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La calcificación vascular es un fenómeno frecuente en pacientes con 

enfermedad renal crónica (ERC). Además, estos pacientes presentan una disminución 

de los niveles de vitamina D (1,25 (OH)2D3) responsables del desarrollo de 

hiperparatiroisdimo secundario. Por esta razón, es una práctica común el tratar a estos 

pacientes con vitamina D (Calcitriol) o análogos, como el Paricalcitol. Los pacientes con 

ERC presentan además niveles de fósforo sérico elevados asociados con un 

incremento de la mortalidad y morbilidad.  

 

Para comprobar la eficacia y efectos de ambos tratamientos y de la uremia se 

utilizó como modelo ratas sometidas a nefrectomía subtotal y tratadas con Calcitriol o 

Paricalcitol. Para analizar la influencia del fósforo sobre la calcificación vascular y otras 

afectaciones fisiológicas se emplearon ratas sanas alimentadas con dietas con 

diferente contenido en fósforo, con y sin la adicción de un quelante, el carbonato de 

lantano. En los experimentos in vitro se trabajó con células de músculo liso vascular 

(CMLV) procedentes de explantes de aortas de ratas sometidas a distintas 

condiciones. 

 

Tanto el tratamiento con Calcitriol como con Paricalcitol presentan una eficacia 

similar a la hora de disminuir los niveles séricos de PTH, pero el Calcitriol, y no el 

Paricalcitol incrementa la calcificación de las CMLV, in vitro e in vivo, 

independientemente de los niveles de calcio y fósforo. Este aumento de la calcificación 

es paralelo al incremento de la expresión RANKL/ osteoprotegerina (OPG). La 

calcificación vascular es un proceso activo, en el cual se expresan marcadores 

osteogénicos, como RANKL. RANKL es el ligando de RANK (receptor activador de NF-

κB) que se expresa fundamentalmente en osteoblastos. Este ligando provoca la 

calcificación de las CMLV de manera dosis dependiente. Este efecto de RANKL en la 

calcificación vascular es bloqueado por OPG. Es la unión de RANKL a su RANK y la 

activación de la vía alternativa de NF-κB la que desencadena el aumento en la 

expresión de bone morphogenetic protein 4 (BMP4), responsable de la calcificación de 

las CMLV. 

 

La uremia provoca un aumento de la calcificación vascular que está relacionada 

con la desregulación de los enzimas del metabolismo de la vitamina D. Se produce una 

elevación a nivel de la arteria de los niveles de 1,25(OH)2D3, que estimulan la 

expresión de RANKL en las CMLV induciendo su calcificación. El tratamiento con 
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Calcitriol potencia este efecto. Esta desregulación tiene lugar a nivel arterial, pero no se 

observa a nivel renal. 

 

Una dieta alta en fósforo en animales con función renal normal no provoca un 

aumento significativo de las calcificaciones vasculares a corto plazo. Sin embargo 

produce un aumento de los niveles séricos de PTH, que implican una elevación de 

sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona con su consecuente aumento en la presión 

arterial. 

 

Por lo tanto, la calcificación vascular es un proceso complejo afectado por 

múltiples factores que establecen entre si multitud de conexiones. El bloqueo de 

RANKL y el control de los niveles séricos de fósforo, parecen ser de gran importancia a 

la hora de actuar sobre las afectaciones cardiovasculares que sufren los pacientes con 

ERC. 
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La calcificació vascular és un fenòmen freqüent en pacients amb malalties 

renals cròniques (MRC). A més a més, aquests pacients presenten una disminució dels 

nivells de vitamina D (1,25 (OH) 2D3) responsables del desenvolupament del 

hipeparatiroïdisme secundari. Per aquesta raó, és una pràctica comú el tractament 

d´aquests pacients amb vitamina D (Calcitriol) o anàlegs, com el Paricalcitol. Els 

pacients amb MRC presenten a més a més nivells de fòsfor sèric elevats associats 

amb un increment de la mortalitat i morbilitat. 

 

Per a comprovar l´eficàcia i els efectes de ambdós tractaments i de la urèmia es 

va utilitzar com a model  rates sotmeses a nefrectomía subtotal i tractades amb 

Calcitriol o Paricalcitol. Per analitzar l´influència del fòsfor sobre la calcificació vascular i 

altres afectacions fisiològiques es van utilitzar rates sanes alimentades amb dietes amb 

diferents continguts en fòsfor, amb i sense l´adicció d´un quelant, el carbonat de lantà. 

En els experiments in vitro es va treballar amb cèl-lules de múscul llis vascular (CMLV) 

procedents d´explants d´aortes de rates sotmeses a diferents condicions. 

 

Tant el tractament amb Calcitriol com el de Paricalcitol presenten una eficàcia 

similar a l´hora de disminuir els nivells sèrics de PTH, però el de Calcitriol i no el de 

Paricalcitol incrementa la calcificació de les cèl-lules de múscul llis vascular (CMLV), in 

vitro e in vivo, independentment dels nivells de calci i fòsfor. Aquest augment de la 

calcificació és paral-lel a l´increment de la expressió RANKL/ osteoprotegerina (OPG). 

La calcificació vascular és un procés actiu, en el qual s´expressen marcadors 

osteogènics, com RANKL. RANKL és un lligand de RANK (receptor activador de NF-

κB) que s´expressa fonamentalment en osteoblasts. Aquest lligand provoca la 

calcificació de las CMLV de forma dosis dependent. Aquest efecte de RANKL en la 

calcificació vascular és bloquejat per OPG. És la unió de RANKL al seu RANK i 

l´activació de la via alternativa de NF-kB la que desencadena l´augment en l´expressió 

de bone morphogeneticprotein 4 (BMP4), responsable de la calcificació de las CMLV.  

 

La urèmia provoca un augment de la calcificació vascular que està relacionada 

amb la desregulació dels enzims del metabolisme de la vitamina D. Es produeix un 

augment a nivell de l´arteria dels nivells de 1,25 (OH)2D3, que estimula l´expressió de 

RANKL en les CMLV induint la seva calcificació. El tractament amb Calcitriol potencia 

aquest efecte. Aquesta desregulació té lloc a nivell arterial, però no s´observa a nivell 

renal. 
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Una dieta alta en fòsfor en animals amb funció renal normal no provoca un 

augment significatiu de les calcificacions vasculars a curt plaç. Tot i així produeix un 

increment dels nivells sèrics de PTH, que impliquen un augment de sistema Renina-

Angiotensina-Aldosterona amb el seu conseqüent augment en la pressió arterial. 

 

Per tant, la calcificació vascular és un procés complexe afectat per múltiples 

factors que estableixen entre sí multitud de connexions. El bloqueig de RANKL i el 

control dels nivells sèrics de fòsfor, semblen ser de gran importància a l´hora d´actuar 

sobre les afectacions cardiovasculars que pateixen els pacients amb MRC. 
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Vascular calcification is a common process in patients with chronic kidney 

disease (CKD). Furthermore, these patients have reduced levels of vitamin D (1,25 

(OH)2D3) responsible for the development of secondary hyperparatiroidism. For this 

reason, it is common practice to treat these patients with vitamin D (Calcitriol) or 

analogues, as Paricalcitol. CKD patients also have elevated serum phosphorus levels 

associated with increased mortality and morbidity.  

 

To check the effects of the treatments and the uraemia, we used uremic rats 

(subjected to subtotal nephrectomy) and treated them with Paricalcitol or Calcitriol. To 

analyze the influence of phosphorus on vascular calcification and other physiological 

affectations we used healthy rats fed with diets with different phosphorus content, with 

and without the addition of a phosphate binder, lanthanum carbonate. In vitro 

experiments we used vascular smooth muscle cells (VSMC) obtained from explants of 

aortas of rats subjected to various conditions. 

 

Calcitriol and Paricalcitol treatments present similar efficacy to decrease serum 

PTH, but Calcitriol, and not Paricalcitol, increase the calcification of VSMC in vitro and 

in vivo independently of the calcium and phosphorus levels. This increase in 

calcification is parallel to increased expression RANKL / osteoprotegerin (OPG). 

Vascular calcification is an active process, which are expressed osteogenic markers, 

such as RANKL. RANKL is the ligand of RANK (receptor activator of NF-κB) which is 

expressed primarily in osteoblasts. This ligand causes calcification of VSMC in a dose-

dependent manner. This effect of RANKL in vascular calcification is blocked by OPG. 

The bind of RANKL to RANK and its activation of the alternative pathway of NF-κB 

triggers the increased expression of bone morphogenetic protein 4 (BMP4), that is the 

responsible for VSMC calcification. 

 

Uraemia promotes an increased in vascular calcification that is associated with 

deregulation of the enzymes of metabolism of vitamin D. The elevation of arterial levels 

of 1,25 (OH)2D3 stimulates the expression of RANKL inducing VSMC calcification. 

Calcitriol treatment enhances this effect. This deregulation happens in arteries, but is 

not observed in the kidneys.  

Diets with high phosphorus content do not cause a significant increase in 

vascular calcifications in short-term in animals with normal renal function. But it 
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produces an increase in serum PTH, resulting in an elevation of renin-angiotensin-

aldosterone system with the consequent increase in blood pressure.  

 

Thus, vascular calcification is a complex process affected by multiple factors that 

establish many connections between them. The blockade of RANKL and the control of 

serum phosphorus levels could be very important to minimized cardiovascular damages 

in patients with CKD. 
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RXR     Receptor del ácido cis- retinoico 

TNF-α     Factor de necrosis tumoral α 

VDR     Receptor de la vitamina D 
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1. ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA 
 
1.1 DEFINICIÓN 
La enfermedad renal crónica (ERC) es un problema de salud pública, que 

presenta una incidencia y una prevalencia crecientes desde hace dos décadas. Estos 

pacientes tienen un riesgo cardiovascular elevado y sufren una morbimortalidad por 

eventos cardiovasculares que, probablemente, tiene un impacto para la salud mayor 

que la evolución hacia la necesidad del tratamiento renal sustitutivo. 

 

La National Kidney Foundation estadounidense propuso a través de las guías 

de práctica clínica K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) una definición 

y una clasificación de la ERC con el objetivo de aunar criterios y facilitar el diagnóstico 

precoz de la enfermedad independientemente de la causa original. 

 

La ERC se define como una disminución de la función renal, expresada por un 

filtrado glomerular (FG) o por un aclaramiento de creatinina estimados 

<60ml/min/1,73m2, o como la presencia de daño renal de forma persistente durante al 

menos 3 meses.  

 

 

1.2. FILTRACIÓN GLOMERULAR 
El FG es el parámetro más importante para determinar la función renal. 

Representa el volumen de plasma filtrado por unidad de tiempo desde los capilares 

glomerulares renales hacia el interior de la cápsula de Bowman, y es indicativo de la 

función de la masa renal. Su determinación se realiza mediante el empleo de 

compuestos sintetizados de manera endógena o administrados de manera exógena 

que no se unen a las proteínas del suero, son permeables a través de los capilares del 

glomérulo, no se reabsorben ni metabolizan, sintetizan o secretan por los túbulos 

renales. Se expresa matemáticamente como: 

 

FG=UV/P 

 

Donde U es la concentración en orina del compuesto, V es el grado del flujo urinario y 

P es la concentración plasmática del mismo compuesto.  
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Clínicamente se usa como marcador para determinar la tasa o índice de FG, el 

aclaramiento de creatinina. La creatinina es una sustancia endógena producida en 

células musculares a partir de la degradación de la creatina y la fosfocreatina (que los 

músculos utilizan para obtener energía).La creatinina tiene un peso molecular bajo, no 

se une a proteínas plasmáticas, se filtra libremente a nivel de glomérulos y no sufre 

procesos de secreción/absorción tubulares significativos, por lo que es un excelente 

marcador para estimar la tasa de FG. 

 

 

1.3. FACTORES DE RIESGO DE ERC 
Las guías de práctica clínica K/DOQI de la Nacional Kidney Foundation 

estadounidense establecen una serie  de características de los individuos que los 

hacen más susceptibles al desarrollo y progresión de enfermedades crónicas de riñón. 

Estos factores de riesgo se clasifican en dos grupos: clínicos y sociodemográficos 

(Tabla1). 
 

 

Factores clínicos Factores sociodemográficos 

Diabetes 

Hipertensión arterial 

Enfermedades autoinmunes y sistémicas 

Litiasis  

Enfermedades obstructivas de las vías 

urinarias bajas 

Infecciones urinarias. 

Exposición a medicinas o drogas 

nefrotóxicas. 

Procedimientos asociados a la disminución 

de la función o de la masa renal 

Historia familiar de ERC 

Edad avanzada 

Etnia: afroamericanos. 

Exposición a ciertas condiciones 

ambientales o químicas 

Fumar 

Bajo peso al nacer 

Bajo nivel educativo y social 

Otras 

 

 
 
Tabla 1. Factores de riesgo de las enfermedades renales crónicas: clasificación de 

acuerdo con las guías K/DOQI148  
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1.4. ESTADIOS DE LA ERC 
La progresión  de la ERC se clasifica en cinco etapas según el grado de la 

función renal. Además las guías K/DOQI proponen las acciones a llevar a cabo ante 

cada situación (Tabla 2). 

 

Estadio Descripción FG Plan de actuación 

 

-- 

 

1 

 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

Riesgo aumentado de 

ERC 

Daño renal con FG 

normal 

 

Daño renal con ligera 

disminución del FG 

FG moderadamente 

disminuido 

FG gravemente 

disminuido 

Fallo renal 

 

>60* 

 

>90 

 

 

60-89 

 

30-59 

 

15-29 

 

<15 ó 

diálisis 

 

Control y prevención de la ERC 

 

Diagnostico y tratamiento adecuado a 

cada causa, prevención de la enfermedad 

cardiovascular. 

Igual que el anterior y estimación de la 

progresión de la enfermedad 

Igual que el anterior y evaluación y 

tratamiento de complicaciones de la ERC 

Igual que el anterior, y preparación, si 

procede de tratamiento renal sustitutivo. 

Tratamiento renal sustitutivo si procede y 

prevención cardiovascular. 

 

*Con factores de riesgo de ERC 

FG: Filtrado glomerular (ml/min/1,73m2) 

 

Tabla 2. Clasificación de las etapas de la ERC y plan de actuación de acuerdo con las 

guías K/DOQI. Daño renal: alteraciones patológicas o marcadores de daño, fundamentalmente 

una proteinuria/albuminuria persistente; otros marcadores pueden ser las alteraciones en el 

sedimento urinario y alteraciones morfológicas en las pruebas de imagen148. 

 

 

1.5. CONSECUENCIAS DE LA ERC 
 

1.5.1. SÍNDROME URÉMICO 

El termino uremia significa literalmente “orina dentro de la sangre”. Piorry en el 

año 1840 lo utilizó para definir las consecuencias de la acumulación de los compuestos 
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que en situación normal son eliminados por el riñón. Actualmente se denomina así una 

compleja asociación de anomalías bioquímicas y fisiopatológicas debida a la retención 

del exceso de productos del desdoblamiento metabólico de las proteínas en la sangre 

por la incapacidad de las nefronas para secretar adecuadamente la urea y otros 

productos del metabolismo proteico. Es resultado de la disminución de la filtración 

glomerular. Este síndrome cursa con una sintomatología compleja y variable, anemia, 

alteración del metabolismo del calcio y del fósforo, acidosis, sobrecarga de fluidos, 

acumulación de productos del metabolismo proteico, malnutrición, acumulación de la 

carga de aluminio, y de las conocidas como toxinas urémicas y un desequilibrio 

hormonal (como son la menopausia precoz y el hiperparatiroidismo secundario). 

 

 

1.5.2. HIPERFOSFATEMIA. 

 Los riñones juegan un papel fundamental en mantenimiento de la homeostasis 

del calcio y del fósforo, en colaboración con otros órganos como son las glándulas 

paratiroides, el intestino y el hueso. Los riñones no son solo los órganos diana para 

varias hormonas, como la PTH, sino que también son el sitio principal de producción de 

1,25(OH)2D3. En la progresión de la enfermedad renal crónica (ERC) varios 

desordenes del metabolismo mineral tienen consecuencias fatales193 como las 

calcificaciones extraesqueléticas, incluyendo en la vasculatura y dando como resultado 

complicaciones cardiovasculares y un aumento de la mortalidad. 

 

 Tanto el fósforo como el calcio ingeridos se absorben en el intestino y llegan al 

torrente sanguíneo, para excretarse por los riñones o almacenarse en el tejido óseo 

(reservorio óseo). En las personas con función renal normal, la homeostasis del calcio 

y del fósforo se mantiene mediante la interacción de la hormona paratiroidea (PTH) 

producida por la glándula paratiroides y la 1,25(OH)2D3 producida por los riñones, a 

pesar de las variaciones de la ingesta de fósforo y calcio (Figura1). 
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Figura1: Regulación de los niveles de calcio y fósforo en personas con función renal 

normal. El calcio y el fósforo ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente sanguíneo 

para excretarse por los riñones o almacenarse en el tejido óseo (reservorio óseo).  La 

homeostasis del calcio y del fósforo se mantiene mediante la interacción de la PTH producida por 

las glándulas paratiroides y la 1,25 (OH)2D3 producida por los riñones, a pesar de las variaciones 

en la ingesta de calcio y fósforo. El esqueleto no solo proporciona un soporte estructural, si no 

que también desempeña un papel esencial en el metabolismo mineral. Supone un depósito del 

80% del fosfato corporal y del 99% de calcio. Un complejo mecanismo de retroalimentación 

origina una liberación inmediata de calcio a la sangre a través del recambio dinámico del tejido 

óseo cuando la concentración de calcio es baja. El fósforo sérico desempeña un papel 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis cálcica: una concentración elevada de 

fosfato estimula la secreción de PTH, que incremeta la liberación de calcio a partir del tejido óseo 

y reduce su excreción renal 
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1.5.2.1 Control de la hiperfosfatemia en la ERC. 
El fósforo es un elemento que se encuentra en casi todos los alimentos, se 

absorbe desde el aparato digestivo y pasa al torrente sanguíneo hasta llegar a los 

riñones donde será excretado. Cuando se produce insuficiencia renal los riñones ya no 

pueden eliminar bien el fósforo, ni siquiera con la diálisis. Mientras que los niveles 

normales de fósforo en adultos oscilan entre 2,5 mg/dl y 4,5 mg/dl, los niveles de 

fósforo en sangre de muchos pacientes en diálisis exceden con frecuencia de 6,5 

mg/dl17. Estos niveles se han asociado a una significativa progresión de la enfermedad 

y a riesgo de muerte en pacientes sometidos al menos a un año de diálisis17. La 

retención de fósforo en la ERC estimula la secreción de PTH e induce la hiperplasia de 

la glándula paratiroides (hiperparatiroidismo secundario, HPT2) de manera directa e 

indirecta3;3;240. Además de los altos niveles séricos del fósforo y del producto CaxP, se 

asocian con la progresión de la ERC270, por ello es tan importante el control de los 

niveles séricos de fósforo en los pacientes con ERC. La restricción de P en la dieta y la 

diálisis convencional generalmente no son efectivas en el control de la hiperfosfatemia, 

lo que hace que muchos pacientes en diálisis precisen el uso de quelantes de fósforo, 

que actúan como “esponjas” absorbiendo o uniéndose con este mientras todavía está 

en el estómago. El fósforo unido al medicamento es eliminado por las deposiciones. 

Los quelantes basados en aluminio estaban ampliamente extendidos, pero su empleo 

se ha abandonado al comprobarse que su uso prolongado tiene un alto riesgo de 

intoxicación por aluminio que provocaba anemia, miopatias, demencia y alteraciones 

del remodelado óseo325. Fueron sustituidos por el uso de los quelantes con sales de 

calcio, pero además de su mala tolerancia digestiva, se les ha relacionado con la 

calcificación observada en pacientes en diálisis102. Actualmente los quelantes que no 

aportan ni calcio ni aluminio se están introduciendo en la práctica clínica. Entre ellos 

destaca el uso del clorhidrato de Sevelamer y más recientemente del carbonato de 

lantano. El clorhidrato de Sevelamer es un polímero que posee múltiples aminas 

separadas por un carbono, lo que forma el esqueleto del polímero. Una porción de la 

amina esta presente como sal de clorhidrato, estando el polímero final compuesto de 

un 40% de amina clorhidrato y 60% como amina libre. En el intestino, especialmente en 

el duodeno, estas aminas se vuelven parcialmente protonadas y se unen 

preferentemente al fosfato a través de intercambio iónico y por puentes de hidrógeno a 

los grupos amino que están en la cadena del polímero de Sevelamer. La unión del 

fosfato al Sevelamer no resulta en la formación de subproductos residuales.  El 

carbonato de lantano (Fosrenol®) debe su eficacia como quelante de fósforo a sus 
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características de solubilidad y a la elevada afinidad del La3+ por los iones fosfato 

(PO43-). En conjunto forman fosfato de lantano, que es muy insoluble, lo que disminuye 

de forma significativa la absorción de fosfato80. Además esta alta afinidad se mantiene 

en todo el rango de pH que se encuentra en el aparato disgestivo9.  Por tanto, a 

diferencia de otros quelantes, el lantano quela el fosfato con eficacia en el medio ácido 

del estomago y de la parte superior del intestino delgado antes de que comience su 

absorción. La máxima capacidad de quelación de fosfato por parte del clorhidrato de 

Sevelamer se produce a pH 7252. La afinidad de quelación in vitro del carbonato de 

lantano por el fosfato es 200 veces superior a pH gástrico (pH 3) y 4 veces superior a 

pH intestinal (pH 5-7) comparada con el clorhidrato de Sevelamer9. También se ha 

demostrado que el complejo lantano-fosfato tiene mayor estabilidad que el complejo 

Sevelamer-fosfato en un modelo in vitro de duodeno (es decir pH 6, 30mM de ácidos 

biliares)9. Además es eficaz manteniendo bajas las concentraciones de fósforo sérico y 

del producto CaxP en pacientes132.  

 

 

1.5.3 HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO  

 

1.5.3.1 Las glándulas paratiroides 
La parathormona (PTH) es una hormona que se sintetiza en las células de las 

glándulas paratiroides. Estas son glándulas endocrinas situadas en el cuello. En el 

humano existen, generalmente, cuatro glándulas paratiroides que se encuentran 

inmediatamente detrás de cada uno de los polos superior e  inferior de la glándula 

tiroides. Cada glándula paratiroides mide unos 3mm de largo, 3mm de ancho y 2mm de 

grosor; su aspecto macroscópico es el de un tejido graso de color castaño. En la rata 

solo hay dos glándulas paratiroides. En el humano adulto la paratiroides contiene 

células principales y células oxífilas, pero en muchos animales y en los niños no 

existen estas células oxífilas. Las células principales producen la hormona paratiroidea. 

La función de las células oxífilas no está clara, aunque se cree que son células 

principales modificadas o vacías que no secretan más hormona 108.  

 

 

1.5.3.2. Síntesis y secreción de PTH.  
La PTH de los mamíferos es una cadena polipeptídica de 84 aminoácidos cuya 

secuencia se estableció por primera vez en 1970 en la hormona bovina altamente 
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purificada225. La PTH intacta, que posteriormente es secretada, se sintetiza como un 

precursor de corta vida media, la preproPTH (figura 2). Este precursor contiene una 

secuencia N-terminal de 25 residuos, rica en aminoácidos hidrofóbicos, que es cortada 

durante la traducción liberándose la proPTH a la luz del retículo endoplasmático 

rugoso. La proPTH es posteriormente procesada en el aparato de Golgi (donde se 

eliminan 6 aminoácidos más) dando lugar a la forma madura de la hormona (con los 

aminoácidos 1-84): la PTH o PTH intacta. 

 
Figura2: Estructura de la preproPTH: Una vez sintetizada la hormona sufre una serie de 

cortes proteolíticos (25 y 6 residuos respectivamente) que la transforman en la forma 

biológicamente activa de la hormona. Adaptada de Nussey et al230. 

 

Estas dos secuencias que se eliminan son necesarias para el transporte específico al 

retículo endoplasmático y para la correcta obtención de la forma madura de la 

hormona. La secuencia contiene además un extremo C-terminal que tiene un posible 

papel en asegurar el procesamiento y el transporte de la hormona al aparato secretor 

de la paratiroides 215. La PTH se almacena dentro de unos gránulos secretores del 

citoplasma hasta su liberación. Una vez en la circulación sufre más cortes proteolíticos. 

Por lo tanto existen, diversos péptidos paratiroideos circulantes61, con diferente función 

e incluso que actúan a través de diferente receptor: Son: 
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– La PTH intacta (PTH 1-84), constituida por un péptido de 84 aminoácidos, 

que se obtiene por proteolisis consecutiva de 2 péptidos más largos de 115 

aminoácidos y 90 aminoácidos respectivamente. 

– Los fragmentos carboxi-terminales, son todos aquellos que conservan la 

porción C-terminal y les falta una serie de aminoácidos en la porción N-

terminal. Se diferencian dos grupos: 

1. Los que han perdido una serie de aminoácidos en cualquier lugar del 

segmento comprendido entre los aminoácidos 1 a 34. Se han 

denominado “PTH no 1-84” 

2. Los que carecen de un segmento que va más allá del aminoácido 34 

y empiezan su N estructura en la posición 34, 37, 41 y 43. Estos 

fragmentos son los denominados clasicamente “C-terminales”. 

– Otro fragmento recientemente descubierto se denomina “amino PTH” y tiene 

una secuencia de aminoácidos similar a la molécula intacta (1-84) pero 

presenta una fosforilización en el aminoácidos 1758. Se desconoce su 

función. Recientemente se ha observado que existe en mayor proporción en 

pacientes con carcinoma paratiroideo y en pacientes con hiperparatiroidismo 

primario y secundario severo57. 

 

Estos péptidos paratiroideos tienen diferentes acciones y mecanismos de 

regulación y metabolismo: La PTH intacta o fragmento 1-84 es la responsable de las 

funciones clásicas sobre hueso y riñón y sobre la enzima 1α hidroxilasa induciendo la 

síntesis de 1,25(OH)2 D3. El objetivo de estas acciones es elevar el calcio plasmático. 

Las acciones clásicas de la PTH 1-84 están mediadas por un receptor (PTHR1) común 

para la PTH y la proteína relacionada con la PTH (PTH rP), presente en muchos 

tejidos. Es necesaria para su activación la secuencia amino-terminal, constituida por los 

34 primeros aminoácidos.  

 

 En estudios experimentales se ha observado que los fragmentos denominados 

«no-1-84», entre los que el fragmento 7-84 es el más abundante, tienen efectos 

biólogicos antagónicos a los de la molécula intacta, poseen efectos hipocalcemiantes, 

hiperfosfatémicos e hipofosfatúricos. Todos los fragmentos de tipo carboxiterminal de la 

molécula de PTH se unen a un nuevo tipo de receptor de la hormona en las células 

óseas (CPTHR), distinto del receptor PTHR1 que necesita la zona aminoterminal 1-34 

 

___________________________________ Introducción ____________________________________

11



de la PTH intacta para su activación. Este receptor aún no esta bien definido ni 

clonado. 

 

La glándula paratiroidea libera PTH 1-84 y fragmentos en cantidades 

proporcionales al calcio sérico: en situación de hipocalcemia la proporción de PTH 1-84 

secretada es mayor y por el contrario la hipocalcemia incrementa la cantidad de 

fragmentos “no 1-84” secretados. 

 

 

1.5.3.3. Control de la síntesis y secreción de PTH. 
Los niveles de PTH están regulados por el Ca2+ (a través del receptor sensible 

al calcio, el CaSR), el fósforo (que activa su secreción), la vitamina D (a través de su 

receptor el VDR-Vitamin D Receptor-) y el FGF 23 –fibroblast growth factor- que junto 

con su cofactor klotho inhibe la síntesis y secreción de la PTH. 

 

 

1.5.3.3.1. Calcio. 

La hipocalcemia incrementa la secreción de PTH a corto plazo, sus niveles de 

mRNA en horas y días, y el número de células paratiroides si la estimulación es 

prolongada205;220. La célula paratiroides reconoce cambios en los niveles de Ca2+ a 

través de un receptor de calcio de membrana, el CaSR. El CaSR es un receptor 

asociado a proteína G que es sensible a diferentes iones como el ion Ca2+ 32. Cuando 

los niveles de Ca2+ en el suero son elevados se activa el CaSR y se desencadena su 

cascada de señalización, dando lugar a la inhibición de la secreción de PTH279. 

 

 

1.5.3.3.2. Fósforo. 

El aumento del fósforo plasmático actúa potenciando la secreción de PTH, su 

expresión génica y la proliferación celular de la glándula paratiroides3;157;284. Además se 

ha clonado un cotransportador de membrana de fosfato en la célula paratiroidea300 que 

ha sido considerado como un posible sensor de fosfato de esta célula204. Además de la 

acción directa que puede tener el fósforo sobre la glándula paratiroides también inhibe 

la síntesis de la forma activa de la vitamina D, la 1,25(OH)2D3, a través del FGF2313;166 

estimulando así la síntesis y secreción de PTH. 
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1.5.3.3.3. FGF23. 

El FGF23 es una proteína de aproximadamente 26KDa miembro de la familia de 

los FGF (fibroblast growth factors). El FGF23 actúa sobre sus células diana 

conjuntamente con su cofactor klotho, una proteína de membrana de la familia de las 

glicosidasas que se expresa en las células del riñón, en el plexo coroideo del cerebro y 

en las células principales de la glándula paratiroides305. El FGF23 es una de las 

moléculas más importantes en la regulación de la reabsorción del fósforo a nivel renal, 

ya que promueve la fosfaturia275. También se ha observado su efecto de inhibición de 

la síntesis de la vitamina D13;166;249. Además de esta acción del FGF23 sobre el fósforo 

y la vitamina D, también se ha observado un efecto directo en la regulación de la 

síntesis y secreción de PTH179 con un posible papel inhibitorio. 

 

 

1.5.3.3.4 Vitamina D. 

La vitamina D, concretamente su forma biológicamente activa la 1,25(OH)2D3, 

actúa a través de su receptor el VDR, inhibiendo la síntesis de PTH. El VDR actúa 

como una factor de transcripción activado por ligando, así cuando aumentan los niveles 

séricos de vitamina D, esta se une a su receptor que se transloca al núcleo e inhibe la 

síntesis de PTH74. 

 

 

1.5.3.4. El hiperparatiroidismo secundario asociado a la ERC. 
Resumiendo podemos decir que la PTH regula los niveles de calcio y fósforo en 

la sangre y juega un papel importante en el remodelado óseo. La acción de la PTH en 

el hueso es compleja pero en general estimula la liberación de calcio y fósforo de los 

huesos a través del proceso de resorción. Además actúa sobre los túbulos renales 

incrementando la reabsorción tubular del calcio e inhibiendo la del fósforo. La PTH 

también actúa favoreciendo la hidroxilación de la 25(OH) D3 para conseguir la forma 

activa de la vitamina D, la 1,25(OH)2D3, que actúa incrementando la absorción de 

calcio y fósforo en el intestino y en los túbulos renales. Por tanto, el incremento de 

calcio y de 1,25(OH)2D3 en el suero, causa retroalimentación negativa en el proceso de 

liberación de PTH en las glándulas paratiroides, mientas que tanto la PTH como la 

1,25(OH)2D3 causan un incremento de calcio en el suero. En la ERC este balance se 

encuentra alterado de manera que los niveles de síntesis de 1,25(OH)2D3 y Ca2+ en el 

suero disminuyen. Esto favorece un incremento de la secreción de PTH que también 
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influye en la hiperplasia de la glándula paratiroides conduciendo al hiperparatiroidismo 

secundario. Está ampliamente demostrado que los pacientes con ERC sufren 

hiperparatiroidismo secundario (HPT2), que se caracteriza por un desorden funcional 

de las glándulas paratiroides, con la consiguiente hipersecreción de PTH e hiperplasia 

de las glándulas53. Los pacientes con ERC sufren esta enfermedad por diferentes 

causas: la eliminación de fosfato se encuentra deteriorada, no se produce vitamina D a 

causa de la desaparición del parénquima renal, la absorción intestinal de calcio es baja 

y los niveles sanguíneos de calcio disminuyen53. Por ello el HPT2 en la ERC se trata 

con suplementos de calcio, restricción de fosfatos y vitamina D. Se ha demostrado la 

eficacia de la administración intravenosa y oral de 1,25(OH)2D3 para suprimir los niveles 

de PTH en pacientes con HPT28;90;286. Sin embargo el potente efecto de la 1,25(OH)2D3 

sobre la absorción de calcio y  fósforo a nivel de intestino y sobre la movilización de los 

mismos en el hueso provoca que el tratamiento con vitamina D activa tenga como 

complicaciones la hipercalcemia y la hiperfosfatemia a dosis terapeuticas63;244. Por ello 

se están estudiando análogos de la vitamina D para el tratamiento del HPT2 los cuales 

disminuyen las concentraciones séricas de PTH al tiempo que elevan mínimamente la 

calcemia y la fosfatemia. Uno de los análogos más estudiados y actualmente más 

usado es el Paricalcitol (19-nor-1,25-dihidroxivitamin D2). Estudios de Slatopolsky et 

al285 demuestran que el 19-nor-1,25(OH) 2D2 suprime los niveles de PTH en ratas 

urémicas a una concentración que no afecta a los niveles de calcio en el plasma. No se 

conocen los motivos de este efecto diferencial entre la 1,25(OH)2D3 y el 19-nor-

1,25(OH) 2D2, pero existen diversos estudios donde se detectan diferentes efectos de 

los análogos comparados con la 1,25(OH)2D3. Finch et al 84 observaron que el 19-nor-

1,25(OH)2D2 es unas 10 veces menos activo en el incremento de calcio y fósforo en 

suero cuando estos dos elementos han sido eliminados de la dieta de ratas 

paratiroidectomizadas, sugiriendo que esto podría ser debido, en parte, a la 

disminución de la movilización mineral en el hueso. Takahashi et al298 observaron que 

la administración durante 8 semanas de 19-nor-1,25(OH) 2D2 a ratas urémicas no 

incrementa de igual manera los niveles de VDR en la pared intestinal comparado con 

animales tratados con 1,25(OH)2D3. Tanto el efecto de 1,25(OH)2D3 como el de 19-nor-

1,25(OH) 2D2 en la pared vascular (donde se ha visto la presencia de VDR) no está del 

todo clara. 
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1.5.4. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES. 

La enfermedad cardiovascular (ECV) es muy común en adultos con ERC y 

sometidos regularmente a diálisis. Es menos conocida su prevalencia en niños y 

jóvenes con ERC. El porcentaje de muertes por causas cardiacas en estos pacientes 

es de 40-50%, y es 20 veces más común la muerte por ECV en pacientes urémicos 

que en la población general310. La ECV en la ERC tiene un componente de 

cardiomiopatía y otro de arteriopatía urémica. 

 

La miopatía implica hipertrofia ventricular izquierda (HVI). La HVI es un factor de 

riesgo cardiovascular bien reconocido en la población general56. En el curso de la 

enfermedad renal la HVI se desarrolla precozmente y su prevalencia aumenta de forma 

inversa al nivel de función renal173;200;324. Los mecanismos implicados en el desarrollo 

de esta complicación son la sobrecarga de presión y la sobrecarga de volumen. La 

sobrecarga de presión es inducida por la hipertensión arterial (HTA), la rigidez de las 

grandes arterias (arteriosclerosis) o la estenosis aórtica. La sobrecarga de volumen es 

inducida por la hipervolemia crónica, la anemia o la circulación hiperdinámica generada 

por el acceso vascular (fístula arteriovenosa), que se asocian con un aumento del 

gasto cardíaco. Para un mismo nivel de presión arterial, los pacientes renales 

presentan un índice de masa del ventrículo izquierdo (VI) superior al de pacientes no 

renales, indicando que otros factores contribuyen a su desarrollo24. Por ejemplo, se ha 

implicado en su desarrollo al hiperparatiroidismo secundario (la hormona paratiroidea 

es un factor facilitador del crecimiento de los miocardiocitos), la activación del sistema 

renina-angiotensina y de la endotelina-1 locales, la hiperactividad simpática, la apnea 

del sueño, la inflamación, la hiperhomocisteinemia, o las calcificaciones vasculares, 

entre otros181;314;81;226;337. La HVI comienza siendo un fenómeno adaptativo a la 

sobrecarga de presión y/o volumen, pero a largo plazo se convierte en un fenómeno de 

mala adaptación. En estudios prospectivos de pacientes en diálisis la HVI se asocia 

con un mayor riesgo de disfunción diastólica, fallo cardíaco recurrente y muerte237;278. 

 

La arteriopatía urémica abarca la ateromatosis y aterosclerosis. La ateromatosis 

está asociada con la fribrosis y calcificación de la capa íntima y por tanto con la 

disminución del diámetro de la luz del vaso por formación de placas de ateroma 

calcificadas. Sin embargo, en la arteriosclerosis se observa la calcificación y el 

aumento de grosor de la capa media de la pared de los vasos con el consiguiente 

incremento de la rigidez arterial. 
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2. CALCIFICACIÓN VASCULAR. 

Clásicamente se consideraba que la calcificación vascular era un proceso 

pasivo y degenerativo que frecuentemente ocurría con la edad avanzada, 

ateroesclerosis, varios desordenes metabólicos (como diabetes mellitus y estados 

finales de enfermedad renal) y en raras enfermedades genéticas110;236. Sin embargo, 

desde hace unos años, la calcificación vascular es considerada como un proceso 

activo y regulado de manera semejante a la mineralización y metabolismo del hueso, 

en el se encuentran implicadas diversas proteínas óseas19;96;273 Mecanismos pro y 

anticalcificantes juegan un papel activo en la deposición de calcio en las células 

vasculares. 

 

 

2.1. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL. 

La pared de una arteria normal consta de las tres capas concéntricas con 

diferentes estructuras y propiedades (figura 3). La capa o túnica íntima está en 

contacto con la sangre y la forman una monocapa de células endoteliales y el tejido 

conjuntivo subyacente, constituido por colágeno, proteoglicanos, elastina y otras 

glicoproteínas. La media, es la capa más gruesa y está constituida principalmente por 

células de músculo liso vascular (CMLV) que le confieren sus propiedades de 

elasticidad y contractilidad. La capa más externa es la adventicia y está formada por 

tejido conjuntivo con colágeno, fibroblastos y CMLV. 

 

Figura 3. Estructura de la pared arterial. Es compuesta básicamente de tres capas 

concéntricas: íntima, media y adventicia. 
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2.2. LA CÉLULA DE MÚSCULO LISO VASCULAR. 
Las células de músculo liso vascular (CMLV) provienen del linaje mesodérmico. 

Su función principal en los animales maduros es la contracción. Para llevar a cabo esta 

especializada función las CMLV expresan proteínas contráctiles, conductos iónicos, 

moléculas transportadoras de señales, etc. Además de su función contráctil, también 

intervienen en los procesos de reparación y enfermedad vascular. Para adaptarse a 

ello la CMLV puede presentar un amplio espectro de fenotipos distintos, en respuesta a 

diferentes estímulos fisiológicos y patológicos. 

 

Entre las proteínas contráctiles que expresa destaca la α-actina, que representa 

el 40% de la proteína celular total y que es necesaria para las altas capacidades 

generadoras de fuerza de las CMLV. Es un marcador útil de CMLV diferenciada, que 

se pierde cuando sufre modulación fenotípica. Cuando cambia de fenotipo la CMLV 

expresa proteínas marcadoras diferentes de las originales y características de su 

nuevo estado de diferenciación89. 

 

 

2.3. TIPOS DE CALCIFICACIÓN VASCULAR. 

En la calcificación vascular la deposición de fosfato cálcico, en forma de 

cristales de bioapatita (similar al hueso), puede ocurrir en los vasos sanguíneos y las 

válvulas cardiacas83;95. Existe otro tipo de calcificación vascular, conocido como 

arteriolopatía urémica calcificante, o calcifilaxis, un síndrome raro caracterizado por la 

aparición y rápida progresión de necrosis isquémica y úlceras cutáneas por las 

calcificaciones de las arteriolas dermoepidérmicas2;195. En los vasos sanguíneos los 

depósitos de calcio se encuentran en las diferentes capas y están asociadas a distintas 

patologías, así, la calcificación de la íntima ocurre en los vasos sanguíneos los 

depósitos de calcio se localizan en las lesiones ateroscleróticas38;131, mientras que la 

calcificación de la media (que se conoce como esclerosis de Mönckeberg) está ligada 

la rigidez vascular por mineralización de las fibras elásticas y la aterosclerosis 

observada con la edad, diabetes y ERC76. La calcificación de la íntima puede ocurrir 

independientemente de la calcificación de la media y viceversa. En pacientes con ERC 

se observa una mezcla de ambas calcificaciones133;271. 

 

En resumen, podría decirse que existen 4 tipos de calcificación vascular según 

su localización y cuyas características principales son: 
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a) Calcificación de la íntima: La calcificación de la íntima está asociada a zonas 

de placas ateroscleróticas, donde tiene lugar una combinación de necrosis celular, 

inflamación y deposición de colesterol, fosfolípidos y lipoproteínas19;65. La oxidación del 

LDL sirve como señal para el reclutamiento de células T y macrófagos a la zona de la 

lesión. La calcificación comienza en primer lugar en el corazón de lípidos junto con las 

células inflamatorias infiltradas y la necrosis celular. El siguiente paso se asemeja a la 

osificación endocondral (con intermediario de cartílago)131;208. La condrogénesis 

precede a la inducción osteoblástica y la formación de hueso. Ya en estadios 

tempranos las células musculares de la intima empiezan a expresar proteínas 

características del hueso292. 

 

b) Calcificación de la media: Es responsable del aumento de rigidez  y con ello 

el descenso de la capacidad amortiguadora de los vasos, lo que provoca un aumento 

de la presión de pulso60 (desciende la presión diastólica y aumenta la sistólica) y 

favoreciendo la hipertrofia del ventrículo izquierdo comprometiendo así la perfusión 

coronaria105;190.Todos ellos son factores altamente asociados con alta mortalidad en 

pacientes con enfermedad cardiovascular. 

A diferencia de la calcificación de la íntima, la calcificación de la media arterial 

ocurre por un proceso que conlleva la formación de vesículas de matriz (como sucede 

con la formación de hueso intramembranoso, donde no se requiere de un intermediario 

de cartílago262). 

 

c) Calcificación de las válvulas cardiacas: La calcificación de las válvulas 

cardiacas es un proceso más amorfo, desorganizado y que se asemeja tanto a la 

calcificación de la media como a la de la íntima. Ocurre en respuesta a un estrés 

mecánico e inflamación, que provoca un daño y una disfunción del endotelio, que 

acompañada de la acumulación de lípidos, desencadenan la infiltración de macrófagos 

y células T en respuesta al daño del endotelio208. En las válvulas cardiacas se 

empiezan a expresar marcadores de diferenciación osteoblástica (Bone Morphogenic 

Proteins –BMPs-, Core binding factor alpha 1 -Cbfa1- y osteocalcina247). Las células 

musculares de la válvula cardiaca, se diferencian en osteoblastos, que promueven la 

acumulación de calcio, por lo que el proceso en este caso se asemeja al de formación 

endocondral208;247.  
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d) Calcifilaxis: en contraste con los otros tipos de calcificación vascular la 

calcifilaxis vascular o arteriolopatía urémica calcificante es un proceso más sistémico 

caracterizado por la calcificación difusa de la media de las arterias pequeñas y 

arteriolas, con proliferación de la íntima provocando una necrosis del tejido. Esto 

provoca la extensión de la calcificación en el tejido blando subcutáneo, que ocurre 

cuando la solubilidad del fosfato cálcico fisiológico excede un determinado umbral (>60 

mg2/dL2) y no es dependiente de un proceso osteogénico activo. Es una rara 

complicación de la ERC  (supone aproximadamente el 1%) y el HPT2, que también se 

ha asociado con el uso de drogas inmunosupresoras, diabetes, obesidad o estados de 

hipercoagulación49;198 

 

 

2.4. MECANISMOS DE CALCIFICACIÓN VASCULAR. 
La calcificación vascular es un proceso activo y regulado en el que intervienen 

diferentes mecanismos no excluyentes entre si289: 

 

a) Calcio y Fósforo. Algunos autores se refieren a ellos como los “mecanismos 

pasivos de la calcificación”. Los niveles elevados de Ca, P y CaxP (prevalentes en 

pacientes con ERC y significativamente ligados a muerte por ECV en estos 

pacientes17) promueven la formación de núcleos de cristales de bioapatita y  su 

crecimiento18. La bioapatita es el principal componente mineral de huesos, espinas y 

conchas. En estudios in vitro se ha observado que al exponer las CMLV a altas 

concentraciones de calcio o fósforo se produce la deposición de bioapatita en la matriz 

extracelular. Cuando se incuba con ambos elementos a la vez se puede observar un 

efecto sinérgico de la calcificación251;329. Pero no se trata simplemente de un proceso 

pasivo de precipitación de los iones bivalentes, sino que implica un cambio fenotípico 

de las CMLV y la up-regulación de genes comúnmente asociados a la diferenciación 

ósea206;207;293. Parece que los efectos de la hiperfosfatemia e hipercalcemia están 

mediados por el contransportador de fosfato dependiente de sodio, el NPC, cuyo 

subtipo Pit-1 se ha encontrado en las CMLV. El alto fósforo estimula la actividad del 

cotransportador y la carga, mientras el elevado calcio induce la expresión de mRNA de 

Pit-1. Este transportador permite la acumulación de fósforo dentro de la célula, que 

sirve como señal para la expresión de genes osteogénicos. Esto provoca la secreción 

de moléculas minerales (vesículas de matriz, proteínas ligadoras de calcio, fosfatasa 
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alcalina y matriz extracelular rica en colágeno) (figura 4). La combinación de estos 

factores conlleva la transformación de la célula para ser susceptible de calcificación.  

 
Figura 4 Modelo de los efectos del calcio y el fósforo sobre la mineralización de las CMLV. 

Adaptado de Giachelli C.M.95 

 

 

b) Muerte celular y apoptosis. La calcificación vascular esta relacionada con la 

aparición de pequeñas vesículas matriz con contenido citoplásmico y membrana celular 

intacta (al igual que sucede en el desarrollo óseo); estas vesículas se forman a partir 

de células donde se origina mineralización o son el resultado del proceso de apoptosis 

celular (cuerpos apoptóticos). La pared de los vasos del paciente urémico está 

lesionada por procesos de inflamación y estrés oxidativo, por lo tanto es razonable 

pensar que exista apoptosis celular. Proudfoot y cols243 muestran que la apoptosis 

regula la calcificación vascular in vitro. De acuerdo a estos autores, las vesículas de 

matriz son capaces de concentrar calcio en su interior y son el origen de los cristales 

de bioapatita. 

 

 

c) Inhibidores de la calcificación. Las células de los vasos expresan en 

condiciones normales moléculas inhibidoras de la mineralización. La pérdida de su 

expresión, como sucede en la ERC, provoca lo que se denomina “pérdida de la 

inhibición natural”, dando lugar a una calcificación espontánea y a un aumento de la 
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mortalidad184;256. Mediante análisis mutacionales en ratones se ha elaborado una lista 

con estas moléculas inhibidoras de la calcificación, entre las que se incluyen a: 

 

- Matrix Gla Protein (MGP). La MGP fue el primer inhibidor de la calcificación 

identificado. Es una proteína dependiente de vitamina K que se expresa 

constitutivamente en CMLV, y también en endoteliales, de vasos normales pero está 

downregulada en arterias calcificadas308. Se ha observado que su expresión disminuye 

en modelos in vitro de calcificación212. Los niveles séricos de MGP son menores en 

pacientes con calcificaciones que en los que no tienen143. Además, los ratones knock 

out para MGP desarrollan severas calcificaciones de la media y mueren por ruptura 

aórtica.184 

 

- Fetuina A. Es una glicoproteína sérica que inhibe la calcificación vascular 

ectópica. Es un potente inhibidor de la formación de hidroxiapatita, reduciendo la 

formación de cristales en soluciones que contienen calcio y fósforo in vitro. Inhibe la 

formación de estos cristales pero no afecta a los ya formados113. Los ratones 

deficientes en esta proteína desarrollan extensas calcificaciones de los tejidos blandos 

como miocardio, riñón, lengua y piel153;154. 

 

- Osteopontina (OPN). La OPN es una fosfoproteína que se encuentra 

normalmente en los tejidos mineralizados como hueso y dientes, y está implicada en la 

regulación de la mineralización al actuar como inhibidor del crecimiento de los cristales 

de apatita98. Aunque no se encuentra en arterias normales, algunos 

autores85;96;115;137;232 han detectado su expresión en placas ateroscleróticas y válvulas 

aórticas calcificadas. Giachelli y colaboradores290 para examinar el papel de OPN en la 

calcificación vascular cruzaron ratones OPN-/- (que no muestran manifestaciones 

vasculares) con ratones MGP-/- (que si desarrollan calcificaciones vasculares). Los 

ratones OPN-/- MGP-/- muestran una calcificación más acelerada que los que solo son 

deficientes en MGP (MGP-/- OPN+/+). Por lo que estos estudios indican que OPN es 

un inhibidor inducible de la calcificación vascular in vivo. 

 

- Osteoprotegerina (OPG). Es un miembro de la familia de receptores de los 

factores de necrosis tumoral (TNFR), que ha sido identificado como regulador de la 

resorción ósea281. OPG es producido por una gran cantidad de tejidos, incluidos el 

sistema cardiovascular, pulmón, riñón, sistema inmune y el hueso50. En las lesiones 
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calcificadas avanzadas OPG se presenta alrededor del área calcificada. Se ha 

observado que los ratones deficientes en OPG desarrollan osteoporosis severa y 

calcificación de la media34, dejando clara su función como inhibidor de la calcificación 

vascular. Se ha estudiado el potencial de OPG como marcador de la enfermedad 

cardiovascular. Su nivel en suero se incrementa con la severidad de la calcificación 

vascular142;156;266. OPG funciona como un receptor soluble, señuelo de ligando (RANKL) 

del receptor activador del factor nuclear – ĸB (RANK)50. RANKL es producido por las 

células T activadas y estimula RANK, y esta activación permite, entre otras, la up-

regulación de los mediadores de inflamación. OPG es además receptor del ligando 

inductor de la apoptosis relacionado con el factor de la necrosis tumoral (TRAIL), que 

es un potente inductor de apoptosis. TRAIL se encentra en gran variedad de tejidos, 

incluyendo la CMLV y las endoteliales. En las lesiones ateroscleróticas humanas TRAIL 

se ha localizado en torno a las áreas calcificadas264 

 

 

d) Activadores de la calcificación. Además de la hiperfosfatemía e hipercalcemía 

existen estudios que sugieren la presencia de sustancias en el suero de los pacientes 

con ERC capaces de estimular la calcificación206. CMLV bovinas en presencia de suero 

urémico incrementan la expresión de proteínas relacionadas con el proceso de 

calcificación. Se ha identificado un amplio número de factores de la uremia que son 

capaces de inducir genes osteogénicos, de transformación osteoblástica y de secreción 

de algunas proteínas de la matriz ósea en la pared de los vasos y tejidos blandos. 

Algunos de estos factores son: el factor de necrosis tumoral (TNF)303, citoquinas 

inflamatorias294, fibronectina323, colágeno tipo I323 y 25-hidrocolesterol322. Estas 

sustancias del suero urémico promueven la expresión de moléculas fundamentales 

para la calcificación vascular como son entre otros: 

 

- Fosfatasa alcalina (ALP). Es uno de los marcadores fenotípicos de los 

osteoblastos y se le considera esencial en el proceso de calcificación vascular. Se ha 

detectado su presencia en las calcificaciones vasculares de íntima, media, y de 

válvulas cardiacas. ALP expresada en la superficie celular puede actuar sobre los 

liberadores de fosfato, liberando fosfato inorgánico277. Las citoquinas inflamatorias y la 

vitamina D inducen su up-regulación y la mineralizazión146;277. 
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- Core binding factor alpha 1 (Cbfa1). Es el principal regulador de la 

diferenciación ósea. Los ratones deficientes en Cbfa1 tienen problemas en la formación 

de cartílago y mineralización del hueso71;235. Actúa como un factor de transcripción que 

dispara la expresión de  importantes genes de la línea osteoblástica como son la 

osteocalcina, la osteopontina, la ALP o el colágeno tipo I308. El fosfato144 y las toxinas 

urémicas206 up-regulan su expresión.  

 

- Bone morphogenic proteins (BMPs) Las BMPs son un grupo de al menos 30 

proteínas que reciben este nombre por sus propiedades osteoinductivas. Las BMPs 

forman parte de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). 

Actúan a través de la unión a un complejo heterodímero de receptores de 

transmembrana (receptor BMP I y II) que trimeriza después de la señal. La unión de 

una BMP a su receptor específico tipo II da como resultado la activación de los 

receptores tipo I.  Esto provoca la fosforilación y la translocación nuclear de los factores 

de transcripción Smad (son factores de transcripción que una vez activados entran en 

el núcleo con el fin de formar complejos para el reconocimiento y regulación -activación 

o represión- de genes específicos) modificando así la tasa de transcripción de los 

genes diana44;45;139;197;301. Se ha descrito que inducen la formación ectópica de hueso320.  

 

BMP2 es un potente morfogénico óseo y su expresión desencadena programas 

de regulación transcripcional osteogénica en el árbol arterial. BMP2 induce tanto a 

Msx2 como a Cbfa1 en CMLV125. Msx2 es requerido para la formación de hueso 

intermembranoso y Cbfa1 es crítico para la diferenciación de osteoblastos, la formación 

de hueso endocondrial y la neovascularización. El papel de BMP2  en la calcificación 

vascular esta modulado (inhibido) por  Matrix Gla Protein (MGP)333. BMP4 también se 

expresa en aortas no sanas. Actúa como agonista del receptor de BMP2. 

 

Desde hace algún tiempo se las reconoce como mediadores de la calcificación 

vascular: BMP2 y BMP4 están implicados en la mineralización y en la inducción de la 

inflamación local, mientras que BMP7 retrasa la calcificación vascular. Las BMPs se 

expresan en variedad de células en las lesiones ateroscleróticas como son las 

endoteliales y las CMLV19;55;67;276 . 
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2.5. ESTADIOS DE LA CALCIFICACIÓN VASCULAR. 
La calcificación vascular es un proceso que se desarrolla en una serie de 

etapas147 (figura 5). Las células vasculares de origen mesenquimal  (CMLV; 

miofibroblastos, pericitos microvasculares y células vasculares calcificantes -CVC-) se 

pueden diferenciar en células semejantes a osteoblastos (osteblasts-like cells) en las 

lesiones ateroscleróticas (etapa1). Las CVC fueron descritas por Demer y 

colaboradores64 como una subpoblación de CMLV que en cultivo forman nódulos y 

calcificaciones que se mantienen estables a lo largo del tiempo. Estos nódulos 

comparten múltiples propiedades con el hueso como son el incremento de la actividad 

fosfatasa alcalina (ALP) y la expresión de osteopontina, osteonectina y osteocalcina322. 

Se estima que podrían suponer entre el 20-30% de la población total de CMLV19;251;329. 

Estas diferentes células vasculares de origen mesenquimal pueden exhibir fenotipos 

intercambiables bajo ciertas condiciones patológicas, incluidas la aterosclerosis, la 

diabetes, el envejecimiento y la ERC. Estas células pueden contribuir a la 

diferenciación osteoblástica. Para ello pierden marcadores de músculo liso y 

desarrollan características osteoblásticas como la expresión de ALP, osteocalcina y 

osteopontina (estadio 2). Esta diferenciación osteoblástica desemboca en la 

mineralización de la matriz extracelular (estadio 3). 

 
Figura 5: Hipótesis del mecanismo de calcificación vascular. Este proceso podría 

dividirse en tres etapas: Etapa 1 de diferenciación osteoblástica. Etapa 2 de expresión de 

proteínas asociadas a hueso. Etapa 3 de mineralización. Adaptado de Jono147.  
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2.6. SISTEMA RANK-RANKL-OPG. 
En la calcificación vascular las CMLV, y parece que también otras poblaciones 

de células con el mismo origen mesenquimal, empiezan a asemejarse a osteoblastos. 

Los osteoblastos son células, también de origen mesenquimal, responsables de la 

formación de hueso. Su principal función es la secreción de una compleja mezcla de 

proteína de la matriz ósea, conocida como osteoide. Por ello los osteoblastos activos 

tienen un prominente Aparato de Golgi y Retículo Endoplasmático Rugoso. Algunos 

osteoblastos quedan embebidos en la matriz ósea para formar osteocitos que 

gradualmente van dejando de secretar osteoide. La proliferación y diferenciación de 

células de la línea osteblástica ocurre bajo la influencia de numerosos factores de 

transcripción. El factor de transcripción Cbfa1 es necesario para la expresión de genes 

específicos de osteoblastos. Algunos factores de crecimiento y proteínas 

morfogenéticas son producidas por osteoblastos y secretadas a la matriz ósea. 

Además los osteoblastos regulan la actividad de los osteoclastos (células responsables 

de la rebsorción ósea), lo que indirectamente les hace jugar un papel importante en la 

homeostasis del calcio y del fósforo23 .  

 

Los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de la fusión de 

precursores mononucleares hematopoyéticos. Los osteoblastos secretan el ligando del 

receptor activador de NF-kB (RANKL) que se une a su receptor (RANK) en los 

precursores osteoclásticos. Además los osteoblastos segregan OPG que actúa como 

un receptor soluble señuelo de RANKL e inhibe la diferenciación de osteoclastos al 

impedir la unión de este ligando a su receptor transmembrana RANK. Sin RANKL los 

osteoclastos no son capaces de desarrollarse23. Algunos factores como la PTH 

promueven la diferenciación de osteoclastos elevando la expresión de RANKL en 

osteoblastos23. 

 

 OPG es una glicoproteína, miembro de la superfamilia TNF, de unos 60 Kd 

que generalmente se secreta, aunque también se ha podido detectar asociada a la 

superficie de algunos tipos celulares331. Consiste en 7 dominios estructurales10 (figura 

6) y son los comprendidos entre el 1 y el 4, ambos incluidos, los que le confieren la 

actividad inhibidora de la osteoclastogénesis. Los dominios 5 y 6 se consideran 

dominios de muerte y median en la apoptosis. El dominio7 alberga a la región de unión 

de la heparina, un rasgo común de los factores de crecimiento y molécula 

 

__________________________________ Introducción ____________________________________

26



señalizadoras79;172;335, y a un residuo desapareado de heparina para la formación y 

dimerización de puentes disulfuro10;306;328 

 

 
Figura 6: Estructura y función de la proteína OPG. Esquema en el que se muestran los 

dominios de OPG y sus propiedades bioquímicas y funcionales. Adaptado de Schoppet et al265. 

 

OPG es producida en gran variedad de tejidos incluyendo el sistema 

cardiovascular (corazón, arterias y venas), pulmones, riñones, intestino y hueso, así 

como en células hematopoyéticas e inmunes51;118;257;281;299;319;331;335. Su expresión y 

producción están reguladas por varias citoquinas, péptidos, hormonas y drogas. Las 

citoquinas, incluyendo TNFα, interleukinas 1α y 18, factor de crecimiento transformante 

TGFβ, BMPs, y hormonas esteroides como el 17β estradiol up-regulan los niveles de 

RNAm de OPG25;188;317. Por el contrario, los glucocorticoides (que se sabe que 

promueven la resorción ósea), el inmunosupresor cilosporina A (que causa 

osteoporosis y enfermedad vascular), la PTH, la prostaglandina E2 y el factor de 

crecimiento fibroblástico (FGF) disminuyen la expresión de OPG26;116;121;218;233;316.  

 

RANKL (también denominado OPGL) es una proteína de·316 aminoácidos con 

un peso molecular de 38 Kd. Su expresión está también modulada por varias 

citoquinas, glucocorticoides y PTH160. RANKL es producido por células de la línea 

osteoblástica y células T activadas. Promueve la formación, fusión, diferenciación, 

activación y supervivencia de osteoclastos permitiendo el aumento de la resorción y 

pérdida de hueso161;169. RANKL estimula a su receptor específico RANK, que se 

expresa en un número más reducido de células como los progenitores y maduros 

osteoclastos, las células T activadas, las células dendríticas5;104;128;216;217. La activación 

de RANK por RANKL inicia la cascada de señalización intracelular de NF-κB141;253;326 (el 

factor nuclear kappa B es un complejo proteico que funciona como factor de 

transcripción y que está implicado en multitud de procesos de respuesta celular). El 

paso final de activación de RANK es la translocación al núcleo de NF-κB, el cual  
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puede tener lugar por la vía clásica o  por la vía alternativa. Ambas vías están 

reguladas por sus quinasas que son respectivamente IKKβ e IKKα. La translocación al 

núcleo de NF-κB modula la expresión de diferentes genes, como pueden ser algunas 

BMPs103 como BMP4151. (Figura 7) 

 

 
Figura 7: Esquema de la activación de RANK por RANKL. La unión de RANKL a su 

receptor RANK provoca la translocación al núcleo de NF-κB. Esta translocación puede tener lugar 

por 2 vías: la clásica y la alternativa. En la vía clásica: ikkα, ikkβ e ikkү (que se encuentran 

formando un trímero) se activan. ikkβ fosforila a Iκbα (un inhibidor constitutivo de NF-κB o lo que 

es lo mismo de p50+REL A). Al fosforilar a Iκbα, este se libera de p50+ REL A. Iκbα se 

ubiquitiniza siendo susceptible de ser degradado por el proteosoma 26, y p50 + REL A al liberarse 

de ikbα se transloca al núcleo y activa la tasa de transcripción de distintos genes. En la vía 

alternativa se activa ikkα que fosforila a la forma inmadura de NF-κB 2 (P100+ REL B) dando 

lugar a su forma madura (p52 +REL B) que puede translocarse al núcleo y activar la tasa de 

transcripción de distintos genes. Por lo tanto estas 2 vías provocan la translocación al núcleo de 

NF-κB, modulando la tasa de transcripción de distintos genes. 
 

 

Los efectos biológicos de OPG son opuestos a los mediados por RANKL, ya 

que OPG actúa como un inhibidor soluble que previene la interacción de RANKL  y 

subsiguiente estimulación de su receptor RANK330 (figura 8). 
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Figura 8: Modo de acción y efectos biológicos de RANKL, RANK y OPG en el 
metabolismo óseo y en el sistema inmune.  (1)RANKL es expresado por células del linaje 

osteobástico (llevan el RANKL unido a ellas y precisan del enzima TACE183 para liberar este 

RANK) y por linfocitos T activados (RANKL soluble) (2) RANKL estimula a su receptor específico 

RANK que se localiza en los osteoblatos y células dendríticas, modulando sus funciones 

biológicas. (3) OPG es secretado por células del linaje osteoblástico y actúa como un receptor 

soluble antagonista que neutraliza RANKL, previniendo las interaciones RANKL-RANK. (4) OPG 

también bloquea la citoquina proapoptótica TRAIL. Adaptado de Schoppet et al.265 
 

La primera evidencia de que este sistema estaba implicado en la calcificación 

vascular derivó del estudio del ratón knock out para OPG., el cual presenta 

osteoporosis y calcificaciones de la aorta y arterias renales34. La expresión de OPG se 

puede encontrar en la media de arterias grandes281 y en varios tipos de células del 

vaso como son las CMLV y las endoteliales121;189. En células endoteliales se ha 

demostrado que actúa como un factor autocrino de supervivencia189. Por el contrario 

RANKL y RANK solo se han podido localizar en las áreas calcificadas de los ratones 

transgénicos, pero no en las arterias de ratones con el genotipo salvaje203, y hasta el 

momento no existían evidencias de su implicación directa en la enfermedad vascular. 

La hipótesis de que el sistema RANK-RANKL-OPG podría establecer un link entre 

osteoporosis y calcificación vascular, se basa en la alta prevalencia clínica y 

coincidencia de calcificaciones arteriales y enfermedad cardiovascular en mujeres 

posmenopáusicas y gente de edad avanzada con osteoporosis21;110;150.  Otros estudios 

han demostrado que OPG inhibe la calcificación vascular en ratas in vivo provocada 

tanto por vitamina D como por warfarina242. Tanto el tratamiento con warfarina como 

con dosis tóxicas de vitamina D provocan extensas calcificaciones de las arterias aorta, 
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femoral, mesentéricas, hepáticas, renales y carotidas. El tratamiento con OPG previene 

la calcificación en estas arterias y es capaz de reducir los niveles de calcio y fósforo a 

niveles normales en la aorta abdominal.  
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3. LA VITAMINA D Y SU RECEPTOR EL VDR. 
 

3.1. BREVE HISTORIA DE LA VITAMINA D. 
 La historia de la vitamina D es paralela a la historia del raquitismo y de la 

osteomalacia, dos enfermedades caracterizadas por la falta de calcio en los huesos 

debida al déficit de vitamina D. El raquitismo afecta a niños en crecimiento y la 

osteomalacia a adultos que ya tienen los huesos formados. 

 

 En los siglos I y II, el físico romano Soranus observó una serie de 

deformidades óseas más frecuentes en los niños romanos que en los griegos, y lo 

atribuyó a la desnutrición y falta de higiene de los niños romanos. En la misma época 

Galeno describió las deformidades óseas clásicas que se observan en el raquitismo. 

Durante la primera mitad del siglo XVII los casos de raquitismo eran cada vez más 

frecuentes en Gran Bretaña, y varios médicos se dedicaron a estudiar la enfermedad, 

describiéndola con gran detalle, pero sin llegar a encontrar la causa. Uno de ellos, 

Francis Glisson 99, publicó en 1650 el primer tratado sobre raquitismo, “The Rachitide”, 

donde describió los síntomas y la patología clínica de diversos estados de malnutrición 

que indujo en animales de experimentación. A partir de este tratado otros 

investigadores del mismo siglo se empezaron a preguntar por el origen de la 

enfermedad. Van Siweten y Levacher de la Feutrie y Bouvier, relacionaron el 

raquitismo como una etiología alimentaria, comenzando a pensar en el papel 

patogénico de la alimentación “deficiente”. En 1918, McCollum y sus colaboradores, 

John Howland, Edward Park y Paul Shipley estudiaron dietas de cereales deficientes 

en la vitamina A liposoluble y calcio en ratas jóvenes y observaron cambios 

esqueléticos semejantes al raquitismo infantil. De estos estudios dedujeron que la 

causa de la enfermedad podría estar relacionada con la deficiencia de la vitamina A o 

del calcio, o de la alteración del metabolismo de estos factores. Posteriormente 

estudiaron el efecto del aceite de hígado de bacalao, que en ocasiones se había 

utilizado en el tratamiento del raquitismo desde 1789, en estas ratas raquíticas. 

Suplementándolo en la dieta entre 2 y 7 días conseguían inducir un patrón uniforme de 

curación del raquitismo. De estos estudios surgió la cuestión de si la vitamina A era 

antirraquítica por si misma o si existía alguna otra sustancia con función específica 

antirraquítica y con una distribución similar a la vitamina A. McCollum y sus 

colaboradores concluyeron que la sustancia antirraquítica era diferente a la vitamina A 

con propiedades específicas para regular el metabolismo del hueso. La denominaron 
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vitamina D, ya que era la cuarta descubierta. Con anterioridad a estos resultados ya se 

había descubierto el papel preventivo de la luz solar sobre el raquitismo (Armand 

Trousseau en 1861), con lo que a partir del descubrimiento de la vitamina D y su 

relación con el raquitismo, se estableció que esta sustancia se producía en la piel por 

acción de la luz solar. Finalmente Adolf Windows descubrió la estructura química de la 

vitamina D y su relación con los esteroles, por lo que recibió el premio  Nobel en 

1928136 . 

 

 

3.2. BIOSÍNTESIS DE LA VITAMINA D. 
La vitamina D es una hormona esteroide importante que interviene en la 

homeostasis mineral y por tanto en la formación y mantenimiento de la estructura ósea 
228. Además se le han atribuido otras funciones relacionadas con la regulación del 

crecimiento, maduración y diferenciación celular 107, la secreción hormonal 48 y la 

función immune177. La denominación  vitamina D engloba una serie de hormonas 

esteroideas siendo las más conocidas el colecalciferol (vitamina D3), que se sintetiza 

en la piel, y el ergocalciferol (vitamina D2), que es sintetizado por las plantas (figura 9). 

 
                   VITAMINA D3                VITAMINA D2 

Figura 9: Esquema de las formas más importantes desde un punto de vista 
nutricional de la vitamina D: vitamina D3 (colecalciferol) y vitamina D2 (ergocolecalciferol). 

 

Como hormona esteroide deriva del colesterol, concretamente del 7-

dehidrocolesterol que por la exposición de la piel a la radiación ultravioleta (UV) sufre 

una conversión fotolítica a previtamina D3 y de esta a vitamina D3 29. Los metabolitos de 

la vitamina D son moléculas lipofílicas con baja solubilidad en agua, por lo que deben 

ser transportadas en la circulación por proteínas plasmáticas. Se desconoce el 

mecanismo responsable del transporte de la vitamina D3 de la piel a la sangre, sin 

embargo una vez en la circulación sanguínea la vitamina D3 se transporta unida a una 

proteína ligadora de vitamina D (DBP, “vitamin D binding protein”)29. Esta vitamina D3 
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no tiene actividad biológica y para ello debe ser metabolizada en la forma activa. Dicha 

transformación requiere de dos pasos: en el hígado se produce una primera 

hidroxilación mediante el enzima mitocondrial 25 hidroxilasa produciéndose 25-

hidroxivitamina D3 (25(OH) D3) a partir de la vitamina D3
29. Este es el metabolito de la 

vitamina D más abundante en la circulación y tiene una larga vida media por lo que se 

utiliza con índice del estado nutricional de vitamina D. A partir de la 25(OH)D3 por la 

acción del enzima 1α hidroxilasa 29 se forma la 1,25(OH)2D3 (forma biológicamente 

activa de la vitamina D3). La 1α hidroxilasa se localiza fundamentalmente en el riñón, 

pero también se han descrito otros lugares de  hidroxilación extrarrenal por la 1α-

hidroxilasa como en las células endoteliales334, células de músculo liso vascular288, 

células de la mucosa del colon54, macrófagos1 y queratinocitos130. La acción de la 1α-

hidroxilasa es el paso limitante en la ruta biosintética de la vitamina D y está finamente 

regulada por la propia 1,25(OH)2D3 mediante retroalimentación negativa, además de 

por otros factores como la hormona paratiroidea (PTH) y la concentración de calcio y 

fosfato245. Los niveles del metabolito activo se regulan tanto a nivel de síntesis como de 

degradación245. La degradación tiene lugar por la acción del enzima 24 hidroxilasa 

responsable de la hidroxilación de la 25(OH)D3 y de la 1,25(OH)2D3 para dar lugar a 

24,25(OH) 2D3 y 1,24,25(OH)2D3, respectivamente245. El enzima 24 hidroxilasa se 

expresa fundamentalmente en el túbulo renal, pero se ha encontrado en un amplio 

número de tejidos. Su afinidad por la 1,25(OH)2D3  es mayor que por a la 25(OH)D3, por 

lo que se considera al enzima 24 hidroxilasa como un mecanismo de eliminación del 

exceso de 1,25(OH)2D3, y por tanto evitar su toxicidad 33;245. 

  

riñónhígado 

25-hidroxilasa 1α-hidroxilasa  

piel 

Vitamina D37- dehidrocolesterol 1,25-dihidroxivitamina D3 

 
Figura 10. Síntesis de la vitamina D. El precursor de la vitamina D que se obtiene de la 

dieta o de la bioactivación del 7-dehidrocolesterol por las radiaciones solares sufre una serie de 

hidroxilaciones para obtener la forma activa 1,25(OH)2D3. 

 

Todos los metabolitos de la vitamina D tienen una alta afinidad por la proteína 

transportadora, la DBP, en el siguiente orden 25(OH)D3 = 24,25(OH)D3 > 1,25(OH)2D3> 
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vitamina D3. La unión DBP-metabolito limita su acceso a las células diana, de manera 

que no podrá ser metabolizado incrementando así la vida media de los metabolitos. 

Las hormonas esteroideas, como son los metabolitos de la vitamina D, pueden entrar 

dentro de las células por difusión con la membrana plasmática para ser metabolizados 

o ejercer su acción biológica. Por otro lado se ha descritos que en las células de los 

túbulos proximales, la 25(OH)D3 necesita un receptor endocítico, la megalina, para 

poder entrar en la célula y ser metabolizados en 1,25(OH)2D3
231. 

 

 

3.3. RECEPTOR DE LA VITAMINA D (VDR) 
La vitamina D3 ejerce su acción biológica a través de la unión a su receptor  

VDR (Vitamin D Receptor). El VDR es un receptor nuclear miembro de la superfamilia 

de los receptores de las hormones esteroideas/tiroideas. Al igual que otros miembros 

de esta superfamilia el VDR actúa como factor de transcripción dependiente de ligando. 

Su estructura (figura 11) consta de diversas regiones bien definidas que pueden 

funcionar de forma autónoma: 

i) dominio de unión a ligando (LBD, ligand binding domain), 

ii) regiones de heterodimerización con el receptor del ácido retinoico (RXR, 

retinoic X receptor), 

iii) dominio de unión al DNA (DBD, DNA binding domain) y 

iv) lugar de unión a proteínas nucleares correguladoras del complejo 

transcripcional que modulan el nivel de transcripción de los genes diana. 

 

 
 
Figura 11. Dominios funcionales del receptor de la vitamina D (VDR): dominio de 

unión al DNA con función de localización nuclear y heterodimerización, dominio de unión a 

ligando responsable también de la heterodimerización y de la transactivación del receptor. 

Adaptado Dusso, Brown and Slatopolsky,75. 

 

 

__________________________________ Introducción ____________________________________

34



El dominio de unión a ligando (LBD) se localiza en la porción terminal COOH- 

del VDR y es responsable de la unión de alta afinidad con la 1,25(OH)2D3. También 

tiene capacidad para unirse a la 25(OH)D3 y a la 24,25(OH)2D3 pero sin embargo lo 

hace con una  afinidad 100 veces menor33;201. La región A del DBD del VDR es crítica 

para la correcta unión de la vitamina D al VDR. 

 

En el extremo C-terminal se localiza el dominio de activación de la función-2 

(AF-2, activation function-2). Su activación requiere la unión de proteínas motoras246, 

que son responsables de la rápida translocación del VDR desde el citoplasma al núcleo 

a través de los microtúbulos11. 

 

En la región N-terminal se localiza el dominio de unión al DNA (DBD), una 

región altamente conservada en la familia de receptores nucleares esteroideos, donde 

se localizan los motivos de unión al DNA y que contiene 2 dedos de zinc. Los dedos 

zinc consisten en un complejo tetraédrico formado por 4 cisteinas con una molécula de 

zinc que crea un lazo o “dedo de aminoácidos” que estabiliza la unión con el DNA por 

medio de contactos con fosfatos del esqueleto de DNA. El primer dedo de zinc 

(próximo al extremo N-terminal) es el responsable de que el VDR pueda  interaccionar 

con alta afinidad con secuencias específicas de DNA de la región promotora 

(concretamente en la región 5’ de esta) de los genes diana de la vitamina D. Dichas 

secuencias génicas son conocidas como elementos de respuesta a la vitamina D 

(VDREs, vitamin D response elements)111. El segundo dedo de zinc permite que el 

VDR actúe como un heterodímero uniéndose al receptor del ácido retinoico (RXR). 

Dicha unión conlleva variaciones en los tres dominios de heterodimerización, que 

inducen un cambio conformacional en el VDR esencial para las funciones 

transactivadoras o transrepresoras del receptor. Para estas funciones necesita 

interaccionar con proteínas nucleares coreguladoras que permitirán una modulación 

positiva o negativa de la transcripción en la que interviene el VDR. 

 

Dos de los dominios anteriores sirven como superficie adaptada para la unión 

de los coreguladores. El dominio de heterodimerización de RXR contiene 246 residuos 

muy conservados entre los receptores nucleares que sirven de unión para los 

coreguladores. La otra región se localiza en el dominio AF-2 y permite la unión de 

proteínas del complejo activador de la transcripción como la RNA polimerasa. 
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3.4. ACCIONES DE LA VITAMINA D. 
 

3.4.1. ACCIÓN GENÓMICA DE LA VITAMINA D A TRAVÉS DEL VDR 

La magnitud de la respuesta biológica del VDR regulada por la 1,25(OH)2D3 

depende de diferentes factores: la accesibilidad del ligando, el contenido de VDR, 

modificaciones genéticas y postraduccionales, y disponibilidad y estado de activación 

de los coreguladores. La respuesta biológica de la vitamina D en las células diana 

ocurre según el modelo de transactivación de genes de las hormonas esteroides. Por 

tanto, cuando la 1,25(OH)2D3 se une al VDR sufre un cambio conformacional que 

permite que el receptor sea translocado al núcleo donde forma el heterodímero 

generalmente con el receptor del ácido retinoico (RXR)29. Este heterodímero se une a 

regiones promotoras de genes específicos en los tejidos diana, los VDREs, formando 

complejos con proteínas adicionales coactivadoras y corepresoras de la transcripción 

de manera que pueden incrementar o disminuir la expresión de los genes diana29. 

 
Figura 12. Acción de la vitamina D a través de su receptor (VDR). El metabolito activo 

de la vitamina D (1,25(OH)2D3) entra en las células diana por difusión pasiva y puede ser 

degradado o unirse al VDR que entra al núcleo y tras heteromerizar con el RXR, activará o 

inhibirá la expresión génica  de los genes diana que contienen VDREs. 

 

En el modelo clásico los VDREs están formados por 2 secuencias hexaméricas 

de DNA de unión a receptores nucleares: RGKTCA (R= A o G, K= G o T)72 que se 

clasifican según la orientación y el número de bases que se encuentren entre las dos 

secuencias: 

 

__________________________________ Introducción ____________________________________

36



- DR (direct repeat): DR3, DR4 

- IP ( inverted palindrome): IP7, IP9 

 
Figura 13. Tipos más comunes de elementos de respuesta de la vitamina D 
(VDRE): DR3 que consiste en la repetición de la secuencia consenso en el mismo sentido 

separada por 3 bases e IP9 que contiene la repetición de les secuencias en sentidos contrarios y 

separada por 9 bases. 

 

Los tipos de VDRE más comunes son el DR3 e IP9. Según el modelo de 

múltiples vías de la vitamina D de Carlberg et al 42, el carácter pleiotrópico de la 

vitamina D podría atribuirse a los diferentes tipos de uniones que se pueden dar entre 

los dímeros de VDR y los diferentes VDREs. En relación con este modelo, se han 

estudiado análogos de la vitamina D que muestran una tendencia a la hora de activar 

el heterodímero VRD-RXR para que se una a VDREs, de manera que según el análogo 

se unirá con más frecuencia a un VDRE tipo IP9 o DR359;222. Esta selectividad del 

promotor también se podría correlacionar con los estudios de Schräder et al 268 donde 

observan que el VDRE de tipo IP9 es más frecuente en los genes involucrados en la 

regulación del ciclo celular.  

 

Está descrito que el VDR se distribuye ampliamente en multitud de tipos 

celulares, no quedando restringido a los tejidos diana clásicos de la vitamina D, como 

es el hueso, lo que justifica la gran variedad de acciones de la 1,25(OH)2D3 en el 

organismo20. Esta acción en los genes diana puede afectar a diferentes procesos o 

respuestas, que pueden clasificarse en: 

 

- respuestas clásicas de la vitamina D: procesos fisiológicos clásicos como la 

regulación de la concentración del calcio y fosfato en la sangre por la acción de 

la vitamina D en los intestinos el hueso y el riñón. 
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- respuestas no clásicas de la vitamina D que se pueden clasificar en 3 

categorías generales según sus efectos: regulación de la secreción hormonal, 

de la función inmune y de la proliferación y diferenciación celular  de la vitamina 

D en los procesos de proliferación y diferenciación de diversos tipos celulares 

como en células epiteliales de la piel, células intestinales… 

 

 

3.4.2. ACCIÓN NO-GENÓMICA DE LA VITAMINA D 

Existe además diferentes respuestas de los metabolitos de la vitamina D, al 

igual que sucede con otras hormonas esteroideas, que son demasiados rápidas para 

implicar cambios en la expresión génica. Algunas de estas acciones no genómicas se 

describen en la tabla 3  

 Respuesta Tipo celular/órgano Referencia 

 

Transporte rápido del Ca2+ 

 

Activación del metabolismo 

del fosfoinositol 

 

Incremento de la 

concentración de Ca2+ en el 

citosol 

 

Incremento de los niveles de 

c GMP 

 

Activación de la vía PKC 

 

Activación de las MAP 

Quinasas 

 

Estimulación de apertura de 

los canales de Cl-. 

 

Intestino 

 

Paratiroides, enterócitos, 

mioblastos. 

 

Monolitos, osteoblastos, 

enterócitos 

 

 

Intestino, células renales 

corticales. 

 

Condrocitos. 

 

Células hepáticas. 

 

 

Células osteoblásticos 

 

 
224 

 

                 22;176;210 

 

 

                124;175;182 

 

 

 
106;315 

 

 
296 

 
12 

 

 

   332 

Tabla 3. Respuesta rápida de la 1,25(OH)2D3. Algunas de las respuestas rápidas de la 

vitamina D y el tipo celular donde actúa.  
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En estas respuestas podrían intervenir receptores de la superficie celular 

Nemere et al223 caracterizaron un receptor asociado a la membrana, que denominaron 

proteína de unión a los esteroles de respuesta rápida (rapid-response steroid-binding 

protein, 1,25D3-MARRS). Este fue aislado de las membranas de células de intestino de 

pollo y consiguieron hacer un anticuerpo que bloqueara las acciones no genómicas de 

la 1,25(OH)2D3. El papel de estas acciones no genómicas no está todavía muy claro. 

 

 

3.5 FUNCIONES DE LA VITAMINA D 
La vitamina D es esencial para la interacción del riñón, los huesos, las glándulas 

paratiroides y el intestino. Permite el mantenimiento de los niveles de calcio 

extracelular de una manera estrictamente regulada, lo cual es vital para la integridad 

del esqueleto y la fisiología celular. La vitamina D incrementa la absorción de calcio y 

fósforo en el duodeno proximal, promoviendo el paso a través del borde en cepillo al 

interior de la célula y su salida por la membrana basolateral122. El mecanismo de acción 

para promover este transporte de calcio en el intestino implica la síntesis de la proteína 

de unión al calcio (CaBP, calcium binding protein)30. La síntesis de esta proteína es 

dependiente de 1,25(OH)2D3 y se regula tanto a nivel transcripcional como post-

transcripcional. 

 

La vitamina D es esencial para al mantenimiento y desarrollo del esqueleto. El 

déficit de vitamina D provoca raquitismo en humanos jóvenes en edad de crecimiento y 

osteomalacia en adultos. Como regulador de la transcripción de genes relacionados 

con el metabolismo óseo la vitamina D induce la expresión de osteocalcina, RANKL 

(receptor activator of NF kappa B ligand) e inhibe la de colágeno tipo I y de OPG 

(osteoprotegerina)159. Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que la vitamina D 

estimula la diferenciación de los osteoclastos y por tanto la liberación de calcio y 

fosfato. 

 

El sistema endocrino de la vitamina D es también un potente modulador de la 

función paratiroidea. La deficiencia de vitamina D provoca una hiperplasia de la 

glándula y un incremento de la síntesis y secreción de PTH. Como ya se explicó en 

apartados anteriores, la administración de 1,25(OH)2D3 inhibe la síntesis de PTH y el 

crecimiento celular, motivo por el que se usa este compuesto en el tratamiento del 

hiperparatiroidismo secundario. 
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En el riñón el principal efecto de la 1,25(OH)2D3 es el control de su propia 

síntesis y degradación al inhibir la 1α hidroxilasa y estimular la expresión de la 24 

hidroxilasa, además de inducir la expresión de megalina en el túbulo proximal231. 

 

Posteriormente, se ha observado que la 1,25(OH)2D3 tiene acciones en otros 

órganos diana como son la piel, páncreas, hígado, etc29. Estas acciones son conocidas 

como acciones no clásicas de la vitamina D y están ligadas a la presencia de VDR en 

diferentes tipos celulares. Entre estas acciones no clásicas destacan la regulación de la 

proliferación y diferenciación celular y la regulación de la secreción hormonal y de la 

función inmune. Los macrófagos y linfocitos a demás de tener VDR también expresan 

1α hidroxilasa, por lo que tienen la capacidad de sintetizar 1,25(OH)2D3 de forma local 

en determinadas circunstancias 209;211. También existen estudios epidemiológicos que 

demuestran que la 1,25(OH)2D3 disminuye el riesgo de cáncer de colon 91;92;194, pecho 
92;92;255 y próstata186, y por este motivo se ha estudiado in vitro los efectos de la 

1,25(OH)2D3 en células cancerígenas y se ha demostrado que la 1,25(OH)2D3 tiene la 

capacidad de inhibir la proliferación y estimular la diferenciación celular en estos tipos 

de células. Por el contrario existen otros tipos celulares, como las células de 

endometrio62, condrocitos168 y CMLV41 donde la 1,25(OH)2D3 estimula la proliferación 

celular. 

 

Resumiendo, existen multitud de respuestas de la vitamina D y aún queda 

mucho por estudiar. La presencia de VDR en las células endoteliales y en células de 

músculo liso vascular, y el descubrimiento de que estas células sintetizan 1,25(OH)2D3 

localmente, hace cuestionarse el papel autocrino-paracrino de la 1,25(OH)2D3 en la 

pared de los vasos. 

 

 

3.6. ANÁLOGOS DE LA VITAMINA D. 
Las distintas funciones de la vitamina D llamaron la atención de la industria 

farmacéutica en los años 80 y 90, que intentaban separar las dos funciones principales 

de la vitamina D: agente calcémico y agente de diferenciación celular. Aparecen así 

algunos de los análogos de la vitamina D “hipo-calcemiantes” como Calcipotriol, OCT, 

19-nor-1,25(OH) 2D2 (o Paricalcitol) y 1α-OH-D2, los cuales han sido ampliamente 

utilizados en dermatología (tratamiento de la psoriasis) y para el tratamiento del 

hiperparatiroidismo secundario16;28. La vitamina D y sus metabolitos se caracterizan por 
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su flexibilidad conformacional (figura 14) lo que permite la unión al VDR, a la DBP y al 

sustrato de los enzimas que metabolizan la vitamina D con diferente afinidad. 

 
Figura 14. Flexibilidad conformacional de la 1,25(OH)2D3. (A) Estructura de la 

1,25(OH)2D3, las 3 partes de la molécula que le confieren una conformación flexible son: la 

cadena lateral que puede rotar 360º en el carbono 5, el anillo B que también puede rotar 360º en 

los carbonos 6 y 7, y el anillo A que puede sufrir cambios de orientación entre ecuatorial y axial. 

(B) Diferentes conformaciones que puede tener la 1,25(OH)2D3 dependiendo del anillo A. 

 

 

La síntesis de análogos de la vitamina D se centra en esta propiedad de los 

metabolitos de la vitamina D. La mayoría de los análogos han sido diseñados de 

manera que interactúan directamente con la maquinaria de trascripción no requiriendo 

así los pasos anteriores de activación de la vitamina D. Por ello los criterios más 

importantes que influyen en el diseño de análogos son: 

 

a) Interacción con el VDR/RXR/VDRE. 

La afinidad de los análogos por el VDR, comparada con la vitamina activa, es 

un punto importante ya que puede ser la causa de la disminución e incluso del bloqueo 

de la respuesta. Cuando el ligando natural se une al VDR, este sufre el cambio 

conformacional preciso para poder interaccionar tanto con el VDRE del gen diana como 

con los coactivadores encargados de formar el complejo transcripcional. Los análogos 
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de la vitamina D imitan a la forma activa de la vitamina D, la 1,25(OH)2D3, y actúan a 

través del mismo mecanismo. Por lo tanto, las diferencias de biopotencia que se 

pueden encontrar entre los análogos de la vitamina D y su forma activa podrían 

deberse en parte a cambios de acoplamiento a la hora de dimerizarse o de 

interaccionar con los coactivadores. Es decir, los análogos al unirse al VDR provocan 

un cambio conformacional más o menos afín a la dimerización y/o a la unión de los 

coactivadores de la transcripción. También se han encontrado análogos de la vitamina 

D que inducen un cambio conformacional específico del VDR que incrementa la 

estabilidad del receptor y lo protege contra procesos de proteolisis221. 

 

b) Enzimas catalíticos de la célula diana.  

La 1,25(OH)2D3 es catabolizada por el enzima  24 hidroxilasa. Esta enzima se 

encuentra prácticamente en todas las células diana de la vitamina D, y se ha descrito la 

presencia de VDRE en el promotor del gen de la 24 hidroxilasa309;336. Esto lleva a 

pensar que la existencia de esta vía catabólica hace menos sensible a las células diana 

después del estímulo hormonal. La acción de este enzima sobre los análogos de la 

vitamina D no está demasiado estudiada, pero se puede pensar que el catabolismo de 

las células diana sobre estos análogos podría contribuir a la actividad farmacocinética y 

biológica observada tanto in vitro como in vivo. Siu-Caldera et al 282 discuten la 

posibilidad de que algunos análogos de la vitamina D puedan ser activados en vez de 

catabolizados por el mismo enzima. 

 

c) Activación enzimática. 

La mayoría de análogos son activos como tal, sin requerir ningún paso de 

activación, pero se ha demostrado que estos análogos tienen actividad biológica a 

concentraciones excesivamente altas, ya que sufren los efectos laterales o tienen 

menor vida media en el plasma debido a la baja afinidad con la DBP. Por lo tanto sería 

mejor diseñar análogos que pudiesen ser activados in vivo, pero los criterios 

estructurales que permiten a los metabolitos de la vitamina D ser substrato de la 25 

hidroxilasa hepática aún no se conocen. Este interés por diseñar análogos que 

pudieran ser activados por la 25 hidroxilasa se ha incrementado con el descubrimiento 

de la presencia de este enzima en otros tejidos extrahepáticos como: riñón93, hueso134 

y endotelio vascular135, de manera que si las células diana pudiesen sintetizar la forma 

activa a partir de la pro-droga sin necesidad de que la hormona entrara en el torrente 

sanguíneo, se podría incrementar la potencia de actuación del análogo. 
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d) Proteínas de unión a la vitamina D. 

La DBP es una glicoproteína que tiene diferentes funciones, entre ellas la de 

unión y transporte de los metabolitos de la vitamina D. Además es la encargada de 

secuestrar la actina G para prevenir la polimerización en sangre, actúa como un 

ligando para la megalina para poder absorber la forma 25(OH)D3 en riñón y sintetizar la 

forma activa, y también se une a ácidos grasos y a agentes quimiotácticos. Por todo 

ello la DBP es importante en la famacocinética de los análogos de la vitamina D que 

pueden tener mayor o menor afinidad por la DBP dependiendo de las modificaciones 

en las cadenas de los diferentes compuestos. Los análogos con baja afinidad por la 

DBP tienen menor vida media ya que son eliminados mas rápidamente de la 

circulación pero también tienen mayor accesibilidad a las células diana, lo que podría 

incrementar la respuesta en el caso de tejidos que requieren de una corta exposición 

del ligando. Esto podría explicar también la respuesta diferencial del OCT (tiene una 

afinidad por la DBP de 400 a 500 veces menor que la 1,25(OH)2D3), pero en el caso del 

19-nor-1,25(OH) 2D2 se observan valores muy similares a la 1,25(OH)2D3 en cuanto a 

afinidad a la DBP. Además existen otras proteínas, en un porcentaje mucho menor que 

la DBP, que pueden actuar como transportadores de los análogos, y su impacto en la 

respuesta diferencial aun no se conoce.  

 

Por todo esto, la selectividad de los análogos no es siempre específica de tipo 

celular o tejido, también puede ser específica del proceso o gen dentro de un mismo 

tejido. Todos estos factores son importantes a la hora de diseñar y estudiar los 

análogos de la vitamina D. Cuando se haya identificado el mecanismo molecular 

exacto de actuación de la vitamina D se podrán diseñar análogos no calcemiantes con 

ventajas transcripcionales sobre la forma activa, la 1,25(OH)2D3. 

 
     1,25-dihidroxivitamina D3       19-nor-1,25-dihidroxivitamina D2 

Figura 15. Estructura de la 1,25-dihidroxivitamina D3 y del 19-nor-1,25-

dihidroxivitamina D2. Adaptado de Finch, Brown and Slatopolsky84 

 

__________________________________ Introducción ____________________________________

43



La acción de algunos de estos análogos ya ha sido probada tanto en estudios 

experimentales como clínicos. El 19-nor-1,25(OH)2D2 (Figura 15), Paricalcitol, es un 

análogo de la vitamina D de tercera generación, desarrollado en 1985, que tiene 

modificaciones tanto en la cadena lateral como en el anillo A. Se cree que estas 

modificaciones causan una supresión efectiva de la PTH con menos efectos 

calcémicos y fosfatémicos, por lo que se usa actualmente como tratamiento para el 

HPT231;180;191;283;285;291;298. Estos efectos diferenciales del 19-nor-1,25(OH)2D2 no 

solamente se han encontrado en los niveles plasmáticos de calcio y fósforo, existen 

estudios con ratas con insuficiencia renal en los que se ha demostrado que el 19-nor-

1,25(OH)2D2 no incrementa la expresión del VDR en el intestino, contrariamente al 

efecto que tiene la 1,25(OH)2D3
298. También se ha demostrado que el efecto sobre el 

hueso es distinto, el 19-nor-1,25(OH)2D2 tiene un efecto menor sobre la actividad 

osteoclástica y osteoblástica que la 1,25(OH)2D3
123;191.  

 

Todos estos  resultados inducen a pensar que la 1,25(OH)2D3 y el 19-nor-

1,25(OH)2D2 tienen efectos diferenciales sobre los órganos diana. 

 

 

3.7 PAPEL DE LA VITAMINA D EN LA CALCIFICACIÓN VASCULAR 
El descubrimiento de que las CMLV expresan VDR, hizo pensar que la unión 

del metabolito activo de la vitamina D, 1,25(OH)2D3, podría tener efectos sobre las 

propias CMLV. De hecho, la 1,25(OH)2D3 up-regula el VDR e incrementa la carga de 

calcio en las CMLV de rata en cultivo138 y de aorta conejo248. Otros estudios mostraron 

que concentraciones de 10-9 M de 1,25(OH)2D3 inducían la proliferación de las 

CMLV187, migración y un aumento de la expresión de osteopontina250. También se 

demostró que una concentración de 1,2µmol/L inducía cambios morfológicos en las 

CMLV de aorta de rata, incluida la progresión de un fenotipo contráctil a uno sintético 

con un incremento la producción de factores que promueven la calcificación in vitro. 

Este efecto parece ser debido a la estimulación de la actividad proliferativa en estas 

células307. Cardús y colaboradores demostraron que el 19-nor-1,25(OH)2D2 inducía una 

menor respuesta proliferativa comprada con el 1,25(OH)2D3
40;41.  

 

Jono et al demostraron que la 1,25(OH)2D3 a concentraciones comprendidas 

entre 10-7 y 10-9 M induce un incremento de la calcificación dosis dependiente en CMLV 

bovinas in vitro. Esto va acompañado de un incremento similar en la actividad fosfatasa 
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alcalina y una down-regulación del péptido relacionado al PTH (PTHrp)145;146. El PTHrp 

fue identificada en el año 1987, como una proteína semejante a la PTH, responsable 

de los episodios hipercalcémicos observados en ciertos enfermos de cáncer39;295. El 

efecto hipercalcémico es debido a que el PTHrP también se fija y activa el mismo PTH 

R1234, presente también en CMLV145.  

 

Existen en la actualidad numerosos estudios que señalan a la 1,25(OH)2D3 

como inductor de la calcificación vascular en los pacientes con ERC, sin embargo aun 

existen multitud de interrogantes sobre cual es el mecanismo por el que produce esta 

deposición de calcio en las CMLV. Su mejor conocimiento proporcionaría una 

herramienta de gran utilidad a la hora de luchar contra la alta mortalidad de estos 

pacientes por causas cardiovasculares. 
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Objetivos 

 



 



La ERC es una patología compleja con multiples consecuencias como son el 

síndrome urémico, hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo secundario y enfermedades 

cardiovasculares, incluyendo las calcificaciones vasculares. Ante esto, los nefrologos 

tratan de controlar los niveles sericos de fósforo en la ingesta y con el uso de 

quelantes. También es una práctica común el tratamiento de estos pacientes con 

Calcitriol o análogos como el Paricalcitol, que suprimen los efectos en la glándula 

paratiroides, y regulan la absorción intestinal de calcio y fósforo y su movilización en el 

hueso. Conocer cual es la relevancia y las consecuencias de algunos de estos factores 

es la finalidad de nuestro estudio, por lo que definimos los siguientes objetivos para 

esta tesis: 

 

1. Analizar las diferencias en calcificación vascular entre el Calcitriol y su 

análogo el Paricalcitol in vivo e in vitro. 

 

2. Estudiar el mecanismo por el que calcifican las células de musculo liso 

vascular. Investigar el papel de RANKL. 

 

3. Conocer los cambios que se producen durante la uremia en las células de 

músculo liso vascular y su relación con la calcificación vascular. 

 

4. Conocer los efectos de la ingesta de una dieta con alto fósforo en animales 

con función renal normal.  
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Resultados 

 



 



 

1. Differential effects of Vitamin D analogs on vascular calcification. 

 

2. RANKL increases vascular smooth muscle cell calcification through a RANK-BMP4–

dependent pathway. 

 

3. Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in Vitamin D metabolism 

and in vascular calcification. 

 

4. High phosphorus diet increases blood pressure by PTH-renin stimulation in vivo. 
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ARTÍCULO 1: Differential effects of Vitamin D analogs on vascular calcification. 
 

Efectos diferenciales de análogos de vitamina D en la calcificación vascular  
 

Introducción: La calcificación vascular es un fenómeno frecuente en pacientes con 

enfermedad renal crónica (ERC). Estos pacientes a menudo presentan 

hiperparatiroidismo secundario (HPT2), en parte debido a una disminución de la 

síntesis renal de Calcitriol, por lo que una de las principales opciones terapéuticas es 

sul tratamiento con Calcitriol o análogos, como el Paricalcitol. Sin embargo, el 

tratamiento con Calcitriol presenta efectos secundarios no deseados, como el 

incremento de las calcificaciones en tejidos blandos, como es la calcificación vascular. 

Las células de músculo liso vascular (CMLV) expresan el receptor de vitamina D (VDR) 

y el Calcitriol actúa sobre estas células provocando cambios fenotípicos en ellas que 

conducen a su calcificación. Esto ha llevado a la búsqueda de análogos del Calcitriol, 

que tienen un efecto similar a la hora de controlar los niveles de PTH, pero que evitan 

estos efectos negativos. Uno ellos es el Paricalcitol, que al compararlo con el Cacitriol 

en estudios retrospectivos de pacientes con ERCl, se asocia con una mejora en la 

supervivencia. En este trabajo, estudiamos los efectos  del Calcitriol y Paricalcitol sobre 

la calcificación de las CMLV tanto in vitro como in vivo, con el fin de analizar las 

posibles difierencias entre estos dos compuestos. 

 

Materiales y Métodos: Analizamos el efecto del Calcitriol y su análogo, el Paricalcitol, 

sobre la calcificación de CMLV in vitro y en animales sometido a nefrectomía subtotal 

como modelo de ERC in vivo.  

 

Resultados: A pesar de que el Calcitriol y el Paricalcitol (siguiendo el ratio1:3 usado en 

clínica) son igual de eficaces a la hora de suprimir el incremento en los niveles séricos 

de PTH y que los niveles de calcio y fósforo del suero son similares, ambos 

tratamientos presentan un efecto diferencial en la calcificación vascular in vivo. Los 

animales tratados con Calcitriol presentan extensas calcificaciones de las aortas, 

mientras que los tratados con Paricalcitol solo muestran pequeñas calcificaciones. 

Estas diferencias in vivo se podrían explicar con las diferencias observadas en las 

CMLV in vitro. El Calcitriol aumenta la calcificación de las CMLV incubadas en medio 

calcificante, mientras que el Paricalcitol no. La calcificación vascular es un proceso 

activamente regulado, en el que las CMLV dejan de expresar marcadores de células de 
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músculo liso asociados fundamentalmente a contractilidad y empiezan a expresar 

marcadores osteoblásticos. Una de estos marcadores osteoblásticos es RANKL, una 

proteína altamente expresada por osteoblastos, apenas detectable en las CMLV 

normales pero que incrementa su expresión en las lesiones arteriales calcificadas. En 

nuestros experimentos la expresión y secreción de RANKL está significativamente 

elevada en las CMLV incubadas con Calcitriol pero no en las incubadas con 

Paricalcitol. 

Por otro lado, los animales con ERC tratados tanto con Calcitriol como con Paricalcitol 

muestran un aumento en la presión arterial sistólica. Sin embargo, la presión arterial 

diastólica sólo se eleva de manera significativa en los animales tratados con 

Paricalcitol. Este efecto conlleva a un incremento significativo de la presión de pulso en 

los animales tratados con Calcitriol, pero no en los tratados con Paricalcitol. El aumento 

de la presión de pulso probablemente esté causado por la pérdida de elasticidad de las 

arterias de los animales tratados con Calcitriol, al presentar extensas calcificaciones.  

 

Conclusiones: El Calcitriol y el Paricalcitol tienen un efecto diferente en la calcificación 

CMLV lo que podría explicar, en parte, las diferencias observadas en cuanto a 

supervivencia en el ámbito clínico. 
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ARTÍCULO 2: RANKL increases vascular smooth muscle cell calcification 
through a RANK-BMP4–dependent pathway. 
 
RANKL aumenta la calcificación de las células de músculo liso vascular a través 
de la via RANK-BMP4. 

 

Introducción: La calcificación vascular es un proceso que se asocia frecuentemente con 

diversas patologías como la enfermedad renal crónica (ERC). Es un proceso activo y 

regulado de manera semejante a la mineralización y metabolismo del hueso, en el se 

encuentran implicadas diversas proteínas óseas. El eje RANK-RANKL-OPG (receptor 

activador del factor nuclear κB - ligando de RANK - osteoprotegerina) controla 

estrechamente el recambio óseo. RANKL se expresa principalmente en osteoblastos y 

sus precursores. Activa a su receptor RANK en los precursores osteoclasticos, 

permitiendo su activación, maduración y supervivencia. El paso final de la activación de 

RANK es la translocación al núcleo del factor nuclear κB (NF-κB), que tiene lugar tanto 

por la vía canónica (regulada por IKKβ) como por la alternativa (controlada por IKKα). 

OPG es un receptor soluble señuelo de RANKL que impide su unión al receptor RANK. 

RANKL ha sido sugerido por diversos autores como molécula responsable del 

incremento de la calcificación vascular, basándose en observaciones indirectas, sin 

que existan hasta el momento pruebas directas de ello. Por este motivo, en este 

trabajo, evaluamos el efecto de RANKL sobre la calcificación células de músculo liso 

vascular (CMLV). 

 

Materiales y métodos: Utilizamos CMLV procedentes de aorta de rata para determinar 

la calcificación producida por RANKL in vitro. Se coincubaron con OPG y se 

silenciaron, mediante sh RNA, diferentes puntos de la señalización desencadenada por 

RANKL (RANK, IKKβ e IKKα), para dilucidar el mecanismo por el que RANKL induce 

calcificación vascular. Analizamos la expresión de Bone morphogenic protein 4 (BMP4) 

en las diferentes condiciones. Como modelo in vivo empleamos ratas sometidas a 

nefrectomía subtotal, con y sin tratamiento con Calcitriol en las que se determinó y 

localizó en las arterias la calcificación vascular y la expresión de RANKL, OPG y BMP4. 

También se analizaron los niveles séricos de RANKL y OPG. 

 

Resultados: Las CMLV incubadas con RANKL muestran un aumento dosis 

dependiente de la calcificación, que es suprimido al coincubar OPG. Para probar si el 
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efecto en la calcificación es mediado por la unión de RANKL a su receptor RANK, 

silenciamos RANK en las CMLV. Las células que carecen de RANK no muestran 

aumentos en la calcificación vascular cuando se incuban con RANKL. Para conocer el 

mecanismo por el cual la unión de RANKL a RANK desencadena la calcificación de las 

CMLV, silenciamos  las quinasas que regulan tanto la vía canónica (IKKβ) como la 

alternativa (IKKα) de NF-κB. Sólo la inactivación de IKKα inhibe la calcificación, 

señalando la implicación de la via alternativa. Por otra parte, la incubación con RANKL 

aumenta la expresión de BMP4 en las CMLV; este incremento no se produce en las 

CMLV que tienen silenciado RANK o IKKα. Además, el aumento en la calcificación 

provocado por RANKL, también desaparece al adicionar al medio de cultivo nogina (un 

inhibidor de las BMPs), apuntando a BMP4 como mediador en la calcificación inducida 

por RANKL.  

En el modelo in vivo, el incremento en el contenido de calcio en las aortas es paralelo 

al aumento en la expresión de RANKL y de BMP4, que además se localizan en las 

áreas calcificadas. Sin embargo, no se observan variaciones significativas en los 

niveles circulante del ratio RANKL / OPG. 

 

Conclusiones: RANKL aumenta la calcificación de las células de músculo liso vascular 

a través de la unión a su receptor RANK y el aumento de BMP4 a través de la 

activación de la vía alternativa de NF-κB. 
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ARTíCULO 3: Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in 
Vitamin D metabolism and in vascular calcification 
 
Influencia de la uremia, y del tratamiento con Calcitriol y Paricalcitol en el 
metabolismo de la vitamina D y en la calcificación vascular.  
 
Introducción La aterosclerosis es un proceso complejo caracterizado por un aumento 

del grosor de la pared y el endurecimiento de las arterias. Afecta a la media e intima 

arterial y es debido principalmente a la acumulación de CMLV, células inflamatorias 

como macrófagos, linfocitos T, células dendríticas y mastocitos, así como lípidos, 

colágeno y matriz extracelular. Este proceso está acelerado en pacientes con 

enfermedad renal crónica (ERC) que presentan una disminución de la síntesis de 

Calcitriol y desarrollan hiperparatiroidismo secundario. Las CMLV han sido 

consideradas por diversos autores como responsables directas de la generación de la 

placa aterosclerótica, vía proliferación, migración de la media y síntesis de proteínas de 

matriz. Es una práctica común el tratar a los pacientes con ERC con Calcitriol o 

análogos, como el Paricalcitol, para downregular los niveles de PTH que están 

elevados en estos pacientes. Previos estudios de nuestro grupo demostraron que el 

Paricalcitol tiene una menor respuesta proliferativa comparado con el Calcitriol en la 

CMLV. Otros estudios han demostrado que el exceso de 1,25(OH)2D3 es aterotóxico, e 

induce calcificaciones vasculares en humanos y animales de experimentación. 

Estudios recientes sugieren que la 1,25(OH)2D3 podría tener importantes implicaciones 

en el proceso aterosclerótico. Algunos autores han sugerido que la síntesis de 

1,25(OH)2D3 por las células endoteliales tiene una función paracrina-autocrina 

actuando a nivel local promoviendo la adhesión de leucocitos; y que la 1,25(OH)2D3 

induce un incremento dosis dependiente de la migración en CMLV. El descubrimiento 

de que las CMLV expresaban las proteínas implicadas en el metabolismo de la 

1,25(OH)2D3 (1α hidroxilasa, 24 hidroxilasa y VDR) provocó un creciente interés por su 

efecto auto y paracrino y por los mecanismos implicados en su regulación. Por esta 

razón analizamos el efecto de la uremia y del tratamiento con Calcitriol y Paricalcitriol 

sobre la expresión de estos genes y sobre la calcificación vascular. 

 

Materiales y Métodos Para los estudios in vivo se utilizaron ratas Sprague Dawley 

sometidas a nefrectomía subtotal que se dividieron en 3 tratamientos (control, 

Paricalcitol y el Calcitriol). Tras 3 meses se recogió suero, la arteria y el riñón. Para los 
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experimentos in vitro se emplearon CMLV procedentes de explantes de aorta de rata, 

que se trataron con DMEM suplementado con un 15% de suero procedente de las 

ratas control, o urémicas. Además, se añadió tratamiento con Paricalcitol o Calcitriol. 

Asi mismo, se incubaron con OPG o se emplearon CMLV RANK- para tratar de inhibir 

la calcificación. Tanto in vivo como in vitro se analizó la expresión de genes del 

metabolismo de la vitamina D y la calcificación vascular. 

 

Resultados: La uremia provoca una desregulación de las proteínas implicadas en el 

metabolismo de la vitamina D en las arterias in vivo y en las CMLV in vitro. Esta 

desregulación conduce un aumento local de Calcitriol que podría tener un efecto 

autocrino-paracrino en la células de los vasos. Este resultado se observa en las aortas 

pero no en los riñones, indicando una regulación diferente según el tejido. El 

tratamiento con distintos activadores del receptor de la vitamina D tiene efectos 

diferentes sobre la expresión génica: mientras que el Paricalcitol no modifica el efecto 

la uremia, el Calcitriol lo dispara. El incremento en los niveles locales de Calcitriol 

estimula la expresión de RANKL en CMLV induciendo su calcificación. Una parte 

importante de la calcificación inducida por la uremia se puede inhibir con la adición de 

OPG o el silenciamiento de RANK in vitro. 

 

Conclusiones: La uremia provoca una desregulación de las proteínas implicadas en el 

metabolismo de la vitamina D en las CMLV. Esta desregulación produce un incremento 

local de la síntesis de 1,25(OH)2D3, que podría tener un efecto paracrino sobre las 

células del vaso. Esto podría guardar relación con la aterosclerosis acelerada que 

sufren los pacientes urémicos. El tratamiento con diferentes activadores del VDR 

tendría un impacto diferente en la progresión del proceso aterosclerótico. Además, la 

regulación de las proteínas involucradas en el metabolismo de la vitamina D parece ser 

diferente en el tejido renal y arterial 
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Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in vitamin D 

metabolism and in vascular calcification. 

Sara Panizo MSc, Eva Parisi PhD, Anna Cardus PhD, Petya Valcheva MSc, Elvira 

Fernandez Md, PhD, Jose M Valdivielso PhD 

ABSTRACT 

INTRODUCTION Atherosclerosis is a complex process characterized by an increase in 

wall thickness and hardening of the arteries due to the accumulation of vascular smooth 

muscle cells (VSMC), inflammatory cells (macrophages, T lymphocytes, dendritic and 

mast cells), lipids, collagen and extracellular matrix. This process is accelerated in 

patients with chronic kidney disease which are commonly treated with Calcitriol or 

analogues, like Paricalcitol, in order to downregulate PTH levels. The finding that VSMC 

express the proteins involved in Calcitriol metabolism (VDR, 1-alpha hydroxylase and 

24-hydroxylase) provoked an increased interest over the paracrine effect and the 

mechanisms implicated in its regulation.  

MATERIALS AND METHODS In vivo: 5/6 nephrectomized Sprague Dawley rats divided 

in three treatments (Control, Paricalcitol and Calcitriol). They were maintained for 3 

months. At the moment to the sacrifice we collected serum, aorta and kidney samples. 

In vitro: rat VSMC maintained in DMEM, supplemented with 15% serum from healthy or 

uremic rats. Treatments with Calcitriol and Paricalcitol were added to this media. They 

also were incubated with OPG to to inhibit the calcification. We determine in vitro and in 

vivo the expression of genes involve in vitamin D metabolism (VDR, 1alpha hydroxylase 

and 24 hydroxylase) and in vascular calcification (RANKL)  

RESULTS -Uremia provokes a deregulation of the proteins involved in vitamin D 

metabolism in VSMC. This deregulation produces a local increase in Calcitriol that may 

have a paracrine effect on the vessel cells. This Calcitriol stimulates the expression of 

RANKL in VSMC inducing their calcification. The treatment with different Vitamin D 

receptor activators has different effect over the gene expression. The regulation of the 
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proteins involved in vitamin D metabolism seems to be different in renal than arterial 

tissue. 

 

 

INTRODUCTION 

Atherosclerosis is a complex process characterized by an increase in the wall 

thickness and the hardening of the arteries. It affects media and intima of the artery and 

is due mainly to the accumulation of vascular smooth muscle cells (VSMC), 

inflammatory cells (macrophages, T lymphocytes, dendritic and mast cells), lipids, 

collagen and extracellular matrix which provoke endothelium dysfunction1. 

Atherosclerosis develops rapidly in uremic patients2 and is believed to be responsible 

for the high incidence of ischemic heart disease, left ventricular hypertrophy, congestive 

heart disease, sudden death, and stroke in these patients3. Patients with chronic kidney 

disease (CKD) develop extensive calcification, which causes increased arterial stiffness 

and severer cardiovascular disease that induces a higher morbidity and mortality4;5 A 

significantly greater incidence of plaques has been reported in the common carotid 

artery of patients with en stage of renal disease (ESRD). High sensitive techniques 

confirm that atherosclerotic plaques have an accelerated development in dialysis 

patients6. Arterial disease and left ventricular hypertrophy (LVH)7 are two principal risk 

factors driving the high rate of cardiovascular mortality in haemodialysis patients. VSMC 

have been viewed as directly responsible for generating the atherosclerotic plaque, via 

proliferation, migration from the media and synthesis of matrix proteins relative to 

calcification8.  

It is a common practise to treat CKD patients with Calcitriol or analogues, like 

Paricalcitol, in order to downregulate PTH levels9-11. Previous studies in our group12  

demonstrated that Paricalcitol induced less of a proliferative response compared to 

Calcitriol in VSMC. Several studies have demonstrated that an excess of 1,25(OH)2D3 
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is arteriotoxic and that 1,25(OH)2D3 induces vascular calcifications in humans and 

experimental animals13;14. Calcitriol increases vascular calcification in VSMC trough the 

increase of the expression of RANKL15 RANKL (Receptor activator of nuclear factor 

kappa B ligand) is a member of the TNF superfamily and is expressed mainly by 

osteoblasts and its immature precursors16. RANKL activates its receptor (RANK) which 

is expressed in osteoclasts and its precursors, promoting osteoclast formation, 

activation and prolonging osteoclast survival by suppressing apoptosis17.OPG is a 

decoy receptor for RANKL, which directly counteracts all the RANKL-mediated 

actions18. Recent studies suggest that 1,25(OH)2D3 may have further implications in 

the atherosclerotic process. Zehnder et al.19 postulated that the synthesis of 

1,25(OH)2D3 by endothelial cells has a paracrine/autocrine function and acts at a local 

level promoting leukocyte adhesion. Furthermore, Rebsamen et al.20 found that 

1,25(OH)2D3 induced a dose dependent increase in VSMC migration. Tukaj et al. 

demonstrated that Calcitriol induced morphologic changes in rat aorta VSMC, including 

a progression from a contractile to a synthetic phenotype with and increased of factors 

that promote calcification21.  

Vitamin D3 its first metabolized to 25(OH)D3 in the liver and subsequently to 

1,25(OH)2D3 (Calcitriol) (with biological activity) by the enzyme 1α-hydroxylase 22 .1α-

hydroxylase is main located in the kidney but it also be found in other extrarenal tissues 

as endothelial cells19, VSMC23, cells from the colon mucose24, macrofages25 and 

queratinocytes26. 1α-hydroxylase action is the limiting step in the vitamin D biosynthesis 

and it is tightly regulated by the own 1,25(OH)2D3 by negative feedback and by other 

factors as PTH, calcium and phosphate concentration27. The levels of the active 

metabolite are regulated by synthesis and degradation rates 27. The degradation occurs 

by the enzyme 24 hydroxylase, which is the responsible of the hydroxylation of 

25(OH)D3 and 1,25(OH)2D3 to obtain 24,25(OH) 2D3 y 1,24,25(OH)2D3, respectively27. It 

is fundamentally express in renal tubule, but it can be found in a wide number of tissues 

____________________________________ Resultados ____________________________________

83



that are target of 1,25(OH)2D3 28. 1,25(OH)2D3 exerts its action through its receptor the 

VDR.  

The finding that VSMC express the proteins involved in vitamin D metabolism 

(VDR, 1-alpha hydroxylase and 24-hydroxylase) provoked an increased interest over 

the paracrine effect and the mechanisms implicated in its regulation. For this reason we 

decide to analyze the effect of uremia and treatment with Calcitriol and Paricalcitol over 

the expression of these genes and its relationship with vascular calcification. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

All the experiments performed in this study followed the NIH Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals. 

 

In vitro studies 

 

Cell cultures 

Primary rat aortic VSMCs of Sprague-Dawley rats were obtained as described 

previously29 and maintained in DMEM (GIBCO) containing 10% FBS.  

Cells were seeded (105 cells/plate) in 100 mm plates. When the cell confluence 

was about 80% VSMCs were shifted to treatment media, DMEM containing 15% serum 

from normal rat or 15% serum from 5/6 nephrectomy rat, 10 mmol/L sodium pyruvate 

and 10 mmol/L ß-glycerophosphate (Sigma). Paricalcitol (300nM) (Abbott) or Calcitriol 

(100nM) (Sigma) were added to this treatment media during 48 hours. Them we collect 

RNA and protein.  

We used cells between passage 2 and 8. All the experiments were performed in 

triplicate. In each experiment, three plates were used per condition. 
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Determination of VSMC calcification 

In all the calcification experiments, the calcium levels were measured 5 days 

after the addition of the treatments by the o-cresolphtalein complexone method. We 

measured the calcium incorporation of VSMC incubated with media with normal or 

uremic rat serum and the addition to these media of Paricalcitol (300nM) or Calcitriol 

(100nM) Moreover, we tested the effect of OPG (Sigma) (100pM) in the calcification 

level induced by the uremic serum, and the calcification of VSMC infected with shRNA 

for RANK. 

 

Lentiviral Production and Infection 

Lentiviral-based vectors for RNA interference-mediated gene silencing (FSVsi) 

consisted of a U6 promoter for expression of short hairpin RNAs and the Venus variant 

of YFP under the control of an SV40 promoter for monitoring transduction efficiency. 

Oligonucleotides to produce shRNA were annealed in buffer (150 mM NaCl; 50 mM Tris 

pH 7.6) and cloned into the AgeI-BamHI sites of FSVsi. shRNA target sequence to 

RANK was TTAGCTGAGGATGCTGAGGAT. Scramble sequence 

(CGTGGGGTTAATTAAGAGGCT) was used us a control. To produce infective lentiviral 

particles, 293T cells were co-transfected by the Polyethylenimine (PEI) method with the 

virion packaging elements (VSV-G and Δ8.9) and the shRNA producing vector (FSVsi-

RANK or FSVsi as a control). 293T cells were allowed to produce lentiviral particles 

during 3-4 days in the same culture media used for VSMC. Culture media was collected 

and centrifuged for 5 min at 1000 x g and supernatant added to growing VSMC 

overnight. After this period, media was replaced with fresh medium and cells were 

incubated for 4 additional days to allow endogenous gene knockdown. Western blot of 

RANK were performed to check the gene knockdown. 
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Real Time PCR 

Total cellular RNA was isolated from VSMC incubated with the different serums 

and treatments, and tissue samples by Trizol method. In the in vitro experiments, 

isolation of RNA was performed 48 hours after the addition of treatments. Reverse 

transcription was performed with the first-strand DNA synthesis kit for RT-PCR (Roche 

Diagnostics). We used Taqman real time-PCR amplification with gene-specific primer 

for RANKL, VDR, 1α hydroxylase and 24 hydroxylase (Gene Expression Assays from 

Applied Biosystems), using rat glyceraldehid-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) as 

a reference, with an ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). 

The relative RNA amount was calculated by standard formulae. Average and standard 

error from three experiments were calculated. 

 

Western Blot analysis 

Western blot analysis were performed as previously described, 48 hours after 

the addition of treatments.30 After blotting, the membrane was incubated overnight with 

anti-RANK antibody (1:1000. Cell Signalling), anti-VDR (1:1000 Santa Cruz 

Biotechnology), anti-1α hydroxylase (1:1000 The Binding Site), anti-24 hydroxylase 

(1:1000 Santa Cruz Biotechnology) and anti-tubulin (1:10000 Sigma). Secondary 

antibody binding was detected with the ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit 

(Amersham Biosciences) and the VersaDoc Imaging system Model 4000 (BioRad). 

 

Immunoprecipitation (IP) 

Cells were lysated and protein was quantified by “DC Protein Assay” from 

BioRad. We used 500 ug of protein with 1ug of primary antibody anti 24 hydroxylase for 

the IP. We added 25% v/v of sepharose beats (Calbiochem), and incubated them 

overnight at 4 ºC under rotary agitation. When the incubation time is over, we washed 

the beads in lysis buffer three times. Finally, we removed the last supernatant and add 
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25 of 2x loading buffer. Tubes were boiled at 95-100 ºC for 5 minutes to denature the 

protein and separate it from the sepharose beads, and then they were centrifuged and 

the supernatant, where the protein is now, was keeping performing the western blot. 

 

Determination of Calcitriol production (1αhydroxylase activity) 

After 5 days of each treatment we washed 6 times each well with PBS. After the 

washed we incubated the cells with DMEM with or without 25 (OH) D3 during 1 hour. 

We collected this media and we measured de production of 1,25(OH)2D3 by a ELISA kit 

( Immunodiagnostics Systems) The production was calculated: (1,25(OH)2D3 production 

in well  with 25 (OH) D3) - (1,25(OH)2D3 media production in wells  without 25 (OH) D3). 

 

In vivo studies 

 

Experimental animals 

Sprague-Dawley rats (200-225 g) were anesthetized with Isoflurane and right 

nephrectomy was performed. After 1 week, animals suffered 2/3 nephrectomy in the left 

kidney by ligation of both poles as previously described.31 Animals with 5/6 

nephrectomy were divided in 3 groups. One group received Calcitriol (1 μg/kg 3 times a 

week for 8 weeks, n=9), other group received Paricalcitol (3 μg/kg 3 times a week for 8 

weeks, n=9),) whereas the third group received a vehicle injection (n=9). Moreover, one 

more group of sham-operated rats were used as control, (n=9). At sacrifice, 8 weeks 

later, abdominal aortas and kidneys were collected to isolate RNA. Serum was 

collected. 

 

Statistical Analysis 

Differences between groups were assessed by ANOVA. A p<0.05 was 

considered statistically significant. 
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RESULTS 

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment in the expression of 

genes involve in vitamin D metabolism in aorta and kidneys in vivo 

In figure 1A we can observe how arteries from subtotal nephrectomiced rats 

(uremic rats) do not show any difference comparing to the control ones in VDR 

expression determined by RT PCR. Treatment with Paricalcitol and Calcitriol increases 

VDR expression in the uremic group. Uremia increases the expression, determined by 

Real Time PCR, of 1α hydroxylase (figure 1C) and 24-hydroxylase (1E) in rat arteries. 

Although Paricalcitol does not modify the effect of uremia, Calcitriol treatment increased 

1 α hydroxylase expression.  

VDR expression in the kidneys (figure 1B) is downregulated in uremia, however 

its expression increases with both compounds. 1 α hydroxylase expression in the 

kidneys (1D) decreases in uremia and even more with both treatments. 24-hydroxylase 

expression increases with Calcitriol and Paricalcitol (1F). 

 

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment in the expression of 

genes involve in vitamin D metabolism in VSMC in vitro 

 

In figure 2 we show the effect of the uraemia and the treatment in cultured 

VSMC over the expression of the same genes. In vitro we found an increase in the VDR 

(RNA (2A) and protein (2B)) levels with Calcitriol and Paricalcitol treatments. 1 α 

hydroxylase (2C, 2D) increases in uremic media and even more when we add Calcitriol. 

24-hydroxylase (2E, 2F) increases with Paricalcitol with both serums and its expression 

is intensified in media with control serum plus Calcitriol by Real Time PCR and 

imminoprecipitation. 
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Uremic serum increases 1,25(OH)2D3 production in VSMC in vitro (figure 2G). 

The Paricalcitol addition has not effect. However, Calcitriol addition to the uremic serum 

provokes a higher increase in this production 

 

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment VSMCcalcification and 

RANKL expression in vitro 

Previous results showed a significant increase in vascular calcification of 

abdominal aortas obtained from animals with 5/6 nephrectomy versus control rats. 

Moreover treatment with Calcitriol dramatically increased the calcified areas and total 

calcium content in this artery. However calcification of the medial area of the artery was 

only seen sporadically in rats treated with Paricalcitol15. For this reason we decided to 

study the direct effect of the uremic serum in VSMC in vitro calcification and the effect 

over it of the addition of Paricalcitol (300nM) and Calcitriol (100nM) in figure 3. Uremic 

serum provokes and increases of the calcification level (figure 3A). Paricalcitol does not 

modify the effect oh the uremia over calcification. Calcitriol increases significantly the 

calcification level in both serums. 

We know that Calcitriol increases the expression of RANKL, and it is the 

responsible of VSMC calcification. We can observe in figure 3B that uremic serum 

promotes an increase of RANKL expression determined by RT PCR. Calcitriol addition 

increases more this expression.  

 

Inhibition of VSMC calcification induced by uraemia using OPG o sh RNA of 

RANK in vitro. 

To check if the increase of the expression of RANKL in VSMC is the responsible 

of this calcification we added to the media (control and uremic) 100pM of OPG. We 

observed in figure 4 A that calcification produced by the uremic serum in VSMC is 
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inhibited by OPG. In order to determine if the effect of uremic was mediated by 

activation of RANK or to another potential receptor, we designed shRNA to decrease 

the endogenous RANK protein levels. Incubation of VSMC control or VSMC RANK- with 

normal or uremic serum for 5 days (figure 4B) show that cells without RANK presents a 

reduction of the calcification compared to the normal ones when they were cultured with 

uremic serum. 

 

 

DISCUSSION 

Cardiovascular disease is the most frequent cause of morbidity and mortality in 

chronic kidney disease (CKD) patients. Accelerated atherosclerosis and medial 

calcification are common in the dialysis population. The mechanisms by which uremia 

promotes vascular calcification and the relationship between arterial wall calcification 

and atherosclerosis are poorly understood. Many different cell types, including 

macrophages, lymphocytes, endothelial cells, and smooth muscle cells (VSMC), are 

involved in atherosclerotic lesion formation32. VSMC in response variety of atherogenic 

stimuli can switch between the “contractile” and “synthetic” phenotypic states. These 

“synthetic” VSMC migrate and proliferate more readily than “contractile” VSMC and can 

synthesize more collagen and matrix proteins, involving them in the initiation and early 

progression of atherosclerotic plaque 8;33.Patients with CKD show an increase in VSMC 

proliferation, leading to arterial complications34. Those patients have been commonly 

treated with 1,25(OH)2D3, which has a pro-proliferative effect in VSMC29. Therefore, 

treatment with1,25(OH)2D3 could increase the effect in VSMC proliferation in these 

patients, increasing vascular complications like atherosclerosis. Paricalcitol shows no 

effect on proliferation in VSMC12. Our results show that in VSMC uremia induces 

alterations in the vitamin D metabolism, all of them aimed to increase the local 
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synthesis of 1,25(OH)2D3. Moreover, this effect is intensified by the addition of 

Calcitriol, but not by Paricalcitol. 

This abnormal Calcitriol metabolism during the uremia has been previously 

reported in other tissues. The low concentration of the biologically active metabolite of 

vitamin D, (1,25(OH)2D3), is critical to the pathogenesis of secondary 

hyperparathyroidism in chronic renal failure. The actions of 1,25(OH)2D3 are mediated 

through binding to its cellular receptor protein, the vitamin D receptor (VDR)Many 

authors report a decrease in VDR content of parathyroid glands in rats35, dogs36 and 

humans37 with renal failure. In addition, the up-regulating effect of 1,25 (OH)2 D3 on 

levels of VDR protein in duodenum is attenuated in uremic rats38. To obtain the 

biological response, the hormone receptor complex binds to vitamin responsive 

elements present in the DNA. Studies based on DNA-cellulose chromatography show 

that the interaction with DNA was weakened in CKD39 In addition, Patel et al40 

demonstrated that uremic ultrafiltrate blocked Calcitriol-induced reporter gene activity in 

vitro. The electrophoretic binding capacity of VDR to the osteocalcin gene VDR is 

reduced to 50% when VDR is incubated with uremic ultrafiltrate and compare with the 

normal one40. Uremic ultrafiltrates derived from hemo or peritoneal dialyzed patients 

inhibit the interaction of VDR with DNA. In vivo studies with rats with incipient renal 

failure showed an important reduction of VDR binding to the VDREs compared with 

sham operated rats41. Szabo et al42 showed that intestinal and parathyroid gland 

binding capacity of 1,25 to VDR was markedly downregulated in uremic rats. Uremic 

toxins are involved in 1,25-(OH)2D3 resistance observed in patients with chronic renal 

failure43. The inhibitory effect of uremic toxins on VDR-VDRE binding could underlie the 

Calcitriol resistance reported in renal failure. Thus, the decrease in VDR content and in 

its binding capacity to DNA could be de responsible of the increase in 1 α hydroxylase 

(due to the elimination of the negative feedback) that we observe in VSMC in vitro and 

in arteries in vivo in uremic condition. This explains the increase in a local production in 
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1,25(OH)2D3 in the uremia, that can exert its effects in and auto-paracrine way. Thus, 

the high increase in intracellular 1,25 could overcome the resistance and cause the 

increase in proliferation and calcification in VSMC.  

Chronic uremia is characterized by decreased levels of plasma 1,25(OH)2D3 

due to decreased renal 1-hydroxylase activity. However our results show that extrarenal 

synthesis in the VSMC is increased. Some articles suggest an 1alfa hydroxylase 

regulation is tissue specific 44 Studies from Dusso et al45 demonstrated that 

macrophages from normal individuals synthesize 1,25-(OH)2D3. In chronic renal failure, 

peripheral macrophages exhibited an enhanced 1 α -hydroxylase activity and a 

decreased capacity to degrade 1,25-(OH)2D3. Besides uremic patients have elevated 

PTH, another stimulus that increases the expression of 1 α hydroxylase. In summary, 

during uremia vitamin D circulating levels are decreased. This, and the elevated PTH 

levels, serve as a stimulus to increase extrarenal synthesis of 1,25 (OH)2D3. Our 

uremic rats suffer an increase of the expression of 1 α hydroxylase in the artery but a 

decrease in the kidney. Thus, extrarenal synthesis of 1,25 is elevated in VSMC.  

The tissue dependent deregulation of 1 α hydroxylase, has been observed in 

other diseases. Hypercalcemia associated with granulomatous slack skin syndrome 

seems to be caused by dysregulation of α -hydroxylase expression in both epidermal 

and dermal granulomatous cells. In psoriasis and sarcoidosis of the skin the  

overexpression of the enzyme is restricted to keratinocytes and granulomata, 

respectively46. 

The deregulation of genes of vitamin D metabolism by uremia is also described 

for 24-hydroxylase. Koyama et al47 showed the induction of duodenal 24-hydroxylase 

gene was 2.0- to 3.8-fold greater in uremic rats than in sham-operated rats. Hsu et al48 

studied how uremic toxins play a major role in the suppression of Calcitriol degradation. 

Uremic toxins suppress genomic synthesis of 24- hydroxylase, via a receptor-mediated 
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process. In our experiments in vitro and in vivo  uremia do not modify significantly 24-

hydroxilase expression. 

The consequence of all these alteration, the extrarenal synthesis of 1,25 (OH)2D 

during the uremia in the artery, concretely in VSMC, is elevated due to an increase in 

the synthesis and a decrease in degradation. We confirmed this conclusion when we 

measure the 1,25 (OH)2D3 product in VSMC in vitro cultured with normal and with 

uremic serum. This production is higher in cells cultured with uremic serum.  

Secondary hyperparathyroidism (2HPT) in chronic kidney disease requires 

therapy to minimize the effects of parathyroid hormone (PTH) on bone and other 

tissues49. Low levels of Calcitriol in blood play a major role in the initiation and 

maintenance of hyperparathyroidism. Accordingly, administration of Calcitriol has been 

demonstrated to be an effective form of therapy. Therapy for the treatment of secondary 

hyperparathyroidism in patients with chronic kidney disease with different vitamin D 

receptor activator (VDRA), as Calcitriol or Paricalcitol primarily involves suppressive 

effects on the parathyroid gland, and regulation of calcium and phosphorus absorption 

in the intestine and mobilisation in bone. Results seen in observational studies of HD 

patients show that Paricalcitol is associated with improved survival compared to 

Calcitriol50. The survival benefits of Paricalcitol appear to be linked, at least in part, to 

'nonclassical' actions of VDRAs, possibly through VDRA-mediated modulation of gene 

expression. Paricalcitol regulates several cardiovascular and renal parameters more 

favourably than nonselective VDRAs. Complex nonclassical effects, which are not 

clearly understood, possibly contribute to the improved survival seen with VDRAs, 

especially Paricalcitol51. In our case the use of Paricalcitol or Calcitriol has different 

effects both in vivo and in vitro in VSMC, whereas Paricalcitol do not modify the effect of 

uremia, Calcitriol triggers the expression of 1 α hydroxylase and the production of 

1,25(OH)2D3. Arteries from healthy rats treated with Cacitriol follow the expected 
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behaviour: VDR and 24-hydroxylase are increased, but 1 α hydroxylase is decreased 

(data not shown)  

Our results are in agreement with previous reports from other groups that show 

that uremic serum increases calcification and enhances the expression of osteogenic 

markers in VSMC 52-54. This report shows that 1 α hydroxylase increase its expression 

in VSMC cultured in uremic serum and in aorta of subtotal nephrectomy rats. This 

deregulation produces an local increase in 1,25(OH)2D3 VSMC in vitro that may have a 

paracrine effect on the vessel cells. 1,25(OH)2D3 acts over the own VSMC increasing 

RANKL expression, and we demonstrated in previous articles15;55 that RANKL is an 

important mediator in the vascular calcification. RANKL expression is almost 

undetectable in normal VSMC, but it is increases in calcified arterial lesions56;57. 

Moreover the addition of Calcitriol provokes an up regulation in 1 α expression in VSMC 

in uremia and in the aortas of these rats. This increases 1,25 (OH)2D3 production, 

increasing RANKL expression and VSMC calcification. Moreover, and important part of 

the increase in calcium content observed in VSMC treated with uremic serum can be 

inhibited by the addition of OPG or using RANK shRNA VSMC. These results show that 

the mediator in VSMC calcification observed in uremia is the local increase of RANKL. 

Van Driel et al58 show that 1 α hydroxylase is expressed in human osteoblasts. 

Functional analyses demonstrate that after incubation with the 25-(OH)D3, osteoblasts 

can produce enough 1,25(OH)2D3 to modulate their activity, resulting in induced alkaline 

phosphatase (ALP) activity, osteocalcin (OC) mRNA expression, and mineralization. 

Autocrine/paracrine 1 α hydroxylase activity in extrarenal tissues is modulated 

differently and is less sensitive to autoregulation by 1,25 (OH)2d359. The results of van 

Driel support this notion, as in human osteoblasts 1 α hydroxylase activity and 

expression is unaffected by 1, 25 (OH)2D3. The classical renal regulators of 1 α 

hydroxylase, PTH and calcium do not regulate it in osteoblasts. Moreover they observe 

how the induction of osteoclast differentiation, by addition of the critical osteoclast 
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inducer RANKL, results an increase in 1 alpha hydroxylase mRNA levels. It indicates 

the existence of a local (autocrine/paracrine) regulation of 1 α hydroxylase by factors 

(growth factors, cytokines) derived from bone cells and/or cells in the bone marrow. 

Analysing our results we can observe something similar. It seem that extrarenal 

synthesis of 1,25 (OH)2D3 in VSMC is modulated in a different way than in kidney. The 

addition of Calcitriol is not capable to inhibit the 1 α hydroxylase expression. Even 

more, the addition of Calcitriol provokes an increase in 1 α hydrxylase. As we previously 

demonstrated Calcitriol stimulates the synthesis of RANKL in VSMC55. The VSMC start 

to express osteogenic markers and they are very similar to osteclats. Uremia and 

Calcitriol stimulates RANKL and calcification. This RANKL could be the responsible of 

the increase in 1 α hydroxylase expression an there for the increase in 1,25 (OH)2D3 

production. 

 

In conclusion uremia produces a deregulation in the enzymes of the vitamin D 

metabolism. This affects the extrarenal synthesis in the VSMC in the artery. 1 α 

hydroxilase is elevated and this involve and increase in 1,25(OH)2D3 production. This 

effect is intensified with the Calcitriol treatment, but not with Paricalcitol. Uremia and 

Calcitriol elevates RANKL expression. This RANKL increase VSMC calcification and it 

seems that RANKL could increase the synthesis of 1 α hydroxylase in groups of these 

cells that are like osteoblasts. These results can be important to choose the treatment 

with Calcitriol or Paricalcitol in CKD patients. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: VDR, 1α hydroxysale and 24 hydroxylase expression determined by 

real time PCR in artery (A,C and E respectivily)) and kidney ((B, D, and F) from sham 

operated rats (white bars), rats with subtotal nephrectomy (grey bars), rats with subtotal 

nephrectomy and treated with Paricalcitol (3ug/kg 3 times a week for 8 weeks) (dotted 

bars) and rats treated with Calcitriol (1 mg/kg 3 times a week for 8 weeks) (dashed 

bars) rats. Data are expressed in ng calcium per mg protein Data are mean ± sem.*: 

p<0.05 vs. control. 

 

Figure 2:  Expression in VSMC treated for 5 days with serum from a healthy rat 

(with bars) or 5/6 nephrectomized one (grey bars) and adding Paricalcitol or Calcitriol 

determined by Real Time PCR or Western Blot of VDR (A and B)  1αhydroxylase (C 

and D) and 24 hydroxilase (E and F). In all western blot tubulin was used as a loading 

control. (G)1,25 (OH)2D3 production in VSMC treated with the same serums and 

conditions. Data are mean ± sem.*: p<0.05 VSMC plus control serum vs VSMC plus 

uremic serum and the same treatment (without, Paricalcitol or Calcitriol). #: p<0.05 

VSMC plus control serum without treatments vs VSMC plus control serum with 

Paricalcitol or Calcitriol. ¤: p<0.05 VSMC plus control uremic without treatments vs 

VSMC plus uremic serum with Paricalcitol or Calcitriol 

 

Figure 3: .VSMC calcification (A). Cells were incubated in DMEM with serum 

from control (white bars) or 5/6 nephrectomy rat (grey bars), and they were supplement 

with Paricalcitol or Calcitriol. 5 days later the calcium content was measured by o-

cresolftalein complexone method. Expression determined by Real Time PCR of RANKL 

(B) in VSMC in the different conditions. Data are mean ± sem.*: p<0.05 VSMC plus 

control serum vs VSMC plus uremic serum and the same treatment (without, 
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Paricalcitol or Calcitriol). #: p<0.05 VSMC plus control serum without treatments vs 

VSMC plus control serum with Paricalcitol or Calcitriol. ¤: p<0.05 VSMC plus control 

uremic without treatments vs VSMC plus uremic serum with Paricalcitol or Calcitriol 

 

Figure 4: Effect in the calcification of the in vitro incubation of rat VSMCs with 

OPG (100 pM) in normal and uremic serum (A) Quantification of calcium incorporation. 

Data are expressed in ng calcium per mg protein. p<0.05 vs. OPG 0 pM. (B) 

Comparison of the calcification level between normal VSMC and RANK- VSMC 

incubated with normal and uremic serum. Data are mean ± sem.*: p<0.05 vs. control 

serum. 
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ARTíCULO 4: High phosphorus diet increases blood pressure by PTH-renin 
stimulation in vivo. 
 
La dieta alta en fósforo incrementa la presión arterial por la estimulación PTH - 
renina in vivo.  
 

Introducción El fósforo es un elemento esencial para la vida. Sin embargo, la 

hiperfosfatemia se ha relacionado con riesgo cardiovascular elevado y un aumento de 

la morbimortalidad por eventos cardiovasculares en en pacientes en diálisis. En la 

enfermedad renal crónica (ERC) la elevación de los niveles de fósforo sérico se asocia 

con HPT2, alteraciones en el remodelado óseo y calcificaciones vasculares. En 

pacientes con ERC es de vital importancia el control de los niveles séricos de este ion, 

controlando su ingesta en la dieta y mediante el uso de quelantes de fósforo. El 

carbonato de lantano es un quelante de fósforo seguro y efectivo sin efectos tóxicos. 

Existen multitud de estudios sobre este ion en la enfermedad renal crónica, pero no 

están del todo claras las consecuencias que tendría la ingesta de una dieta alta en 

fósforo en individuos con una función renal normal. En teoría en las personas y 

animales con función renal normal, la homeostasis del calcio y del fósforo se mantiene 

mediante la interacción de la hormona paratiroidea (PTH) y la 1,25(OH)2D3 a pesar de 

las variaciones de la ingesta de fósforo y calcio. Tanto el fósforo como el calcio 

ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente sanguíneo, para excretarse 

por los riñones o almacenarse en el tejido óseo. Algunos estudios sugieren que altos 

niveles séricos de fósforo puede ser un factor de riesgo para la aterosclerosis coronaria 

y para la hipertrofia ventricular izquierda en adultos jóvenes sanos. Este estudio busca 

aclarar cuales son las consecuencias de una dieta con alto contenido en fósforo en 

animales con función renal normal. 

 

Materiales y Métodos: Ratas Sprague-Dawley se mantuvieron durante 8 semanas con 

dietas con diferente contenido de fósforo (3 grupos: control, dieta alto fósforo y dieta 

muy alto fósforo). En la semana 4 se dividieron los grupos con elevado fósforo en 2, a 

la mitad de los individuos del grupo se le suministró en la dieta carbonato de lantano (5 

grupos: control, dieta alto fósforo, dieta alto fósforo+ carbonato de lantano, dieta muy 

alto fósforo y dieta muy alto fósforo + carbonato de lantano). Transcurridas las 8 

semanas se midió la ingesta de agua y alimento y el volumen de orina durante 24 

horas. Se recogió sangre y orina para determinar datos bioquímicos. Se obtuvieron las 

aortas (para determina el contenido en calcio) y los riñones (para determinar la 
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expresión de renina). Se pesaron los animales y sus corazones, para determinar si 

existía hipertrofia ventricular izquierda. 

 

Resultados: Las ratas sanas alimentadas con dietas con alto contenido en fósforo 

presentan un aumento en la presión arterial, que puede ser inhibido al añadir a la dieta 

un quelante de fósforo, el carbonato lantano. Este aumento es paralelo al incremento 

en los niveles séricos de PTH, la expresión de renina y los niveles de angiotensina II. 

No se aprecian diferencias significativas en el contenido de calcio de la aorta con dos 

meses de tratamiento ni existe evidencias de hipertrofia ventricular izquierda. 
 
Conclusiones: El alto contenido en fósforo de la dieta provoca un aumento de la 

presión arterial al estimular la síntesis y secreción de PTH. Esta PTH estimula a la 

renina, responsable del aumento de la presión arterial. 
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High Phosphorus diet increases Blood pressure by PTH-renin stimulation in vivo 

 

Sara Panizo MSc, Merce Ibarz MD, Eva Parisi PhD, Petya Valcheva MSc, Anna 

Cardús PhD; Elvira Fernandez Md, PhD, Jose M Valdivielso PhD 

 

ABSTRACT 

INTRODUCTION Phosphate is an essential element for life. However 

hyperphosphatemia has been associated with increased morbidity and mortality in 

dialysis patients. Lanthanum carbonate is a safe and effective binder with data 

demonstrating no toxic effects. The effect of inducing hyperphosphatemia diet in people 

with normal kidney function is not clear. Some studies suggest that higher serum 

phosphorus levels may be a risk factor for coronary artery atherosclerosis in healthy 

young adults and phosphate level may be a risk factor for left ventricular hypertrophy in 

community-dwelling young adults.  

MATERIALS AND METHODS Sprague-Dawley rats were maintained during 8 weeks 

with different diets according to the phosphate content. After one month the groups of 

rats with high and very high phosphate diets were divided in 2 groups more, according 

to the addition or not of 3% lanthanum carbonate (Fosrenol® Shire) to the diet for four 

weeks more. Before the sacrifice blood pressure was measured. Urine was collected to 

obtain the concentration of calcium, phosphorus and creatinine, and water and food 

was measured for 24 hours. At the sacrifice a blood sample was extracted and blood 

biochemistry data were obtained. After death, abdominal aortas were collected to 

determine calcium content. Kidneys were collected to isolate RNA to determine de renin 

expression. 

RESULTS. Our experiments demonstrated that rats with hyperphosphatemia inducing 

diets showed an increase in blood pressure, which can be inhibited using lanthanum 

carbonate. This increase was parallel to an increase in PTH and Angiotensin II levels. 
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We did not find significant differences in the calcium content of the aorta with two 

months of treatment.  

CONCLUSSIONS Our results demonstrate that healthy rats on high phosphate diets 

show an increase in blood pressure, which is abolished with Lanthanum Carbonate. 

Those data add to the body of evidence regarding high phosphorus as a cardiovascular 

risk factor.  

 

 

INTRODUCTION 

Phosphorus (P) is a key element in all known forms of life. Inorganic P in the 

form of phosphate (PO4
3-) forms part of the structural framework in biological molecules 

such as DNA and RNA. It is used by the cells to transport cellular energy via adenosine 

triphosphate (ATP). Phospholipids are the main structural components of all cellular 

membranes. P is, together with calcium (Ca), one of the most abundant mineral 

elements in the human body.  

The more important stores of P are fundamentally in the mineral skeleton, in the 

form of hydroxyapatite. An average adult human contains a little less than 1 kg of P, 

about 85% of which is present in bones and teeth in the form of hydroxyapatite. These 

reservations are very finely regulated by three hormones (PTH, Vitamin D and FGF23) 

at three levels: absorption from the intestine, storage in the bone and excretion by the 

kidney. The failure of this regulation causes that the excesses of P is deposited in soft 

tissues provoking extraosseus calcifications, including vascular calcifications. An 

increase in plasmatic P acts promoting PTH's secretion, gene expression and cellular 

proliferation in the parathyroid gland in a direct way 1-3. Besides the direct action that P 

has on the parathyroid gland, it also inhibits the synthesis of the active form of the 

vitamin D, 1,25 (OH) 2D3, through  an increase in FGF234;5.  
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P is absorbed in the intestine by sodium-dependent phosphate transporters6. 

The majority of the plasmatic P is ultrafilterable but more than 85 % of the filtered P is 

re-absorbed, fundamentally in the proximal tubule and mainly by sodium-dependent 

phosphate transporters7. In vertebrates, two unrelated families of Na+ -dependent Pi 

transporters carry out this task: type II Na+/Pi cotransporters (SCL34) and type III 

Na+/Pi cotransporters (SLC20). Three closely related type type II Na/Pi cotransporters 

are expressed in the apical membrane of absorptive/reabsorptive epithelia: type IIa8, 

type IIb9, and type IIc10. Type IIa is more abundant in kidneys of adult animals and type 

IIc in kidneys of young animals and is not detected in the intestine10. Type IIb is 

expressed in small intestine and type II in alveolar cells, but not in kidney9. 

P levels have been associated with mortality in CKD patients11-14. Elevated P 

levels have been related with cardiovascular changes in CKD patients 15-18 and in 

patients without renal disease19;20. An animal model of CKD showed that mortality 

decreased with a low protein and P diet 21. However the restriction of P in the diet and 

conventional dialysis are generally not effective controlling hyperphosphatemia in many 

patients on dialysis, requiring the use of P binders. Aluminum-based binders were once 

used extensively, but its use was abandoned after it found that prolonged use of them 

has a high risk of aluminium intoxication that cause anaemia, myopathy, dementia and 

low turnover bone disease22. They were replaced by the use of calcium-based binders, 

which were characterized by their poor digestive tolerance, and were associated with 

calcification in dialysis patients23. Binders that do not currently provide calcium or 

aluminium like Lanthanum carbonate are being introduced in clinical practice.  

Hypertension represents a powerful risk factor for cardiovascular disease in 

CKD and is almost invariably present in patients with renal failure. Sodium retention and 

activation of the renin-angiotensin system have been considered the most important 

mechanisms involved in the elevation of blood pressure in subjects with kidney 

disease24. The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is a hormone system that 
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regulates blood pressure and water balance. When blood volume is low, the 

yuxtaglomerular cells in the kidneys secrete renin. Renin is released into the blood, and 

it acts upon a circulating substrate, angiotensinogen (inactive form), that undergoes 

proteolytic cleavage to form the decapeptide angiotensin I. Vascular endothelium 

expresses the angiotensin converting enzyme (ACE), that cleaves off two amino acids 

to form the octapeptide, angiotensin II. Angiotensin II is a hormone, and can act directly 

on blood vessels to cause blood pressure increases. It also has another even more 

important function - stimulating the release of aldosterone. Aldosterone is a very 

powerful vasoconstrictor, it acts in the tubules of the kidneys to retain sodium and 

water, increasing the volume of fluid in the body, which also increases blood pressure.  

In the present study we analyze the effect of diets rich in P in cardiac function of 

animals with normal renal function. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

In vivo studies 

 

Experimental animals 

Sprague-Dawley rats (200-225 g) were maintained during 8 weeks in different 

diets according of the P content. During the first month rats were divided in 3 groups of 

diet: Maintenance diet (Harlam) (n=8), high P diet (Altromin) (n=16) and very high P diet 

(Altromin) (n=16). P content in each diet was: maintenance diet 0.60%, high P diet 1.2% 

and very high diet 2%. After 4 weeks systolic (SAP) and diastolic arterial pressures 

(DAP) were measured by the tail-cuff method (LSI Letica, Barcelona, Spain). After one 

month, half of the animals in the high and very high diets were divided in 2 more 

groups, by the addition of 3% lanthanum carbonate (Fosrenol® Shire) to the diet. 
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Therefore 5 different groups of rats were manteined during four weeks more with 

different diets: Maintenance diet (n=8), high P diet (n=8), high P diet plus lanthanum 

carbonate (n=8), very high P diet (n=8) and very high P diet plus lanthanum carbonate 

(n=8). During the last week SAP and DAP were measured again, and urine from 24 

hours was collected to obtain biochemistry data, and water and food intake was 

measured. At sacrifice a blood sample was extracted and blood biochemistry data were 

obtained. After death, abdominal aortas were collected to determine Ca content. 

Kidneys were collected to isolate RNA. 

 

Aortic Calcium Content 

Aortas were washed with saline and homogenized in 0.6 N HCl for 24 hours. 

After centrifugation, the debris was transferred to lysis buffer (125 mM Tris, 2% SDS, 

pH 6.8), and total protein was extracted. Ca content was determined in the HCl solution 

by theO-cresolphthalein complexone method and total protein by the Lowry method 

(Bio-Rad)25. 

 

Blood pressure determination 

Systolic arterial pressure (SAP),diastolic arterial pressure (DAP) and media 

pulse pressure (PP) were measured by the tail-cuff method (LSI Letica, Barcelona, 

Spain) 

 

Real Time PCR 

Total cellular RNA was isolated from kidney samples by Trizol (Sigma) method. 

Reverse transcription was performed with the first-strand DNA synthesis kit for RT-PCR 

(Roche Diagnostics). We used Taqman real time-PCR amplification with gene-specific 

primer for Renin (Gene Expression Assays from Applied Biosystems), using rat 

glyceraldehid-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) as a reference, with an ABI Prism 
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7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). The relative RNA amount was 

calculated by standard formulae. Average and standard error from three experiments 

were calculated. 

 

ELISA 

Circulating levels of 1,25(OH)2D3, PTH and Angiotensin II were determinated by 

commercially available ELISAs Kits (Immunodiagnostics Systems, Immunotopics and 

Spibio respectibily) 

 

Biochemistry data 

Blood and urine obtained at the end of the experiment was analyzed for Ca, P, 

Na and creatinine. Biochemistry was analyzed using a multichannel autoanalyzer 

(Roche/Hitachi Modular Analytics), using the following methods: 1) for calcium the o-

cresolphthalein complexone method, 2) for P the ammonium molybdate method, 3) for 

sodium sensitive electrodes and 4) for creatinine the Jaffé reaction.   

 

Statistical Analysis 

Differences between groups were assessed by ANOVA, followed by the Dunnet 

posthoc test. A p<0.05 was considered statistically significant. 

 

 

RESULTS 

Effect of high P diet on blood pressure 

High P diets significantly increased SAP (Fig 1A), DAP (Fig 1B) and MAP (Fig 

1C). The addition of the P binder Lanthanum carbonate on the diet abrogated these 

effects on blood pressure. Pulse pressure (Fig 1D) and heart rate (data not shown) 

were not modified by the diet. 
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Effect of high P diet on ions levels in blood o urine 

Serum P concentration significantly increased in serum in all the special diets at 

the end of the treatments (Fig 2A). Ca levels in serum are higher in animals maintained 

in diets with elevated P (Figure 2D). Lanthanum carbonate addition was able to 

decrease the Ca levels in the high P diet but not in the very high P diet. CaxP product 

(Fig 2G) product was elevated in all the groups that contained high P in the diet, 

independently of the addition of the P binder. Urinary (Fig2B) and fractional excretion of 

P (Fig 2C) increased with both diets, and this excretion decreased when the P binder 

was added. Urinary excretion of Calcium did not show any differences between groups 

(Figure 2E), however fractional excretion of calcium decreased lightly in all the groups 

(Figure2F) 

Urinary excretion of sodium was also increased in all the groups (Figure 3A). 

There were not significant differences in creatinine clearance between groups (3B).  

However, diuresis was increased in the animals in both diets, independently of the 

addition of the P binder (Figure 3C). 

 

Effects of high P diets on PTH and vitamin D. 

PTH levels increased in animals with high P diet, howeve, addition of the binder 

induced a decrease in PTH levels (Fig 4A). 1,25(OH)2D3 concentration in serum is 

significantly increased in all the diets, independently of the addition of the binder (Fig 

4B).  

 

Effect of high P diet on the Renin-Angiotensin system 

In order to determine whether the changes in blood pressure were related to the 

Renin-Angiotensin system we analyzed the expression of renin by Real Time PCR (Fig 

5A) and the levels of angiotensin II by ELISA (Fig 5B). were increased the in groups 
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with high and very high P diets.  Lanthanum carbonate addition to the diet provokes a 

decrease in both.  

 

Effect of high P diet on vascular calcification 

We analyzed the level of calcification in the aortas of rats of different groups and 

we did not find significant differences between groups (Fig 6A), despite the increase in 

serum P levels observed.  

 

Effect of high P diet on water and food intake, weight gain and in the ratio heart 

weight / body weight  

There are not differences between groups in grams of food and water intake (Fig 

7A, 7B), neither in the ratio heart weight / body weight (7D) However we can find and 

significant increase of the weight in rats with high and very high P diets (Fig 7C).  

 

 

DISCUSSION 

In this study we demonstrated that high P diet provokes an increase in blood 

pressure in healthy animals. This increase disappears by the addition to the diet of a P 

binder, lanthanum carbonate, suggesting a direct effect of P load on blood pressure. 

Huang et al26 studied the relation between serum P levels and blood pressure in 

haemodialysis patients in a prospective cohort study. They concluded that serum P 

level is strongly and independently associated with blood pressure in haemodialysis 

patients. In our study the increase in blood pressure was parallel to an increase in PTH 

levels that is also blunted by the addition of the P binder. Hyperparathyroidism is also 

related to arterial hypertension and activation of the RAAS system. Parathyroidectomy 

reverses the effects, suggesting the high PTH levels can increase blood pressure by a 

direct effect 27-34. The study from Genary shows that blood pressure, plasma renin 
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activity (PRA) and plasma aldosterone levels became normal in 8 of 10 hypertensive 

primary hyperparathyroidism patients after the surgery. These results are consistent 

with the hypothesis of a direct effect of PTH on renin secretion which could contribute to 

the pathogenesis of hypertension and to the vessels sensitization to pressor agents. A 

similar study from Bernini et al35 shows how after the surgery in hypertensive patients 

with primary hyperparathyroidism, PTH and PRA did not differ from the values in 

normotensive primary hyperparathyroidism. Smith et al 36 studied the interaction 

between PTH and the RAAS in dogs. An intravenous infusion of bovine PTH provoked 

an important increase in plasma renin activity. Sodium and P excretion also increased. 

The endogenous secretion of PTH was stimulated by infusion of citrate to determine if 

the stimulatory effect on renin occurred with endogenous secretion of PTH. P excretion 

increased, which confirmed PTH secretion. There was a significant rise in both plasma 

renin activity and sodium excretion, the magnitude of the sodium response modulating 

the increase in PRA. Data from Evenepoel37 in kidney transplant patients are in 

agreement with a stimulatory effect of PTH on plasma renin activity. Glomeruli have 

PTH receptors that are stimulatory coupled to adenylate cyclase. PTH increases cAMP 

levels which increase renin secretion38. In sumary all these studies explain the relation 

between PTH and the RAAS system. Thus, in our experimental settings, high P intake 

stimulates PTH secretion. The increase in PTH levels could be the responsible for the 

elevation of the renin and angiotensin II and, thus for the increases in blood pressure. In 

our experiments the addition of Lanthanum carbonate to the diet blunted the increase 

PTH and Angiotensin II serum levels and renin expression in the kidney. SBP and DBP 

followed the same pattern. These effects suggest that the increase of blood pressure is 

an effect of the increase in PTH induced by the high P diet. Although the addition of the 

P binder reduces the serum level of angiotensin II they do not reach basal levels and 

remain elevated. However, renin expression goes down to basal levels. This effect has 

been observed before 39 and could be due to the fact that renin is synthesized and 
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stored in substantial quantities in the granules of juxtaglomerular cells and is released in 

response to various stimuli40;41. Thus, large changes in plasma renin levels can occur 

rapidly, leading to changes in angiotensin generation with no changes in renin mRNA.  

Our results also show that 1,25(OH)2D3 levels were also increased. This 

increase is probably due to the stimulatory effect that the PTH has on 1 alpha 

hydroxylase activity in the kidney. 1 alpha hydroxylase is the enzyme responsible to 

obtain the active form of the vitamin D. It is described that vitamin D receptor (VDR) 

activation suppresses the expression of angiotensinogen, angiotensin II type 1 receptor, 

and renin receptor in the kidneys42. Clinical observations show an inverse relationship 

among plasma vitamin D3 levels and blood pressure and plasma renin activity43-45, 

furthermore vitamin D supplementation reduces blood pressure in hypertensive 

patients46;47. Li et al48 showed that VDR is a primary negative regulator of renin 

expression 49. In our case, it seems that the effect of vitamin D decreasing renin 

expression is not enough to overcome the stimulation induced by PTH, at least when 

the P binder is absent. When lanthanum carbonate was added to the diet the levels of 

PTH are lower with no effect on vitamin D levels. In those cases renin expression is 

down to normal, suggesting that the stimulatory effect of the PTH can be eliminated by 

the high levels of vitamin D. 

P levels correlate with vascular calcification in both animal and humans models 

with advanced chronic kidney disease, but whether this relationship exists among 

individuals with normal kidney function is not clear. Some authors refer to calcium and P 

as "passive mechanisms of calcification." Elevated levels of Ca, P and CaxP (prevalent 

in patients with CKD and significantly associated with death from cardiovascular 

disease in these patients11) promote the formation of nuclei of bioapatite crystals and 

their growth13. In vitro studies found that when VSMC were incubated with high 

concentrations of calcium and P, bioapatite accumulates in the extracellular matrix. This 

process is not just a passive precipitation of divalent ions, but it involves a phenotypic 
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change of VSMC and up-regulation of genes commonly associated with bone 

differentiation50-52. High P levels stimulate the activity of a phosphate sodium 

cotransporter (Pit-1), and also high calcium increases the expression of Pit-1. This 

transporter allows the accumulation of P within the cell, which serves as a signal for the 

expression of osteogenic genes. The combination of these factors leads to the 

transformation of the cell to become susceptible to calcification53. More over studies 

from Foley54;55 et al determined the association between P levels and coronary artery 

calcium levels in a community-based cohort of healthy young adults. They conclude that 

higher serum P levels, even within the normal range, may be a risk factor for coronary 

artery atherosclerosis in healthy young adults and P level may be a risk factor for left 

ventricular hypertrophy in community-dwelling young adults. Vascular calcification is 

associated with increases in blood pressure and pulse pressure, due to changes in the 

stiffness of the artery. Recent studies indicate that pulse pressure is an independent 

risk factor for left ventricular hypertrophy, myocardial infarction, congestive heart failure 

and stroke56. In hypertension, left ventricular hypertrophy is initially a useful 

compensatory process that represents an adaptation to increased ventricular wall 

stress57 In our animals, the stiffness of the artery did not suffer any significant change 

although a small, but we detected an not significant increase in calcium content in the 

artery of the animals with high P diet. was detected in our animals fed with high P diets. 

In addition, no increase in the ratio heart/body weight was detected, suggesting the 

absence of left ventricular hypertrophy. 

Our animals with high P diets show higher serum levels of this ion. P binder has 

not effect over blood levels, probably due to the fact that vitamin D levels were still high 

in those animals. Renal excretion of P is regulated by the glomerular filtration rate and 

the maximal rate of tubular reabsorption. P reabsorption in the proximal tubule is 

mediated by Na+dependent, secondary-active transport mechanisms58, P absorption is 

accompanied by sodium. The major hormonal regulator of the reabsorption of P is PTH, 
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which decreases the rate of tubular reabsorption, increasing renal excretion of P. As we 

show in the results, high P diet groups shows a PTH increases that it could affect 

urinary excretion of P with an increase in the Na excretion. The principal physiological 

effect of PTH is on the regulation of renal tubular electrolyte and water transport59. It is 

well known that an increase in the endogenous secretion of PTH can decrease sodium 

reabsorption by the proximal tubule60 and induces dysregulation in the activity, traffic 

and expression of renal sodium transporters61. Elevated PTH levels produce an 

increase in natriuresis that is followed by polyuria. Urinary excretion of sodium and urine 

volume is increase in all the groups with high P diets. This increase is due to the 

elevation in PTH. However the addition of the P binder does not produce a decrease of 

the urinary sodium excretion although PTH levels go down. This may be due to the fact 

that, in parallel to a reduction of PTH, there is also a reduction of Angiotensin II levels. 

Thus, a decrease in angiotensin II will reduce the tubular reabsorption of sodium and 

water, thereby compensating the effect of an increase in tubular reabsorption induced 

by the decrease in PTH62.  

Serum P plays a vital role in maintaining calcium homeostasis: a high 

concentration of P stimulates the secretion of PTH, which increases the release of 

calcium from bone and reduces renal excretion of this ion63-65. In our experiments we 

show that diets with high P induce an increase in serum levels of calcium, together with 

a reduction of the fractional excretion of the same ion, indicating an increase in calcium 

reabsorption. All these effects are probably due to the action of PTH.  Lanthanum 

carbonate decreases blood calcium level in the group fed with high P diet but not in the 

very high one. This effect could be due to the higher levels of vitamin D in the very high 

P diet plus lanthanum carbonate which will induce a higher calcium absorption by the 

gut.  
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In conclusion hyperphosphatemia-inducing diets in healthy animals provoke and 

increase in systolic, diastolic and media pressure, probably due to the elevation of PTH 

and the consequent activation of the RAAS system. The use of a phosphate binder, 

Lanthanum carbonate, inhibits this effect.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Changes of blood pressure in rats fed with high P (dark blue), high P 

plus Lanthanum carbonate (pink), very high P (yellow) and very high P plus Lanthanum 

carbonate (light blue) diets. Effect in systolic blood pressure (A), diastolic blood 

pressure (B), media blood pressure (C) and pulse pressure (D). *p < 0.05 rat fed with 

high/very high P diet; versus rats fed with same diet plus Lanthanun carbonate.  

 

Figure 2. Serum levels of P (A), Ca (D) and CaxP product (G), urinary (B) and 

fractional excretion of P (C), and urinary (E) and fractional excretion of Ca (F). *p < 0.05 

vs. rats fed with normal diet; # p < 0.05 vs. rats fed with same diet plus Lanthanun 

carbonate 

 

Figure 3.Urinary excretion of Na (A), creatinine clearance (B) and diuresis were 

determined in all the groups *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet. 

 

Figure 4 Serum levels of PTH (A) and 1,25(OH)2D3 (B) in the 5 groups. *p < 

0.05 vs. rats fed with normal diet. # p < 0.05 vs. rats fed with same diet plus Lanthanun 

carbonate. 

 

Figure 5 Renin expression (A) and Angiotensin II levels in serum (B) determined 

in all groups. *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet: # p < 0.05 vs. rats fed with same 

diet plus Lanthanun carbonate 

Figure 6. Aortic calcium content were determined in all the groups Dara are 

means +- SEM 
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Figure 7. Intake of food  (A) and water (B) determined in metabolic jails for 24h; 

increase in weight during the 2 months of the experiment (7C), and in ratio heart weight 

/ body weight (7D) *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet. 
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Anexo 

 



 

 



RESULTADOS COMPLEMENTARIOS 
 

 Este anexo pretende agrupar todos aquellos resultados que guardan relación 

con los artículos de esta tesis pero que por distintos motivos no se han incluido en 

ellos. Son resultados que complementan y facilitan la comprensión de los resultados y 

conclusiones obtenidas. 

 

1. Expresión de los genes implicados en el metabolismo de la vitamina D 
(VDR, 1α hidroxilsa y 24 hidroxilasa) en arterias procedentes de sanas 
tratadas con Calcitriol. 
 

Durante 8 semanas tratamos a un grupo de ratas sanas (n=4) con la misma 

concentración de Calcitriol que a las ratas uremicas (1µg/kg). Extrajimos el RNA de las 

arterias, del que obtuvimos el cDNA, que empleamos para realizar una RT PCR para 

determinar la expresión de VDR, 1α hidroxilsa y 24 hidroxilasa. Comprobamos que el 

comportamiento era el esperado: la expresión de VDR y 24 hidroxilasa aumenta, 

mientras que la de 1α hidroxilasa disminuye. Este comportamiento no se mantiene 

durante las condiciones de uremia. 

 
 
Figura 19: Expresión determinada por RT-PCR de VDR(A), 1αhidroxilasa (B) y 24 
hidroxilasa (C) en arterias de ratas sanas y sanas tratadas con Calcitriol p>0.05 

respecto al control  
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2. Calcificación de las células de músculo liso vascular de ratones 
Knockout  y Wild Type para VDR. 

 

Obtuvimos CMLV procedentes de aortas de ratones Wild Type (WT) y Knockout 

(KO) para VDR. Utilizamos la cepa Tokyo de estos ratones que fue generada por la 

ablación específica de exón 2 que codifica el primer dedo de zinc del dominio de unión 

de DNA. Nuestras iniciales parejas reproductoras de estos ratones fueron una 

generosa donación del Dr. S. Kato (Universidad de Tokio, Tokio, Japón). Los ratones 

fueron destetados y genotipados a las 3 semanas de edad y luego se alimentaron con 

dieta de mantenimiento. A las 4 semanas los sacrificamos y obtuvimos las aortas, que 

empleamos para obtener cultivos de CMLV, del mismo modo que obtuvimos los 

cultivos procedentes de rata y al igual que en las CMLV de rata verificamos que se 

trataban de estás células por su patrón de crecimiento y por inmunocitoquímica de alfa 

actina. Comprobamos el genotipo de las células mediante Western Blot de VDR (figura 

20). Los experimentos los realizamos entre pase 2 y pase 8. 

 

 
Figura 20 :Western Blot de VDR, para 
comprobar el genotipo Wild Type o Knockout 
de las CMLV procedentes de explantes de aortas de 

ratón. Las CMLV de rata tratadas con Calcitriol se han 

usado como control positivo, ya que se sabe que al 

Calcitriol aumenta la expresión de VDR en estas 

células. La tubulina se empleó como control de carga.  

 

 

Para realizar los experimentos de calcificación, procedimos de igual modo que 

en las CMLV de rata, utilizando el método de la o-cresolftaleína complexona. Como era 

de suponer las CMLV de ratones KO para VDR no calcificaban al tratarlas con 

Calcitriol, sin embargo y tal como sucedía con las CMLV de rata, las WT si que lo 

hacían. El Paricalcitol no provocaba un aumento de la calcificación (Figura 21). 
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Figura 21: Calcificación de CMLV de ratones KO y WT para VDR al añadir al medio 

calcificante 300nM de Paricalcitol y 100nM de Calcitriol* p>0.05 respecto a su control 

 

 

Al añadir 100pM de RANKL al medio de cultivo pudimos comprobar que las 

células KO y WT aumentaban su nivel de calcificación. 

 
Figura 22: Calcificación de CMLV de ratones KO y WT al añadir al medio calcificante 

100pM de RANKL. * p>0.05 respecto a su  control. 

 

 

3. Calcificación de las células de músculo liso vascular humanas. 
 

También obtuvimos CMLV de arterias renales de humanos. Procedimos de 

igual modo para obtener los cultivos (método de explantes), y para verificar que eran 

CMLV que en los casos de rata y ratón. Los experimentos también los realizamos entre 

pase 2 y pase 8. El motivo de no utilizar siempre CMLV humanas reside en la dificultad 

para que se nos proporcionen arterias humanas, que además deben ser recogidas 

dentro de unas condiciones higiénicas y debe realizarse el cultivo tras su obtención. 

Por ello utilizamos estas células para comprobar si ciertos resultados obtenidos en 

otros modelos se reproducen en el humano. 
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Determinamos si las CMLV humanas incrementaban su nivel de calcificación al 

tratarlas con Paricalcitol (300nM) y Calcitriol (100nM). Comprobamos que se 

comportaban siguiendo el mismo patrón que las de rata. 

 

 
 

Figura 23: Calcificación de CMLV humanas al añadir al medio calcificante 300nM de 

Paricalcitol y 100nM de Calcitriol. * p>0.05 respecto al control. 

 

 

 

 Además al igual que sucedía con las CMLV de rata, al añadir RANKL (en este 

caso humano) se incrementa su calcificación. Dicha calcificación también puede ser 

inhibida al coincubar con OPG (también humano). 

 

 
 

Figura 24: Efecto de la adición de OPG (100pM) sobre la calcificación de CMLV 
humanas provocada por RANKL(100pM). * p>0.05 respecto al control 
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4. La calcificación de las células de músculo liso vascular de rata 
provocada por el Calcitriol se inhibe mediante la adición de OPG in vitro. 

 

 Como ya hemos comentado en resultados anteriores OPG inhibe la 

calcificación provocada por RANKL en las CMLV de rata. También hemos hecho 

referencia a que el Calcitriol aumenta la expresión de RANKL, por lo que pensamos en 

añadir OPG al medio calcificante más Calcitriol para ver si así se inhibía la 

calcificación, proporcionándonos este resultado una prueba más de que el aumento en 

RANKL era el responsable de la calcificación. Como se puede observar en la figura, el 

incremento en la calcificación de las CMLV producido por la vitamina D se puede inhibir 

mediante la adicción al medio de cultivo de OPG 

 
 
Figura 25: Efecto de la adición de OPG (100pM) sobre la calcificación de CMLV de 
rata producida por el Calcitriol(100nM). * p>0.05 respecto al control. 

 
 
 
5. La incubación con RANKL no incrementan los niveles de Caspasa 3 
activa en las células de musculos liso vascular. 
 
OPG es un receptor soluble señuelo de RANKL, pero también es receptor de 

TRAIL78. Las CMLV expresan RANKL, OPG121 y TRAIL100. La unión de TRAIL a su 

receptor induce apoptosis, la cual esta relacionada con la calcificación vascular. La 

incubación con RANKL podría aumentar la calcificación vascular al provocar el 

agotamiento del OPG, que permitiría que el TRAIL libre indujera apoptosis. Sin 

embargo en el Western Blot de la figura 26 se observa que la incubación de CMLV con 
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RANKL no incrementa los niveles de caspasa 3 activa, que interviene en la 

calcificación inducida por TRAIL. 

 
Figura 26 : Western Blot de Caspasa 3 activa en CMLV con diferentes 
tratamientos. No se obsevan diferencias entre los tratamientos.  

 
 
6. BMP2 no varía significativamente al incubar las células de músculo liso 
vascular con RANKL.  

 

 Como ya se mostró en los resultados, RANKL provoca un aumento de la 

expresión de BMP4, responsable del incremento de la calcificación. Resulta obvio 

plantearse el porqué de elegir para su estudio esa molécula y no otra. De hecho sería 

muy común pensar primero en otra Bone Morphogenic Protein, la BMP2, una molécula 

de la misma familia que BMP4, que presentan un comportamiento similar y 

frecuentemente asociada con la calcificación vascular. Nosotros en un primer momento 

pensamos en BMP2 como posible mediador en la calcificación de las CMLV. Sin 

embargo al analizar su expresión tanto por RT-PCR como por ELISA al incubar las 

células en medio calcificante más 100pM de RANKL, comprobamos que no aumenta 

significativamente (Figuras 27 A y B). Este resultado nos hizo descartar BMP2 y pensar 

en BMP4 como responsable. 

 
 
Figura 27: Expresión de BMP2 determinada por RT-PCR (A) y ELISA (B) en CMLV y su medio de 

cultivo, respectivamente, incubadas con medio calcificante (control) y medio calcificante más 100pM de 

RANKL. n.s. 
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7. La inhibición de la vía clásica de NF-κB utilizando el súper-represor de 
IκBα tampoco inhibe la calcificación producida por RANKL. 

 

Como ya se mostró en los resultados, la vía alternativa de NF-κB y no la clásica 

es la implicada en el aumento de la expresión de BMP4 y por tanto de la calcificación. 

Además de inhibir ambas vías mediante sh RNA de las quinasas IKKα e IKKβ, la vía 

clásica la inhibimos de una segunda manera mediante la utilización del super-represor 

de IκBα, que también fue una generosa donación de Dr Xavier Dolcet. El resultado 

obtenido confirmó que la vía clásica de NF-κB no está implicada en la calcificación 

producida por RANKL (Figura 29).  

 

 

Figura 28. Western blot de 
comprobación de la 
infección de CMLV con el 
super-represor de IκBα. La 

tubulina se ha utilizado como 

control de carga 
 

 

 

 
 
Figura 29: Calcificación de CMLV silvestres e infectadas con el super-represor de 
IκBα al añadir al medio calcificante 100pM de RANKL (columna de puntos). No se produce una 

inhibición del incremento de la calcificación producida por RANKL al mantener la inhibición de la 

vía clásica de NF-κB con el super-represor de IBκα * p>0.05 CMLV tratadas con 100pM de 

RANKL respecto a su control.  
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8. La coincubación de las células de músculos liso vascular con OPG 
bloquea el aumento de los niveles de BMP4 inducido por RANKL  
 
Con el fin de aportar más evidencias al link entre RANKL y BMP4 que 

establecimos al silenciar RANK y ver como disminuía la expresión de BMP4, 

coincubamos las CMLV con RANKL y OPG. El resultado confirma esta asociación ya 

que la incubación con OPG (100pM) bloquea el incremento de BMP4 inducido por 

RANKL. 

 

 
 
Figura 30: Expresión de BMP4 determinada ELISA (B) en el medio de cultivo de CMLV 

incubadas con medio calcificante con  100pM de RANKL con o sin 100pM de OPG. * p>0.05 

respecto al control (0pM RANKL, 0pM OPG). # p>0.05 CMLV tratadas con 100pM RANKL versus 

CMLV con  tratamiento de 100pM de RANKL, 100pM OPG. 

 
 

9. El silenciamiento de BMP4 inhibe el incremento de calcificación 
provocado por RANKL. 

 

 En el artículo mostramos como la coincubación de RANKL con nogina (un 

inhibidor de las BMPs) inhibía la calcificación producida por RANKL. Ante este 

resultado podría plantearse alguna duda sobre si realmente es BMP4 el mediador de la 

calcificación y no alguna otra molécula de las BMPs, por lo que para asegurarlo 

procedimos al silenciamiento de BMP4 mediante la técnica de shRNA. Las secuencias 

de los primers que utilizamos fueron: forward CCG GCC GGA TTA CAT GAG GGA 

TCT TTT CAA GAG AAA GAT CCC TCA TGT AAT CCG GTT TTT y  reverse GAT 

CAA AAA CCG GAT TAC ATG AGG GAT CTT TCT CTT GAA AAG ATC CCT CAT 

GTA ATC CGG. Tras infectar las CMLV Comprobamos la inhibición mediante RT- PCR 
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y ELISA. Incubamos las células infectadas con RANKL y determinamos su nivel de 

calcificación del mismo modo que en otras ocasiones: tras 5 días de tratamiento y por 

el método de la o-cresolftaleína complexona. Comprobamos que la calcificación 

producida por RANKL disminuye significativamente en la CMLV BMP4- (figura 31) 

 

 
Figura 31: Calcificación de CMLV silvestres  y BMP4- al añadir al medio calcificante 

100pM de RANKL. * p>0.05 respecto a su control. # p>0.05 CMLV silvestres tratadas con RANKL 

versus CMLV BMP4- con el mismo tratamiento. 
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En la enfermedad renal crónica, la disminución de la función renal tiene una 

serie de consecuencias importantes: síndrome urémico, hiperfosfatemia, 

hiperparatiroidismo secundario (HPT2) y enfermedades cardiovasculares, incluyendo 

en ellas las calcificaciones vasculares. Las enfermedades cardiovasculares son la 

mayor causa de morbimortalidad en pacientes con ERC. La aterosclerosis acelerada y 

la calcificación de la media son procesos comunes en los pacientes en diálisis. Los 

mecanismos por los que la uremia promueve la calcificación vascular y su relación con 

la aterosclerosis plantean aun muchos interrogantes. Son muchas las células 

implicadas en la formación de la lesión aterosclerotica185 pero nosotros hemos centrado 

nuestros estudios en las CMLV. Estas células en respuesta una gran variedad de 

estímulos aterogénicos pueden pasar de un fenotipo contráctil a uno sintético, en el 

que migran y proliferan más. Estas CMLV pueden sintetizar mas colágeno y proteínas 

de matriz, que estarían involucradas en al iniciación y desarrollo temprano de la placa 

aterosclerótica70;254.Los pacientes con ERC sufren un incremento de la proliferación de 

las CMLV que puede desencadenar complicaciones arteriales4. El tratamiento con 

Calcitriol y su análogo el Paricalcitol es una práctica común en el tratamiento del HPT2 

que sufren los pacientes en diálisis. El Calcitriol aumenta la proliferación de las 

CMLV41. Sin embargo el Paricalcitol induce una menor respuesta proliferativa en las 

CMLV40. En nuestros estudios nos interesamos por saber que sucedía durante la 

uremia especialmente en las CMLV y como el tratamiento con Calcitriol o con su 

análogo el Paricalcitol podrían influir sobre el proceso aterosclerótico o sobre la 

calcificación vascular.  

 

Comprobamos como la uremia provoca tanto in vitro como in vivo una 

desregulación de los enzimas del metabolismo de la vitamina D en las CMLV 

aumentando con ello la síntesis local de esta hormona. Esta desregulación ya había 

sido descrita en otros tejidos durante la uremia por distintos autores. Como ya 

explicamos en la introducción, la 1,25(OH)2D3 ejerce sus acciones a través de la unión 

a su receptor el VDR. Diferentes autores han observado una disminución del VDR en 

las glandulas paratiroides de ratas66, perros27 y humanos162 con fracaso renal. Además 

el efecto estimulatorio de la 1,25(OH)2D3 sobre los niveles de VDR está atenuado en el 

duodeno de las ratas urémicas165. La interacción del receptor con los elementos de 

respuesta del DNA también es más débil en estos pacientes126;259;297;304 e incluso se ha 

demostrado in vitro que el ultrafiltrado urémico es capaz de bloquear la inducción de 

genes por Calcitriol238. La toxinas urémicas se han asociado a esta resistencia a la 
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1,25(OH)2D3 en pacientes con ERC73. Todos estos estudios concuerdan con nuestros 

resultados. El descenso del contenido en VDR y de su capacidad de unión al DNA 

podrían ser los responsables de incremento en las 1 α hidroxilasa, ya que se elimina el 

feedback negativo, que observamos en las CMLV in vitro y en las arterias in vivo en las 

condiciones de uremia. El resultado de esta alteración es el incremento a nivel local de 

la síntesis de 1,25(OH)2D3 durante la uremia, que ejerceria sus acciones de manera 

auto-paracrina. Posiblemente guarde relación con los cambios en proliferación y 

calcificación tantas veces descritos en los pacientes urémicos.  

 

Existen en la bibliografía referencias a una regulación de la 1α hidroxilasa 

especifica de tejido y diferente de la del riñón15. La uremia puede modificar su 

expresión y actividad. Estudios de Dusso et al75 demostraron que los macrófagos de 

individuos normales sintetizaban 1,25(OH)2D3 y que en los individuos con ERC su 

actividad 1α hidroxilasa estaba incrementada y la capacidad de degradar 1,25(OH)2D3 

se encontraba disminuida. En la uremia los niveles circulantes de vitamina D se 

encuentran disminuidos y los de PTH elevados, lo que sirve de estímulo para 

incrementar la síntesis extrarrenal de 1,25(OH)2D3. Nuestros animales experimentan un 

aumento de la expresión de la 1α hidroxilasa en la arteria, pero un descenso en el 

riñón. La síntesis extrarrenal de 1,25(OH)2D3 esta elevada en las CMLV. 

 

La desregulación de los genes del metabolismo del la vitamina D durante la 

uremia también afecta a la 24 hidroxilasa. Koyama et al164 mostraron como la uremia 

induce la expresión duodenal de 24 hidroxilasa en ratas urémicas, y Hsu et al127 

estudiaron como las toxinas urémicas estaban involucradas en la supresión de la 

degradación de 1,25(OH)2D3. En nuestro trabajo la expresión de 24 hidroxilasa no se 

modifica significativamente. 

 

Como hemos ido explicando la consecuencia de todas estas alteraciones es el 

aumento de la síntesis de la 1,25(OH)2D3 durante la uremia en la arteria, 

concretamente en las CMLV. Incremento que pudimos medir in vitro al cultivar las 

CMLV con suero de ratas normales y de ratas urémicas. La producción de 1,25(OH)2D3 

era superior en las células cultivadas con suero urémico. También podemos afirmar 

que el metabolismo de la vitamina D no se comporta de la misma manera en la arteria 

que en el riñón durante la uremia. 
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El HPT2 que desarrollan los pacientes con ERC, requiere de terapia para 

minimizar los efectos de la PTH sobre los huesos y otros tejidos192. Los bajos niveles 

de 1,25(OH)2D3 en sangre juegan un papel importante en la iniciación y mantenimiento 

de este HPT2. La terapia para el HPT2 en pacientes con ERC consiste en diferentes 

activadores de receptor de la vitamina D (VDRA), como el Calcitriol o su análogo el 

Paricalcitol, que suprimen los efectos en la glándula paratiroides, y regulan la absorción 

intestinal de calcio y fósforo y su movilización en el hueso. Los estudios 

observacionales también demuestran como en pacientes en hemodialisis el Paricalcitol 

está asociado a una mejora en supervivencia comparado con el Calcitriol7;52;69;302.En 

este trabajo comprobamos como ambos tratamientos son igual de eficaces a la hora de 

suprimir la secreción de PTH inducida por la nefrectomía 5/6 y al final de los 

tratamientos, los animales tratados con Calcitriol o Paricalcitol mostraban niveles 

similares de calcio y fósforo séricos, así como del producto calcio-fósforo.  

 

Nosotros hemos observado en los diferentes estudios que hemos realizado un 

efecto diferencial de ambos compuestos. En la parte que nos ocupa en este momento y 

que se refiere a la regulación de la síntesis extrarrenal de 1,25(OH)2D3 en las CMLV,  

pudimos constatar que mientras que el Paricalcitol no tiene efecto sobre la uremia, el 

Calcitriol dispara la expresión de 1α hidroxilasa y la producción de 1,25(OH)2D3. Las 

arterias de ratas sanas, sin embargo siguen el comportamiento esperado al tratar a los 

animales con Calcitriol: VDR y 24hidroxilasa aumentan, mientras que la 1 α hidroxilasa 

disminuye. Estas diferencias entre tratamientos, ponen de manifiesto la importancia de 

su elección a la hora de tratar a los pacientes. 

 

Estos efectos diferenciales entre ambos compuestos no se observan solo en las 

alteraciones en el metabolismo de la vitamina D, sino que también encontramos 

diferencias en la presión arterial de estos animales sometidos a nefrectomía subtotal. 

Observamos un incremento de la presión arterial tras el tratamiento con vitamina D que 

ya había sido descrito por diversos autores tanto en animales35;36;109 como en 

pacientes140. El tratamiento con ambos análogos tiene un efecto significativo sobre la 

presión sanguínea. Sin embargo, aunque ambos tratamientos aumentan la presión 

arterial sistólica, la diastólica solo se eleva en el grupo tratado con Paricalcitol. Esto da 

lugar a que el aumento en la presión de pulso solo tenga lugar en los animales tratados 

con Calcitriol. Este incremento parece ser similar al observado en el envejecimiento, 

donde se produce un aumento en la presión de pulso causado por elevaciones de la 
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presión arterial sistólica con pequeñas variaciones en la diastólica. En nuestro trabajo 

el incremento en la presión de pulso podría explicarse por la rigidez de la arteria debida 

a un proceso de calcificación. Este aumento en la presión de pulso podría ser un efecto 

deletéreo del tratamiento con Calcitriol ya que se ha visto que la presión de pulso es un 

importante indicador para predecir mortalidad cardiovascular y cerebrovascular82;199. 

  

La calcificación vascular guarda mucha relación con los puntos anteriores y 

nosotros le dedicamos una parte importante de nuestros estudios. La uremia potencia 

la calcificación y estimula la expresión de marcadores osteogénicos en las 

CMLV46;47;206. Además el efecto del Calcitriol y Paricalcitol en la calcificación CMLV 

tanto in vivo como in vitro es diferente. Mientras que los animales tratados con 

Paricalcitol mostraban una pequeña calcificación aórtica similar a la de los animales sin 

tratamiento, los tratados con Calcitriol presentaban extensas calcificaciones de la capa 

media de la aorta, a pesar de un producto calcio-fósforo similar. Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos por Wu-Wong et al327 cuando comparaban el Paricalcitol 

con las 1αhidroxivitamina D2. En dicho artículo se mostraba como con un incremento 

similar en los niveles en suero de calcio y fósforo, el efecto de ambos compuestos 

sobre la calcificación era diferente. Es más, este efecto en la calcificación provocado 

por el Calcitriol podía observarse ya con dosis no hipercalcemiantes de Calcitriol109. Por 

tanto, el efecto del Calcitriol induciendo la calcificación vascular parece ser directo en 

independiente de los niveles séricos de calcio.  

 

Calcitriol induce un aumento de la calcificación de las CMLV en medio calcificante 

a partir de la concentración de 100 nM.  Estos resultados coinciden con los obtenidos 

por Jono et al146, que observaban un efecto directo del Calcitriol incrementando la 

calcificación de las CMLV. El efecto directo del Calcitriol in vitro aumentando el 

contenido de calcio en CMLV de ratas, no tiene lugar en las células tratadas con 

Paricalcitol, incluso en concentraciones tres veces superiores a las de Calcitriol. En 

este caso, los niveles de incorporación de calcio no se incrementaron  en comparación 

con células control incubadas solo con medio calcificante. Desde hace algunos años se 

ha empezado a aceptar que la calcificación vascular es un proceso activo y regulado. 

En las primeras etapas de este proceso las CMLV sufren un cambio fenotípico y 

empiezan a expresar marcadores osteoblásticos. Comienzan expresar proteínas 

asociadas a hueso que permiten la mineralización de la matriz extracelular147. Una de 

estas proteínas asociadas a hueso es RANKL. RANKL es una proteína de 316 
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aminoácidos, que se expresa abundantemente en osteoblastos, especialmente en 

áreas donde se produce un activo remodelado óseo117;120;258;318. Normalmente se 

detecta en bajos niveles en las CMLV, pero su expresión aumenta en las lesiones 

arteriales calcificadas. En nuestros experimentos podemos observar que la uremia 

aumenta la expresión de RANKL en estas células. Además tanto la expresión como la 

secreción de RANKL al medio de cultivo es significativamente superior en las células 

incubadas con Calcitriol, y no cambia en las células incubadas con Paricalcitol. Además 

está descrito que la administración OPG inhibe la calcificación vascular inducida por 

Warfarina y por vitamina D in vivo242. OPG, es una proteína que actúa como receptor 

soluble señuelo de RANKL y que inhibe la formación de osteoclastos232. Los ratones 

deficientes en OPG padecen una disminución de la densidad mineral ósea, sufren una 

alta incidencia de fracturas de hueso y presentan calcificaciones de la aorta y de las 

arterias renales34;261. En nuestros experimentos in vivo los niveles de OPG no se 

incrementan ni con Calcitriol ni con Paricalcitol. En general, los casos de calcificación 

vascular con pequeño o ningún cambio en OPG y aumentos de RANKL (en lesiones 

ateroscleróticas o valvulares en humanos y en ratones OPG-/-) han conducido a la 

hipótesis de que los niveles elevados de RANKL podrían favorecer de algún modo la 

calcificación de los vasos 67;149;203. 

 

En la uremia el aumento local de 1,25(OH)2D3 podría tener un efecto paracrino 

sobre las células del vaso. La actuación de la 1,25(OH)2D3 sobre las CMLV incrementa 

la expresión de RANKL. La adición de Calcitriol dispararía aun más el incremento de 

RANKL en las CMLV y con ello la calcificación. Más aun, una parte importante de la 

calcificación inducida por el suero urémico se puede inhibir adicionando OPG o usando 

CMLV RANK-. Esto nos demuestra que el incremento local de RANKL es un importante 

mediador de la calcificación vascular observada en la uremia y que se dispara con el 

tratamiento con Calcitriol. Además este RANKL, tal y como describió van Driel311 en 

osteoblastos, parece ser el responsable del incremento de los niveles de RNAm de la 

1α hidroxilasa. No podemos olvidar que estas CMLV que empiezan a calcificar se 

asemejan cada vez más a osteoblastos. 

 

Parece entonces que un elemento clave en la calcificación de las CMLV es 

RANKL. El posible efecto de RANKL sobre la calcificación de la CMLV había sido 

puesto de manifiesto por varios autores258;265, si bien aun nadie había demostrado su 

relación directa. Se había observado que la expresión de RANKL aumentaba en las 
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áreas calcificadas de animales de experimentación y pacientes. En ratones OPG-/-, 

que presentan osteoporosis y calcificación vascular, Min et al203 pudieron comprobar 

que el RNAm de RANKL se localizaba asociado a las lesiones arteriales calcificadas. 

La presencia de RANKL también se ha podido encontrar asociada a matriz extracelular 

rodeando los depósitos de calcio en las placas ateroscleróticas humanas67 y en 

válvulas aórticas calcificadas149. Además, la expresión de OPG en un ratón OPG-/- 

prevenía las aparición de calcificaciones vasculares203. Más aún, Price et al242 

demostraron que la administración de OPG podía inhibir la calcificación vascular 

inducida por Warfarina y vitamina D en animales de experimentación. Nuestros 

resultados muestran como las CMLV incubadas con medio calcificante al que se añade 

RANKL incrementan tanto su contenido de calcio, como la actividad fosfatasa alcalina, 

enzima indicadora de turnover óseo. Este incremento también los pudimos visualizar 

mediante tinción de Von Kossa, que pone de manifiesto las áreas calcificadas. Con 

todo ello demostramos el efecto directo de RANKL como inductor de la calcificación de 

las CMLV.  

 

El hecho de que OPG inhiba la calcificación vascular en modelos 

experimentales podría atribuirse diferentes mecanismos. Uno de ellos se explica por el 

hecho de que OPG inhibe la resorción ósea, y algunos autores han establecido un link 

entre resorción ósea y calcificación vascular. Sugieren que una desregulación en la 

localización del calcio permitiría su movimiento desde el hueso hasta la pared vascular, 

estando implicado en este proceso el OPG119. Esta hipótesis se apoyaba a su vez por 

la relación existente entre calcificación arterial y enfermedades que suponían una alta 

tasa de resorción ósea como la osteoporosis34;241, y porque los tratamientos utilizados 

para inhibir la resorción ósea podían inhibir la calcificación vascular en modelos 

experimentales241: Sin embargo parece que los altos niveles de OPG que presentan los 

pacientes con ERC no son suficientes para proteger contra la calcificación 

vascular227;312. La significación de estos estudios podría considerarse limitada por el 

hecho que los niveles de RANKL no han sido determinados, impidiendo así determinar 

el ratio RANKL/OPG. El otro mecanismo implica la actuación directa sobre las propias 

células de la arteria impidiendo el efecto de los estimuladores de la calcificación. Como 

ya hemos dicho en numerosas ocasiones OPG es un receptor soluble señuelo de 

RANKL, pero también es receptor de TRAIL78. Las CMLV expresan RANKL, OPG121 y 

TRAIL100. La unión de TRAIL a su receptor induce apoptosis, la cual esta relacionada 

con la calcificación vascular. Modelos in vitro  de CMLV calcificantes muestras que 
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desequilibrios minerales inducen apoptosis y liberación de vesículas251. Estos cuerpos 

apoptóticos y vesículas forman nidos de deposición de fosfato cálcico251. Por este 

motivo podría ser que la inhibición de TRAIL podría inhibir la calcificación vascular. Sin 

embargo no hemos encontrado evidencias directas de apoptosis en modelos de 

calcificación vascular que podrían ser inhibidas con el tratamiento con OPG242. Existe 

una tercera posibilidad que consistiría en que OPG inhibiera la calcificación vascular 

inhibiendo directamente a RANKL. Nuestros resultados muestran claramente que la 

coincubación con OPG inhibe la calcificación inducida por RANKL en las CMLV. 

Llegados a este punto podríamos hipotetizar que la incubación con RANKL podría 

aumentar la calcificación vascular al provocar el agotamiento del OPG, lo cual 

permitiría que el TRAIL libre indujera apoptosis. Nuestros resultados demuestran que la 

incubación de CMLV con RANKL no incrementa los niveles de caspasa 3 activa, que 

interviene en la calcificación inducida por TRAIL. 

 
Figura 16: OPG, sus ligandos RANKL y TRAIL y su posible relación con la 
calcificación vascular. OPG es receptor tanto de RANKL como de TRAIL. La unión RANKL-

OPG permitiría que el TRAIL libre provocara apoptosis, responsable de la calcificación vascular. 

La unión TRAIL-OPG permitiría la unión RANKL-RANK, lo que provocaría la translocación al 

núcleo de NF-kB, modulando la tasa de transcripción de diferentes genes, algunos implicados en 

la calcificación vascular 

 

Además desarrollamos experimentos en los que inhibimos la expresión de 

receptor RANK mediante shRNA en CMLV. En estas células la incubación con RANKL 

no incrementa su calcificación, lo que nos permite afirmar que directamente RANKL 

incrementa la calcificación de las CMLV a través de su unión a RANK. La unión de 

RANKL a su receptor RANK active tanto la vía canónica como la alternativa de NF-

kB43;229. Para estudiar como RANK promueve calcificación vascular inhibimos ambas 

vías de la cascada de NF-kB. El resultado nos mostró que la inhibición de la vía 

canónica no tiene efecto sobre la calcificación vascular, mientras que el silenciamiento 
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de la vía alternativa bloqueaba la calcificación de las CMLV inducida por RANKL. La 

incubación con RANKL provocaría un aumento de la translocación al núcleo de Rel B, 

prueba de la activación de la vía alternativa de NF-kB.  

 

La activación de RANKL aumentaba la producción de BMP4. BMP4 es un 

miembro de la familia de las bone morphogenic proteins, llamadas así porque 

inicialmente fueron identificadas por su capacidad para inducir la formación de hueso 

endocondral171. Además BMP4 ha sido implicado en la transición osteogénica de la 

CMLV permitiendo con ello la calcificación vascular112. Se ha observado que BMP4 

aumenta la calcificación de las CMLV in vitro202 y que está upregulado en las lesiones 

ateroscleróticas calcificadas67. Nuestros resultados muestran como paralelamente al 

descenso en la calcificación vascular con la inhibición de la vía alternativa de NF-κB, 

tiene lugar el descenso de BMP4. También comprobamos que la adición de nogina (un 

inhibidor farmacológico de las BMPs) al medio de cultivo de las CMLV, inhibía la 

calcificación inducida por RANKL, sugiriendo que dicha calcificación era mediada por el 

incremento en la expresión de BMP4. Este resultado se confirmó mediante el 

silenciamiento de BMP4 en las CMLV, y el tratamiento con RANKL. La calcificación 

inducida por RANKL no ocurría en las células en las que se había silenciado BMP4, 

confirmando con ello nuestros resultados anteriores. 

 
 Figura 17: Vía por la que RANKL induce calcificación en las CMLV. La unión de 

RANKL a su receptor RANK provoca la activación de la vía alternativa de NF-κB, con la 

translocación al núcleo de Rel B. Esto modula la tasa de transcripción de BMP4, aumentando su 

expresión a niveles de RNA y proteína. El BMP4 provoca la calcificación de las CMLV in vitro. 
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Los resultados in vivo muestran que la administración de Calcitriol a ratas 

normales no elevaba la expresión de RANKL/OPG y BMP4 en arterias o en sangre, y 

que estos animales no presentan incrementos en la calcificación vascular. Sin embargo 

la uremia induce un aumento de ratio RANKL/OPG y de la expresión de BMP4 en las 

arterias. Como era de esperar los niveles de calcificación vascular están aumentados 

en estos animales. El incremento de la calcificación vascular es aún mayor en los 

animales urémicos tratados con vitamina D, acompañado de un aumento de la 

expresión arterial de RANKL y BMP4. Este hallazgo sugiere que hay otros factores con 

efecto en la calcificación vascular in vivo asociada al tratamiento con Calcitriol. Las 

ratas urémicas tratadas con Calcitriol presentan niveles más altos de fósforo en sangre, 

un parámetro que es considerado como inductor de la calcificación vascular97. 

 

La expresión de RANKL y BMP4 se localiza en las áreas calcificadas, apoyando 

la conclusión de RANKL como promotor de la calcificación vascular. La tinción para 

TRAP (marcador de macrófagos) es negativa estas áreas calcificadas de la media, 

coincidiendo con lo que explican artículos previos, y contrario a la calcificación de la 

placa aterosclerótica. En la calcificación de la media no están implicados macrófagos 

infiltrados274.  

 

Analizamos además el posible papel de los niveles circulantes de RANKL como 

marcador de calcificación vascular en nuestro modelo. Sin embargo, aunque 

observamos un aumento de su expresión en las áreas calcificadas los niveles 

circulantes de RANKL no se modifican. La asociación entre niveles circulantes de OPG 

con diversos factores de riesgo cardiovascular está ampliamente estudiada114;156;266, 

pero el posible uso de la determinación de los niveles de RANKL planteaba cierta 

controversia. Schett et al260 vieron que los niveles séricos de RANKL no estaban 

asociados con los factores de riesgo vascular tradicionales. En general, los niveles 

séricos de RANKL aparecen inalterados, aunque en otras ocasiones de han en otras 

ocasiones se encuentran disminuidos con aumento de los de OPG149;258;267. En un 

reciente trabajo, Kiechl et al155 mostraron un estudio epidemiológico en el que 

observaban que los niveles séricos de RANKL no correlacionaban con aterosclerosis, 

sin embargo los niveles de partida a comienzo del estudio si que parecen ser 

predictivos de riesgo vascular. Entonces, parece que el uso de los niveles séricos de 

RANKL para predecir el riesgo cardiovascular, no está claro. En nuestro modelo 

experimental pudimos observar que aunque la expresión de RANKL en el vaso se veía 
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incrementada, los niveles circulantes no variaban. Por lo tanto, cambios en los niveles 

circulantes de RANKL no reflejan cambios en los niveles vasculares. De acuerdo con 

estudios previos, los niveles de OPG aumentan en los animales urémicos, provocando 

así el descenso del ratio RANKL/OPG.  

 

Se ha desarrollado un fármaco, el Denosumab, que es un anticuerpo 

monoclonal humano con alta afinidad (Kd 3X10-12M) y especificidad para RANKL que 

neutraliza la actividad de RANKL de manera similar a la acción de OPG. Denosumab 

no  tiene reacciones cruzadas con TNF-α, TNF-β, TRAIL, o el ligando CD40. Se utiliza 

para el tratamiento y prevención de la osteoporosis posmenopáusica, el tratamiento de 

erosiones óseas asociadas con la artritis reumatoide, prevenir la pérdida de hueso en 

pacientes con ciertos cánceres y en la enfermedad mestastática ósea152. Como se 

puede apreciar, sus aplicaciones van principalmente encaminadas a evitar la pérdida 

de hueso asociada a distintas causas. Nuestros estudios podrían abrir un nuevo campo 

de aplicación de este fármaco, ya que podría contribuir a evitar la calcificación vascular 

que se observa en la ERC. 

Por otro lado, los pacientes con ERC suelen desarrollar hiperfosfatemia. El 

fósforo elevado se ha asociado con riesgo cardiovascular elevado y un aumento de la 

morbimortalidad por eventos cardiovasculares en estos individuos. En la ERC la 

elevación de los niveles de fósforo sérico se asocia con HPT2, alteraciones en el 

remodelado óseo y calcificaciones extra óseas, como la inducción de calcificaciones 

vasculares18;86;101. También se le ha considerado por diversos autores como una “toxina 

urémica”. Existen multitud de estudios sobre este ion en la ERC, pero no están del todo 

claras las consecuencias que tendría una elevación de la ingesta de fósforo en 

individuos con una función renal normal. Se sabe lo perjudicial que resulta el fósforo en 

pacientes con ERC, de hecho, es de vital importancia para los nefrólogos el control de 

los niveles séricos de este ion (empezando por su ingesta en la dieta y siguiendo por el 

uso de quelantes del fósforo) en los pacientes en diálisis77, pero ¿cuáles son sus 

efectos en animales con función renal normal? ¿Es suficiente el fósforo elevado, 

aunque se conserve una función renal normal, para desencadenar el resto de 

consecuencias que se desencadenan en la ERC? ¿Cuál es el efecto del fósforo per 

se? En teoría en las personas y animales con función renal normal, la homeostasis del 

calcio y del fósforo se mantiene mediante la interacción de la hormona paratiroidea 

(PTH) y la 1,25(OH)2D3 a pesar de las variaciones de la ingesta de fósforo y calcio. 

Tanto el fósforo como el calcio ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente 
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sanguíneo, para excretarse por los riñones o almacenarse en el tejido óseo (reservorio 

óseo). Por lo que parecería sencillo pensar que con función normal, una ingesta 

elevada de fósforo no conllevaría grandes problemas. Sin embargo, nuestro estudio 

nos mostró como la ingesta elevada de fósforo provocaba un aumento de la presión 

arterial, y la hipertensión es un importante factor de riesgo cardiovascular. Ya existían 

estudios como el de Huang129 et al que establecian la existencia de una fuerte e 

independiente asociación entre los niveles de fosfato sérico y la presión saguínea, eso 

si, en pacientes en hemodiálisis. Nosotros hemos observado que la ingesta elevada de 

fósforo provoca la elevación de la presión tanto sistólica como diastólica y media, y que 

este incremento se elimina al incluir en la dieta el uso de un quelante de fósforo: el 

carbonato de lantano, indicando que la elevación en la P arterial es un efecto de la 

ingesta de fósforo. En nuestro estudio el incremento en la presión sanguínea es 

paralelo a la elevación de los niveles de PTH, elevación que también se bloquea con la 

adicción del quelante de fósforo. El hiperparatiroidismo se ha asociado a la 

hipertensión arterial por la activación del eje renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), 

pero este efecto es reversible tras la paratiroidectomía6;14;94;163;170;196;219;280;313. Tras la 

estirpación de la glándula la presión sanguínea, la actividad plasmatica de la renina y 

los niveles séricos de aldosterona vuelven a la normalidad en un porcentaje muy 

elevado de los pacientes hipertensos con hiperparatiroidismo. Los estudios de Smith et 

al 287 lo comprobaron al realizar una infusión intravenosa de PTH bovina en perros, que 

provocaba un importante aumento de la actividad plasmática de la renina. Además, 

entre otros efectos, aumentaba la excreción de fosfato, lo que confirmaba la secreción 

de PTH. Nuestros resultados se encuentran apoyados por todos estos trabajos: el 

fósforo estimula la secreción de PTH, que es responsable del incremento de los niveles 

de renina y angiotensina II que elevan la presión arterial (figura 18). Además, al añadir 

a la dieta el carbonato de lantano comprobamos que se inhibe la elevación de los 

niveles séricos de PTH, la expresión renina y los niveles de Angiotensina II, tanto la 

presión arterial sistólica como la diastólica que siguen ese mismo patrón. Todo ello 

confirma que el aumento de la presión arterial es un efecto del incremento del 

incremento de los niveles de PTH en el suero. Aunque la adicción del carbonato de 

lantano disminuye los niveles sericos de Angiotensin II, estos no regresan al nivel basal 

y permancen algo elevados, a pesar de que la expresión de renina si que disminuye 

hasta su nivel original. Este efecto ya había sido observado con anterioridad213 y podría 

deberse al hecho de que la renina se sintetiza y almacena en cantidades considerables 

en granulos en las celulas yuxtaglomerulares, para poder responder asi rapidamente a 
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los estímulos239;272. Por ello, puede suceder que se produzcan importantes cambios en 

los niveles plasmáticos de renina que permitirian cambios en lo de angiotensina, sin 

que se produzca ninguna afectación en el RNAm de la renina. 

 
Figura18: El aumento en la ingesta de fósforo desencadena un aumento de la 
presion arterial. El fósforo estimula la síntesis y secreción de PTH, que provoca un aumento de 

la fosfaturia. Además la PTH estimula la secreción renal de renina. La renina activa el sistema 

Renina-Angiotensina-Aldosterona al fragmentar la molécula de angiotensinógeno (producida por 

el hígado), produciendo angiotensina I que será convertida en angiotensina II por la enzima 

convertidora de angiotensina (ECA), producida en capilares pulmonares. La angiotensina II lleva a 

cabo una serie de acciones encaminadas al aumento de la presión arterial.  

 

Pero por otro lado el incremento en los niveles de PTH induce la conversión de 

la forma activa de la vitamina D, la 1,25 (OH)2D3 por la acción del enzima 1α 

hidroxilasa renal. Observaciones clínicas mostraron una relación inversa entre los 

niveles plasmáticos de vitamina D y la presión sanguínea y actividad plasmática de la 

renina37;167;178. El VDR es un regulador negativo de la expresión de renina174. Sin 

embargo, hay estudios que muestran el efecto directo de la PTH sobre la secreción de 

renina6;94;163;170;196;219;280;313 sin intervención de la vitamina D. Por ello podemos afirmar 

que el efecto de la vitamina D no es suficiente para contrarrestar el efecto que la PTH 

tiene sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona y con ello sobre la presión 

arterial de nuestro modelo experimental. 

 

Por otro lado quisimos estudiar cual era la relación entre esta ingesta elevada 

de fosforo y la calcificación vascular. Los niveles de fósforo siempre se han asociado a 

calcificación vascular tanto en modelos humanos como animales de ERC17), sin 

embargo su relación en sujetos con función renal normal no está clara.  Algunos 

autores se han referido al calcio y al fósforo como los “mecanismos pasivos de 

calcificación”. Los niveles elevados de Ca, P y CaxP (en pacientes con ERC y 
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asociados con ECV en estos pacientes17) promueven la formación y crecimiento de 

núcleos de cristales de bioapatita18. En estudios in vitro se encontró que cuando las 

CMLV se incuban con altas concentraciones de calcio y fósforo, se acumula bioapatita 

en la matriz extracelular. Pero este proceso no es solo una precipitación pasiva de 

iones divalentes, sino que, como ya comentamos anteriormente, implica una serie de 

cambios fenotípicos en las CMLV, y la up-regulación de los marcadores 

osteogénicos206;207;293. El alto fósforo estimula la actividad de cotransportador de Na-P 

(Pit-1), mientras que el alto calcio incrementa su expresión. Este transporte permite la 

acumulación de fósforo dentro de la célula, lo que sirve de señal para la expresión de 

los factores osteogénicos. La combinación de estos factores conlleva que la célula sea 

susceptible de calcificación95. Además los estudios de Foley87;88 determinaron la 

asociación entre los niveles de fósforo y los de calcio de la arteria coronaria en una 

población de adultos sanos. Pudieron concluir que los altos niveles séricos de fósforo, 

incluso dentro de un rango normal, eran un factor de riesgo de aterosclerosis de la 

arteria coronaria en adultos sanos.  

 

Como comentamos previamente, la calcificación vascular se asocia con un 

incremento en la presión sanguínea y en la presión de pulso, debido a cambios en la 

elasticidad de las arterias. Estudios recientes indican que la presión de pulso es un 

factor de riesgo de HVI e infarto68. Las ratas de nuestro trabajo no experimentan 

cambio en la elasticidad de las arterias, aunque se puede apreciar un pequeño, pero 

no significativo, cambio en el contenido de calcio de las arterias de los animales 

alimentados con dietas altas en fósforo. Tampoco detectamos ningún cambio en el 

ratio peso de corazón/peso del cuerpo, lo que indica ausencia de HVI.  

 

Los animales alimentados con las dietas altas en fósforo presentan altos niveles 

plasmáticos de este ión. El quelante del fósforo no tiene efecto sobre ello, lo que se 

debe probablemente al hecho de que los niveles de vitamina D estén todavía altos en 

estos animales. La excreción renal de fósforo esta regulada por la tasa de filtración 

glomerular y la de reabsorción tubular. La reabsorción de fósforo en el tubulo proximal 

está mediada por mecanismos de transporte activo Na dependientes214, con lo que la 

absorción de fósforo va acompañada de la de Na. El regulador hormonal de la 

reabsorción de fósforo mas importante es la PTH, la cual disminuye la reabsorción 

tubular e incrementa su excreción renal. Como se puede ver en los resultados, la PTH 

aumenta  la excreción urinaria de P en las dietas con alto contenido en P, lo que va 
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acompañado del incremento en la excreción de Na. El principal efecto fisiologico de la 

PTH es la regulación del transporte renal de electrolitos y agua 158. Es de sobra 

conocido que un incremento en la secreción endógena de PTH puede disminuir la 

reabsorción de Na en el tubulo proximal263 e induce una desregulación en la actividad, 

trafico y expresión de los transportadores de Na321. La elevación de la PTH produce un 

aumento de la natriuresis seguido de poliuria. La excreción urinaria de Na y el volumen 

de orina son más altos en todos los grupos alimentados con dietas ricas en fósforo, lo 

que se debe a la elevación de la PTH. Sin embargo la adición del quelante no produce 

un descenso de la excrección urinaria de Na a pesar de la bajada en los niveles de 

PTH. Esto podría deberse al efecto de la Angiotensina II. Un descenso en los niveles 

de Angiotensina II reducen la reabsorción tubular de Na y agua, compensando el 

efecto contrario debido al descenso de PTH269.  

 

Los niveles sericos de fósforo juegan un papel fundamental en la homeostasis 

del calcio: una alta concentración de fósforo estimula la secreción de PTH, que 

estimula la liberación de calcio del hueso y reduce su excreción 205;220;279. Las dietas 

con alto fósforo inducen un incremento el los niveles sericos de calcio junto con una 

reducción de la excreción fracional de este ion, indicando un aumento en su 

reabsorción. Todos estos efectos son debidos probablemente a la acción de la PTH. El 

carbonato de lantano provoca un descenso el los niveles sanguíneos de Ca en el grupo 

alimentado con dieta alta en P pero no en la muy alta. Esto podría deberse a los altos 

niveles de vitamina D en la dieta con muy alto P más el quelante, que induciria una 

mayor absorción de Ca en el intestino.  

 

En resumen, la desregulaciones producidas por la uremia en el metabolismo de 

la vitamina D en las celulas del vaso juegan un importante papel en el desarrollo de la 

aterosclerosis y de las calcificaciones vasculares, a la vez que son fundamentales a la 

hora de elegir tratamiento para estos pacientes. La 1,25(OH)2D3 induce la expresión de 

RANKL que desencadenara una serie de señales cuyo resultado final es la calcificación 

de las CMLV. El fósforo resulta, ya en animales sanos, perjudicial ya que provoca un 

aumento de la PTH y de presión arterial, de ahí la vital importancia de su control en los 

pacientes con ERC.  
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1. El Calcitriol y su análogo el Paricalcitol tienen una respuesta diferencial en la 

calcificación vascular tanto in vitro como in vivo. El Calcitriol incrementa la  

calcificación vascular y el Paricalcitol no.  

 

2. El diferente efecto en la calcificación del Calcitriol y el Paricalcitol es 

independiente de los niveles de calcio y fósforo. 

 

3. La vitamina D induce la expresión de RANKL en las CMLV. RANKL a través de 

la unión a su receptor RANK y de la activación de la vía alternativa de NF-κB, 

induce la expresión BMP4 que promueve la calcificación vascular 

 

4. Los niveles circulantes de RANKL no se pueden utilizar como indicadores del 

nivel de calcificación vascular de pacientes. No son indicadores de la situación 

real del vaso. 

 

5. La uremia provoca una desregulación de las proteínas implicadas en el 

metabolismo de la vitamina D en las CMLV. Esta desregulación produce un 

incremento local de la síntesis de 1,25(OH)2D3, que podría tener un efecto 

autocrino-paracrino sobre las células del vaso. La aterosclerosis acelerada que 

sufren los pacientes urémicos podría estar relacionada con este incremento. 

 

6. El aumento de la síntesis local de 1,25(OH)2D3 estimula la producción de 

RANKL en las CMLV y con ello la calcificación. 

 

7. El tratamiento con diferentes activadores del VDR tiene un efecto diferente 

sobre la síntesis local de calcitriol. 

 

8. La regulación de las proteínas involucradas en el metabolismo de la vitamina D 

parece ser diferente en el tejido renal y arterial. 

 

9.  El fósforo de la dieta estimula la producción de PTH, que permite la elevación 

de la expresión de renina, con el consecuente incremento en los niveles séricos 

de angiotensina II y de la presión arterial tanto sistólica como diastólica. 
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10. A corto plazo la ingesta elevada de fósforo en animales con función renal 

normal no provoca un aumento de las calcificaciones vasculares 
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