CASR (cromosoma 3) rs1042636
rs1801725
rs1801726
rs7652589

rs1544410 (Bsml)
VDR (cromosoma 12q13.11) rs2228570 (Fokl)
rs7975232 (Apol)
rs731236 (Taql)

rs4588
GC (cromosoma 4) rs7041

1A21F: 15762551

Citocromo p 450 3A4*1B: rs2740574 -392A>G
2D6*3: rs35742686

2D6%*4: 153892097

2.5.2. Estudio de variantes genéticas: los polimorfismos en los genes de
estudio se determinaron por discriminacion de alelos mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (Real Time Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR) usando las sondas KASPar SNP Genotyping System (LGC,
Middlesex, UK) para cada gen.

Para ello, en primer lugar, se obtuvo la secuencia flanqueante de cada
polimorfismo en la base de datos de SNPs del Centro Nacional de Investigacion
en Biotecnologia (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/snp). De este modo, se pudo disefiar los
cebadores y sondas que permitieron la deteccion de los polimorfismos de estudio.

El sistema de genotipado de SNPs KASPar se basa en discriminacion alélica
empleando sondas fluorescentes. Este ensayo es capaz de discriminar los dos
alelos de un SNP en un locus especifico a partir de ADN gendmico mediante PCR

alelo especifica competitiva. Este ensayo utiliza una Tag-polimerasa modificada
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sin actividad 3’-5'exonucleasa. Se basa en el empleo de cebadores que generan
productos de PCR fluorescentes que permiten genotipar el SNP en un tinico paso.
Este sistema de genotipado utiliza la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) y esta disefiado como un ensayo multiple que detecta ambos
alelos en un tnico ciclo de reaccidn con tres cebadores especificos para el SNP sin
marcar y dos cebadores universales marcados con los fluorocromos FAM o VIC.
Estos ultimos cebadores, si se unen al ADN molde, adoptan una estructura de
horquilla en donde la molécula de fluorocromo se encuentra muy proxima a un
apantallado que le impide la emisidon de fluorescencia. En cambio, cuando son
complementarios al ADN molde, la estructura de la horquilla se rompe emitiendo
fluorescencia, la cual fue captada en nuestro caso por el termociclador a tiempo
real ABI 7900HT de Applied Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EEUU) (Fig. 7).

La preparacion de la mezcla para la reaccion de PCR se realizo
incorporando en una placa de 96 pocillos con un volumen total de 8ul los
siguientes elementos segtin protocolo humedo: 0,11l de la mezcla de ensayo que
incluye cebadores y sondas fluorescentes especificas de alelo, 4 ul de mezcla
maestra 2x KASPar Master Mix, 0.064 ul de MgCl> (50 mM) y 4 uL ADN. La
master mix consta de buffer, polimerasa y desoxinucledtidos trifosfato. Las

condiciones de termociclado de la PCR fueron las siguientes (Fig. 8):

=12 Un tratamiento a 94°C durante 15 minutos con el fin de activar la

actividad polimerasa tipo "Hot Start".

*2° Una serie de 36 ciclos que consistente en un paso a 94°C durante 20
segundos que permite la desnaturalizacion del ADN y en un paso de un minuto
de duracion y temperatura variable en la que ocurre el alineamiento o hibridacion

de los cebadores y la reaccion de polimerizacion.

Los 10 primeros ciclos de esta serie incluyen los pasos a temperatura
variable o protocolo "touchdown" (Fig. 9) que, en funcion de los polimorfismos a

determinar tuvieron las siguientes caracteristicas:
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* Protocolo "touchdown" de 68 a 62°C: 10 ciclos de 20 segundos a
94°C y 68°C bajando 0,6°C por ciclo hasta llegar a 62°C seguidos de 26
ciclos de 94°C de 10 segundos y 62°C de un minuto.

* Protocolo "touchdown” de 61 a 55°C: 10 ciclos de 20 segundos a
94°C y 61°C bajando 0,6°C por ciclo hasta llegar a 55°C seguidos de 26
ciclos de 94°C de 10 segundos y 55°C de un minuto (tabla 11).

Figura 7. Genotipado de SNPs KASPar con sondas fluorescentes (imagen modificada,

extraida de http://www.lgcgrop.com)

Fase 1 PCR: Reconocimiento y desnaturalizacion del ADN molde Legend

5 3
| cebador del alelo 2 no el Allele-1 tail FAM-labelled
el cebador del alelo 2 no elonga EEEEEEE R . estlbis,
A &

el cebador reverso elonga en posicion 5'-3 . Allele-2 tail HEX-labelled

oligo sequence
el cebador de alelo 1 se une y elonga =
________________ \ y Common reverse prmer

C
Lid e AL Lyl
4 © % FAM dye
" ; g @ Hexope
En la primera fase de la PCR, uno de los cebadores especificos de alelo hibrida
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Fase 2 PCR: Polimerizacion de la hebra complementaria a la cola especifica de Q Quencher
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7777‘rn~r,|]|llI'lllIIII‘IIIIIIIIIIIIIIII El cebador reverso se une, elonga y
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Figura 8. Grafico de temperatura de termociclador en funcion del tiempo.
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Figura 9. Esquema del programa de termociclado para el protocolo de 61 a 55°C en

el que se observa la activacion de la polimerasa a 94°C durante 15 minutos y la serie a

temperatura de anillamiento/polimerizacién variable o protocolo "touchdown".
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Tabla 11. Asignacion GH fluorocromos a cada alelo y protocolo "touchdown”

para FDGD uno de los SNPs del ensayo.

84

3A4*1B; rs2740574
2D6*3: rs35742686
2D6*4: rs3892097

Gen SNP Protocolo “touchdown”
CASR (cromosoma 3) 151501899 61-55°C
rs1042636
rs1801725
rs1801726
157652589
VDR (cromosoma rs1544410 (Bsml) 61-55°C
12¢13.11) 152228570 (Fokl)
157975232 (Apol)
15731236 (Taql)
GC (cromosoma 4) rs4588 61-55°C
rs7041
Citocromo p 450 1A21F_rs762551 61-55°C

Una vez que las reacciones de KASP estan completadas y la fluorescencia

resultante ha sido medida, los datos en bruto

permitir que los

correspondientes. Esto se logra visualizando los

genotipos sean asignados

deben ser interpretados para
a las muestras de ADN

valores de fluorescencia para

cada muestra en un grafico cartesiano. A menudo se hace referencia a estas

parcelas como parcelas de agrupamiento (Fig. 10).
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Figura 10. Ejemplo de distribucion de genotipos en funcion de las fluorescencias
asociadas a los alelos para el polimorfismo de un gen donde se observa la poblacion de
homocigotos TT (azul), homocigotos CC (rojo) y heterocigotos (verde). Los puntos

negros representan los controles de agua.

Allelic Discrimination Plot

oos

e

“ HUndetermined

El equipo de PCR a tiempo real es capaz de detectar las fluorescencias
liberadas asociadas a cada alelo lo que nos permite obtener un grafico en cuyos
ejes figuran la intensidad de la fluorescencia para cada alelo (tipicamente el eje X
para trazar el valor de la fluorescencia FAM y el eje Y para trazar el valor de la
fluorescencia HEX). De este modo, la poblacion genotipada se va agrupar en tres
camulos o clasters: uno para los homocigotos para el alelo mayoritario; otra para
los heterocigotos con los dos tipos fluorescencia y otra para los homocigotos del

alelo minoritario.



Rosa de Alarcén 86

2.6. Analisis estadistico: el andlisis estadistico fue realizado por el
programa SPSS version 20 (IBM, Estados Unidos). El presente estudio se plantea
como piloto y generador de hipotesis, por lo que no se ha realizado un calculo del
tamafio muestral a priori. Las variables cuantitativas se expresan mediante media
y desviacion estdndar. Las variables categoricas se expresan como frecuencia y
porcentaje. Las comparaciones entre variables cuantitativas entre los grupos de
comparacion se realizaron mediante el t de Student /andlisis de la varianza. La
comparacion entre variables categdricas de grupos independientes se realizo
mediante test de Chi-cuadrado (x2).

El andlisis de los polimorfismos genéticos permite identificar genes que
confieren susceptibilidad a presentar enfermedades. Su analisis estadistico es
sencillo, pero tiene ciertas particularidades, como la estimacién de haplotipos, que
hacen necesario el desarrollo de herramientas de andlisis especifico. Para
responder a esta necesidad se ha wusado la aplicacion web

https://www.snpstats.net/ (134) de libre uso, que permite realizar el andlisis

estadistico de polimorfismos genéticos en estudios epidemioldgicos.

2.6.1. Analisis de SNP individuales:

2.6.1.1. Anaélisis descriptivo:

e Frecuencia de genotipos y alelos: el analisis estadistico de un polimorfismo
se basa en estimar la prevalencia poblacional de cada alelo y para cada genotipo,
de esta manera podemos estimar las frecuencias genotipicas y alélicas. EIl
software SNPstats realiza las frecuencias de genotipo (proporcion) para todos los
sujetos y para cada subconjunto (respondedor/no respondedor). Para calcular
las frecuencias de alelos, duplicamos los cromosomas de muestra y contamos
cada tasa de alelos.

e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW): En primer lugar se realizd una
prueba de HW. Esta metodologia permite compararla frecuencia alélica
observada con la esperada bajo el supuesto de independencia, y tiene una
distribucion chi-cuadrado con un grado de libertad. El nivel de significacion se
fij6 en 0.05. Si la desviacion era significativa, se verificd el método de genotipado

para descartar sesgos.


https://www.snpstats.net/

Material y métodos 87

2.6.1.2. Analisis de asociacidon entre polimorfismos y enfermedad:

Desde el punto de vista estadistico, el polimorfismo es una variable
categdrica con un nivel para cada genotipo, siendo la variable de referencia, la
forma homocigota. Para evaluar la asociacion entre un polimorfismo y la
enfermedad, se realizaron tablas de contingencia y luego se aplic6 la prueba de
chi-cuadrado. La estimacion de la odds ratio (OR) de cada genotipo respecto al
genotipo de referencia permite obtener una nocién sobre la medida de la
asociacion. Para ajustar el modelo por variable de confusidn, se utilizaron
modelos de regresidbn logistica por su versatilidad. Estos modelos
permiten evaluar facilmente la interaccion entre el polimorfismo y los otros

factores.

Cada genotipo estd formado por dos alelos y el riesgo de cada genotipo
depende del numero de copias de cada alelo que lleve (una o dos). Segun el
namero de copias necesarias para modificar el riesgo, existen cuatro modelos de

herencia que podemos definir:

Modelo codominante: es el modelo mas general y permite que cada
genotipo dé un riesgo diferente y no aditivo. Este modelo compara los genotipos
heterocigotos y homocigotos del alelo variante con los homocigotos para el alelo

mas frecuente.

Modelo dominante: una sola copia del alelo variante es suficiente para
modificar el riesgo, entonces los genotipos heterocigotos y homocigotos tienen el

mismo riesgo.

Modelo recesivo: se necesitan dos copias del alelo variante para cambiar el
riesgo. Por lo tanto, los genotipos heterocigotos y homocigoto mas frecuente,

tienen el mismo efecto.

Modelo sobredominante: los heterocigotos se comparan con un grupo de

homocigotos de ambos alelos.

Es necesario decidir cual es el mejor modelo de herencia para cada
SNP. Para comparar cada modelo con el modelo general (el codominante)
podemos seleccionar la prueba de razén de verosimilitud (LRT). La prueba de
razon de verosimilitud es una prueba estadistica de la bondad de ajuste entre dos
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modelos: comparar un modelo relativamente mds complejo con un modelo mas
simple para evaluar si se ajusta mejor a un conjunto de datos. La estadistica sigue
una distribucion de chi-cuadrado con grados de libertad iguales al nimero de
parametros adicionales en el modelo mds complejo. Aun asi, en ocasiones esta
prueba no es suficiente para descartar modelos, y es necesario recurrir al criterio
de informacion de Akaike (AIC), menor, para elegir el modelo de herencia que

mejor se ajuste a los datos, siendo éste el criterio escogido.

2.6.1.3 Analisis de interacciones con covariables: Permite describir la
asociacion  entre cada polimorfismo y la enfermedad por
medio del calculo de los OR.

2.6.2. Analisis de multiples SNP: para localizar el polimorfismo causal, se
analizan a la vez todos los polimorfismos a estudio. Los polimorfismos proximos
al SNP causal también estardn asociados con la enfermedad, y analizar conjuntos
de locus puede ser muy util para localizar el verdadero polimorfismo causal. El
conjunto de polimorfismos transmitidos juntos en cada cromosoma resultante se

denomina haplotipo.

2.6.2.1 Desequilibrio de ligamiento y haplotipos: para determinar el
desequilibrio de ligamiento calculamos el estadistico D, que es la desviacion entre
la frecuencia esperada de haplotipos (bajo el supuesto de no asociacion) y la
frecuencia observada. También se calcul6 el estadistico D' que es igual a D
escalada en el rango [-1,1]. También se proporciona el coeficiente de correlacion

entre alelos.
2.6.2.2 Anadlisis de haplotipos:

e Frecuencia de haplotipos: algunos individuos tienen haplotipos
inciertos debido a la falta de informacion cromosdmica. Hay métodos diferentes
para estimar la frecuencia de haplotipos. Uno de los mas utilizados es el método
iterativo de dos etapas llamado algoritmo EM (algoritmo de maximizacion de
expectativas): en primer lugar, se dan valores iniciales para las frecuencias de
haplotipos. Luego, el paso E consiste en recalcular la frecuencia esperada de
genotipos para los genotipos con haplotipos de incertidumbre (bajo equilibrio de
Hardy-Weinberg) utilizando la frecuencia de haplotipos. Usando las frecuencias



Material y métodos 89

de genotipo recalculadas, el paso M calcula cada frecuencia de haplotipo. Es
decir, contar los haplotipos compatibles para cada genotipo. De esta forma, el

algoritmo converge deseablemente a las frecuencias de haplotipos.

¢ Andlisis de asociacion entre haplotipos y enfermedad: si no hay
incertidumbre, cada individuo tiene su propia pareja de haplotipos. La asociacion
entre haplotipos y enfermedad se analizd6 mediante regresion logistica: para ello
se duplica la muestra y luego se representa doblemente a cada individuo con sus
dos haplotipos. A continuacion, se comparara el riesgo de cada haplotipo respecto

a haplotipo mas frecuente.

2.7. Almacenamiento de las muestras biologicas:

Las muestras y la informacion asociada a las mismas se custodiaron y/o
guardaron en el Nodo 2 del Biobanco Regional en Red Biobanc-Mur (Nodo Area
IT del Hospital General Universitario Santa Lucia). El Biobanco en Red de la
Regiéon de Murcia es un biobanco autorizado el 1 de octubre de 2013 e inscrito en
el Registro Nacional de Biobancos con el ntimero B.0000859. Pertenece a la
Plataforma de Biobancos y Biomodelos del ISCIII, con expediente PT20/00109 y
trabaja bajo un Sistema de Gestion de la Calidad, estando certificado desde el 12
de julio de 2018 por la norma ISO 9001:2015. Las muestras se encuentran
almacenadas en cumplimiento del Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre,
por el que se establecen los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento
de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las
muestras bioldgicas de origen humano. Este Biobanco acoge colecciones
organizadas de muestras bioldgicas e informacion asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacion anteriormente referida y
los cédigos de conducta aprobados por los Comités de FEtica, por lo que la
realizacion de este estudio, dispone de la aprobacién del Comité de Etica (CEI)
del Hospital General Universitario Santa Lucia.
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V.RESULTADOS
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VII. RESULTADOS

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION A ESTUDIO.

Se reclutaron 158 pacientes en programa de HD. De los 158 pacientes, 57
fueron mujeres (36,1%) y 101 fueron varones (63,9%) con una edad media
63,9+15,5 afos. La permanencia media en TSR hasta el inicio de cinacalcet fue de
63,5+56,4 meses (tabla 12).

La causa principal de ERC fue la nefropatia diabética (20,9%), seguida de la
nefroangioesclerosis con 16,5% y la patologia tubulointersticial y glomerular,
ambas con un 152% (figura 12). Los factores de riesgo cardiovascular y

comorbilidades que presentaron, se describen en la figura 13.

Figura 12. Etiologia de la enfermedad renal crénica.

Etiologia de la enfermedada renal en la muestra a
estudio (%;N).

BN Frecuencia % =——Muestra (N)2
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Figura 13. Factores de riesgo cardiovascular y eventos cardiovasculares.
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De los 158 pacientes estudiados, 53 pacientes (33,5%) no respondieron a
tratamiento con cinacalcet frente a 105 pacientes (66,5%) que, si lo hicieron. Las
diferencias de las variables clinico-demograficas entre respondedores y no

respondedores, se detallan en la tabla 12.

Tabla 12. Relacidn de variables clinico-demograficas y la respuesta al cinacalcet a los 12
meses.

GRUPO
Muestra p
Variables estudiada No Respondedores
respondedores | n: 105 (66,6%)
n: 53 (33,5%)
Mujer, n (%) 57 23 (40,4) 34 (59,6) 0,219
Género
Hombre, n (%) 101 30 (29,7) 71(70,3)
Edad, afios Afios + SD 63,9+15,6 62,1+ 16,1 64,8+ 15,2 0,299
Indice de <2, 1 (%) 22 (13,9) 6 (27,3) 16 (72,7) 0,560
Charlson >3, n (%) 136 (86,1) 36 (26,5) 100 (73,5)
IMC (Kg/m?)* 27,5+5,4 28,3+6,3 27,1+4,9 0,526
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Tiempo en Meses 63,5+56,4 67,1£57,3 61,8+56,2 0,465
dialisis
Quelantes Lantano, n (%) 60 (37,9) 12 (29,2) 48 (41) 0,38
fosforo Sevelamer, n (%) | 50 (31,6) 15 (36,6) 35 (29,9) 0,08
Acetato calcico, n 77 (48,8) 23 (56,1) 54 (46,2) 0,01
(%)
Carbonato calcico, | 11 (7) 4 (9,75) 7 (5,98) 0,20
n (%)
Paricalcitol, n (%) 116 40 (75,5) 76 (72,4) 0,708
Dosis cinacalcet (mg/dia) 12 meses 43+20,9 33,7+12,8 47,7+22,6 <0,001
Dosis de dialisis por Kt (>45 52,3+9,2 48,9+2,4 56,6+14 <0,07
L/sesion) 12 meses,

* IMC: Indice de Masa Corporal.

No se encontraron diferencias significativas entre respondedores y no
respondedores en cuanto a género, dosis de didlisis, fdrmacos coadyuvantes en el
manejo de HPT2, comorbilidad, edad, tiempo en HD, indice de masa corporal o
dosis de didlisis. Todos los pacientes presentaron una elevada comorbilidad, la
cual fue medida por indice de Charlson. De la poblacién estudiada, 22 pacientes
(13,9%) tenian una comorbilidad baja con una puntuacién < 2 puntos, mientas que

136 pacientes (86.1%) presentaron una comorbilidad elevada (tabla 12).

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos, en
cuanto a presencia de factores de riesgo cardiovascular y eventos cardiovasculares,

como se describe en la tabla 13.

Tabla 13. Presencia de factores y eventos de riesgo cardiovascular segin respuesta de PTH a
tratamiento (criterios KDIGO).

Grupo
No respondedores Respondedores
Variable p
n: 53 (33,5%) n: 105 (66,4%)
SAOS 14 (41,2%) 20 (58,8%) 0,051
EPOC 10 (23,8%) 24 (20,7%) 0,84
TABAQUISMO 33 (78,6%) 89 (76,6%) 0,97
HTA 40 (95,2%) 113 (97,4%) 0,86
DIABETES 16 (38,1%) 49 (42,2%) 0,77
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DISLIPEMIA 37 (88,1%) 104 (89,7%) 1
HIPERURICEMIA 16 (38,1%) 57 (49,1%) 0,29
CARDIOPATIA ISQUEMICA 15 (35,7%) 31 (26,7%) 0,38
ARTERIOPATIA PERIFERICA 19 (45,2%) 56 (48,3%) 0,87
ACCIDENTE CEREBRO- 10 (23,8%) 23 (19,8%) 0,74
VASCULAR

SAOS: Sindrome de apnea obstructiva del suefio. EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva

cronica. HTA: Hipertension Arterial.

2. VARIABLES ANALITICAS.

Las variables analiticas medidas por métodos de laboratorio convencionales

se determinaron en los 158 pacientes del estudio. Los pardmetros bioquimicos

basales y a los 12 meses, se describen en las tablas 14 y 15.

No se encontraron diferencias significativas entre respondedores y no

respondedores en cuanto a pardmetros bioquimicos salvo niveles séricos de PTH,

P, ferritina y acido tirico como se muestra en las tablas 14 y 15.
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Tabla 14. Variacion dentro de las variables bioquimicas al inicio y después de 12 meses de

seguimiento
Muestra No respondedor Respondedor (n=105)
(n=158) (n=53)

Variable Basal 12m p* Basal 12m p* Basal 12m p*
PTH 612,7+280,6 | 355,8+261,5 | <0,001 | 564,4+239,5 | 608,3+289 | 0,152 | 637+297,3 | 228,4+112,2 | <0,001
(pg/ml)

Calcio 9,110,6 8,940,6 0,001 | 9,110,6 8,810,7 0,006 | 9,110,6 9+0,6 0,016
(mg/dl)

Fosforo 4,8+1,4 4,4+1,2 <0,001 | 5,1£1,5 4,9+1,3 0,258 | 4,8+1,3 4,2+1,1 <0,001
(mg/dl)

Calcidiol 17,9474 17,548 0,615 | 17,8+7,1 17,59 0,806 | 18+7,6 17,5+7,5 0,452
(ug/L)

Hemoglobina | 11,6+1,4 12,2482 0,937 | 11,815 13,5+14 0,387 | 11,5+1,3 11,6+1,3 0,702
(g/dl)

1PCR 4,3+7,8 4,4+6,5 0,606 | 2,9+3,9 4,346 0,061 | 4,949 4,4+6,9 0,452
(mg/dl)

Albumina 4,1+1,6 3,9+0,4 0,07 4,242,6 3,840,5 0,261 | 4+0,3 3,9+0,3 0,045
(mg/dl)

Hierro 66,6+27,8 68,3+28,5 0,825 | 66,2+31,8 63,1+26,3 0,475 | 66,7+25,7 70,9+29,2 0,141
(ug/dl)

Transferrina | 176,8+46,3 | 171,1+35,6 | 0,031 | 182,3+53,4 | 174,8+37,9 | 0,26 | 174+42,3 169,2+34,4 | 0,110
(mg/dl)

Ferritina 355,6+267,9 | 456,1+320,4 | <0,001 | 311,9+225,2 | 411,8+370,4 | 0,01 | 377,6+285,5 | 478,5+291,3 | 0,001
(ng/ml)

Urato 6,1+1,3 5,7+1,3 0,005 | 6,1+1,5 6+1,2 0,90 | 6,1£1,2 5,6+1,3 0,001
(mg/dl)

Cinacalcet 30 43+20,9 <0,001 | 30 33,7+12,8 0,04 |30 47,7422,6 <0,001
(mg/dia)

*Prueba T de muestras emparejadas. 'PCR: Proteina C reactiva
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Tabla 15. Diferencias entre grupos (respondedores vs. no respondedores) al inicio ya los 12

meses de tratamiento con cinacalcet.

Basal Tras seguimiento a los 12 meses
Variable No Respondedores P No Respondedores p*
respondedores (n=105) value* | respondedores (n=105)
(n=53) (n=53)
PTH (pg/ml) 564,4+239,5 637+297,3 0,050 608,3+289 228,4+112,2 <0,001
Calcio (mg/dl) 9,1+ 0,6 9,1+ 0,6 0,943 8,840,7 8,9+0,6 0,388
Fosforo (mg/dl) 51+15 4,8+1,3 0,294 4,9+1,3 4,2+1,1 0,001
Calcidiol (ug/L) 17,8+7,2 17,947,6 0,966 17,59 17,5+7,5 0,956
Hemoglobina 11,8+1,5 11,5+1,3 0,387 13,5+14 11,6+1,3 0,328
(g/d1)
PCR (mg/dl) 2,943,9 5+9 0,389 4,345,9 4,446,9 0,927
Albumina (mg/dl) 4,242,6 4+0,3 0,089 3,840,5 3,9+0,3 0,160
Hierro (pg/dl) 66,2+31,7 66,7+25,7 0,917 63,1+26,3 70,9+29,3 0,110
Transferrina 182,4+53,4 174+42,3 0,282 174,8+37,8 169,2+34,4 0,359
(mg/dl)
Ferritina(ng/ml) 311,9+225,3 377,6+285,5 0,146 411,8+370,4 478,5+291,3 0,218
Urato (mg/dl) 6,1+1,5 6,1+1,2 0,930 6+1,2 5,6+1,3 0,035
Cinacalcet 30 30 - 33,7+12,8 47,7+22,6 <0,001
(mg/dia)

* Prueba T de muestras independientes
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3. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES DE CONFUSION CON
RESPECTO A RESPUESTA A TRATAMIENTO CON CINACALCET.

Como variables de confusién que podrian influir en la respuesta a
tratamiento con cinacalcet, como se ha observado en la tabla 13 y tabla 16, no se
encuentran diferencias significativas entre las variables analizadas, salvo para los
niveles séricos de PTH, P, ferritina y acido trico, como ya se sefialo.

Al analizar posibles variables de confusion en funcion de los niveles dptimos
exigidos, como se describe en la tabla 16, se encontr6 que los pacientes con P entre
25 y 45 mg/dl (niveles exigidos segin guias KDIGO), presentaron mejor
respuesta a cinacalcet frente a los pacientes que no tenian el P en el rango
recomendado (10; 24,4% vs 55; 47%, p=0,011). Los pacientes con Hb > 10 g/dl
tuvieron mejor respuesta a cinacalcet que aquellos con Hb < 10 g/dl (109; 93,2% vs
8; 6,8%, p=0,021). Los pacientes mejor nutridos con albumina por encima de 3,5
tuvieron mejor respuesta a tratamiento, que aquellos pacientes con albumina < 3,5
(97,4% vs 3; 2,6%, p=0,01). A pesar de que la mayoria de los pacientes presentaron
inflamacion con PCR > 10, no hay diferencias en la respuesta a tratamiento.
Tampoco se encontraron diferencias entre los pacientes que responden o no a

cinacalcet en cuanto a dosis de didlisis medida por Kt.

Tabla 16. Analisis de igualdad de medias para variables de confusion categdricas.

Grupo
N ded R ded b
Variable o respondedores espondedores
n: 53 (33,5 %) n: 105 (66,4 %)
) Mujer 23 (40,4 %) 34(59,6%) | 0,219
Género
Hombre 30 (29,7 %) 71 (70,3 %)
Diabet NO 26 (61,9 %) 67 (57,8%) | 0,776
tabetes SI 16 (38,1 %) 49 (42,2%)
] <8.4->9,4 19 (46,4 %) 55 (47 %) 0,544
Calcio (mg/dl)
8,4-9,4 22 (53,6 %) 62 (52,9 %)
) <2,5->4,5 31 (75,6 %) 62 (53 %) 0,008
Foésforo (mg/dl)
2,5-4,5 10 (24,4 %) 55 (47 %)
Hemoglobina (g/dl) <10 8 (19,5 %) 8 (6,8 %) 0,026
>10 33 (80,5 %) 109 (93,2 %)
PCR (mg/dl) <10 37 (90,2 %) 102 (87,1%) | 0,419
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>10 4(9,8 %) 15 (12,9 %)
Albumina (mg/dl) <35 6 (14,6 %) 3(2,5 %) 0,01
>3,5 35 (85,4 %) 114 (97,5 %)
Dosis de dialisis por Kt (>45 L/sesion) 489+24 56,61 0,07
PCR: proteina C reactiva
3. GENOTIPADO: ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS

POLIMORFISMOS DE LOS GENES CASR, VDR, GC Y CYP 450.

El estudio de los polimorfismos de los genes estudiados se realiz6 en los 158
pacientes de la muestra. En las siguientes tablas, se representa la distribucién por
genotipos y alelos en la poblacién estudiada y si cumplen o no el equilibrio
Hardy-Weinberg (HW). En las figuras se expresa el desequilibrio de ligamiento

mediante el nivel de heredabilidad conjunta de pares de SNPs.

4.1. Gen CASR

El estudio de los polimorfismos del gen CASR (rs1501899; rs1042636;
rs1801725; rs1801726; rs7652589) se realizo en los 158 pacientes. En el gen CASR,
los SNP 151501899, rs1801726 y rs7652589 cumplian el equilibrio de HW (Tabla
17), mientras que rs1042636 y rs1801725 se desviaron de dicho equilibrio en el

estudio de las frecuencias genotipicas.

Tabla 17. Distribucién de los genotipos y alelos de los polimorfismos del Gen CASR

Gen | Polimorfismo| Genotipo| Frecuencia (%)| Alelo| Frecuencia (%)| Equilibrio HW (p)

AA 64 (40%) | A 206 (65%)

151501899 GG 16(10%) | G 110 (35%) 0,3
AG 78 (50%)
AA 138 (87%) | A 292 (92%)

Casg| 151042636 GG 4% |G 24 (8%) 0,0059

AG 16 (10%)
cC 142 (90%) | C 298 (92%)

151801726 GG 2 (1%) G 18 (8%) 0,076
CG 14 (9%)

151801725 GG 112 (71%) G 259 (82%) 0,0049
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TT 11 (7%) 57 (18%)
GT 35 (22%)
GG 67 (42%) 209 (66%)

157652589 AA 16 (10%) 107 (34%) 0,59
GA 75 (48%)

Los polimorfismos rs1042636 con rs1801726 y rs1801726 con rs1801725

presentaron una D’ préxima a 1, lo que indica que los pares de polimorfismos

estan en "fuerte desequilibrio de ligamiento". (tabla 18 y figura 14).

Tabla 18. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen

CASR

Estadistico D CASR CASR CASR CASR CASR
rs1501899 rs1042636 rs1801726 rs1801725 1s7652589

CASR_rs1501899 0,01 0,0046 -0,0199 0,0927
CASR_rs1042636 -0,0043 -0,0081 0,0057
CASR_rs1801726 -0,0102 0,003
CASR_rs1801725 0,0038
CASR_rs7652589
Estadistico D’
CASR_rs1501899 0,2016 0,123 0,3173 0,4197
CASR_rs1042636 0,9844 0,5922 0,1138
CASR_rs1801726 0,9934 0,0789
CASR_rs1801725 0,0322
CASR_rs7652589
Estadistico r
CASR_rs1501899 0,0791 0,0414 -0,1088 0,411
CASR _rs1042636 -0,0694 -0,0796 0,0456
CASR _rs1801726 -0,1145 0,0271
CASR _rs1801725 , 0,0211
CASR_rs7652589 0,0791 0,0414 -0,1088 0,411
p-valor
CASR _rs1501899 0,1596 0,4622 0,0531 0
CASR_rs1042636 0,2176 0,1568 0,4177
CASR_rs1801726 0,0417 0,6301
CASR _rs1801725 , 0,7071
CASR_rs7652589 0,1596 0,4622 0,0531 0
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Figura 14. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen CASR.
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El estudio de los polimorfismos de gen VDR (rs7975232; rs1544410; rs2228570 y

rs731236) se realizo en los 158 pacientes (tabla 19). En estos polimorfismos no se

observo desviacion del equilibrio HW para las frecuencias genotipicas estudiadas.

Tabla 19. Distribucién de los genotipos de los polimorfismos del Gen VDR.

Gen | Polimorfismo | Genotipo | Frecuencia (%) | Alelo| Frecuencia (%) | Equilibrio HW
1s7975232 AA 57 (36%) A 179 (56%) 0,051
(Apol) CcC 36 (23%) C 137(43,4%)
AC 65(41%)
rs1544410 cC 60(38%) C 191 (60%) 0,51
(BsmI) AA 27 (17 %) T 125 (40%)
VDR CA 71(45%)
152228570 AA 74(47%) A 221 (69,9%) 0,26
(FokI) GG 11(7%) G 95 (30,1%)
AG 73(46%)
15731236 TT 57(36%) T 191 (60 %) 0,87
(Taql) CcC 24(15%) C 125 (40 %)
TC 77(49%)
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Los SNP con mayor desequilibrio de ligamiento fueros los pares rs7975232
con 151544410 (D’= 0,98) con un 98% de probabilidad de que se hereden
conjuntamente, seguidos de los pares rs7975232 y 1s731236 con 82% de
probabilidades y rs154410 con rs731236 un 80%. Tabla 20 y Figura 15.

Tabla 20. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen VDR.

D estadistico VDR1rs7975232 | VDR _rs1544410 | VDR _rs2228570 | VDR_rs731236000
VDR _rs7975232 -0,1678 -0,0091 -0,1407
VDR _rs1544410 0,0213 0,1926
VDR _rs2228570 0,0033
VDR _rs731236

D’ estadistico

VDR _rs7975232 0,9784 0,07 0,8202
VDR _rs1544410 0,117 0,8056
VDR _rs2228570 0,0182
VDR _rs731236

r estadistico

VDR _rs7975232 -0,6925 -0,0401 -0,5805
VDR _rs1544410 0,0948 0,8056
VDR _rs2228570 0,0147
VDR _rs731236

P-valor.

VDR _rs7975232 0 0,4756 0

VDR _rs1544410 0,0919 0

VDR _rs2228570 0,7937

VDR _rs731236
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Figura 15. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen VDR
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El estudio de los polimorfismos del gen GC (rs4588 y rs7041) se realizo en los

158 pacientes (tabla 21). En estos polimorfismos no se observd desviacion del

equilibrio HW para las frecuencias genotipicas estudiadas.

Tabla 21. Distribucidn de los genotipos de los polimorfismos del Gen GC.

Gen| Polimorfismo| Genotipo| Frecuencia (%)| Alelo| Frecuencia (%)| Equilibrio HW
rs4588 GG 75 (47%) G 220 (70%) 0,71
T 13(8%) T 96 (30%)
GC GT 70(44%)
rs7041 CccC 45 (28%) C 173 (55%) 0,52
AA 30(19%) A 143 (45%)
AC 83 (53%)
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En cuanto al desequilibrio de ligamiento entre los dos polimorfismos del

gen GC analizados se obtuvo un D" de 0,62 lo que podria indicar una "fuerte

evidencia de recombinacion historica”. Tabla 22.

Tabla 22. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen GC

D estadistico

GC_rs4588

GC_rs7041

DBP_rs4588

0,1215

DBP_rs7041

D’ estadistico

DBP_rs4588

0,6224

DBP_rs7041

r estadistico

DBP_rs4588

0,5511

DBP_rs7041

P valor

DBP_rs4588

DBP_rs7041

4.4. Genes CYP 450 (CYPA2, A4, D6).

El estudio de los polimorfismos de genes de CYP450 (1A2*1F- rs762551;
A4*1B- 152740574; D6*3- 1535742686 y D6*4-rs3892097) se realizd en los 158

pacientes (Tabla 23). En estos polimorfismos no se observd desviacion del

equilibrio HW para las frecuencias genotipicas estudiadas a excepcion de

1s762551.
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Tabla 23. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos de los Genes CYP450.
Isoenzimas CYP | Polimorfismo| Genotipo| Frecuencia | Alelo| Frecuencia Equilibrio
450 (%) (%) HW
1A2*1F rs762551 AA 45 (28%) A 185 (59%) 0,0033
cC 18 (11%) 131 (41%)
AC 95 (60%)
A4*1B 152740574 TT 132 (84%) T 288 (91%) 0,34
cC 2 (1%) C 28 (9%)
TC 24 (15%)
D6* 3 1535742686 T 151 (96%) T 308 (97%) 0,087
DEL/DEL 1 (1%) DEL 8 (3%)
G/DEL 6 (4%)
D6* 4 1s3892097 cC 100 (63%) C 254 (80%) 0,45
TT 4 (3%) T 62 (20%)
CT 54 (34%)

Los SNP con mayor desequilibrio de ligamiento fueron los pares rs35742686
con 153892097 con un D’=0,9901. Tabla 24 y Figura 16.

Tabla 24. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen CYP450

D estadistica A21F rs762551 A41B_rs2740574 D6_3_rs35742686 | D6_4_rs3892097
A21F_rs762551 -9e-04 0,0016 -0,0097
A41B_rs2740574 0,0021 0,0078
D6_3_rs35742686 -0,0049
D6_4_rs3892097

D’ estadistica

A21F_rs762551 0,0236 0,1107 0,1188
A41B_rs2740574 0,0914 0,1092
D6_3_rs35742686 0,9901
D6_4_rs3892097

r estadistica
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A21F _rs762551 -0,0062 0,0212 -0,0494
A41B_rs2740574 0,0472 0,0689
D6_3_rs35742686 -0,0788

D6_4_rs3892097

P valor

A21F_rs762551 0,9123 0,7062 0,3801
A41B_rs2740574 0,4012 0,2204
D6_3_rs35742686 0,1611

D6_4_rs3892097

Figura 16. Medida de desequilibrio de ligamento entre polimorfismos del gen CYP450.

Linkage Digequilibrium
Ad1B_r=Z740574 DE_3_r=3574 586 DA _4_r=3892097
1 1

-0.000867 0.001641
0.0236 0.1107

5]

8 -0.00619 0.02120
1 0.0121 0.1421
5 0.912 0.706

158 158

Mlarkar 1
Ad1H_reZ7 40574
I

X2
P-value
n

D6E_2_re36740506

5. INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES ESTUDIADOS
ENTRE RESPONDEDORES Y NO RESPONDEDORES A CINACALCET.

Para valorar la existencia de diferencias entre los grupos de genotipos para
los diferentes genes entre pacientes respondedores y no respondedores a

cinacalcet, se realizaron tablas de contingencia para los cuatro modelos de analisis
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genético (codominante, dominante, recesivo y sobredominante), no halldandose

diferencias estadisticamente significativas, salvo en SNP de GC, y se objetivd en

cada uno de los genotipos y alelos menores dosis de tratamiento en aquellos

pacientes con respuesta optima a cinacalcet.

5.1. Influencia de los polimorfismos del gen CASR en la susceptibilidad

de respuesta a tratamiento con cinacalcet.

En los cuatro modelos de andlisis genético, utilizados no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en entre los pacientes respondedores y

no respondedores a tratamiento con cinacalcet para cada uno de los

polimorfismos del gen CASR.

Tabla 25. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para CASR

(rs1501899).
Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante AA 21(39,6) 43 (41) 1 0,67 | 206,8
GA 25 (47,29 53 (50,5) 1,04 (0,51-2,10)
GG 7 (13,2) 9 (8,6) 0,63 (0,21-1,92)

Dominante AA 21 (39,6) 43 (41) 1 0,87 | 205,6
AG/GG 32 (60,4) 62 (59) 0.95 (0,48-1,86)

Recesivo AA/AG 46 (86,8) 96 (91,4) 1 0,37 | 204,8
GG 7 (13,2) 9(8,6) 0,62 80,22-1,76)

Sobredominante | AA/GG 28 852,8) 52 (49,5) 1 0,69 | 205,4
AG 25 (47,2) 53(50,5) 1,14 (0,59-2,21)

Para el polimorfismo rs1501899 no se encontraron diferencias significativas

en ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa de respuesta a

tratamiento con cinacalcet (tabla 25).
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Tabla 26. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para CASR

(rs1042636).
Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; %

Codominante AA 43(81,1) 95 (90,5) 1 0,27 | 204,9
GA 8(15,1) 887,69 0,45 (0,16-1,29)
GG 2(3,8) 2(1,9) 0,45 (0,06-3,32)

Dominante AA 43 (81,1) 95 (90.5) 1 01 2029
GA/GG 10 (18,9) 10 (9,5) 0,45 (0,18—1,17)

Recesivo AA/GA 51 896,2) 103 (98,1) 1 0,49 | 205,1
GG 283,89 281,9) 0,5 (0,07-3,62)

Sobredominante | AA/GG 45 884,9) 97 (92,4) 1 0,15 | 203,5
AG 8 (151) 8(7,6) 0,46 80,16-1,31)

Para el polimorfismo CASR

rs1042636, no encontramos diferencias

significativas en ninguno de los modelos de analisis genético en cuanto a la tasa

de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 26).

Tabla 27. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para CASR

(rs1801726).
Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %
Codominante CcC 47 (88,7) 95 (90,5) 1 0,87 | 207,3
CcG 5 89,4) 9 (8,6) 0,89 (0,28-2,81)
GG 181,99 1(1) 0,49 (0,03-8,09)
Dominante CcC 47 (88,7) 95 (90,5) 1 0,73 | 205,5
CG/GG | 6(11,3) 10 (9,5) 0,82 (0,28-2,41)
Recesivo CC/CG 52 (98,1) 104 (99) 1 0,63 | 205,4
GG 181,9) 181) 0,50(0,03-8,15)
Sobredominante | CC/GG 48 (90,6) 96 (91,4) 1 0,86 | 205,6
CG 5 (9,4) 9 (8,6) 0,90 (0,29-2,83)
Para el polimorfismo CASR 151801726 no se encontraron diferencias

significativas en ninguno de los modelos estudiados en cuanto a la tasa de

respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 27).
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Tabla 28. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para CASR

(rs1801725).
Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; %

Codominante GG 39 (73,6) 73 (69,5) 1 0,42 | 205.8
GT 9 (17) 26 (24.8) 1,54 (0,66-3,62)
TT 5(9,4) 6 (5,7) 0,64 (0,18-2,24)

Dominante GG 39 (73,6) 73 (69,5) 1 0,59 | 205,3
GT/TT 14 (26,4) 32 (30,5) 1,22 (0,58-2,56)

Recesivo GG/GT 48 (90,6) 99 (94.3) 1 04 | 2049
TT 5094) 6(57) 0,58 (0,17-2)

Sobredominante | GG/TT 44 (83) 79 (75,2) 1 0,26 | 204,3
GT 9(17) 26 (24,8) 1,61 (0,69-3,74)

Para el polimorfismo CASR

rs1801725 no se encontraron diferencias

significativas en ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa

de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 28).

Tabla 29. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para CASR

(rs7652589).
Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante GG 26 (49,1) 41 (39) 1 0,37 | 205.6
AG 21 (39,6) 54 (51,4) 1,63 (0,81-3,30)
AA 6 (11,3) 10 (9,5) 1,06 (0,34-3,26)

Dominante GG 26 (49,1) 41 (39) 1 0,23 | 204,2
AG/AA | 27 (50,9) 64 (61) 1,50 80,77-2,93)

Recesivo GG/AG | 47(88,7) 95 (90,5) 1 0,73 | 2055
AA 6 811,39 10 (9,5) 0,82 (0,28-2,41)

Sobredominante | GG/AA 32 (60,4) 51 (48,6) 1 0,16 | 203,6
AG 21 (39,6) 54 (51,4) 1,61 (0,83-3,15)

Para el polimorfismo CASR

1s7652589 no se encontraron diferencias

significativas en ninguno de los modelos de analisis genético en cuanto a la tasa

de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 29).
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5.2. Influencia de los polimorfismos del gen VDR en la susceptibilidad

de respuesta a tratamiento con cinacalcet.

En los cuatro modelos de andlisis genético, utilizados no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en entre los pacientes respondedores y
no respondedores a tratamiento con cinacalcet, para cada uno de los
polimorfismos del gen VDR. En todos los modelos estadisticos entre
respondedores y no respondedores se encontraron diferencias significativas en
cuanto a dosis de tratamiento, ya que los pacientes respondedores precisaron
menor dosis de cinacalcet que los pacientes no respondedores (p< 0,05).

Para el polimorfismo rs7975232 no se encontraron diferencias significativas
en ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa de respuesta a

tratamiento con cinacalcet (tabla 30).

Tabla 30. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para VDR

1s7975232 (Apol).
Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante AA 20 (37,7) 37 (35,2) 1 0,44 | 206
AC 24 845,3) 41 (39) 0,92 (0,44-1,94)
CC 9 817) 27 (25,7) 1,62 (0,64-4,11)

Dominante AA 20 (37,7) 37(35,2) 1 0,76 | 205,5
AC/CC 33 (62,3) 68 (64,8) 1,11 (0,56-2,21)

Recesivo AA/AC 44 (83) 78 (74,3) 1 0,21 | 204
CC 9(17) 27 (25,7) 1,69 (0,73-3,92)

Sobredominante | AA/CC 29 (54,7) 64 8619 1 0,45 | 205
AC 24 (45,3) 41 (39) 0,77 (0,40-1,51)

Para el polimorfismo rs1544410 no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa

de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 31).
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Tabla 31. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para VDR
rs1544410 (BsmlI).

Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; 0/o

Codominante CcC 16 (30,2) 44 (41,9) 1 0,3 205,2
CA 28 (52,8) 43 (41) 0,56 (0,27-1,18)
AA 9 (17) 18 (17,1) 0,73 (0,27-1,94)

Dominante CcC 16 (30,2) 44 (41,9) 1 0,15 203,5
CA/AA 37 (69,8) 61 (58,1) 0,60 (0,30-1,21)

Recesivo CC/AA 44 (83) 87 (82,9) 1 0,98 205,6
AA 9 (17) 18 (17,1) 1,01 (0,42-2,43)

Sobredominante | CC/AA 25 (47,2) 62 (59) 1 0,16 203,6
CA 28 (52,8) 43 (41) 0,62 (0,32-1,20)

Para el polimorfismo rs2228570 no se encontraron diferencias significativas
en ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa de respuesta a

tratamiento con cinacalcet (tabla 32).

Tabla 32. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para VDR
rs2228570 (FoklI).

Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante AA 23 (43,4) 51 (48,6) 1 0,83 | 207,2
AG 26 (49,1) 47 (44,8) 0,82 (0,41-1,62)
GG 4 (7,5) 7(6,7) 0,79 (0,21-2,96)

Dominante AA 23 (43,4) 51 (48,6) 1 0,54 | 205,2
AG/GG 30 (56,6) 54 (51,4) 0,81 (0,42-1,58)

Recesivo AA/AG 49 (92,5) 98 (93,3) 1 0,84 | 2053
GG 4(7,5) 7 (6,7) 0,88 (0,24-3,13)

Sobredominante | AA/GG 27 (50,9) 58 (55,2) 1 0,61 | 205,3
GA 26 (49,1) 47 (44,8) 0,84 (0,43-1,63)

Para el polimorfismo rs731236 se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los modelos de andlisis genético en cuanto a la tasa de respuesta a

tratamiento con cinacalcet (tabla 33).
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Tabla 33. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para VDR

rs731236 (Taql).
Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante 1T 17 (32,1) 40 (38,1) 1 0,73 | 207
TC 28 (52,8) 49 (46,7) 0,74 (0,36-1,55)
CC 8 (151) 16 (15,2) 0,85 (0,31-2,36)

Dominante TT 17 (32,1) 40 (38,1) 1 0,45 | 205
TC/CC 36 (67,9) 65 (61,9) 0,77 (0,38-1,54)

Recesivo TT/TC 45 (84,9) 89 (84,8) 1 0,98 | 205,6
CC 8 (151) 16 (15,2) 1,01 (0,40-2,54)

Sobredominante | TT/CC 25 (47,2) 56 (53,3) 1 0,46 | 205,1
TC 28 (52,8) 49 (46,7) 0,78 (0,40-1,51)

5.3. Influencia de los polimorfismos del gen GC en la susceptibilidad de

respuesta a tratamiento con cinacalcet.

En los cuatro modelos de andlisis genéticos utilizados se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes respondedores y no
respondedores a tratamiento con cinacalcet, en concreto para el polimorfismo
rs4588 del gen GC donde se encontraron diferencias significativas en el modelo
codominante (p<0,0001), dominante (p<0,0001), sobredominante (p<0.0001) y por
alelos (p< 0,0001) (tabla 34).

Tabla 34. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para GC (rs4588).

Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; %

Codominante GG 11 (20,8) 64 (61) 1 <0,0001 | 182,7
GT 37 (69,8) 33 (31,4) 0,15 (0,07-0,34)
TT 509,4) 8 (7,6) 0,28 (0,08-1)

Dominante GG 11 (20,8) 64 (61) 1 <0,0001 | 181,6
GT/TT 42 /79,2) 41 (39) 0,17 (0,08-0,36)

Recesivo GG/GT 48 (90,6) 97 (92,4) 1 0,7 205,4
TT 5094) 8(7,6) 0,79 (0,25-2,55)

Sobredominante GG/TT 16 (30,2) 72 (68,6) 1 <0,0001 | 184,3
GT 37 (69,8) 33 (31,4) 2,20 (0,10-0,41)
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El modelo que mejor explicaria que los portadores de este polimorfismo
tienen una respuesta inferior a tratamiento con cinacalcet es el modelo dominante
(GT/TT; odds ratio (OR) 0,17; intervalo de confianza al 95% (CI) 0,08-0,36 con
criterio de Akaike (AIC) de 181.6; p< 0,0001 (tabla 34).

En la figura 18 se describen las concentraciones de PTH antes y a los 12
meses de tratamiento con cinacalcet seguin la distribucion de genotipos rs4588 y
respuesta a cinacalcet. Antes del tratamiento, los pacientes homocigotos GG
mostraron una concentracion de PTH mads alta que los heterocigotos (p-ajustado =
0,013). Para una representacion mas clara, se elimino del grafico un valor atipico
de 2773 pg/ml de un paciente GG. Después del tratamiento, los pacientes
homocigotos GG mostraron niveles mas bajos de PTH que los heterocigotos o los
homocigotos TT (p-ajustado < 0,0001 y 0,0143, respectivamente). Esto podria
sugerir que los pacientes portadores del alelo T en el polimorfismo GC rs4588
presentan mayor resistencia al tratamiento con cinacalcet y de manera dominante,
ya que previamente al tratamiento, los portadores del alelo T, no mostraban
diferentes niveles de PTH en comparacién con los portadores del alelo G. El
genotipo TT también se asocia con niveles mas bajos de calcidiol y de GC en

nuestra serie (p= 0,0097).
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Figura 18. Concentraciones de PTH antes y después de 12 meses de tratamiento con
cinacalcet segtin la distribucién de genotipos rs4588 y respuesta a cinacalcet. (A) Antes
del tratamiento. (B) Después del tratamiento (C) Numero de respondedores/no
respondedores a cinacalcet segiin genotipos rs4588.
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Para el polimorfismo rs7041 se observd peor respuesta al tratamiento con
cinacalcet en los mismos modelos (codominante, dominante y sobredominante),
con el mejor ajuste logrado en el modelo sobredominante (A/C; OR = 0,38; IC del

95 % 0,19-0,77; AIC = 197,9; p < 0,0055) (tabla 35).

Tabla 35. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para GC
(rs7041).

Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; %

Codominante CC 8(15,1) 37(35,2) 1 0.0099 | 198,4
CA 36 (67,9) 47 (44,8) 0.28 (0.12-0.68)
AA 9(17) 21 (20) 0.50 (0,17-1,50)

Dominante CC 8(15,1) 37 (35,2) 1 0,006 | 198,1
CA/AA 45 (84,9) 68 (64,8) 0,33 (0,14-0,77)

Recesivo CC/cA 44 (83) 84 (80) 1 0,65 205,4
AA 9(17) 21 (20) 1,22 (0,52-2,89)

Sobredominante | CC/AA 17 832,1) 58 (55,2) 1 0,0055 | 197,9
CA 36 (67,9) 47 (44,8) 0,38)0,19-0,77)

5.4. Influencia de los polimorfismos de los genes CYP1A2 y CYP3A4 del

citocromo P450 en la susceptibilidad de respuesta a tratamiento con cinacalcet.

En los cuatro modelos de herencia analizados no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes respondedores y no
respondedores a tratamiento con cinacalcet para cada uno de los polimorfismos

del citocromo p450.

Para el polimorfismo A21F (rs762551) no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los cuatro modelos de herencia analizados en cuanto

a la tasa de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 36).
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Tabla 36. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para
CYP1A2 A21F (rs762551).

Modelo Genotipo | Respondedor | No OR (95% CI) p AIC
N; % respondedor
N; %

Codominante AA 13 (24,5) 32 (30,5) 1 0,5 | 206,2
CA 32 (60,4) 63 (60) 0,80 (0,37-1,73)
CC 8 (151) 10 (9,5) 0,51 (0,16-1,57)

Dominante AA 13 (24,5) 32 (30,5) 1 0,43 | 205
CA/CC 40 (75,5) 73 (69,5) 0,74 (0,35-1,57)

Recesivo AA/CA 45 (84,9) 95 (90,5) 1 0,31 | 204,6
CC 8 (151) 10 (9,5) 0,59 (0,22-1,60)

Sobredominante | AA/CC 21 (39,6) 42 (40) 1 0,96 | 205,6
CA 32 (60,4) 63 (60) 0,98 (0,50-1,93)

Para el polimorfismo A41B (rs2740574), no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los modelos de herencia analizados en cuanto a la

tasa de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 37).

Tabla 37. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para
CYP3A4 A41B (rs2740574).

Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante TT 42 (79,2) 90 (85,7) 1 0,58 | 206,5
TC 10 (18,9) 14 (13,3) 0,65 (0,27-1,59)
CC 1(1,9) 1(1) 0,47 (0,03-7,64)

Dominante TT 42 (79,2) 90 (85,7) 1 0,31 | 204,6
TC/CC 11 (20,8) 15 814,3) 0,64 (0,27-1,50)

Recesivo TT/TC 52 (98,1) 104 (99) 1 0,63 | 205,4
CC 1(1,9) 1(1) 0,50 (0,03-8,15)

Sobredominante | TT/CC 43 (81,1) 91 (86,7) 1 0,37 | 204,8
TC 10 (18,9) 14 (13,3) 0,66 (0,27-1,61)

Para el polimorfismo D63 (rs35742686) no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los modelos de herencia analizados en cuanto a la

tasa de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 38).




Resultados 115

Tabla 38. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para
CYP2D6 D63 (rs35742686).

Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante 1T 49 (92,5) 102 (97,1) 1 0,16 | 204
T/DEL 4(7,5) 2 (1,9) 0,24 (0,04-1,36)
DEL/DEL | 0 (0) 1(1)

Dominante TT 49 (92,5) 102 (97,1) 1 0,19 | 2039
T/DEL vs | 4 (7,5) 3(29) 0,36 (0,08-1,67)
DEL/DEL

Recesivo TT vs 53 (100) 104 (99) 1 0,36 | 204,8
T/DEL
DEL/DEL | 0(0) 1(1) -

Sobredominante | TT 49 (92,5) 103 (98,1) 1 0,091 | 202,7
DEL/DEL
T/DEL 4 (7,5) 2(1,9) 0,24 (0,04-1,34)

Para el polimorfismo D64 (rs3892097) no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los modelos de herencia analizados en cuanto a la

tasa de respuesta a tratamiento con cinacalcet (tabla 39).

Tabla 39. Tabla de contingencia de respondedores frente a no respondedores para
CYP2D6 D64 (1rs3892097).

Modelo Genotipo | Respondedor | No respondedor | OR (95% CI) p AIC
N; % N; %

Codominante CC 31 (58,5) 69 (65,7) 1 02 |2044
CT 19 (35,9) 35 (33,3) 0,83 (0,41-1,67)
TT 3(57) 1(1) 0,15 (0,01-1,50)

Dominante CcC 31 (58,5) 69 (65,7) 1 0,38 | 204,8
CT/TT 22 (41,5) 36 (34,3) 0,74 (0,37-1,45)

Recesivo CC/CT 50 (94,3) 104 (99) 1 0,38 | 204,8
TT 3(5,7) 1(1) 0,16 (0,02-1,58)

Sobredominante | CC/TT 34 (64,2) 70 (66,7) 1 0,75 | 205,5
CT 19 (35,9) 35 (33,3) 0,89 (0,45-1,79)
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6. ANALISIS MULTIPLE DE TODOS LOS SNP.
6.1. Analisis del desequilibrio de ligamento de todos los SNP estudiados.

Cuando se analizaron todos los SNP en los genes estudiados de forma
conjunta el analisis de desequilibrio de ligamento entre ellos mostr6 que los SNP
con mas probabilidad se segregarse juntos fueron, tal y como cabria esperar, el
SNP 151042636 del gen CASR con rs1801726 del mismo gen, con una probabilidad
del 98%. El SNP del gen CASR rs1801726 obtuvo una probabilidad del 99%, de
segregarse conjuntamente con el rs1801725 del mismo gen. Se objetivo también
que el SNP del VDR rs7975232 obtuvo una probabilidad del 97% de segregarse

conjuntamente con rs1544410 del mismo gen. Tabla 40.
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D’ CASR CASR CASR CASR CASR VDR VDR VDR VDR DBP DBP A21F A41B D6_3 De64
rs1501899 11042636 rs1801726 rs1801725 17652589 17975232 rs1544410 1s2228570 rs731236000 rs4588 rs7041 rs762551 rs2740574 rs35742686 13892097

CASR 0,2016 0,123 0,3173 0,4197 0,0538 0,0733 0,1589 01295 | 0,1823 | 0,074 0,106 0,0242 0,1202 0,1641

rs1501899

CASR 0,9844 0,5922 0,1138 0,1822 0,0843 0,2016 02661 | 0,1303 | 0,2023 0,1178 0,1469 0,3971 0,129

151042636

CASR 0,9934 0,0789 0,1162 0,0265 0,0993 0,1563 | 0,1873 | 0,5466 0,0079 0,902 0,0127 0,0171

rs1801726

CASR 0,0322 0,119 0,0031 0,0711 0,0703 | 01431 | 0,183 0,0198 0,0241 0,3082 0,011

rs1801725

CASR 0,0155 0,0197 0,033 0,005 | 0,1091 | 0,0218 0,0774 0,0016 0,2433 0,0605

17652589

VDR , 0,9784 0,07 0,8202 | 00757 | 0,1061 0,1477 0,1578 0,2371 0,0359

1s7975232

VDR , , 0,117 0,8056 | 9e-04 | 0,0662 0,089 0,0351 0,9921 0,1734

rs1544410

VDR 0,0182 0,0703 0,0618 0,1669 0,2296 0,0313 0,1092

rs2228570

VDR 0,0401 0,0917 0,0054 0,0111 0,9921 0,0591

15731236000

DBP 0,6224 0,0499 0,0982 0,2647 0,0332

rs4588

DBP 0,3277 0,2454 0,3242 0,0369

rs7041

A21F 0,0236 0,1107 0,1188

1762551

A41B 0,0914 0,1092

rs2740574

D6_3 0,9901

1s35742686

D6_4

rs3892097

Tabla 40. D’ estadistico del equilibrio de ligamento de los SNPs
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7. ESTUDIO FARMACOGENETICO POR HAPLOTIPOS PARA LOS SNP DE
LOS GENES ESTUDIADOS EN LA RESPUESTA A TRATAMIENTO CON
CINACALCET.

En el estudio se evalud la asociacion que podrian tener los haplotipos con la
respuesta a tratamiento con cinacalcet. Para realizar el estudio de susceptibilidad
por haplotipos se analizaron todas las posibles combinaciones formadas por los
polimorfismos incluidos en el estudio. Para interpretar la influencia de los
distintos alelos en los resultados, se tuvieron en cuenta inicamente los haplotipos
que presentan una frecuencia de aparicion mayor del 10% en al menos uno de los

grupos.

7.1.Estudio farmacogenético por haplotipos de los SNP del gen CASR en la

respuesta a tratamiento con cinacalcet.

Al realizar el andlisis genético por haplotipos de cada uno de los
polimorfismos estudiados del gen CASR, se observé que determinados haplotipos
eran mas frecuentes en el grupo respondedor y otros presentaban mayor
frecuencia de aparicién en el grupo no respondedor, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05). Tabla 41 y 42.

Tabla 41. Frecuencia de Haplotipos gen CASR.

rs1501899 | rs1042636 | rs1801726 | rs1801725 | rs7652589 | Total | NR R Frecuencia

Acumulada.
1 A A C G G 0,3574 | 0,3179 | 0,4065 0,3574
2 G A C G A 0,1376 | 0,1567 | 0,1483 0,4949
3 G A C G G 0,1133 | 0,1414 | 0,0715 0,6082
4 A A C T G 0,0919 | 0,1059 | 0,0746 0,7001
5 A A C G A 0,0855 | 0,0615 | 0,0792 0,7857
6 A G C G G 0,0414 | 0,0623 NA 0,827
7 A A C T A 0,0372 | 0,0179 | 0,0534 0,8642
8 G A C T A 0,0278 | 0,0156 | 0,0288 0,892
9 A G C G A 0,0275 | 0,0414 | 0,0071 0,9195
10 G A G G G 0,0231 | 0,0402 | 0,0193 0,9426
11 G A C T G 0,0168 | 0,0132 0,028 0,9594
12 G A G G A 0,0138 | 0,0012 | 0,0028 0,9732
13 G A G G G 0,0109 NA | 0,0177 0,9841
14 A A G G A 0,0088 | 0,0169 | 0,0079 0,9929
15 A G C T G 0,0067 NA | 0,0056 0,9996
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16 G G G G A 4e-04 NA | 0,0046 1
17 G G C G G 0 NA | 0,0244 1
18 G A G T G 0 | 0,0078 NA

NR: No respondedor. R: Respondedor

Tabla 42. Asociacion de haplotipos gen CASR con respuesta

151501899 151042636 151801726 | rs1801725 157652589 % OR (95% CI) p

1 A A C G G 0,3658 1,00 -

2 G A C G A 0,1477 0,74 (0,32 -1,68) 0,47
3 G A C G G 0,0987 0,39 (0,12 - 1,25) 0,11
4 A A C G A 0,0805 1,15 (0,35 - 3,73) 0,82
5 A A C T G 0,0804 0,45 (0,14 - 1,45) 0,18
6 A A C T A 0,0424 2,09 (0,27 -16,20) | 0,48
7 A G C G G 0,0393 0,49 (0,12 -1,96) 0,31
8 G A C T G 0,031 1,31 (0,19 -9,17) 0,79
9 A A G G G 0,0282 0,19 (0,03 - 1,41) 0,11
10 G G C G A 0,0272 0,45 (0,11 - 1,86) 0,27
11 G A C T A 0,0218 2,56 (0,09 - 69,77) | 0,58

7.2.Estudio farmacogenético por haplotipos de los SNP del gen VDR en la

respuesta a tratamiento con cinacalcet.

Al realizar el analisis genético por haplotipos de cada uno de los
polimorfismos estudiados del gen VDR, se observo que determinados haplotipos
eran mas frecuentes en el grupo respondedor y otros presentaban mayor
frecuencia de aparicion en el grupo no respondedor, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05). Tabla 43 y 44.

Tabla 43. Frecuencia de Haplotipos del gen VDR. NR: No respondedor. R: Respondedor

1s7975232 rs1544410 rs2228570 | rs731236 Total NR R Frecuencia acumulada

(Apol) (Bsml) (FokI) (TaqD)
1 A C A T 0,279 | 0,2624 0,289 0,279
2 C T A C 0,2269 | 02422 | 0,2157 0,5058
3 A C G T 0,1229 | 0,1126 | 0,1265 0,6288
4 C T G C 0,1184 | 0,1419 | 0,1095 0,7472
5 C C A T 0,1146 | 0,1064 | 0,1181 0,8618
6 C C G T 0,0413 | 0,0652 | 0,0297 0,9031
7 C T A T 0,0287 | 0,0373 0,028 0,9318
8 A C A C 0,028 | 0,0098 | 0,0351 0,9598
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9 C C A C 0,0186 | 0,0097 | 0,0237 0,9784
10 C T G T 0,0179 0,001 | 0,0231 0,9963
11 A T A C 0,0037 | 0,0115 NA 1
12 A C G C 0 NA | 0,0018

Tabla 44. Asociacion de haplotipos del gen VDR con respuesta.

157975232 rs1544410 152228570 1s731236 % OR (95% CD P-valor
(Apol) (Bsml) (FokI) (Taql)

1 A C A T 0,2761 1,00 -

2 C T A C 0,2266 0,76 (0,35 - 1,66) 0,49

3 A C G T 0,1246 0,75 (0,21 - 2,69) 0,66

4 C T G C 0,1187 0,79 (0,32 - 1,90) 0,59

5 C C A T 0,1155 1,00 (0,34 -2,91) 1

6 C C G T 0,0417 0,38 (0,08 - 1,84) 0,23

7 C T A T 0,0309 0,47 (0,09 - 2,42) 0,37

8 A C A C 0,029

7.3.Estudio farmacogenético por haplotipos de los SNP del gen GC en la

respuesta a tratamiento con cinacalcet.

Al realizar el andlisis genético por haplotipos de cada uno de los
polimorfismos estudiados del gen GC, se observd que el haplotipo GC_rs4588-T,
GC_rs7041-A se asocié con peor respuesta a cinacalcet (p=0,0006), siendo la

asociacion global del analisis significativo (p = 0,00017) (Tabla 45 y 46).

Tabla 45. Frecuencia de haplotipos de gen GC (GC).

rs4588 rs7041 Total NR R Frecuencia acumulada.
1 G C 0,5687 0,4899 0,6109 0,5687
2 T A 0,2301 0,3578 0,1681 0,7988
3 G A 0,1275 0,0667 0,1557 0,9263
4 T C 0,0737 0,0856 0,0652 1
NR: No respondedor. R: Respondedor

Tabla 46. Asociacion de haplotipos del gen GC (GC) con respuesta.

_rs4588 157041 % OR (95% CI) p
1 G C 0,5696 1,00 ==
2 T A 0,231 0,20 (0,08 - 0,49) 0,0006
3 G A 0,1266 1,06 (0,33 - 3,42) 0,93
4 T C 0,0728 0,94 (0,31 - 2,84) 0,91

Asociacion global por haplotipos con p-valor: 0,00017
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7.4.Estudio farmacogenético por haplotipos de los SNP del citocromo P450 en la

respuesta a tratamiento con cinacalcet.

Al realizar el andlisis genético por haplotipos de cada uno de los
polimorfismos estudiados del citocromo P450 se observd que determinados
haplotipos eran mas frecuentes en el grupo respondedor y otros presentaban
mayor frecuencia de aparicion en el grupo no respondedor, sin encontrar

diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Tabla 47 y 48.

Tabla 47. Frecuencia de los haplotipos de polimorfismos del citocromo P450.

A21 A41B D6_3 D6_4 Total NR R Frecuencia

rs762551 rs2740574 rs35742686 | rs3892097 acumulada
1 A T T C 0,4068 | 0,3787 | 0,4176 0,4068
2 C T T C 0,3124 | 0,2791 | 0,3404 0,7191
3 A T T T 0,1162 | 0,095 | 0,1264 0,8354
4 C T T T 0,0565 | 0,1048 | 0,0246 0,8919
5 A C T C 0,0467 | 0,0726 | 0,0254 0,9386
6 C C T C 0,0185 | 0,0235 | 0,016 0,9571
7 C C T T 0,0138 | 0,0181 | 0,0086 0,9709
8 A T DEL C 0,012 | 0,0198 | 0,0087 0,9828
9 C T DEL C 0,0075 0| 0,011 0,9903
10 C C DEL T 0,0059 | 0,0085 | 0,0041 0,9962
11 A C T T 0,0038 NA | 0,0173 1
12 A C DEL T 0 0 0 1

NR: no respondedor. R: respondedor

Tabla 48. Asociacidon de haplotipos de ppolimorfismos del citocromo P450 con

respuesta.

A21F rs762551 A41B D6_3 D6_4 % OR (95% CI) p

152740574 | 1s35742686 | 1rs3892097

1 A A G C 0.4069 1.00 ==
2 C A G C 0.315 | 1.14(0.51-2.54) | 0.75
3 A A G T 0.1152 | 1.06(0.38-2.99) | 0.91
4 C A G T 0.0518 | 0.26(0.06-1.12) | 0.073
5 A G G C 0.0416 | 0.41(0.09-1.91) | 0.26
6 C G G C 0.0178 | 0.53(0.03-8.52) | 0.65
7 C G G T 0.0172 | 0.66(0.05-8.68) | 0.75
8 A A DEL C 0.0127 | 0.00 (-Inf-Inf) |1
9 * * * * 0.0217 <0.0001

Asociacion global por haplotipos con p-valor: 0,37
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7.5. Estudio farmacogenético de todos los haplotipos de los SNP estudiados en la respuesta a tratamiento con cinacalcet.
Tabla 49. Frecuencia de los haplotipos de todos los SNP del estudio.
CASR CASR CASR CASR CASR VDR VDR VDR VDR DBP DBP A21F A41B D6_3 D64 Total NR R FA
151501899 151042636 151801726 151801725 157652589 157975232 151544410 152228570 15731236000 154588 157041 15762551 152740574 1535742686 1s3892097

1 A A C G G ® A A T G C A T T C 016 | NA | 019 | 01612
2 A A C G G A A A T G C C T T C 005 | NA [ o001 | o021
3 A A C G G A G A C G C A T T C 004 | NA | 006 | 025
4 G A C G A C A A T G C C T T C 003 | 002 | oo01| 028
5 A A C G G C A A T T A A T T C 002 NA|[ NA | 031
6 G A C G G A G G C G C A T T C 002 | 011 | o000 | 033
7 A A C T G A G A C G A A T T C 002 | NA | 000 036
8 A A C G A A G A C T A C T T C 002 | 001 | oo01| 038
9 A A C G G A G A C G C C T T C 001 | NA [ 004 | 040
10 A A C T G C A G T G C C T T C 001 | NA | 000 | 042
1 A A C G G A G G C T A C T T C 001 | NA | NA | 043
12 G A C G A A A A T G C A T T C 001 | NA| NA | 045
13 A A C G A A G A C G C A T T T 001 | NA | 003 | o047
14 G A C G A A G G C G C C T T C 006 | NA | 0015 | 048
15 A A C T G A G A C T A A T T C 0.01 NA NA 0.5
16 G A G G G C A A T G C C T T C 001 | NA | NA | 051
17 A A C G A A G G C G C C T T T 001 | NA | 000 | 052

NR: no respondedor. R: respondedor. FA: frecuencia acumulada
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Al realizar el andlisis genético por haplotipos de todos los polimorfismos estudiados de los diferentes genes, se observo que el
haplotipo ntimero 7 de la fila de la tabla 50, tenia mejor respuesta cinacalcet con una OR de 0,11 (0,02 - 0,78) y una p =0,02. Tabla 49 y
50.

Tabla 50. Asociacion de los haplotipos de todos los SNP con respuesta.

1 A |A |C |G |G |G |A AT G |C |A T T C | 016 1.00 -
2 A |A |C |G |G |A |A AT G |C |C |T T C |0.05 1.09 (0.29 - 4.04) 0.9
3 A |A |C |G |G |A |G |A |C |G |C |A T T C |0.03 0.90 (0.20 - 4.05) 0.89
4 G A |C |G |A |C |A |A T G |C |C |T T C |0.02 0.59 (0.09 - 4.04) 0.59
5 A |A |C |G |G |C |A AT T A |A |T T C |0.02 0.89(0.10 - 7.70) 0.92
6 G A |C |G |G |A |G |G |C |G |C |A T T C |0.02 0.66 (0.09 - 4.84) 0.69
7 A |A |C |T G |A |G |A |C |G |A |A T T C |0.02 0.11 (0.02 - 0.78) 0.02
8 A |A |[C |G |JA |A |G |A |C |T A |C |T T C |0.01 1.81 (0.15 - 21.86) 0.64
9 A |A |C |G |G |A |G |A |C |G |C |C T T C |o0.01 0.35(0.05 - 2.64) 0.31
10 A |A |C |T G |C |A |G |T G |C |C |T T C |o0.01 1
11 A |A |C |G |G |A |G |G |C T A |C |T T C |0.01

CASR: 151501899 (a), rs1042636 (b), rs1801726 (c), rs1801725 (d), y rs7652589 (e); VDR: 17975232 (f) rs1544410 (g), rs2228570 (h), y rs731236 (i);
GC: rs4588 (j) y rs7041 (k); CYP450: rs762551 (1), rs2740574 (m), rs35742686 (n) y rs3892097(o)
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8. ANALISIS MULTIVARIANTE.

El estudio multivariante solo se realiz6 para el SNP rs4588 en el que se han
confirmado diferencias significativas con respecto a la respuesta a cinacalcet. El
resto de los andlisis multivariantes no se incluyeron en esta memoria debido a que

no se obtuvieron resultados significativos.

Al realizar el estudio multivariante en el SNP rs4588 del gen GC, se
encontraron como variables predictoras independientes de los niveles de PTH a

los 12 meses: la edad, los niveles basales de calcidiol y la albumina.

Tabla 51. Analisis de regresion lineal multiple (predictores de
niveles de PTH a 12 meses tras tratamiento con cinacalcet).

Coeficiente B p
Edad -2,717 0,028
Calcidiol basal -5,35 0,038
Albtimina basal 48,6 <0,001
Ferritina basal -0,136 0,057
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VI. DISCUSION
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VI. DISCUSION

Entre las complicaciones de la ERC, se encuentra la “alteracion dseo-mineral
asociada a la ERC”. Esta alteracion integra todas las alteraciones bioquimicas,
esqueléticas y calcificaciones extraesqueléticas que ocurren como consecuencia de
las alteraciones del metabolismo mineral en la ERC entre las que se encuentra el
HPT2 y las calcificaciones extraesqueléticas, fundamentalmente vasculares que

condicionan, el elevado riesgo cardiovascular que presentan estos pacientes (1,2).

Uno de los objetivos terapéuticos en estos pacientes, es conseguir niveles
Optimos de calcio y fosforo. Durante mucho tiempo, el tratamiento se ha basado en
el empleo de quelantes del P y aporte de vitamina D y sus andlogos. El
descubrimiento del CASR, ha facilitado la busqueda de agentes calcimiméticos con

fines terapéuticos, siendo el primero en comercializarse el Cinacalcet (1, 5).

Cinacalcet es una agente calcimimético que se une CASR de la glandula
paratiroides y lo hace mads sensible a las acciones del Ca?, reduciendo asi de forma
significativa los niveles de PTH. A pesar del avance en el tratamiento de los
pacientes con ERC e HPT2, existe un elevado nimero de problemas relacionados
con la toma de los farmacos. Entre los problemas principales, se encuentran la falta
de eficacia, los efectos adversos y falta de adherencia, los cuales se podrian
explicar por factores ambientales y genéticos. La variabilidad interindividual de la
dosis de cinacalcet requerida por los pacientes ha despertado el interés en conocer

si existen factores genéticos que puedan influir en la respuesta a dicho farmaco.

En esta tesis se plante¢ la hipotesis de si la condicion genotipica de diferentes
polimorfismos relacionados con el metabolismo dseo metabolico de la ERC y con
el cinacalcet podria explicar la variabilidad de respuesta a cinacalcet de los

pacientes en HD.

1. POBLACION ESTUDIADA.

La serie clinica estuvo formada por 158 pacientes en HD en tratamiento con

paracalcitol y que recibieron tratamiento con cinacalcet, minimo durante un afo.
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De ellos, 57 fueron mujeres (36,1%) con una edad media 63 +15,5 afios, lo cual estd
en concordancia con el registro de la Sociedad Espanola de Nefrologia (SEN)

(https://www.senefro.org/modules.php?name=webstructure&idwebstructure=29)

y el registro de ERC de la Region de Murcia
(https://www.murciasalud.es/pagina.php?id=268294&idsec=1074) los cuales en su

ultimo informe del afio 2020 y 2019, respectivamente, establecen que la mayoria de la
poblacion incidente y prevalente se encuentra entre los 65-75 anos y que la
proporcion de hombre / mujer (67% vs 33%). La permanencia media en HD hasta
el inicio de cinacalcet fue 63,5+56,4 meses. La causa principal de ERC fue la
nefropatia diabética (20,9%), seguida de la nefroangioesclerosis (16,5%).. Estos
datos coinciden con datos aportados por el registro de la SEN 2020, que informa
que la nefropatia diabetica es la causa principal de ERC en pacientes incidentes
que inician TSR (26.5%) y en pacientes prevalentes (17%) y con el registro de
enfermos renales de la Region de Murcia del 2019. De los 158 pacientes estudiados,
53 pacientes (33,5%) no respondieron a tratamiento con cinacalcet frente a 105
pacientes (66,5%) que si lo hicieron segun criterios de las Guias NICE (26). No
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los pacientes que respondieron y los
que no respondieron en términos de sexo comorbilidad, edad, tiempo en dialisis,
indice de masa corporal, variables bioquimicas, presencia de enfermedad

cardiovascular/factores de riesgo y el uso de captores de fdsforo o paricalcitol.

Los pacientes respondedores presentan de manera significativa niveles
optimos de PTH (228,4+112,2 vs 605,8+289 pg/ml; p=0,001) y fdsforo (4,2+1,1 vs
5+1,3 mg/dl; p=0.001) en comparacion con los pacientes que no respondieron a los

12 meses de tratamiento (tabla 14).

Al analizar variables de confusion en funcion de los niveles 6ptimos exigidos
por las guias KDIGO (6), encontramos que los pacientes con P entre 2,5 y 4,5
mg/dl, presentan mejor respuesta a cinacalcet frente a los pacientes que no tiene el
P en el rango recomendado (24, 4% vs ; 47%, p=0,011) (tabla 16). Los pacientes con
Hb > 10 g/dl tienen mejor respuesta a cinacalcet que aquellos con Hb < 10 g/dl
(93,2% vs; 6,8%, p=0,021) (tabla 16). Los pacientes mejor nutridos con albumina por
encima de 3,5 tuvieron mejor respuesta a tratamiento, que aquellos pacientes con
albumina < 3,5 (6; 14; 97,4% vs 3; 2,6%, p=0,01) (tabla 16). A pesar de que la
mayoria de los pacientes presentaron signos de inflamacién aguda con PCR > 10,


https://www.senefro.org/modules.php?name=webstructure&idwebstructure=29
https://www.murciasalud.es/pagina.php?id=268294&idsec=1074
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no hubo diferencias en la respuesta a tratamiento. Tampoco se encontraron
diferencias entre los pacientes que respondieron o no a cinacalcet, en cuanto a
dosis de didlisis medida por Kt. En el estudio multivariante se observé que tanto
las concentraciones de 250HD como de albtimina al inicio del tratamiento eran
factores predictores independientes de PTH a los 12 meses de tratamiento. El
coeficiente R? del modelo dio un valor de 0,257 (R? ajustado 0,227) mientras que el
coeficiente F del modelo fue de 8,65 (p<0,001).

Los resultados estuvieron en concordancia con lo descrito en la literatura: los
pacientes mejor nutridos suelen presentar menor inflamacién aguda y viceversa,
ademds de poder manejarse mejor el control del HPT2. El control correcto del
HTP2, disminuye la resistencia de la EPO y favorece el control 6ptimo de la
anemia (42, 40)

En el estudio genético de polimorfismos no se hallaron diferencias
estadisticas en los diferentes modelos de herencia analizados (dominante,
codominante, sobredominante y recesivo) en los diferentes genes estudiados en
cuanto a respuesta a cinacalcet a los 12 meses de tratamiento, salvo para el SNP

rs4588 del gen GC como se explicara a continuacion.

2. VALORACION DE LA RESPUESTA A CINACACET SEGUN SNP
ESTUDIADOS.

2.1. GEN CASR

Los sensores de calcio extracelular (CaSR) son receptores acoplados a
proteina G que permiten que ante cambios en las concentraciones de Ca?
extracelular, la glandula paratiroidea aumente o disminuya la secreciéon de PTH
(cuando el Ca?* sérico es bajo los CASR no se activan) como ocurre en HPT2 de la
ERC.

Al inicio del desarrollo de los calcimiméticos se desconocia si los CaSR
presentaban defectos en su funcionamiento en el tejido paratiroideo con HTP2, de
manera que éstos farmacos no fueran utiles. Al estudiar el HPT1 e HPT2, se
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observo que en las regiones codificantes del gen CASR no hay mutaciones que
alteren su funcionalidad (106, 135), aunque si se ha descrito y observado que en
presencia de tejido adenomatoso o hiperplasico, como puede ocurrir en ERC,
puede haber una reduccidon en el nimero de CaSR. En este sentido, diferentes
estudios han confirmado que la expresiéon reducida de CaSR en glandulas
paratiroideas patoldgicas no las hace insensibles a los compuestos calcimiméticos
(136), aunque otros estudios si encuentran diferencias en cuanto a la respuesta al
farmaco (137,138).

Para comprender la variabilidad en la respuesta a cinacalcet también se debe
tener en cuenta, entre otros factores, el perfil genético del paciente. Aunque el
tratamiento con cinacalcet muestra una considerable variabilidad interindividual,
los estudios farmacogenéticos que pretenden correlacionar los polimorfismos del
gen CASR con la respuesta a cinacalcet han dado lugar a modestas asociaciones
(139-141), dificultando la comparacion de nuestros resultados y su relevancia

clinica.

En nuestra poblacion el andlisis de los datos actuales indicé que los
polimorfismos del CASR estudiados per se no mostraron ninguna influencia sobre
la respuesta a cinacalcet. El genotipado de los SNP del gen CASR (rs1501899;
rs1042636; rs1801725; rs1801726; rs7652589) se realizd en los 158 pacientes. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de
genotipos siguiendo los cuatro modelos de analisis de herencia entre los pacientes
respondedores/no respondedores. En cuanto al andlisis de haplotipos, aunque se
observo que algunos de ellos eran mas frecuentes en el grupo respondedor y otros
presentaban mayor frecuencia de aparicion en el grupo no respondedor, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Consecuentemente,
el andlisis multivariante no identifico6 ningin polimorfismo en CASR como

predictor de los niveles séricos de PTH.

Diferentes autores han planteado la hipotesis de que la variabilidad genética
en CASR estd asociada con fenotipos bioquimicos y clinicos en el HTP2. Entre
ellos, destaca el estudio de Moe et al (140) que hasta la fecha es el estudio mas
grande (n=1852) para examinar las variantes del CASR y la respuesta a cinacalcet

frente a placebo en pacientes en didlisis. El objetivo de este estudio era demostrar
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un posible papel de los polimorfismos del CASR en la respuesta a cinacalcet,
midiendo pardmetros bioquimicos y riesgo de fractura a las 20 semanas de
tratamiento. En este estudio, solamente el SNP rs9740 mostro una disminucion de
los niveles Ca?" con el uso de cinacalcet frente a placebo en los homocigotos para el
alelo mayoritario A (p<0,03), lo cual sugiere un posible papel de los SNP del gen

CASR en la respuesta hipocalcemia del cinacalcet.

Varios estudios, entre los que destaca el estudio de Rothe et al (141) sobre 17
pacientes asidticos en HD, han mostrado que la presencia del genotipo GG del
SNP rs1042636 del gen CASR, influye en la respuesta a cinacalcet en pacientes con
HPT2, al inducir hipocalcemia y una mayor reduccion de niveles de PTH basal y,
por tanto, precisar menos dosis de tratamiento. Este hallazgo ha sido confirmado
por Jeong et al (142) que incluyeron 70 pacientes en didlisis con HPT2 y niveles de
PTH >300 pg/mL en tratamiento con cinacalcet, e informd que el alelo A del SNP
rs1042636 (odds ratio [OR]: 0,066, P = 0,027) se asociaba con una disminucion del

riesgo de falta de respuesta en un 93 % en comparacion con el alelo G.

Sin embargo, la heterogeneidad y el pequefo tamafio muestral en estos
estudios pueden no ser representativos para establecer una asociacion clara.
Ademas, la sensibilidad al cinacalcet en diferentes etnias no se ha evaluado en una
poblacion mas grande. La gran variabilidad en las dosis de cinacalcet mostrada en
estos estudios (141,142) probablemente no pueda explicarse por la sola presencia
de alelo R990G (rs1042636, A> G). Nuestros resultados no confirmaron la
asociacion sugerida entre este SNP y la sensibilidad a cinacalcet, aunque habria

que matizar que nuestra cohorte estaba constituida solo por pacientes caucasicos.

Vezzoli et al, en varios estudios observaron que los SNP rs7652589 y
rs1501899 disminuian la expresion del receptor CaSR (143,144) y ademas
encontraron asociacion con HPT1 mas severos y con mayor susceptibilidad de
nefrolitiasis (145). En funcion de estos resultados se podria suponer que estos dos

polimorfismos podian conllevar menor respuesta a tratamiento con cinacalcet.

Sin embargo, y coincidiendo con nuestros resultados, el estudio de
Grzegorzewska et al con 1162 pacientes en didlisis y tratados con cinacalcet
encontr6 que los portadores del genotipo AA del rs7652589 se asociaban con
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mayores niveles de calcio y PTH con HPT2 mas severos, pero sin diferencias

significativas (111).

Esta misma autora en un estudio mas reciente del 2018 con 1250 sujetos,
sugirié que los SNP de rs1801725 y rs7652589 incrementan el riesgo de progresion
del HPT2 con mayores niveles de PTH (p<0.05) y que el genotipo heterocigoto AG
de ambos, favorece la formacion de nefrolitiasis, lo cual podria ser util para
comprender la variabilidad en la respuesta a cinacalcet en pacientes en didlisis
(146).

En un estudio mas reciente del 2021, Ngamkan et al (147), revel6 que las
probabilidades de que un portador del alelo G del SNP rs1042636 del gen CASR,
lograra una reduccion del 30% de la PTH tras 12 semanas de tratamiento con
cinacalcet eran 3,9 veces mayores que las probabilidades de un no portador de
dicho alelo y concluyeron que este polimorfismo influia significativamente en la
respuesta a cinacalcet en pacientes en HD con HPTS. Sin embargo, este hallazgo no
fue confirmado en nuestro estudio, no encontrandose diferencias significativas en
ninguno de los modelos de andlisis genético y la respuesta a tratamiento con
cinacalcet. Quizas el hecho de no confirmar este hallazgo esté en relacion
nuevamente con el tamafo muestral y/o que nuestra muestra es caucasica,

mientras que el estudio de Ngamkan es sobre 135 pacientes tailandeses en HD.

En nuestro estudio, al igual que el estudio de Moe (140), el SNP rs1801726,
no se asocié con disminucion de niveles de PTH, fésforo y Ca* en los pacientes en
HD que recibieron tratamiento con cinacalcet. Otros estudios en pacientes con
HPT1 si observaron esta asociacion (148). Es interesante sefialar que el modelo de
regresion lineal demostro, junto con la edad, que la albimina y el calcidiol sérico
basales eran predictores independientes de respuesta seguin niveles de PTH tras 12
meses de tratamiento. Este hecho esta en consonancia con la fisiologia del HPT2 en
la ERC, ya que la hipocalcemia es uno de los trastornos mas frecuentes del
metabolismo mineral en ERC, siendo una de sus causas mas frecuentes la
deficiencia de vitamina D, los defectos del CaRS y los niveles de albumina, ya que
el 45% del Ca? extracelular circula unido a albiimina. La concentracion inicial de
ferritina se situd cercana a la significacion. Segun el coeficiente R? el modelo, a

pesar de ser modesto, es capaz de justificar la variabilidad de los niveles de PTH
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en torno al 25%. Sabemos que el hierro participa en el segundo paso de la
activacion de la vitamina D, necesario para convertirla en hormona funcional. Esta
accion se realiza gracias a la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa renal, que es una
enzima compuesta por citocromo P450, ferredoxina y una ferredoxina reductasa
(149). Por lo tanto, niveles bajos de hierro pueden comprometer la produccién de

la forma activa de la vitamina D y secundariamente favorecer el HTP2 (150).

A la luz de nuestros resultados, podemos concluir que no se encontraron
diferencias en la respuesta a tratamiento con cinacalcet y los diferentes
polimorfismos en CASR, analizados. Una disminucion de la concentracion de PTH
sérica en respuesta a la administracién de cinacalcet varia entre los pacientes con
HD, pero a dia de hoy no hay pruebas definitivas que muestren que los
polimorfismos en CASR tengan un impacto directo en la respuesta a cinacalcet

para reducir la PTH.

2.2. GEN VDR:

La pérdida progresiva de la funcidon renal conduce a una reduccion de calcitriol y
alteracion de la homeostasis de calcio, fésforo, FGF-23 y PTH, entre otros, los
cuales influyen a su vez sobre la activacion del receptor de vitamina D (VDR) y el
desarrollo HPTS. El calcitriol inhibe la sintesis y secrecion de PTH y de esta
manera interviene en la proliferacion de las glandulas paratiroides a través del
VDR. El calcitriol también modula positivamente la sintesis del VDR ante una
disminucion en los niveles de calcitriol, y hay una menor cantidad y
disponibilidad de VDR, constituyendo uno de los principales factores
etiopatogénicos en la etiopatogenia y progresion del HPT2 (119).

En un intento por explicar la complejidad detrds de los mecanismos
fisiopatologicos de CKD-MBD, varios investigadores han analizado la relacion
entre los polimorfismos de VDR y el eje calcio/PTH/calcitriol con hallazgos
inconsistentes (151-153).

Carling et al, fueron los primeros en proponer una relacion directa entre los

polimorfismos del VDR y la funcién paratiroidea en pacientes con HTP1 (117,124),
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mostrando que ciertos genotipos se asociaban con mayores niveles de PTH. A
pesar de ello el mismo autor y otros (124, (120) no encontraron asociacion en el
HPT?2.

En 1994, Morrison et al (153) fueron los primeros en informar una asociacion entre
los polimorfismos de VDR y el metabolismo dseo, lo que demuestra que las
variantes alélicas comunes en los genes que codifican VDR pueden predecir
diferencias en la densidad 6sea en individuos sanos (153). Posteriormente, varios
investigadores han explorado esta relacion en poblaciones con ERC con énfasis en
el eje calcio/PTH/calcitriol (121,154). Fernandez y colaboradores (121) estudiaron el
polimorfismo rs154441 (Bsml) del gen VDR y observaron una mayor frecuencia del
alelo mayor C entre los pacientes en HD con niveles mas bajos de PTH. En
consonancia con este estudio, Marco MP y colaboradores (154) también
informaron que el genotipo homocigoto mayor (CC) del SNP Bsml, se asocia con
niveles mas bajos de PTH en HD y mejor respuesta a suplementaciéon con vitamina
D que el genotipo homocigoto menor (AA). Hallazgo que también confirma
Nagaba y colabores (155) que demostraron que los pacientes en HD con el
genotipo homocigoto menor (AA) tenian un HPT2 mds grave que los pacientes con

el genotipo homocigoto mayor (CC) y menores niveles de calcitriol.

En 2018, Waziri y colaboradores (156) realizaron un estudio muy interesante con el
objeto de conocer la influencia de polimorfismos del VDR (BsmlI, FokI, Taql y Apal)
en el HPT2 y su asociacion con la variacion de los niveles de Ca/P/250HD/PTH
sobre 156 pacientes en HD entre un grupo de caucasicos y raza negra. En los
pacientes en HD, el genotipo CA del SNP Bsm I, se asocio significativamente con
HPT2 mas severo (OR, 2,54; 95 CI 1,08-5,96, p=0,03) y con mayores niveles de PTH.
Este genotipo CA, también era mas frecuente en los negros que en los blancos
(71,0% frente a 55,6%, p<0,0001).

Otros estudios han encontrado la asociacion inversa como Torres y colaboradores
(157). Sin embargo, un gran numero de estudios no han encontrado diferencias
significativas en los niveles de PTH entre los distintos genotipos Bsm I (122,158-
160) y tampoco diferencias en los niveles de calcitriol, como el estudio de Chudek
et al (152) que informaron niveles significativamente mas bajos de calcitriol en

pacientes con genotipo CC del polimorfismo rs154441 (Bsml).
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Hay que senalar que la distribucion de los genotipos de Bsm I varia mucho entre
los grupos étnicos, lo que dificulta las comparaciones de los estudios. Debemos
resaltar que los mecanismos moleculares por los cuales los polimorfismos BsmI del
VDR influyen en el HPT2 se han relacionado con la presencia de alelos variante
menos frecuente (A). Los pacientes con genotipos homocigoto mayor (CC) son
menos susceptibles a tener la-hidroxilasa reducida en comparaciéon con los
pacientes con genotipos homocigoto menor AA. Por lo tanto, es menos probable
que los pacientes con alelos A tengan los niveles éptimos de calcitriol necesarios

para inhibir la secrecién de PTH y la proliferacion de células paratiroideas.

En nuestro trabajo, el genotipo heterocigoto CA, presentd mayor porcentaje
de respuesta a cinacalcet, pero no hubo diferencias estadisticamente significativas

(p=0,3) entre los diferentes genotipos.

De manera similar, algunos estudios han relacionado otros polimorfismos de
VDR con el metabolismo dseo mineral en pacientes en HD. Gago et al (123)
estudiaron la asociacion del polimorfismo rs2228570 (Fokl) del VDR con los
niveles séricos de PTH en pacientes con ERC y descubrieron que el genotipo
homocigoto mayor (AA), estaba asociado con mayores niveles de PTH en
pacientes espafoles con ERC (p<0.05), hallazgo que también encontramos en este
trabajo pero sin diferencias en la respuesta a cinacalcet entre los distintos

genotipos (p=0,83).

A pesar de ello, Alvarez et al (160) no confirmaron este hallazgo. Crearon un
sistema de cultivo in vitro de glandulas paratiroides con el fin de estudiar el efecto
de los polimorfismos genéticos del VDR sobre la respuesta al calcitriol. Estos
autores encontraron niveles menores de VDR en la paratiroides de los individuos
portadores de genotipo homocigoto menos frecuente del SNP rs2228570 (FokI), lo
cual podria contribuir a una peor respuesta al calcitriol y por lo tanto favorecer

niveles séricos mas elevados de PTH.

Un gran estudio GWAS del 2010 reveld una asociacion significativa de
algunas variantes genéticas con niveles de 25(OH)D (127) y encontré un mayor
riesgo de desarrollar una deficiencia grave de vitamina D con el genotipo

heterocigoto y homocigoto del alelo menos frecuente del SNP rs2228570 (Fok) sin



Rosa de Alarcén 138

encontrar diferencias significativas en los niveles de vitamina D entre los otros
SNP del VDR vy, por lo tanto, el genotipo heterocigoto podria estar expuesto a
mayores niveles de PTH. Este hallazgo fue confirmado por Waziri y colaboradores
(156) que encontraron que el genotipo heterocigoto del del SNP Fokl estaba
significativamente asociado con el riesgo de desarrollar una deficiencia severa de
vitamina D (< 15 ng/ml) (OR: 1,89; 95 CI: 1,17-3,07: p=0,01).

La asociacion del polimorfismo 1s7975232 (Apal) del gen VDR con el
metabolismo Oseo y mineral también se ha estudiado en pacientes en HD.
Yokoyama et al (122) estudiaron 129 pacientes japoneses y encontraron que el
polimorfismo Apal muestra una asociacion negativa con la progresion del HPT2.
Los niveles de PTH en el grupo aa fue casi el doble de los de los grupos AA y Aa

(p<0,04). Hallazgo que no se confirma en nuestro estudio, (p=0,4).

En un estudio del 2020 también se hallaron resultados similares con respecto
al SNP Apal del VDR (161) sobre 65 sujetos sanos tras dar dosis de cinacalcet. La
disminucion de PTH fue menor en los portadores del genotipo homocigoto menor
en comparaciéon con los heterocigotos o portadores del genotipo homocigoto
mayor, pero sin encontrar diferencias estadisticas. Este hallazgo también se
confirma en nuestro estudio: el genotipo menor homocigoto (CC) tiene mayores
niveles de PTH, sin diferencias entre los que responden o no a cinacalcet.
Igualmente, Korucu y colaboradores (162) investigaron la relacion entre los SNP
del VDR y las enfermedades Oseas sobre 234 receptores de trasplante renal y
observaron que los portadores del alelo menos frecuente del SNP rs7975232 (Apal)
tenian mayor riesgo de HPT persistente con p<0,001. Como se ha observado, en
nuestro estudio, el alelo C, menos frecuente y los genotipos AC y CC tienen
niveles de PTH mas elevados, pero sin encontrar diferencias significativas y
sefnalar que este es un estudio en poblacion trasplantada que tiene caracteristicas

Oseas y metabdlicas diferentes.

Estos hallazgos no fueron confirmados por Jeong et al en 2016 (142).
Estudiaron polimorfismos de diferentes genes y su respuesta a tratamiento con
cinacalcet en una muestra de 70 pacientes en didlisis. Se analizé la respuesta a
cinacacet de los SNP rs7975232 (Apall); rs2228570 (Fok1); rs1544410 (Bsm1) del
gen VDR y no encontraron diferencias significativas en respuesta a PTH en
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pacientes en didlisis en tratamiento con cinacalcet. Estos resultados se encuentran

en consonancia con nuestros resultados.

En un metaanadlisis recientemente publicado (163), se evaluo la respuesta a la
suplementacion con vitamina D segtn los polimorfismos Bsml, Taql, Apal y FokI
del VDR en poblacion sana. Los resultados mostraron que el alelo variante menos
frecuente del polimorfismo rs731236 (Taql) y el genotipo homocigoto mayor del
1rs2228570 (Fokl) se asociaron con una mejor respuesta a la suplementacion con
vitamina D. Los polimorfismos Bsml (rs1544410) y Apal (rs rs7975232) no se
asociaron con la respuesta a la suplementaciéon con vitamina D, sin encontrar
diferencias en los niveles de calcidiol. Nuestros pacientes estaban suplementados
con analogos activos de vitamina D y no se encontraron diferencias en los niveles
de calcidiol entre los diferentes genotipos y alelos de los SNP del VDR estudiado
que pudieran justificar niveles de PTH mas elevados o diferencias en la respuesta a
cinacalcet (164).

A la vista de la revision de todos los estudios, se deben realizar mas
investigaciones con muestras mucho mas amplias y sobre poblacion en didlisis
para mejorar la comprension del papel de los polimorfismos del gen VDR en la
modulacion de la respuesta a la suplementacion con vitamina D y cinacalcet, y

valorar su posible valor clinico en este tipo de pacientes.
2.3. GEN GC

El calcitriol sintetizado en el rifidn por la la-hidroxilasa mitocondrial es
transportado en la sangre principalmente por la proteina transportadora de

vitamina D (DBP) aunque también se une a albimina y lipoproteinas (165).

El 1,25-dihidroxicolecalcifero (1-250HD), es la forma activa de la vitamina D,
es uno de los factores reguladores de los niveles de PTH y su deficiencia es en la
ERC avanzada. En los pacientes en didlisis, la suplementacion con vitamina D no
siempre es util para alcanzar los niveles de PTH recomendados (KDIGO). La
vitamina D y todos sus metabolitos se unen a una proteina especifica de unién a la
vitamina D (DBP) [12].
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Varios estudios han demostrado que los polimorfismos rs7041 y rs4588 se

asocian con niveles plasmaticos mds bajos de 250HD (166).

Dado el papel predominante de la PTH en la interaccion entre la vitamina D y
el metabolismo del calcio, la contribuciéon poco explicada de la genética en la
respuesta interindividual a cinacalcet y la naturaleza polimdrfica de GC, en
nuestro trabajo, nos propusimos determinar si los polimorfismos de GC influian
en la respuesta a cinacalcet en pacientes en didlisis, encontrando hallazgos
estadisticamente significativos que han sido recientemente publicados (164). Al
analizar los polimorfismos de GC (rs4588, rs7041), no se encontraron diferencias
significativas en el andlisis de polimorfismos simple o multiple (desequilibrio de
ligamiento y andlisis de haplotipos). Por el contrario, la variante T436K (también
conocida como Gc2) del polimorfismo GC 154588 mostrd una asociacion con una
peor respuesta al tratamiento con cinacalcet en el modelo codominante, dominante
y sobredominante, y el mejor ajuste se obtuvo en el modelo dominante (G/T-T/T;
odds ratio (OR)=0,17; intervalo de confianza (IC) del 95% 0,08-0,36) con criterio de
Akaike (AIC) de 181.6; p< 0,0001. Para rs7041 se observo una asociacion con una
peor respuesta al tratamiento con cinacalcet en los mismos modelos, con el mejor
ajuste logrado en el modelo sobredominante (A/C; OR = 0,38; 95% CI 0,19-0,77). La
asociacion del haplotipo con la respuesta al tratamiento con cinacalcet se observo
para el rs4588-T/rs7041-C (frecuencia = 26%; OR =0,35; IC 95% 0,19-0,67; p=0,0016).
Ademas, al realizar el andlisis multivariante, se obtuvo que el polimorfismo rs4588,
junto con albumina, 250HD vy ferritina, eran predictores independientes de la
concentracion sérica de PTH [coeficientes B para portadores heterocigotos y
homocigotos T/T; 166,9 (p<0,001) y 173,1 (p=0,014), respectivamente]. Como se
esperaba, aunque la dosis inicial de cinacalcet fue la misma en todos los pacientes
(30 mg/dia), los pacientes que no respondieron a la dosis inicial necesitaron dosis
mayor que los respondedores para reducir los niveles de PTH. Este hallazgo
plantea la posibilidad de que el efecto de cinacalcet sobre la PTH podria estar
determinado genéticamente por el transporte y el metabolismo de la vitamina D,
ya que independientemente del genotipo, el tratamiento con cinacalcet reduce la
concentracion de PTH y también sugiere que el alelo T confiere resistencia a
cinacalcet de forma dominante, ya que antes de su tratamiento el alelo T no

mostraba niveles de PTH mas altos que los portadores del alelo G. En estudio
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previos, el genotipo TT del rs4588 fue asociado con los niveles mas bajos de
250HD y DBP (166- 171).

Nuestro estudio demostrd, por primera vez, que los portadores del alelo T
tenian peor respuesta a tratamiento con cinacalcet y niveles mas bajos de calcidiol
(p=0,0097). Previamente, Al-Daghri y colaboradores (139) documentaron en una
poblacion drabe homogénea que los portadores del alelo T del SNPs rs4588 y el
alelo G del rs7041, mostraban niveles basales mas bajos de 250HD y menor
aumento de la misma, tras la suplementaciéon con vitamina D. Esto sugiere que
puede ser necesaria una dosis mas alta de vitamina D para alcanzar niveles

suficientes en los pacientes portadores de estas variantes.

Per$i¢ V y colaboradores en un estudio del 2019 (169) estudiaron si los SNP
rs4588 y rs7041 guardaban relacion con enfermedad coronaria en 155 sujetos que
habian sufrido un infarto de miocardio y si este hecho se podia correlacionar con
los niveles séricos de 250HD. Encontraron asociacion del genotipo GC (rs4588) T/T
con pacientes con enfermedad coronaria y una correlaciéon del genotipo GC
(rs4588) G/G con niveles mas altos de vitamina D total, pero no se observo ninguna

correlacidn de los niveles séricos de 250HD y enfermedad coronaria.

En un estudio de este afio (170) se investigo el papel de los SNP rs4588 y el
rs7041 del GC y su relacion con determinadas enfermedades como la obesidad, la
diabetes mellitus, la tuberculosis, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
entre otras y se encontraron que diferentes genotipos de estos SNP se asociaban
con el desarrollo de determinadas enfermedades, pero sin diferencias significativas

y sin poder explicar el mecanismo subyacente.

Para comprender si el papel farmacogenético del rs4588/rs7041 afecta a la
respuesta al tratamiento con cinacalcet o a cinacalcet mas vitamina D, o si pueden
influir en el desarrollo de determinadas enfermedades, sera necesario realizar mas
estudios que puedan validar dicha asociaciéon. Nuestro trabajo posee limitaciones,
como el pequefio tamafo muestral o la falta de evaluaciéon de los niveles

circulantes de DBP y su relacion con los polimorfismos del gen GC.
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La asociacion descrita aqui, si se validase, podria explicar en parte las
diferencias interindividuales en la respuesta al tratamiento con cinacalcet en
pacientes con HPTS en HD y puede ser ttil para detectar aquellos pacientes que
podrian presentar resistencia a cinacalcet y optimizar previamente el ajuste de

dosis.

2.4. Genes del citocromo P450

Cinacalcet se metaboliza ampliamente por multiples enzimas hepaticas del
citocromo P450 (CYP) (principalmente 3A4, 2D6 y 1A2) y menos del 1% es
excretado en la orina (142,171). Diversos farmacos pueden inhibir al CYP3A4 (por
ejemplo, ketoconazol, eritromicina, itraconazol) y precisar un ajuste de las dosis de
cinacalcet. A la vez, cinacalcet es un fuerte inhibidor del CYP2D6; por lo tanto, el
ajuste de la dosis de los medicamentos concomitantes que se metabolizan
predominantemente esta enzima (por ejemplo, flecainida, vinblastina, tioridazina
y la mayoria de los antidepresivos triciclicos) precisaran de ajuste de dosis (172-
174). Cinacalcet no inhibe ni induce de forma apreciable las actividades de
CYP3A4y 1A2 (174).

Una revision del 2019 (175) refirié que se podria emplear el conocimiento sobre los
sustratos, inductores e inhibidores de las isoformas de CYP, asi como los
polimorfismos de las enzimas de CYP, como ayuda para determinar la estrategia
terapéutica y las dosis de tratamiento para los farmacos que son metabolizados por
los productos de los CYP, pero numerosos estudios han indicado que no hay
suficientes pruebas bioldgicas y evidencias clinicas para recomendar el genotipado
individual preventivo de CYP antes del tratamiento farmacologico. Sin embargo,
en raras ocasiones, la deteccion de mutaciones deletéreas contribuye a la
explicacion post hoc de efectos adversos o de una farmacocinética inusual que son

de importancia para el futuro tratamiento farmacologico individual (176).

Robinson-Cohen y su equipo (177) demostraron en un meta-analisis sobre 27.561
individuos de 13 estudios de cohortes que el alelo T del rs6127099 del CYP24A1,
estd asociado con mayores concentraciones séricas de PTH, lo que sugiere que los
portadores del alelo T pueden conferir un aumento de la actividad del CYP24A1,
que participa en el catabolismo del 1,25(0OH)2D y al disminuir de manera mas
acelerada los niveles de vitamina D, causar un aumento de los niveles de PTH. En
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nuestro trabajo en el SNP del CYP 450 24A1 (gen CYP24A1), no encontramos
diferencias en los niveles de PTH entre los distintos genotipos y alelos en nuestros
pacientes tratados con cinacalcet, si bien es cierto que el SNP estudiado no fue en
concreto el rs6127099.

En cuanto al estudio del genotipado de los SNP del CYP 450 y su influencia sobre
la respuesta a cinacalcet, no existen apenas estudios en la literatura, y iinicamente
Liu Yj y colaboradores (161) disefiaron un estudio para explorar el efecto de los
SNP de CYP3A4, CYP1A2 y CYP2D6 sobre la farmacodindmica y la
farmacocinética de cinacalcet en 65 sujetos chinos sanos. Concluyeron que los
sujetos portadores del alelo T del CYP3A4 rs4646437 parecia metabolizar peor el
cinacalcet, aumentando la vida media del farmaco (p<0,0001), pero no encontraron

ninguna diferencia en el resto de los SNP del CYP estudiados.

En el presente trabajo no se encontraron diferencias en las frecuencias de los
genotipos, alelos y haplotipos de los SNP de los CYP 450 estudiados (rs762551,
152740574, 1s35742686 y 1rs3892097). Tampoco se encontraron diferencias en los
niveles de PTH a los 12 meses de tratamiento con cinacalcet, por lo que, en nuestro

estudio, los SNP del CYP 450 no influyeron en la respuesta a cinacalcet.
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VII. CONCLUSIONES

La variabilidad interindividual en la respuesta de los pacientes a los
farmacos es un tema muy estudiado, en el cual intervienen muchas variables y
sus mecanismos son complejos y siguen requiriendo grandes esfuerzos en
investigacién. El futuro de los tratamientos pasa por establecer diferentes
estrategias para proporcionar una atencidon personalizada y asi mejorar la calidad
de vida de nuestros pacientes en didlisis. Un grupo formado por 158 pacientes en
HD con HPT2 en tratamiento con cinacalcet durante un afio fueron estudiados
para valorar la respuesta a dicho farmaco segtin niveles de PTH y si esta
respuesta estaba influenciada por la variabilidad genética de los SNP de los
genes CASR, VDR, GCy del CYP 450.

A la luz de nuestros resultados, podemos concluir que no hemos
encontrado diferencias en la respuesta de cinacalcet y los diferentes
polimorfismos del gen CASR, VDR y genes del CYP 450, analizados, exceptuando
el alelo T del SNP rs4588 del gen GC que mostrd asociaciéon con una peor
respuesta al tratamiento con cinacalcet. Este hallazgo plantea la posibilidad de
que el efecto de cinacalcet sobre la PTH podria estar determinado genéticamente
por el transporte y el metabolismo de la vitamina D, ya que independientemente
del el genotipo, el tratamiento con cinacalcet reduce la concentracion de PTH y
también sugiere que el alelo T confiere resistencia a cinacalcet de forma
dominante, ya que antes de su tratamiento el alelo T no mostraba niveles de PTH
mas altos que los portadores del alelo G. Asimismo, se ha documentado en la
bibliografia que los pacientes portadores del alelo T tienen niveles mas bajos e
250HD. Este trabajo tiene algunas limitaciones, como el pequeno tamano de la
muestra, la falta de evaluacion de los niveles circulantes de proteina de unién a la
vitamina D y el papel de estos niveles y su posible relacion con los polimorfismos
del GC.

Por tanto, se concluye que la disminuciéon de la concentracion de PTH
sérica en respuesta a la administracion de cinacalcet varia entre los pacientes con
HD, pero a dia de hoy no hay pruebas definitivas que muestren que los
polimorfismos de dichos genes tengan un impacto directo en la respuesta a

cinacalcet para reducir la PTH y, por tanto, la variabilidad en la respuesta a
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cinacalcet, no puede ser explicada tinicamente por la presencia de determinados
polimorfismos. Se hacen necesarios mas estudios que validen nuestros hallazgos
y asi detectar aquellos pacientes, portadores del alelo T del rs4588, que pueden

tener resistencia a cinacalcet y optimizar el ajuste de dosis.
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IX. ANEXOS

Anexo 1.

e -l

Hospital General Universitario

Santa Lucia Cartage

Consentimiento Informado para Participantes de Investigacion

El propdsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los participantes en esta
investigacion con una clara explicacién de la naturaleza de la misma, asi como de su rol en
ella como participantes.

La presente investigacion es conducida por la Dra. Rosa Maria de Alarcén Jimenez, del
Servicio de Nefrologia junto con la Unidad de Genetica del HUSL (Cartagena) . La meta de
este estudio es conocer la variabilidad genetica de la respuesta a tratamiento con Cinacalcet
(Mimpara) usado como fadrmaco para tratamiento del Hiperparatiroidismo Secundario a su
Enfermedad Renal Crénica y relacidn con la presencia de eventos cardiovasculares

Si usted accede a participar en este estudio, se le solicitara una muestra sanguinea y de
saliva asi como el acceso a su historial clinico. La participacién es este estudio es
estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja serd confidencial y no se usara para
ningun otro propdsito fuera de los de esta investigacion.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento
durante su participacion en él. lgualmente, puede retirarse del proyecto en cualquier
momento sin que eso lo perjudique en ninguna forma.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion:

Nombre y Apellidos:

Firma del Participante Fecha: Cartagena / /



http://webrosell.rosell.local/images/stories/Log
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Anexo 2.

!Ml/ 1 ‘. {»

N biracria i*art Hospital General Universitario
Investigacion Biosanitaria Santa Lucia

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN
BIOBANCO.

En el Hospital General Universitario Santa Lucia, igual que en la mayoria de hospitales,
ademas de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica. La finalidad
de esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades y en su
prevencion, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion biomédica requiere
recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes sanos para
analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y
avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagndstico o control de las
enfermedades, una vez utilizadas con esta finalidad, resultan también Utiles y necesarias
para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos obtenidos en los
ultimos afos en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area Il del hospital el
material bioldgico sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso
asistencial, se le han realizado o se le van a realizar en este centro, con el fin de que
puedan ser utilizadas en investigacion biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Organica
15/1999, de Proteccidn de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos
gue lea detenidamente este documento de informacién y el consentimiento informado
gue se le adjunta al final para su firma, si estd de acuerdo en participar en esta propuesta

éQué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucidon, regulada por leyes especificas, que facilita la
investigacion biomédica, es decir, aquella dirigida a promover la salud de las personas.


http://www.google.es/url?url=http://www.ffis.es/Investigacion/verConvocatoria.jsp?indice=1233&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=SOxBVZahJOa57gaNl4CoDw&ved=0CBYQ9QEwAA&usg=AFQjCNEU_rkU5ycRJ9s2ipAsGQ
http://webrosell.rosell.local/images/stories/Log
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Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacion en
Medicina, siempre bajo la supervisiéon de un comité cientifico y otro de ética. Las
muestras se cederdn generalmente sin informacién personal asociada, aunque a veces
podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para
completar la investigacion.

La investigacion biomédica es, hoy en dia, un fendmeno global por lo que
ocasionalmente estas muestras podran ser cedidas a grupos de investigacién fuera de
Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacidon espafiola y lo aprueben
los correspondientes comités.

Muestras biolégicas e informacién asociada: En ningtn caso se le practicardn mds

pruebas de las imprescindibles para su adecuada atencion médica.

Se guardara y dispondrd del material bioldgico sobrante que se le extraiga durante el
proceso asistencial (muestras de sangre, liquidos bioldgicos y/o tejidos), sin que este
hecho le cause molestias adicionales. La donacidn de muestras excedentes de este
proceso asistencial no impedird que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea
necesario por motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la
informacién asociada a las mismas se custodiaran y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-
Mur Nodo Area Il del Hospital General Universitario Santa Lucia hasta su extincién. Este
Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigacion Cooperativa
(RETIC) de Biobancos del Instituto de Salud Carlos Il con la referencia RD09/0076/00065,
y estd en proceso de Registro con el desarrollo de la normativa regional de Biobancos
gue aplica la normativa nacional.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras bioldgicas e informacion
asociada en las condiciones y garantias de calidad y seguridad que exige la legislacién
anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados por los Comités de Etica.
Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos
investigadores que lo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigacidon para el que se solicite la utilizacién de estos datos o
muestras deberd disponer siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la
Investigacion (CEl) competente, que velara para que los investigadores desarrollen sus
estudios siguiendo siempre las mds estrictas normas éticas y legales. Ademas, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se
realizaran estudios genéticos, y a partir de ellos se puede obtener informacion acerca de
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su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por la proteccién de esta
informacidn (ver apartado de proteccion de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su
historial clinico, solamente en el caso de que ello sea imprescindible para la realizacién
del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa autorizacién por parte del
Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucidn sanitaria se podria poner
en contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracion. En este caso se le

informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su consentimiento.

Proteccidn de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados
cumpliendo en todo momento el deber de secreto, de acuerdo con la legislacion vigente
en materia de proteccién de datos de cardcter personal.
La identificacidn de las muestras bioldgicas del Biobanco serd sometida a un proceso de
codificacion. A cada muestra se le asigna un cédigo de identificacidn, que sera el utilizado
por los investigadores. Unicamente el personal autorizado por el biobanco podra
relacionar su identidad con los citados codigos. Mediante este proceso los investigadores
gue soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningln dato que revele su
identidad. Asimismo, aunque los resultados obtenidos de la investigacion realizada con
sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad no sera facilitada. En
aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente Utiles para su
salud, y de acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran
ser anonimizadas, es decir, no habra ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra
con su identidad.
Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del
fichero del Biobanco, inscrito en la Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero : Fundacion para la Formacion e Investigacion

Sanitarias de la Region de Murcia.
Direccidn Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelaciéon y objecion, asi
como obtener informacién sobre el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose
a:
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Fundacidn para la Formacidn e Investigacion Sanitarias de la Regién de
Murcia

Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Cardcter altruista de la donacidn. La cesion de muestras bioldgicas que usted realiza al

Biobanco del Hospital General Universitario Santa Lucia es gratuita.

La donacidn tiene por disposicién legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni
ahora ni en el futuro ningin beneficio econdmico por la misma, ni tendra derechos sobre
posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan conseguirse como
resultado de la investigacion biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden
ayudar al avance médico y, por ello, a otras personas.

Participacidon voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente
o futura

Su participacidon es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado,
confirmara que desea participar. Puede negarse a participar o retirar su consentimiento
en cualquier momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos y esto no
repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacidon del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd
también cancelarlo libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas serian
destruidas y los datos asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También
podria solicitar la anonimizacidn de las muestras, en cuyo caso se eliminaria la relacion
entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras bioldgicas y datos
clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacion o anonimizacién no se podrian
extender a la investigacion que ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, debera solicitarlo por escrito al Director del
Biobanco, en la direccidén anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacidn: se le proporcionard informacion si
usted desea recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle
informacién acerca de cudles son las investigaciones en que se han utilizado sus
muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en el caso de
cancelacién o anonimizacion.
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Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los
aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor
clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos
que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a susalud o a
la de su familia, le serdn comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse
el caso de obtenerse informacién relevante para su familia, le corresponderd a usted
decidir si quiere o no comunicdrselo. Si Ud. quiere que se le comunique dicha
informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este
documento.

Si usted no desea recibir esta informacidn, tenga en cuenta que la ley establece que,
cuando la informacién obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud
de sus familiares bioldgicos, un Comité de expertos estudiara el caso y debera decidir si
es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la
medicina. De esta forma esta usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a
multitud de enfermos actuales y futuros.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos Persona del centro que informa
(dONANLE)..uci et

El abajo firmante autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el
material biolégico sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a
realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la
finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que
éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién
competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente
y haber leido la informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material bioldgico
sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del
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actual proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur Nodo Area Il, y que sea
cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacion competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado
verbalmente y haber leido la informaciéon adjunta.

si CONO
2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacidn que realmente
sea relevante y aplicable para su salud o la de su familia sl CINO
Teléfono o E-mail de contacto.......ccceevevveevenecececcennns
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras
bioldgicas adicionales

sl CONO Teléfono o E-mail de
CoONtaCto: ovvviiiiii e,
4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al

objetivo y métodos de las investigaciones:
DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

| o TR - T deieeinins de.unnnne.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN
BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

2o TR 0 14 0 1 1= VPR con DNI
................................ Anulo el consentimiento prestado en fecha.......... de.......................de
20.......... y no deseo proseguir la donacion voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo

Area Il, que doy por finalizada al dia de hoy.
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O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:

YO, D./DRA. weviiiiiiiiieii ittt eee st ee s eesraeee s serae e e s srnaae s e €ON DNI oo ,
Como representante legal de D/ D8ttt s s , con
D]\ | O , anulo el consentimiento prestado en
fecha.......... (o [T de 20....... y no deseo proseguir la donacién voluntaria al

biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Il , que doy por finalizada al dia de hoy.

[ SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

[ SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

[ SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
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Secondary hyperparathyroidism (SHPT) is common in
chronickidney disease (CKD) and dialysis patients, and results
in renal osteodystrophy, thus causing the decreased synthesis
of calcitriol in kidneys and, therefore, reductions in bone
density with increasing bone fractures and cardiovascular
risks, partly due to increased serum levels of parathyroid
hormone (PTH) [1, 2]. Some 10% of dialysed patients have
high serum PTH concentrations (>300 pg/mL). Treatment is
commonly based on phosphorus binders and vitamin D and
its analogues [1, 2].

The discovery of calcium-sensing receptor (CaSR) facili-
tated the search for calcimimetic therapeutic agents, cinacalcet
being the first to be commercialized [3-6]. Cinacalcet is a
positive allosteric modulator of CaSR, which is expressed in
multiple tissues, such as the parathyroid, kidney, bone and
blood vessels, and is being used to treat SHPT [6, 7]. Although
cinacalcet treatment shows considerable interindividual vari-
ability, pharmacogenetics studies aiming to correlate CaSR
gene polymorphisms with cinacalcet response have yielded
modest associations [8-11].

1,25-dihydroxycholecalciferol [1,25(0H)2D3], the active
form of vitamin D, is one of the regulating factors of PTH levels
and its deficiency is common in advanced CKD. In dialysed
patients, supplementation with vitamin D is not always useful
in achieving concentration levels of PTH recommended by
‘Renal Disease Guide: Improvement of the Global Results’
(KDIGO) [1]. Vitamin D and all its metabolites are bound to
a specific vitamin D-binding protein (VDBP) [12]. Previous
studies have shown that VDBP polymorphism rs7041 is

associated with 25-hydroxy vitamin D [25(0OH)D] plasmatic
levels [13]. Given the predominant role of PTH in the
interplay between vitamin D and calcium metabolism, the
poorly explained contribution of genetics in cinacalcet inter-
individual response and the polymorphic nature of VDBP, we
aimed to determine whether polymorphisms in the VDBP or
vitamin D3 receptor genes influence the response to cinacalcet
in dialysis patients by measuring PTH levels.

We conducted an observational study with a cross-sectional
analysis. A total of 158 haemodialysis patients with SHPT,
mostly treated with paricalcitol (selective activation of vitamin
D receptor), initiated and received cinacalcet for more than
a year. Information about clinical and biochemical variables
[calcium, phosphorus, 25(0OH)D, PTH], delivered dialysis dose
(Kt) and treatment with phosphorus binders and paricalcitol,
was collected at baseline and 12 months after cinacalcet
treatment (Supplementary data, Table S1). Based on National
Institute for Health and Care Excellence (NICE) guidance for
the treatment of SHPT in patients with end-stage renal disease
on maintenance dialysis therapy, response to treatment with
cinacalcet was defined as a reduction of >30% of intact PTH
in the plasma levels within 12 months of treatment, including
dose escalation as appropriate [14].

Polymorphisms in VDBP (rs4588, rs7041) or vitamin D3
receptor gene (rs7975232, rs1544410, rs2228570, rs731236)
were determined by fluorescent allele discrimination from
DNA from the patient blood samples as described in Sup-
plementary data, Table S2. Statistical analysis was performed
using SPSS 21 (IBM, USA), SNPstats [15] and GraphPad
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Table 1. Clinical and biochemical characteristics and rs4588 and rs7041 genotypes of the study patients at baseline

Variables Overall cohort Response n = 105 P-value
Sex Male, 1 (%) 101 30 (29.7) 71 (70.3) 0219
Female, n (%) 57 23 (404) 34 (59.6)
Age Years + SD 639 £+ 15.6 62.1 +16.1 64.8 +15.2 0.299
Phosphorus binder Lantane, 1 (%) 50 21 (42) 29 (58) 0.148
Sevelamer, n (%) 48 16 (33.3) 32 (66.6) 1
Calcium acetate, n (%) 73 28 (384) 45 (61.6) 0.243
Calcium carbonate, n (%) 10 3(30) 7 (70) 1
Paricalcitol, (%) 116 40 (75.5) 76 (72.4) 0.708
Months in dialysis 63.5 + 56.4 67.1 £57.3 61.8 +56.2 0.465
BMI (kg/m?) 275+54 283163 27.1 £49 0.526
PTH level (pg/mL) 612.7 + 280.6 564.4 +239.5 637 +297.3 0.05
Calcium (mg/dL) 9.1+ 0.6 9.1 +0.6 9.1 £0.6 0.943
Phosphorus (mg/dL) 48+ 1.4 5:1 =135 48413 0.294
Calcidiol [25(OH)D] (ug/L) 79+74 17.8 £7.2 179 +7.6 0.966
Haemoglobin (g/dL) 116 +14 11.8+1.5 11.5+1.3 0.387
C-reactive protein (mg/dL) 43+738 29+39 54+9 0.389
Albumin (mg/dL) 41+ 1.6 42426 4403 0.089
rs4588 genotype frequencies, 1 (%) G/IG 75 11(21) 64 (61) <0.000007
GIT 70 37 (70) 33(31)
T/T 13 5(9) 8 (8)
rs7041 genotype frequencies, 1 (%) A/A 45 8(15) 37 (35) 0.012
A/C 83 36 (68) 47 (45)
C/C 30 9(17) 21 (20)

BMI, body mass index; HD, haemodialysis.

Prism 9. A multiple linear regression model was performed
to identify the predictors of PTH levels at 12 months in
patients receiving cinacalcet. Those potentially associated
variables were included, as well as the studied polymorphisms
(after transformation into dummy variables). The covariates
were handled with a backward step method and the non-
standardized B coeflicients as well as the P-value of each
one were obtained. Dunn’s test was applied for multiple
comparisons as post hoc test. The study was designed according
to the ethical guidelines of the Helsinki Declaration in 2013
and was approved by the Ethics Committee. Informed consent
was obtained for all subjects in the study.

The study population consisted of 57 women (36.1%)
and 101 men, with an average age of 63.9 + 15.5 years.
According to NICE guidance criterion, 105 (66.5%) patients
positively responded to cinacalcet and 53 patients (33.5%)
failed to respond. No significant statistical differences (P >
0.05) between responders/non-responders in terms of gender,
comorbidity, age, time in dialysis, body mass index, biochem-
istry variables, presence of cardiovascular disease/risk factors
and phosphorus binders or paricalcitol usage were observed
at baseline (Table 1). Complete analysis of polymorphisms
and final reports was obtained (Supplementary data). No
significant differences were found in single- or multiple-
polymorphism analysis (linkage disequilibrium and haplotype
analysis) for vitamin D receptor (VDR) polymorphisms. In
contrast, the T436K variant (also known as Gc2) of VDBP
rs4588 polymorphism showed an association with poorer
response to treatment with cinacalcet in the codominant,
dominant and over-dominant model, with the best fit achieved
in the dominant model [G/T-T/T; odds ratio (OR) = 0.17;
95% confidence interval (CI) 0.08-0.36 Akaike Information
Criterion = 181.6; P < 0.000007 (Figure 1)]. For rs7041

polymorphism, an association was observed with poorer
response to treatment with cinacalcet in the same models,
with the best fit achieved in the over-dominant model (A/C;
OR = 0.38; 95% CI 0.19-0.77; AIC = 197.9; P < 0.0055;
Supplementary data). Haplotype association with response to
treatment with cinacalcet was observed for rs4588-T/rs7041-
C (freq = 26%; OR = 0.35; 95% CI 0.19-0.67; P = 0.0016;
Supplementary data). PTH concentration comparisons for
each rs4588 genotype before and after cinacalcet treatment,
as well as number of responders for each genotype, are
shown in Figure 1. Moreover, when performing multivariate
analysis, rs4588 polymorphism was obtained, along with
baseline albumin, 25(OH)D and ferritin, as an independent
predictor of serum PTH concentration [B coeflicients for
heterozygous and T/T homozygous carriers 166.9 (P < 0.001)
and 173.1 (P = 0.014), respectively] and these findings were
also observed when restricting the analysis to haemodial-
ysis patients (Supplementary data). As expected, although
the initial dose of cinacalcet was the same in all patients
(30 mg/day), non-responders after 12 months required a
higher dose than responders in order to reduce PTH levels.
However, this parameter cannot be considered in a multivari-
ate analysis as it has no predictive value.

Although the interplay between the calcium and vitamin D
metabolism is not fully understood, genome-wide association
studies have reported that polymorphisms from both pathways
are implicated in serum PTH concentrations [7]. This finding
raises the possibility that the effect of cinacalcet on PTH
could be genetically determined by vitamin D transport and
metabolism. Figure 1 in fact illustrates that, regardless of
the genotype, cinacalcet treatment lowers PTH concentration
and also suggests that T-allele confers resistance to cinacalcet
in a dominant manner, as prior to its treatment T-allele

R. de Alarcon et al.
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FIGURE 1: PTH concentrations before and after 12 months of treatment with cinacalcet according to the distribution of rs4588 genotypes and
response to cinacalcet. (A) Before treatment, GG homozygous patients showed higher PTH concentration than heterozygous (adjusted

P =0.013). For a clearer representation, an outlier of 2773 pg/mL of a GG patient was removed from the graph. (B) After treatment, GG
homozygous patients showed lower PTH levels than heterozygous or TT homozygous (adjusted P < 0.0001 and 0.0143, respectively).

(C) Number of responders/non-responders to cinacalcet according to rs4588 genotypes. Note that the association is dependent on the number

of the T-allele.

carriers did not show higher PTH levels than G-allele
carriers.

It is worth mentioning that rs4588 T/T genotype was
previously associated with the lowest total and free levels of
25(OH)D, which also tends to have the lowest VDBP levels [8,
13, 16-19]; the first association being observed in our series
for T-allele carriers (P = 0.0097). Interestingly, some authors
have reported that T-allele carriers showed a lower response to
vitamin D supplementation [9]. Whether the pharmacogenetic
role of rs4588 polymorphism affects the response to cinacalcet
or cinacalcet plus vitamin D supplement treatments deserves
future study. This work has some limitations, such as the lim-
ited sample size or the lack of assessment of circulating levels
of DBP and its relationship with the DBP gene polymorphisms,
although several previous evidences report this association [8,
13, 16-19]. The association reported here, if validated, may
partly explain interindividual differences in the response to
cinacalcet treatment in CKD-related SHPT patients and may
be helpful for dose adjustment.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available at ndt online.
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