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EXPRESION DE ADAM17 Y NIVELES DE PTH SERICA EN PACIENTES CON Y SIN DIABETES EN
DIALISIS: POSIBLES IMPLICACIONES EN LA CALCIFICACION VASCULAR

RESUMEN
Antecedentes y objetivo

El estudio europeo COSMOS, que incluye 6797 pacientes en hemodidlisis procedentes de 20
paises, mostrd que los niveles elevados de PTH se asociaban con un mayor riesgo de mortalidad
en pacientes diabéticos comparados con no diabéticos. Los niveles de PTH elevados se han
asociado a procesos inflamatorios. El objetivo de este estudio fue analizar en arterias epigastricas
de pacientes en dialisis, si la diabetes y los niveles elevados de PTH podrian actuar
sinérgicamente modulando la expresion de marcadores inflamatorios y de calcificacion vascular
(CV) a través de ADAM17 y/o su inhibidor, TIMP3.

Material y métodos

Se examinaron muestras de arterias epigdstricas de 62 pacientes con enfermedad renal crénica,
31 no diabéticos y 31 diabéticos con caracteristicas similares, obtenidas durante el trasplante
renal. Se evalud la expresion génica de ADAM17, TIMP3, marcadores inflamatorios (TNFa, VCAM
e ICAM), a-actina, DKK1 y RUNX2, la expresion proteica de RUNX2 y la calcificacidn vascular. Los
analisis se realizaron en funcion de la presencia/ausencia de diabetes y de los niveles de PTH
sérica (utilizando el valor de la mediana como punto de corte). Las diferencias entre los grupos
se evaluaron mediante las pruebas estadisticas Chi-cuadrado en el caso de variables cualitativas
o Wilcoxon en variables cuantitativas.

Resultados

En las arterias epigdstricas de pacientes diabéticos se observé menor expresion génica de TIMP3
(1,0 (0,8) U.R. vs 0,6 (0,5) U.R.; p= 0,028) y a-actina (1,0 (0,6) U.R. vs 0,7 (0,5) U.R.; p= 0,006),
mayor expresion génica de VCAM (1,0 (0,9) U.R. vs 2,1 (2,8) U.R.; p=0,011), TNFa (1,0 (1,1) U.R.
vs 2,0(1,9) U.R.; p=0,008) y RUNX2 (1,0 (0,8) U.R. vs 2,4 (2,8) U.R.; p= 0,009) y mayor porcentaje
de nucleos positivos para RUNX2 (14.9 (15.8) vs 31.1 (27.1); p= 0,038) en comparacion con los
no diabéticos. Las arterias de pacientes con PTH por encima de la mediana mostraron mayor
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expresion génica de ADAM17 (1,0 (0,6) U.R. vs 1,8 (1,6) U.R.; p= 0,026). El aumento en la
expresién de ADAM17 se mantuvo cuando se analizaron solo los pacientes diabéticos (1,0 (0,5)
U.R.vs 2,9 (2,9) U.R.; p=0,038), pero no en los pacientes no diabéticos. La combinacién de ambas
circunstancias, PTH elevada y diabetes, se asocié con mayor expresién génica de RUNX2 (1,0
(0,8) U.R. vs 2,7 (3,3) U.R.; p=0,019), mayor porcentaje de nucleos positivos para RUNX2 (13.3
(17.0) vs 32.9 (27.2); p=0,039) y mayor indice de Kauppila (3,9 (5,0) vs 9,7 (7,3); p= 0,045).

Conclusiones

Aunque se observaron cambios en la expresion génica de ADAM17 y TIMP3 en pacientes
diabéticos que podrian relacionarse con un aumento en la sintesis y/o liberacion de factores
proinflamatorios, estos no parecen explicar la diferencia en la mortalidad asociada a niveles
elevados de PTH entre pacientes diabéticos y no diabéticos que se observd en el estudio
COSMOS. Sin embargo, el aumento de la mortalidad en pacientes diabéticos con PTH elevada
podria estar relacionado con una mayor progresion de la CV mediado por RUNX2.

EXPRESSION OF ADAM17 AND SERUM PTH LEVELS IN DIALYSIS PATIENTS WITH AND WITHOUT
DIABETES: POTENTIAL IMPLICATIONS FOR VASCULAR CALCIFICATION

ABSTRACT
Background and Objective

The European COSMOS study, which included 6,797 haemodialysis patients from 20 countries,
demonstrated that elevated PTH levels were associated with a higher risk of mortality in diabetic
patients compared to non-diabetic ones. Elevated PTH levels have been linked to inflammatory
processes. This study aimed to analyse, in epigastric arteries of dialysis patients, whether
diabetes and elevated PTH levels might synergistically modulate the expression of inflammatory
and vascular calcification (VC) markers through ADAM17 and/or its inhibitor, TIMP3.

Materials and Methods

Epigastric artery samples were examined from 62 chronic kidney disease patients, 31 non-
diabetic and 31 diabetic with similar characteristics, obtained during kidney transplantation. The
gene expression of ADAM17, TIMP3, inflammatory markers (TNFa, VCAM, and ICAM), a-actin,
DKK1, and RUNX2, as well as protein expression of RUNX2 and vascular calcification, were
evaluated. Analyses were performed based on the presence/absence of diabetes and serum PTH
levels (using the median value as the cut-off). Differences between groups were assessed using
Chi-squared tests for qualitative variables or Wilcoxon tests for quantitative variables.

Results

In the epigastric arteries of diabetic patients, there was lower gene expression of TIMP3 (1.0
(0.8) U.R.vs 0.6 (0.5) U.R.; p=0.028) and a-actin (1.0 (0.6) U.R. vs 0.7 (0.5) U.R.; p=0.006), higher
gene expression of VCAM (1.0 (0.9) U.R. vs 2.1 (2.8) U.R.; p=0.011), TNFa (1.0 (1.1) U.R. vs 2.0
(1.9) U.R.; p=0.008), and RUNX2 (1.0 (0.8) U.R. vs 2.4 (2.8) U.R.; p=0.009), and a higher
percentage of RUNX2-positive nuclei (14.9 (15.8) vs 31.1 (27.1); p=0.038) compared to non-
diabetic patients. Arteries from patients with PTH levels above the median exhibited higher gene
expression of ADAM17 (1.0 (0.6) U.R. vs 1.8 (1.6) U.R.; p=0.026). The increase in ADAM17
expression persisted when only diabetic patients were analysed (1.0 (0.5) U.R. vs 2.9 (2.9) U.R;;
p=0.038), but not in non-diabetic patients. The combination of elevated PTH and diabetes was
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associated with higher gene expression of RUNX2 (1.0 (0.8) U.R. vs 2.7 (3.3) U.R.; p=0.019), a
higher percentage of RUNX2-positive nuclei (13.3 (17.0) vs 32.9 (27.2); p=0.039), and a higher
Kauppila index (3.9 (5.0) vs 9.7 (7.3); p=0.045).

Conclusions

Although changes in ADAM17 and TIMP3 gene expression were observed in diabetic patients,
potentially related to increased synthesis and/or release of pro-inflammatory factors, these do
not appear to explain the difference in mortality associated with elevated PTH levels between
diabetic and non-diabetic patients observed in the COSMOS study. However, the increased
mortality in diabetic patients with elevated PTH may be linked to greater VC progression
mediated by RUNX2.

Palabras clave: (6) ADAM17, PTH, Chronic kidney Disease, vascular calcification, epigastric
arteries, inflammation.

Keywords: ADAM17; PTH; chronic kidney disease; vascular calcification; epigastric arteries;
inflammation

INTRODUCCION

La prevalencia de calcificacion vascular (CV) en pacientes de dialisis es superior al de la
poblacién general y se situa entre el 47-83% en aquellos con enfermedad renal crénica (ERC) y

15 Esta prevalencia se ve

una tasa de filtracién glomerular inferior a 60 mL/min/1,73 m?
aumentada en pacientes diabéticos con ERC donde la CV tiende a ser mds severa y presentarse
en etapas mas tempranas de la enfermedad 3, si bien no se suelen observar diferencias en los
niveles de los factores pro-calcificantes clasicos como fdsforo y factor de crecimiento
fibrobldstico 23 (FGF23) °. Estos datos sugieren que en pacientes diabéticos podrian existir otros

factores de riesgo asociados con la CV, como un mayor grado de inflamacién ° y un control

inadecuado de la glucemia °.

Resultados previos del estudio COSMOS (6797 pacientes de hemodialisis de 20 paises de
Europa), mostraron que los pacientes diabéticos con niveles elevados de hormona paratiroidea
(PTH) sérica tuvieron un mayor riesgo relativo de mortalidad que los no diabéticos!?, sugiriendo
que los pacientes diabéticos podrian ser mas sensibles a incrementos de PTH. En diversos
estudios se ha observado una correlacion entre PTH e inflamacidn, tanto en poblacidn general
como en pacientes con hiperparatiroidismo primario'>!4. En el mismo sentido, un estudio en
pacientes en hemodialisis con hiperparatiroidismo secundario mostré un descenso del cociente

neutréfilos/linfocitos (marcador de inflamacidn) tras la paratiroidectomia®.

Estos resultados sugieren que una PTH elevada podria favorecer un mayor estado
inflamatorio. Desde esa misma perspectiva, un estudio reciente basado en la Encuesta Nacional
de Examen de Salud y Nutricién (NHANES) del Centro Nacional de Estadisticas de Salud (NCHS,

USA) mostré que la inflamacion podria afectar a los niveles de PTH, dado que el consumo de una

4
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dieta proinflamatoria se asocié con un mayor riesgo de hiperparatiroidismo!. Uno de los
posibles mecanismos implicados en este proceso inflamatorio podria ser la activacién de
ADAM17 (desintegrina y metaloproteinasa 17) o TACE (enzima convertidora del factor de
necrosis tumoral alfa -TNFa), un importante mediador de eventos de sefializacion asociados a
procesos inflamatorios que participa en la adhesion celular y escisién proteolitica de varias
moléculas de la superficie celular'’. Esta posibilidad estaria respaldada por la observacién de un
aumento en la expresién/actividad de ADAM17 en la ERC*®y en condiciones de hiperglucemia®.
De hecho, los ratones nulos para TIMP3, inhibidor de ADAM17Y, presentan mayor inflamacién
y resistencia a insulina®®. Esta enzima también participa en la liberacién de moléculas de
adhesién celular, como VCAM e ICAM, que estan involucradas en el reclutamiento de leucocitos

y disfuncién del endotelio vascular” 22,

La hipdtesis del presente estudio fue que los pacientes diabéticos tendrian una mayor
expresion de factores proinflamatorios, que podrian verse aumentados con niveles elevados de
PTH, contribuyendo a un mayor riesgo y a un incremento de la CV. Por tanto, los objetivos de
este estudio fueron analizar en arterias epigdstricas la posible asociacion entre la presencia de
diabetes y/o los niveles de PTH con la expresion de ADAM17, su inhibidor (TIMP3), y otras
moléculas procesadas por esta enzima como VCAM, ICAM y TNFa, ademds de marcadores de
fenotipo muscular contractil (a-actina) y osteogénico (RUNX2 y DKK1), y pardmetros de

calcificacidn como el contenido en calcio y el indice de Kauppila.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se realizd un estudio retrospectivo en 62 pacientes en dialisis (31 no diabéticos y 31
diabéticos) sometidos a trasplante renal entre los afios 2011 y 2023, de forma que por cada
paciente diabético se selecciond un paciente no diabético con caracteristicas similares. Durante
la cirugia de trasplante renal se recogid de cada paciente un fragmento de arteria epigastrica,
sobrante del proceso, que fue dividido en dos o tres partes: una fue utilizada para la extraccién
de ARN, otra para la determinacion del contenido en calcio y, cuando se dispuso de tejido

suficiente, un tercer fragmento se incluyd en parafina para estudios de inmunohistoquimica.

De la historia clinica se recopilaron datos demograficos y antropométricos, como sexo,
edad en el momento del trasplante, habito tabaquico, indice de masa corporal (IMC);

comorbilidades como hipertensidn, hiperlipidemia y diabetes; tipo y tiempo en didlisis y
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etiologia de la enfermedad renal crénica; y datos bioquimicos promedio de los 6 meses previos
al trasplante: PTH, fosfato, calcio, magnesio, albimina y hemoglobina, que se midieron de forma
centralizada en el laboratorio del Hospital Universitario Central de Asturias mediante un

autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién del Principado de
Asturias (codigos 42/2011, 53/2014, 110/2017 y 2022.240). Todos los participantes firmaron el
consentimiento informado para su inclusién en el estudio. El estudio fue realizado siguiendo los
principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos de la declaracion de

Helsinki.

Determinacion de calcificacion vascular

Para la determinacion del contenido de calcio en la arteria epigdstrica, se utilizé un
fragmento que se congeld con nitrégeno liquido, se trituréd en un mortero, se afiadiéo HCl 0,6N y
se mantuvo en agitacion a 4°C durante 24 h. Después de una centrifugacién, se midio el
contenido en calcio en el sobrenadante mediante el método de O-cresolftaleina complexona 2.
El pellet se resuspendid en tampdn de lisis (125 mM de Tris y 2% SDS a pH 6,8) para extraer las
proteinas y se cuantificaron utilizando el método de Lowry (Bio-rad, Hercules, CA, EE. UU.). El
contenido de calcio se normalizé por el contenido total de proteina y se expresé como pg Ca/mg

proteina.

También se evalud la calcificacién vascular de la aorta abdominal en cada paciente
mediante una radiografia lateral de abdomen en la que se determind el indice de Kauppila, que

otorga una puntuacién entre 0y 24 %,
Extraccion de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real en arterias epigastricas

Otro fragmento de arteria epigastrica se congelé en nitrégeno liquido y se triturd utilizando
un mortero. Para la extraccion del ARN se utilizé el reactivo Tri-Reagent® (Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ADN copia se obtuvo utilizando el
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem®, EE. UU.), seguido de una
preamplificacion de los genes objeto de estudio utilizando el kit TagMan® PreAmp Master Mix
(Applied Biosystem®, EE. UU.). La expresion génica de ADAM17, TIMP3, VCAM, ICAM, TNFaq, o-

actina, RUNX2 y DKK1 se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) en un equipo
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QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EE. UU.) utilizando sondas TagMan
(Applied Biosystems, EE. UU.). Se utilizo gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) como
gen constitutivo. La cuantificacidn relativa de los genes se realizd utilizando el método AACt 24,

Los resultados se representaron como unidades relativas (U.R.).

Analisis inmunohistoquimico de la expresidn y localizaciéon nuclear de RUNX2 en arterias

epigastricas

En 38 muestras de arterias epigdstricas (21 no diabéticos y 17 diabéticos) se analizé la
expresién y localizacién nuclear de RUNX2 siguiendo el protocolo descrito previamente®. En
toda la seccién de la muestra se analizd el niUmero de nucleos positivos para RUNX2 y el total de
nucleos. El resultado se expresé como porcentaje de la ratio nimero nucleos positivos para

RUNX2/ total de nucleos de cada arteria epigastrica.

Analisis estadistico

Con los datos recogidos se analizaron la expresién génica, contenido en calcio y
pardmetros bioquimicos en pacientes diabéticos y no diabéticos. También se realizaron andlisis
en funcién de los niveles de PTH, para lo cual se dividié a la poblaciéon a estudiar (todos los
pacientes y por separado diabéticos y no diabéticos) en dos grupos: PTH baja (< mediana) o PTH
elevada (= mediana), en funcidn de la mediana de los valores medios de PTH de los 6 meses

previos al trasplante.

Los resultados se expresaron como medias y desviaciones estandar. Las diferencias entre
los grupos se evaluaron mediante las pruebas estadisticas Chi-cuadrado en el caso de variables
cualitativas o Wilcoxon en variables cuantitativas. Las correlaciones se analizaron mediante el
test de Spearman y se muestran como representaciones no paramétricas (rangos de valores
paramétricos de las variables). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando p <0,05. Todos los analisis estadisticos y los graficos se realizaron utilizando el software

R para Windows (versidn 4.1.2; R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y valores bioquimicos de los pacientes estudiados

Se analizaron muestras de arterias epigastricas de 31 pacientes no diabéticos y 31

diabéticos sometidos a trasplante renal. La edad media de los pacientes fue de 60,8 (8,8) afos,

7
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el 67,7% fueron hombres y de media permanecieron 25 meses en didlisis, siendo la hemodialisis
el tipo de dialisis mayoritario. Las caracteristicas de los pacientes se recogen en la Tabla 1. Los
pacientes diabéticos presentaron un IMC significativamente mayor que los pacientes no
diabéticos, mientras que los niveles de albimina sérica fueron significativamente menores (Tabla
1). En los pacientes diabéticos la causa mas frecuente de ERC fue la diabetes (67,7%) mientras
qgue en los no diabéticos fueron la hipertensidn arterial o nefroangioesclerosis hipertensiva

(22,6%) y la Intersticial u obstructiva (22,6%).

No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en sexo, edad, porcentaje de
fumadores, hipertension arterial, hiperlipidemia, tiempo en dialisis, tipo de didlisis, niveles
medios de PTH, fésforo, calcio, magnesio y hemoglobina, en el indice de Kauppila o contenido

en calcio de la arteria epigastrica.

Se observd una correlacidn positiva entre el contenido el calcio de la arteria epigastrica y la
calcificacion de la aorta abdominal determinado mediante el indice de Kauppila (rho= 0,392, p=

0,014) (Figura Suplementaria 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y valores bioquimicos en pacientes no diabéticos vy

diabéticos.
TOd.Os S No Diabéticos Diabéticos p
pacientes

N 62 31 31
Sexo = Mujer (%) 20 (32,3) 11 (35,5) 9 (29,0) 0,786
Edad (afios) (media (DS)) 60,8(8,8)  60,5(9,8) 61,1(7,9) 0,899
Fumador (%) 9 (18,0) 4 (15,4) 5(20,8) 0,894
IMC (Kg/m2) (media (DS)) 26,9 (4,3) 25,5 (4,6) 28,4 (3,5) 0,011
Hipertension arterial (%) 49 (96,1) 25 (92,6) 24 (100,0) 0,524
Hiperlipidemia (%) 24 (52,2) 13 (50,0) 11 (55,0) 0,969
Etiologia Enfermedad renal crénica (%) <0,001

Diabetes 21(33,9) 0(0,0) 21 (67,7)

Glomerulonefritis 6(9,7) 6(19,4) 0(0,0)

HTA/nefroangioesclerosis hipertensiva 7 (11,3) 7 (22,6) 0(0,0)

Intersticial/obstructiva 10 (16,1) 7 (22,6) 3(9,7)

Poliquistosis renal 8(12,9) 6(19,4) 2 (6,5)

Desconocida 7(11,3) 4(12,9) 3(9,7)

Otros 3(4,8) 1(3,2) 2 (6,5)
Tipo Diabetes (%) <0,001

Diabetes tipo | 4 (6,5) 0(0,0) 4(12,9)

Diabetes tipo Il 27 (43,5) 0(0,0) 27 (87,1)

No diabetes 31 (50,0) 31 (100,0) 0(0,0)
Tipo Dialisis (%) 0,336

Hemodialisis 38 (61,3) 19 (61,3) 19 (61,3)

8

Page 8 of 26



Todos los

. No Diabéticos Diabéticos p
pacientes

Peritoneal 22 (35,5) 12 (38,7) 10(32,3)

ERCA 2(3,2) 0(0,0) 2 (6,5)
Tiempo en dialisis (meses) (media (DS)) 25,0 (29,0) 21,3 (11,0) 28,6 (39,4) 0,647
PTH (pg/mL) (media (DS)) 268,5 (183,4) 301,0 (222,5) 236,0 (129,2) 0,183
Fésforo (mmol/L) (media (DS)) 1,4 (0,3) 1,4 (0,3) 1,3(0,3) 0,621
Calcio (mmol/L) (media (DS)) 2,3(0,2) 2,3(0,2) 2,3(0,2) 0,784
Magnesio (mmol/L) 0,9 (0,1) 0,9 (0,1) 0,9(0,1) 0,792
Albumina (g/L) (media (DS)) 38,3 (4,0) 39,5(3,9) 36,5 (3,4) 0,006
Hemoglobina (g/dL) (media (DS)) 11,5 (1,2) 11,5 (1,3) 11,5(1,2) 0,539
indice de Kauppila (media (DS)) 6,4 (6,1) 5,2 (5,7) 7,9 (6,3) 0,112
Calcio arteria (ug Ca/mg prot) (media (DS)) 287,6 (681,2) 286,2(777,2) 289,3 (571,5) 0,071

DS: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; HTA: Hipertension arterial; ERCA: Enfermedad
renal Crénica Avanzada; PTH: hormona paratiroidea; prot.: proteina.

Analisis de expresién en pacientes no diabéticos y diabéticos

En los pacientes diabéticos, la expresién de TIMP3 y a-actina fue significativamente

menor, mientras que la expresién de VCAM, TNFa y RUNX2 fue mayor en comparacién con los

pacientes no diabéticos (Tabla 2). En los pacientes diabéticos el porcentaje de nucleos positivos

para RUNX2 fue significativamente mayor que en los pacientes no diabéticos (14.9 (15.8) vs 31.1

(27.1); p=0,038) (Figura 1Ay 1B).

Tabla 2. Niveles de expresidn génica y marcadores de CV en pacientes no diabéticos y diabéticos.

No Diabéticos

Diabéticos p

N 31 31

ADAM17 (U.R.) 1,0(0,7) 1,1(1,2)
TIMP3 (U.R.) 1,0(0,8) 0,6 (0,5)
VCAM (U.R.) 1,0 (0,9) 2,1(2,8)
ICAM (U.R.) 1,0(1,5) 0,7 (1,0)
TNFa (U.R.) 1,0(1,1) 2,0(1,9)
a-Actina (U.R.) 1,0(0,6) 0,7 (0,5)
RUNX2 (U.R.) 1,0(0,8) 2,4 (2,8)
DKK1 (U.R.) 1,0 (0,9) 1,7 (2,4)

0,356
0,028
0,011
0,751
0,008
0,006
0,009
0,840

Los resultados se expresaron como medias y desviaciones estandar. U.R.: Unidades relativas.
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Figura 1. Inmunohistoquimica de RUNX2 en arterias epigastricas. A) Imagenes representativas
de la expresién y localizacion de RUNX2 en arterias epigdstricas de pacientes no diabéticos y
diabéticos (flechas indican nucleos con tincidn positiva para RUNX2). Cuantificacién de nucleos
positivos para RUNX2 respecto al total de nucleos en las arterias epigastricas de pacientes no
diabéticos y diabéticos (*p=0,038) en B) y en pacientes no diabéticos y diabéticos con PTH sérica

por encima de la media (=241 pg/mL) (*p= 0,039) en C), expresados en porcentaje.

Analisis de expresion en funcion de los niveles de PTH sérica

La mediana de los niveles de PTH sérico en los 62 pacientes incluidos en el estudio fue
241 pg/mL, valor que se utilizé para dividir a la poblacién en dos grupos (PTH bajay PTH elevada)
(Tabla 3).

En este caso, se observd que la expresion de ADAM17 en las arterias epigastricas fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con niveles séricos de PTH igual o por encima
de la mediana. Por otro lado, los pacientes con niveles de PTH bajos presentaron mayor
contenido de calcio en la arteria epigastrica.

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los parametros analizados.
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Tabla 3. Caracteristicas demograficas, valores bioquimicos, niveles de expresiéon génica y
marcadores de calcificacidén vascular en pacientes con PTH sérica baja (<241 pg/mL) y elevada
(=241 pg/mL).

PTH Baja PTH Elevada
(<241 pg/mL) (=241 pg/mL) P

N 30 32
Sexo = Mujer (%) 12 (40,0) 8 (25,0) 0,322
Edad (afios) (media (DS)) 61,9 (8,9) 59,8 (8,7) 0,544
IMC (Kg/m2) (media (DS)) 27,3 (4,2) 26,6 (4,4) 0,355
Tipo Diabetes (%) 0,584

Diabetes tipo | 2(7,7) 2(6,9)

Diabetes tipo Il 15 (50,0) 12 (37,5)

No diabetes 13 (43,3) 18 (56,2)
Tipo Dialisis (%) 0,329

Hemodialisis 18 (60,0) 20 (62,5)

Peritoneal 10 (33,3) 12 (37,5)

ERCA 2(8,7) 0(0,0)
Tiempo en diélisis (meses) (media (DS)) 24,3 (28,6) 25,6 (29,7) 0,778
PTH (pg/mL) (media (DS)) 154,6 (56,3) 375,4 (197,1) <0,001
Fésforo (mmol/L) (media (DS)) 1,3(0,3) 1,4 (0,3) 0,071
Calcio (mmol/L) (media (DS)) 2,3(0,2) 2,3(0,2) 0,698
Magnesio (mmol/L) 0,9 (0,1) 0,9(0,1) 0,394
Albumina (g/L) (media (DS)) 38,0 (4,6) 38,5 (3,4) 0,425
Hemoglobina (g/dL) (media (DS)) 11,5 (1,0) 11,5(1,4) 0,805
indice de Kauppila (media (DS)) 7,1 (6,0) 5,6 (6,2) 0,378
Calcio arteria (ug Ca/mg prot.) (media (DS)) 348,3 (781,8) 216,9 (555,3) 0,005
ADAM17 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,6) 1,8 (1,6) 0,026
TIMP3 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,9) 1,1 (1,0) 0,822
VCAM (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,7) 0,9 (0,8) 0,508
ICAM (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,4) 1,4 (2,1) 0,499
TNFa (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,2) 1,8 (3,5) 0,272
o-Actina (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 1,1(0,8) 0,455
RUNX2 (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,2) 1,0 (1,4) 0,938
DKK1 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,6) 1,3 (1,5) 0,078

U.R.: Unidades relativas; DS: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; ERCA: Enfermedad renal
Cronica Avanzada; PTH: hormona paratiroidea; prot.: proteina.

Este mismo andlisis se realizd teniendo en cuenta solo los pacientes con diabetes (Tabla
4). En este caso, la mediana de los valores de PTH en los pacientes diabéticos fue 223 pg/mL.

En pacientes diabéticos con niveles de PTH sérica igual y por encima de la mediana, la
expresion de ADAM17 en las arterias epigastricas fue significativamente mayor comparado con
aquellos con niveles de PTH por debajo de la mediana. No se encontraron diferencias
significativas en el resto de los pardmetros analizados.

No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre los niveles de PTH

sérica y los marcadores de inflamacidn y calcificacién analizados en este trabajo en los pacientes
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diabéticos, aunque se puede observar una tendencia entre los niveles de PTH sérica y la
expresion de ADAM17 en la arteria epigastrica (rho=0,359, p=0,051) (Figuras suplementarias 2 y
4).

Tabla 4. Caracteristicas demograficas, valores bioquimicos, niveles de expresién génica y
marcadores de calcificacién vascular en pacientes diabéticos con PTH sérica baja (<223 pg/mL)

y elevada (2223 pg/mL).

PTH Baja PTH Elevada
(<223 pg/mL) (2223 pg/mL) P

N 15 16
Sexo = Mujer (%) 6 (40,0) 3(18,8) 0,365
Edad (afios) (media (DS)) 59,9 (8,9) 62,1 (6,9) 0,285
IMC (Kg/m2) (media (DS)) 29,3 (3,1) 27,4 (3,7) 0,356
Tipo Diabetes (%) 1,000

Diabetes tipo | 2 (13,3) 2 (12,5)

Diabetes tipo Il 13 (86,7) 14 (87,5)
Tipo Didlisis (%) 0,298

Hemodialisis 9 (60,0) 10 (62,5)

Peritoneal 4 (26,7) 6(37,5)

ERCA 2 (13,3) 0(0,0)
Tiempo en didlisis (meses) (media (DS)) 27,4 (39,4) 29,8 (40,7) 0,621
PTH (pg/mL) (media (DS)) 135,9 (54,1) 329,9 (105,9) <0,001
Fésforo (mmol/L) (media (DS)) 1,2 (0,2) 1,5(0,4) 0,091
Calcio (mmol/L) (media (DS)) 2,3(0,1) 2,2(0,2) 0,214
Magnesio (mmol/L) 0,8 (0,1) 0,9 (0,1) 0,448
Albumina (g/L) (media (DS)) 36,8 (3,4) 36,1 (3,6) 0,640
Hemoglobina (g/dL) (media (DS)) 11,1 (0,7) 11,8 (1,5) 0,340
indice de Kauppila (media (DS)) 7,1(5,9) 9,7 (7,3) 0,423
Calcio arteria (ug Ca/mg prot) (media (DS))  283,0 (534,8) 302,0 (693,6) 0,092
ADAM17 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,5) 2,9 (2,9) 0,038
TIMP3 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,0) 1,2 (1,3) 0,477
VCAM (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,6) 0,8 (0,8) 0,553
ICAM (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,5) 0,8 (0,9) 0,843
TNFa (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,1) 1,1(1,1) 0,647
a-Actina (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,9) 1,2 (1,1) 0,553
RUNX2 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,9) 1,5(1,9) 0,600
DKK1 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (2,0) 1,7 (2,0) 0,206

U.R.: Unidades relativas; DS: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; ERCA: Enfermedad renal
Cronica Avanzada; PTH: hormona paratiroidea; prot.: proteina.

El mismo analisis fue realizado en los pacientes no diabéticos, siendo el valor de la
mediana para dividir la poblacién en PTH baja y elevada de 245 mg/dL (Tabla 5).

En el grupo de pacientes no diabéticos se encontré que el contenido en calcio de la
arteria epigastrica de los pacientes con PTH baja era significativamente mayor comparado con
los pacientes no diabéticos con PTH elevadas. No se encontraron diferencias significativas en el

resto de los pardmetros analizados (Tabla 5).
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No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre los niveles de PTH

sérica y los marcadores de inflamacidn y calcificacidn analizados en este trabajo en los pacientes

no diabéticos (Figuras suplementarias 3 y 5).

Tabla 5. Caracteristicas demograficas, valores bioquimicos, niveles de expresion génica y

marcadores de calcificacidn vascular en pacientes no diabéticos con niveles de PTH sérica baja
(<245 pg/mL) y elevada (>245 pg/mL).

PTH Baja PTH Elevada
(<245 pg/mL) (2245 pg/mL) P

N 15 16
Sexo = Mujer (%) 5(33,3) 6 (37,5) 1,000
Edad (afios) (media (DS)) 61,1(11,3) 60,0 (8,5) 0,526
IMC (Kg/m2) (media (DS)) 25,1 (4,3) 25,9 (4,9) 0,938
Tipo Didlisis (%) 1,000

Hemodidlisis 9 (60,0) 10 (62,5)

Peritoneal 6 (40,0) 6(37,5)

ERCA 0(0,0) 0(0,0)
Tiempo en didlisis (meses) (media (DS)) 22,2 (12,0) 20,4 (10,3) 0,635
PTH (pg/mL) (media (DS)) 175,7 (56,6) 418,6 (256,1) <0,001
Fésforo (mmol/L) (media (DS)) 1,3(0,3) 1,5(0,3) 0,253
Calcio (mmol/L) (media (DS)) 2,2 (0,2) 2,3(0,2) 0,361
Magnesio (mmol/L) 0,9 (0,1) 0,9 (0,2) 0,382
Albumina (g/L) (media (DS)) 39,0 (5,5) 40,0 (2,4) 0,481
Hemoglobina (g/dL) (media (DS)) 11,7 (1,4) 11,4 (1,2) 0,444
indice de Kauppila (media (DS)) 7,2 (6,4) 3,9 (5,0) 0,189
Calcio arteria (ug Ca/mg prot) (media (DS)) 435,4 (1058,3) 174,3 (501,9) 0,047
ADAM17 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 1,0 (0,6) 0,553
TIMP3 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 1,0(0,9) 0,607
VCAM (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,1) 1,1(0,9) 0,406
ICAM (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,0) 2,0 (3,0) 1,000
TNFa (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,1) 2,6 (5,9) 0,722
a-Actina (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,6) 1,0 (0,6) 0,874
RUNX2 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 1,0(0,9) 0,827
DKK1 (U.R.) (media (DS)) 1,0(1,1) 0,8 (0,5) 0,937

U.R.: Unidades relativas; DS: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; ERCA: Enfermedad renal
Cronica Avanzada; PTH: hormona paratiroidea; prot: proteina.

Analisis de expresion en pacientes diabéticos y no diabéticos con PTH elevada

En el grupo de pacientes con niveles de PTH sérica iguales o por encima de la mediana
la expresidon de RUNX2 y el indice de Kauppila fueron significativamente mayores en los pacientes
diabéticos comparados con los no diabéticos (Tabla 6). También se observd un aumento
significativo en el porcentaje de nucleos positivos para RUNX2 del total de nucleos en las arterias
epigastricas de los pacientes diabéticos respecto a los no diabéticos con PTH elevadas (13.3

(17.0) vs 32.9 (27.2); p=0,039) (Figura 1C).
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Tabla 6. Caracteristicas demograficas, valores bioquimicos, niveles de expresion génica y
marcadores de calcificacidn vascular en pacientes no diabéticos y diabéticos con PTH sérica por

encima de la mediana (2241 pg/mL).

No Diabéticos  Diabéticos p

N 18 14
Sexo = Mujer (%) 6(33,3) 2 (14,3) 0,411
Edad (afios) (media (DS)) 58,9 (10,3) 60,9 (6,4) 0,423
IMC (Kg/m2) (media (DS)) 26,3 (5,0) 27,0 (3,5) 0,505
Tipo Diabetes (%) <0,001

Diabetes tipo | 0(0,0) 2 (14,3)

Diabetes tipo Il 0(0,0) 12 (85,7)

No diabetes 18 (100) 0(0,0)
Tipo Didlisis (%) 1,000

Hemodialisis 11 (61,1) 9 (64,3)

Peritoneal 7 (38,9) 5(35,7)
Tiempo en dialisis (meses) (media (DS)) 21,2 (10,7) 31,2 (43,5) 0,939
PTH (pg/mL) (media (DS)) 398,9(247,2)  345,1(104,6) 0,662
Fésforo (mmol/L) (media (DS)) 1,4 (0,3) 1,5(0,4) 0,664
Calcio (mmol/L) (media (DS)) 2,3(0,2) 2,2(0,2) 0,397
Magnesio (mmol/L) 0,9 (0,2) 0,9(0,1) 0,960
Albumina (g/L) (media (DS)) 39,6 (2,8) 36,1 (3,6) 0,051
Hemoglobina (g/dL) (media (DS)) 11,3 (1,3) 11,8 (1,6) 0,556
indice de Kauppila (media (DS)) 3,9 (5,0) 9,7 (7,3) 0,045
Calcio arteria (ug Ca/mg prot) (media (DS))  174,3 (501,9) 302,0 (693,6) 0,160
ADAM17 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,5) 1,5 (1,5) 0,732
TIMP3 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,9) 0,8 (0,9) 0,543
VCAM (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 1,8(1,7) 0,063
ICAM (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,5) 0,6 (0,6) 0,790
TNFa (U.R.) (media (DS)) 1,0 (2,3) 0,8(0,8) 0,102
a-Actina (U.R.) (media (DS)) 1,0(0,6) 0,9 (0,8) 0,271
RUNX2 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (0,8) 2,7 (3,3) 0,019
DKK1 (U.R.) (media (DS)) 1,0 (1,0) 2,4 (2,6) 0,210

U.R.: Unidades relativas; DS: Desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; PTH: hormona
paratiroidea; prot: proteina.

DISCUSION

En el presente estudio, las arterias epigdstricas de pacientes diabéticos en didlisis
mostraron una mayor inflamacién (menos expresion de TIMP3 y mds expresién de VCAM y TNFa)
junto con una pérdida de fenotipo muscular contractil (a-actina) y mayor expresién de
marcadores de fenotipo éseo (RUNX2) comparados con los no diabéticos (Tabla 1). Ademas, la
PTH elevada se asocié con mayor expresion de ADAM17, aunque menor contenido en calcio en
la arteria epigastrica. En los pacientes diabéticos la PTH elevada también se asocié con mayor
expresion de ADAM17, mientras que en los no diabéticos la PTH baja se asocid con mas
calcificacidn de la arteria epigastrica (Tablas 4 y 5 respectivamente). La combinacién de ambas
circunstancias, PTH elevada y diabetes, se asocid con mayor expresion de RUNX2 y mayor

calcificacidn de la arteria abdominal (Tabla 6).
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A pesar de los avances en las técnicas de didlisis, la tasa de mortalidad de los pacientes
en tratamiento crénico con hemodidlisis sigue siendo elevada®. La diabetes es uno de los
factores que mas impacto tiene en el aumento del riesgo de mortalidad en la ERC, especialmente
en los pacientes en didlisis, cuyo riesgo duplica al de los pacientes no diabéticos *%’. Varios
factores pueden contribuir a este aumento de la mortalidad, como el nivel de glucemia. Si bien
una reduccién en el nivel de glucosa disminuye el riesgo de complicaciones microvasculares, el
control glucémico por si solo no es suficiente para reducir el riesgo de complicaciones
macrovasculares?. Por otro lado, los niveles de PTH elevados se asocian con mayor incidencia
de eventos cardiovasculares y rapida progresion de la ERC%. Sin embargo, hasta donde sabemos,
no hay trabajos que evalten a nivel molecular el efecto conjunto de niveles elevados de PTH y la

diabetes en el sistema vascular de pacientes en dialisis.

En las arterias epigdstricas de los pacientes diabéticos se observé una menor expresion
de TIMP3 junto con el aumento en la expresidn de factores proinflamatorios como TNFay VCAM
respecto a los no diabéticos (Tabla 3). La inhibicion de la expresion de TIMP3 se ha relacionado
con el inicio y progresion de la enfermedad renal diabética®’, aumento de la actividad de
ADAM17 y de los niveles circulantes de TNFa y VCAM3!, TIMP3 inhibe a ADAM17 al unirse a su
dominio catalitico, bloqueando su funcidn?’. En el presente estudio no se analizé la actividad de
ADAM17, pero la inhibicién de TIMP3 y el aumento en la expresidon de TNFa y VCAM podria
traducirse en un aumento de los niveles circulantes de estas moléculas relacionadas con la
respuesta inflamatoria. El descenso en la expresidon de TIMP3 podria deberse al aumento en la
expresion de RUNX2 ya que varios trabajos describen a RUNX2 como un inhibidor de la expresion
de TIMP33% 33, Por otra parte, el aumento de RUNX2 y el descenso de a-actina indicarian un
cambio de fenotipo de las células de musculo liso vascular a tipo osteoblasto asociado a la CV34,
aunque no se observaron cambios en el contenido en calcio de las arterias ni en el indice de
Kauppila. Estos resultados podrian estar indicando una mayor inflamacidn y una progresion mas

rapida hacia la CV en los pacientes diabéticos comparado con los no diabéticos.

Los pacientes diabéticos con niveles de PTH por encima de la mediana mostraron una
mayor expresion génica y proteica de RUNX2 y un indice de Kauppila mas alto, lo que indicaria
una mayor CV respecto a los pacientes no diabéticos con PTH elevada (Tabla 6). En la ERC, los
niveles de PTH altos se han asociado con aumentos en los niveles séricos de fosforo y calcio que

29,3436 Ademds, en

conllevan una mayor progresién de la ERC y aumentos de la CV y valvular
pacientes diabéticos tipo 2 sin ERC severa, los niveles séricos de PTH elevados también se asocian

con un aumento de la CV periférica®. En el presente estudio, de manera opuesta, cuando se
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analizaron los pacientes no diabéticos, los niveles bajos de PTH se asociaron con un mayor
contenido en calcio en la arteria epigdstrica, al igual que se describe en otros trabajos3®. Estos
resultados, donde valores bajos y altos de PTH se asocian con calcificacion han sido descritos
. . . . 34 . .
previamente en cultivo in vitro ** y ambos se han relacionado con aumento de la mortalidad
cardiovascular®®. Estos hallazgos parecen indicar que la PTH podria ser un mediador de procesos

diferentes en pacientes diabéticos y no diabéticos.

Varios estudios han demostrado que la glucosa activa la expresiéon y actividad de
ADAM17% 4% que a su vez se ha correlacionado con resistencia a la insulina*!. En nuestro estudio
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de ADAM17 entre
diabéticos y no diabéticos. Sin embargo, la expresion de ADAM17 parece relacionarse con la PTH,
ya que niveles séricos de PTH por encima de la mediana se asociaron con una mayor expresion
de ADAM17. Estos datos confirman resultados previos de nuestro grupo en los que se observd
una menor expresion de ADAM17 en el corazén de animales con insuficiencia renal crénica y
paratiroidectomizados comparados con los no paratiroidectomizados*.

La mayor expresion de ADAM17 también se observd, e incluso con cambios mas
marcados, en pacientes diabéticos con PTH elevada respecto a diabéticos con PTH baja. Estas
diferencias en la expresidn de ADAM17 no se constataron en los pacientes no diabéticos. Por
tanto, la expresion de ADAM17 en las arterias epigdstricas parece estar relacionada con los
niveles de PTH Unicamente en los pacientes diabéticos. Aunque en este estudio no se analizd la
actividad de ADAM17, otros trabajos mostraron una correlaciéon entre el aumento en la
expresion de esta proteina y el incremento de su actividad®®. Por tanto, la mayor expresion de
ADAM17 observada en los pacientes diabéticos con PTH elevada podria asociarse con un mayor
estado inflamatorio, debido a la liberacién de factores proinflamatorios como TNFa, VCAM e
ICAM respecto a los pacientes diabéticos con PTH baja.

Estudios previos han mostrado la existencia de una asociacion entre los niveles séricos
de magnesio y PTH*. Ademads, la hipomagnesemia se ha relacionado con inflamacion,
mortalidad cardiovascular y calcificacién vascular principalmente en pacientes con diabetes en
los que la hipomagnesemia es mucho mas frecuente*®. Estudios clinicos han mostrado que la
suplementacidén con magnesio ejerce un efecto regulador de la respuesta inmunoldgica®. En
nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas en los niveles de magnesio entre los
distintos grupos de pacientes analizados que puedan explicar las diferencias encontradas en
parametros inflamatorios.

Aunque este estudio profundiza en diversos aspectos de la interrelacién entre diabetes,

PTH e inflamacidn, es necesario reconocer diversas limitaciones, como los niveles de PTH no
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excesivamente elevados. Mientras en el estudio COSMOS el incremento de la mortalidad en los
pacientes diabéticos se observd principalmente con valores de PTH sérica > 400 pg/mL, en el
presente estudio solo 11 (17,7%) presentaron niveles por encima de ese valor. La mayor
disponibilidad actual de tratamientos como los calcimiméticos, a diferencia de la época en la que
se realizé el estudio COMOQOS, ha podido contribuir a que los niveles de PTH no estén tan elevados
en el presente estudio. Por otra parte, en el estudio COSMOS solo se incluyeron pacientes en
hemodidlisis, mientras que en este estudio se incluyeron ademas pacientes en didlisis peritoneal
y con Enfermedad renal Crénica Avanzada. Otra limitacion del estudio incluye no disponer de los
valores séricos de FGF23, regulador de la expresidon de PTH, que aumenta en condiciones de
inflamacién® y se correlaciona positivamente con la de la calcificacién vascular®’.

CONCLUSION

Los resultados de este trabajo no mostraron una relacion entre los niveles elevados de
PTH y la expresién de ADAM17, su inhibidor, TIMP3, y los factores proinflamatorios ICAM, VCAM
vy TNFa en los pacientes diabéticos respecto a los no diabéticos. Sin embargo, los niveles séricos
elevados de PTH aumentaron la expresién de ADAM17 en los pacientes diabéticos. Por tanto, no
deberia descartarse completamente la relacién entre la inflamacién y los niveles séricos de PTH
elevados en los pacientes diabéticos y serian necesarios mas estudios para clarificar estos
resultados.

Ademas, los pacientes diabéticos con concentraciones elevadas de PTH mostraron un
incremento en la expresion de RUNX2 y del indice de Kauppila, lo que podria indicar una
progresion mds rapida de la calcificacion vascular, que se asocia negativamente con la
supervivencia®?, y explicaria en parte el aumento de la mortalidad entre los pacientes diabéticos

con PTH altas respecto a los no diabéticos encontrada en el estudio COSMOS.
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Figura 1. Inmunohistoquimica de RUNX2 en arterias epigastricas. A) Imagenes representativas
de la expresién y localizacion de RUNX2 en arterias epigdstricas de pacientes no diabéticos y
diabéticos (flechas indican nucleos con tincidn positiva para RUNX2). Cuantificacién de nucleos
positivos para RUNX2 respecto al total de nucleos en las arterias epigdstricas de pacientes no
diabéticos y diabéticos (*p=0,038) en B) y en pacientes no diabéticos y diabéticos con PTH sérica
por encima de la media (2241 pg/mL) (*p= 0,039) en C), expresados en porcentaje.
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RESPUESTAS PARA LOS REVISORES:

Revisor n91: La hipétesis del presente estudio fue que los pacientes diabéticos tendrian una
mayor expresion de factores proinflamatorios, que podrian verse aumentados con niveles
elevados de PTH, contribuyendo a un mayor riesgo y a un incremento de la CV.

Obviamente Identificar variables que deban controlarse para prevenir-reducir mortalidad en
dialisis es importante.

Los autores tienen que hacer un esfuerzo adicional y contestar a las siguientes preguntas:
1- SE midid el FGF23? en muestras que podrian haberse congelado.

No se recogieron muestras de sangre u orina en el momento del trasplante y los datos de los
pacientes se recogieron de la historia clinica. En nuestro hospital el FGF23 no se incluye en los
parametros analizados de forma rutinaria, por lo que no disponemos de ese dato.

La falta de FGF23 se ha incluido como una limitacion del estudio (pdgina 15, tres ultimas lineas
del ultimo pdrrafo de la discusion de la nueva version del trabajo con control de cambios).

2- Existia correlacién entre contenido de calcio Ca en Arteria Epigdstrica y en la Aorta — indice de
Kaupila ¢

Tal y como sugiere el revisor, se ha analizado la correlacidn existente entre el contenido de calcio
en la arteria epigdstrica y el indice de Kauppila en la aorta abdominal. Para ser congruente con
la estadistica realizada en el resto del trabajo, las correlaciones se analizaron de forma no
paramétrica usando el test de correlaciéon de Spearman. Usando dicho test, el contenido de
calcio en la arteria epigdstrica se correlaciond de manera significativa con el indice de Kauppila.

El uso del test de Spearman para estudiar las correlaciones bivariadas se ha incluido en el
apartado de “Andlisis estadistico” de la seccion de “Material y métodos” en la version revisada
del articulo (pdgina6, lineas 4-6 del sequndo pdrrafo en el manuscrito revisado con control de
cambios).

La correlacion encontrada entre el contenido de calcio de la arteria epigdstrica y el indice de
Kauppila se ha incluido en los resultados del trabajo (pdgina 7, Lineas 1-3 del manuscrito revisado
con control de cambios).

3-a) Correlacién de PTH con Runx en diabéticos y en no diabéticos (nube de puntos )y valor de
r,y ojo puede no ser lineal.

Tal y como se ha indicado en el punto anterior, las correlaciones por las que pregunta el revisor
se han analizado mediante el test no paramétrico de Spearman.

No se han encontrado correlaciones estadisticamente significativas entre los niveles de PTHy la
expresidon génica o proteica (numero de nucleos tefiidos) de RUNX2 en arterias epigastricas de
pacientes diabéticos y no diabéticos.

Esta falta de correlaciones entre los niveles de PTH y calcificacion (contenido de calcio, indice de
Kauppila y RUNX2) se cita en los resultados de la version revisada del trabajo con control de
cambios (pdgina 10, tercer pdrrafo y pdgina 11, tercer pdrrafo). Ademads, la nueva version del
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trabajo incluye figuras suplementarias con todas las “nubes de puntos” solicitadas por el revisor
(figuras suplementarias 4y 5).

b) Correlacion de PTH con Proteinas inflamatorias (RNA........) en diabéticos y en no diabéticos.
Por ejemplo seria importante determinar si existe correlaciéon entre PTH y Adam 17 en diabéticos
y en no diabéticos?

Al igual que en los dos puntos anteriores, las correlaciones sugeridas por el revisor se han
analizado mediante el test no paramétrico de Spearman.

No se encontraron correlaciones significativas entre los valores séricos de PTH y los marcadores
de inflamacién analizados ADAM17, TIMP3, VCAM, ICAM y TNFa en pacientes diabéticos y no
diabéticos.

Esta falta de correlacion se ha mencionado en los resultados de la version revisada del trabajo
con control de cambios (pdgina 10, tercer pdrrafo y pdgina 11, tercer pdrrafo) y las nubes de
puntos han sido incluidas como figuras suplementarias (figuras suplementarias 2 y 3).

c) Existe correlacién entre PTH y contenido calcio o con expresion RUNX en arterias de
diabéticos y de no diabéticos

No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre PTH y la expresién de
RUNX2, contenido de calcio en las arterias o indice de Kauppila en pacientes diabéticos ni en no
diabéticos.

Estos resultados han sido mencionados en la seccion de resultados de la version revisada del
trabajo con control de cambios (pdgina 10, tercer pdrrafo y pdgina 11, tercer pdrrafo). Ademds,
la nueva version del trabajo incluye figuras suplementarias con todas las “nubes de puntos”
solicitadas por el revisor (figuras suplementarias 4 y 5).

4- los niveles de Mg se han relacionado con inflamacién, mortalidad cardiovasculary calcificacién
vascular. Se debe incluir la concentracién de Mg.

Tal y como indica el revisor, existen trabajos que muestran una asociacidn entre los niveles bajos
de magnesio y una mayor inflamacidn y mayor riesgo cardiovascular principalmente en pacientes
con diabetes en los que la hipomagnesemia es mucho mas frecuente (Oost L y cols. Endocrine
Reviews, Volume 44, Issue 3, June 2023, Pages 357-
378, https://doi.org/10.1210/endrev/bnac028). Ademas, estudios clinicos muestran que la
suplementacion con magnesio tiene un efecto regulador de la respuesta inmunoldgica
(Drenthen LCAJ y cols. Clin Endocrinol Metab. 2024 Nov 18;109(12):e2240-e2245.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38412117/).

Tal y como solicita el revisor, se han revisado de nuevo las historias clinicas de los pacientes para
rescatar los valores de magnesio sérico. No se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de magnesio en ninguna de las comparaciones realizadas (Tablas 1,
3,4,5y6).
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Los valores de magnesio en suero se han incluido en las tablas 1, 3, 4, 5y 6. La posible implicacion
del magnesio en la inflamacidn ha sido discutida en la version revisada del trabajo con control
de cambios (pdgina 15, tercer pdrrafo).
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