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Resumen
Introducción: En la enfermedad renal crónica (ERC) se producen alteraciones del metabolismo óseo y
mineral que favorecen la calcificación de tejidos blandos. Alteraciones del sistema RANK/RANKL/OPG
podrían estar favoreciendo la calcificación vascular, importante causa de morbimortalidad en la ERC.
Objetivo: Valorar en un modelo experimental in vivo de insuficiencia renal crónica el efecto de la progre-
sión de la misma sobre la calcificación vascular y sobre la pérdida de hueso correlacionando estos cam-
bios con alteraciones en el sistema RANK/RANKL/OPG, utilizando un sistema in vitro para confirmar los
hallazgos encontrados.
Material y métodos: Se utilizaron dos modelos de calcificación vascular: un modelo in vivo en ratas con
insuficiencia renal crónica alimentadas con dieta con diferente contenido en fósforo, y un modelo in vitro
en células de músculo liso vascular (CMLV) sometidas a diferentes estímulos calcificantes. 
Resultados: A las 20 semanas, un 50% de los animales con dieta alta en fósforo presentó calcificaciones
aórticas que se acompañó de aumento en la expresión aórtica de RANKL. Por el contrario, la OPG dis-
minuyó como consecuencia probablemente del componente inflamatorio. 
A las 20 semanas en la tibia aumentó la expresión de RANKL y OPG, mientras que el aumento de OPG
ocurrió en fases más tempranas. 
En CMLV la adición de suero urémico y medio calcificante indujo un incremento del contenido de calcio
y de la expresión de RANKL y OPG. La adición de OPG y el silenciamiento de RANK inhibieron este
aumento.
Conclusiones: Nuestros resultados confirman la participación del eje RANK/RANKL/OPG en el proceso
de calcificación vascular.
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Introducción
La calcificación vascular es un proceso en el que las
células del músculo liso vascular (CMLV) y otras
poblaciones de células del vaso sanguíneo sufren una
transformación y comienzan a asemejarse a osteoblas-
tos1. Este proceso está regulado de manera semejante
a la mineralización del hueso, encontrándose implica-
das diversas proteínas óseas2-4. Los osteoblastos son
células responsables de la formación de hueso que
además regulan la actividad de los osteoclastos y, por
tanto, juegan un papel importante en la homeostasis
del calcio (Ca) y del fósforo (P)5. Los osteoblastos
secretan el ligando del receptor activador de NF-κB
(RANKL) que se une a su receptor (RANK) en los pre-
cursores osteoclásticos promoviendo su formación,
activación y supervivencia6-7. Además, los osteoblastos
secretan osteoprotegerina (OPG), que actúa como un
receptor soluble señuelo de RANKL e inhibe la unión
de este ligando a su receptor transmembrana RANK.
Existen numerosas evidencias científicas que relacio-
nan el sistema RANK/RANKL/OPG con las calcifica-
ciones vasculares, pudiendo tratarse de un importan-
te sistema autocrino/paracino implicado en el proce-
so. La vía por la que RANKL promovería la calcifica-
ción sería a través de la unión a su receptor RANK con
la consecuente activación de la vía alternativa de NF-
κB y de la proteína morfogénica ósea 4 (BMP4)8, la
cual ha sido implicada en la transición osteogénica de
las CMLV9,10. 

La enfermedad renal crónica (ERC) se caracte-
riza por producir cambios en el metabolismo óseo
y mineral que favorecen la calcificación de tejidos
blandos y vasos. Alteraciones en la expresión
génica del sistema RANK/RANKL/OPG podrían
estar favoreciendo la calcificación vascular, una de
las principales causas de mortalidad en la ERC.

Resulta de interés investigar las diferencias en la
regulación del sistema RANK/RANKL/OPG en
hueso y vaso para poder así diseñar estrategias
dirigidas a proteger el hueso sin tener efectos
negativos sobre la calcificación vascular.

Por tanto, los objetivos de este trabajo fueron:
a) valorar en un modelo de rata el efecto de la
ERC y dietas con diferente contenido en P sobre
la calcificación vascular, cuantificada mediante
análisis de contenido de Ca, y sobre la densidad
mineral ósea (DMO), cuantificada mediante densi-
tometría ósea; b) correlacionar estos cambios con
alteraciones en la expresión génica del sistema
RANK/RANKL/OPG en arterias y huesos de estos
animales; y c) utilizar un sistema in vitro para con-
firmar los hallazgos encontrados in vivo.

Materiales y métodos
Estudios in vivo:
Modelo de calcificación vascular
El protocolo fue aprobado por el Comité Ético de
Experimentación Animal de la Universidad de
Oviedo.

El estudio se realizó con ratas Wistar macho
(n=55) de 4 meses de edad (350-400 g). La interven-
ción quirúrgica, previa anestesia con isoflurano por
vía inhalatoria, consistió en la inducción de insufi-
ciencia renal crónica (IRC) (7/8) en un solo acto qui-
rúrgico. Se realizó nefrectomía completa del riñón
derecho y a continuación nefrectomía subtotal del
riñón izquierdo, mediante incisión lateral. Con este
procedimiento se conserva aproximadamente la
cuarta parte de la masa renal. Las ratas con IRC se
dividieron en dos grupos: uno, IRC C, alimentado
con dieta para roedores estándar con un contenido
normal de P (0,6% P, 0,6% de Ca, y contenido de pro-

Effect of RANK/RANKL/OPG pathway on bone demineralization and
vascular calcification in chronic kidney disease

Summary
Introduction: In cases of chronic kidney disease (CKD), bone and mineral metabolism changes occur
which favor soft tissue calcification. Alterations in the RANK/RANKL/OPG system could also favor vascu-
lar calcification, a major cause of morbidity and mortality in CKD.
Objective: In an in vivo experimental model of chronic renal failure progression, we assess the effect of
CKD on vascular calcification and bone loss correlating these changes in the RANK/RANKL/OPG path-
way. An in vitro system was used to confirm findings.
Material and methods: Two models of vascular calcification were used: an in vivo rat model with chronic
renal failure fed on a diet with different phosphorus content, and an in vitro model in vascular smooth
muscle cells (VSMC) subjected to different calcifying stimuli.
Results: At 20 weeks, 50% of animals with a diet high in phosphorus presented aortic calcification accom-
panied by increased aortic expression of RANKL. In contrast, OPG decreased probably as a consequen-
ce of an inflammatory component.
At 20 weeks, expression of RANKL and OPG in the tibia increased, while the increase in OPG occurred
at earlier stages. 
In VSMC, the addition of uremic serum and calcification medium increased calcium content and expres-
sion of RANKL and OPG. The addition of OPG and silencing of RANK inhibited this increase.
Conclusions: Our results confirm RANK/RANKL/OPG system involvement in the vascular calcification process.
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teína 20%; Panlab, Barcelona, España), y el otro, IRC
P, alimentado con una dieta con alto contenido en P
(0,9% P, 0,6% de Ca, y contenido de proteína 20%;
Panlab). El estudio duró 20 semanas (IRC 20C e IRC
20P), tiempo necesario para inducir calcificaciones
vasculares. Se incluyó igualmente un grupo Sham
(n=10) que fue seguido hasta la semana 20. También
se realizaron evaluaciones intermedias a lo largo del
estudio, con sacrificios a las 8 y 12 semanas (IRC 8C,
IRC 12C, IRC 8P e IRC 12P). Veinticuatro horas antes
del sacrificio, las ratas se alojaron en jaulas metabóli-
cas y recibieron dieta y agua ad libitum. Se sacrifica-
ron usando como anestesia CO2, y se extrajeron
muestras de suero para su análisis. De cada rata se
extrajo la aorta abdominal descendente hasta la bifur-
cación de las crestas ilíacas y se dividió en tres por-
ciones: el primer fragmento se utilizó para la extrac-
ción de RNA, el segundo fragmento para determinar
el contenido de Ca, y el tercer fragmento se incluyó
en parafina para estudios futuros. 

En el momento del sacrificio se extrajeron las
dos tibias. La izquierda se conservó en alcohol
para medir la densidad mineral ósea (DMO). La
tibia restante se congeló a -80ºC hasta su procesa-
miento para el estudio de la expresión génica.

Marcadores bioquímicos
Urea, creatinina, Ca y P séricos se midieron usan-
do un analizador automático multicanal Hitachi
717 (Boehringer Mannheim, Berlín, Alemania). La
parathormona (PTH) sérica fue medida por ELISA
(Immutopics, San Juan Capristano, EE.UU.)
siguiendo los protocolos del fabricante.

Densitometría ósea
La DMO se midió en tibia a tres niveles: octavo pro-
ximal, siete/octavos distal y tibia total, con un densi-
tómetro radiológico digital de doble energía Hologic
QDR-1000 (Hologic, Bedford, EE.UU.) equipado con
un programa específico para animales pequeños.

Análisis de calcificación aórtica
La calcificación de la aorta abdominal de las ratas
fue analizada mediante dos métodos: el contenido
total de Ca y tinción de von Kossa. 

Para determinar el contenido total de Ca, un frag-
mento de la aorta abdominal (el cm próximo a la
bifurcación ilíaca) se homogeneizó con un
Ultraturrax (OmniHT) en HCl 0,6 N. Después de agi-
tar a 4°C durante 24 horas las muestras se centrifu-
garon. El contenido de Ca se determinó en el sobre-
nadante por el método de la o-cresolftaleína comple-
xona (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.), y el pellet se
resuspendió en tampón de lisis (125 mM Tris y 2%
de SDS, pH 6,8) para la extracción de proteínas y
cuantificación por el método de Lowry (Bio-Rad,
Hércules, EE.UU.). El contenido de Ca se normalizó
expresándose como µg de Ca por mg de proteína. 

Para llevar a cabo la tinción de von Kossa, otro
fragmento de la aorta abdominal se incluyó en meta-
crilato de metilo (Sigma-Aldrich). Cinco secciones de
5 mm de espesor se obtuvieron utilizando un Polycut
S Micrótomo (Reicher-Jung, Heildelberg, Alemania) y
se tiñeron siguiendo el método de von Kossa.

Estudio de expresión génica
La extracción de RNA se realizó mediante el método
del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo. El
DNA copia (cDNA) se sintetizó usando el kit “High
capacity” (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.).
La expresión génica de RANK, RANKL y OPG se
analizó por PCR en tiempo real (qPCR) en el equipo
ABI Prism 7000 de Applied Biosystems. Para cada
una de las PCRs se utilizaron ensayos assay on-
demand diseñados por Applied Biosystems que
emplean oligos específicos y sondas Taqman fluo-
rescentes. Para la cuantificación y normalización se
utilizó la expresión del gen constitutivo GAPDH. 

Estudios in vitro:
Cultivo primario de células de músculo liso
vascular (CMLV)
Se utilizaron CMLV procedentes de cultivo primario
de explantes de aortas de ratas Wistar sanas de 2
meses de edad, sacrificando a 12 ratas y usando
como anestesia CO2. Se extrajeron las aortas abdomi-
nales y se introdujeron en PBS frío con 100 unida-
des/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina
(Biochrom AG, Berlín, Alemania). Después de lavar
abundantemente con PBS frío, las aortas se cortaron
longitudinalmente; se eliminó la capa endotelial cui-
dadosamente y posteriormente se cortaron en frag-
mentos (explantes) de 2 a 3 mm2. Los explantes se
colocaron en placas de cultivo de seis pocillos
(Sigma-Aldrich) pretratadas con fibronectina (10
mg/cm2; Sigma-Aldrich). Una vez colocados los
explantes, se les añadió 1 mL de DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, Biochrom AG) suplementa-
do con 20% suero bovino fetal (FBS) (Biochrom AG).
El medio se renovó cada 2 días. Cuando las células
alcanzaron la subconfluencia, los fragmentos de teji-
do se eliminaron y las células se separaron enzimáti-
camente (0,25% de tripsina y EDTA 1 mM).

Las células se sembraron con una densidad de
105 células por placa de cultivo (Sigma-Aldrich)
con DMEM suplementado con FBS (10%). Las
células obtenidas por este método se identificaron
como CMLV por los siguientes criterios: (1) las
células crecen en el patrón característico de valle
y colina; y (2) la inmunotinción fue positiva para
alfa actina (mAb de Sigma-Aldrich). 

Se utilizaron células entre los pases 2 y 8, uti-
lizando tres pocillos por condición y realizándose
los experimentos por triplicado.

Inducción de la calcificación en CMLV
Para analizar la calcificación inducida por la ure-
mia y conocer la implicación del sistema
RANK/RANKL/OPG, se utilizaron dos condiciones
diferentes.

Para la primera condición, los cultivos de
CMLV se trataron con DMEM suplementado con
15% de suero de rata urémico (un conjunto de
sueros de ratas con IRC de 8 semanas que contie-
ne 10,8 mg/dL de Ca, 6,7 mg/dL de P, y 898 pg/mL
de PTH). Como condición control se usó DMEM
con 15% de suero de ratas sanas (un grupo de
sueros que contiene 10,4 mg/dL de Ca, 3,6 mg/dL
de P y 25 pg/mL de PTH). 
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En una segunda condición, para confirmar el
efecto del P, las CMLV se cultivaron con medio cal-
cificante: DMEM F12+0,1% de albúmina bovina
sérica (BSA) con 2 mM de Ca y 3 mM de P. Se uti-
lizó como condición control DMEM F12+0,1% de
BSA. En ambos casos, la deposición de Ca se
determinó a 4 y 8 días después de la adición de
los estímulos.

El efecto de OPG (100 pM), del silenciamiento
del receptor RANK (concentraciones crecientes
entre 100 pM y 100 nM) se testó en CMLV en las
que se indujo calcificación con DMEM F12+0,1%
de BSA con 2mM de Ca y 3 mM de P.

Estudio de expresión génica
Se procedió de la misma manera que se detalló en
el apartado de estudios in vivo.

Producción e infección lentiviral/Silenciamiento
de RANK mediante shRNA
El gen RANK se silenció en las CMLV mediante
horquillas pequeñas de RNA (shRNA), las cuales
se clonaron en un vector basado en lentivirus
(FSVsi). En él se introdujeron shRNAs cuya diana
era TTAGCTGAGGATGCTGAGGAT y secuencias
scramble. Todos ellos se cotransfectaron con los
elementos de embalaje del virión (VDV-G) en un
cultivo de células 293T mediante polietilenimina.
Se produjeron partículas infecciosas cultivando
las células 3-4 días en medio para CMLV. A conti-
nuación, el medio se centrifugó a 1.000 g duran-
te 5 min y el sobrenadante se adicionó a un cul-
tivo de CMLV, sustituyéndose por el medio con-
vencional tras una noche de incubación. Por últi-
mo, las CMLV se recogieron tras 4 días y se com-
probó el silenciamiento de RANK con qPCR y
Western Blot.

Western Blot
Después de la transferencia, las membranas se
incubaron durante 12 horas con anticuerpos anti-
RANK (1:1.000, Cells Signaling Technology,

Danvers, EE.UU.), y anti-tubulina (01:10.000,
Sigma-Aldrich). La unión del anticuerpo secunda-
rio se detectó con el kit de detección para Western
Blot ECL Advance (Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, Reino Unido) y con el sistema
de modelo de imágenes VersaDoc 4000 (Bio-Rad).

Análisis estadístico
Para el análisis estadístico de los resultados se
empleó el programa SPSS 17.0. En el caso de
variables con distribución normal la comparación
de los grupos de tratamiento se realizó por medio
del análisis ANOVA con el test de Bonferroni. En
el caso de variables con distribución no normal, se
utilizó el test Kruskal-Wallis.

Resultados
1. Bioquímica
En los grupos que recibieron la dieta con alto con-
tenido en P (IRC 8P, IRC 12P, IRC 20P) se observó
un discreto empeoramiento de la función renal
con respecto a sus controles (IRC 8C, IRC 12C, IRC
20C), el cual se agravó a las 20 semanas (Tabla 1).
En el grupo de dieta con P alto el Ca sérico dismi-
nuyó significativamente sólo en la semana 20 (IRC
20P), mientras el P sérico se incrementó en todos
los grupos con dieta alta en P, particularmente a
las 20 semanas de tratamiento. De forma paralela
al P, la PTH se incrementó a medida que aumen-
tó el tiempo de tratamiento, siendo estadística-
mente significativa a partir de la semana 12 y en
particular en la semana 20, donde se observó un
hiperparatiroidismo secundario severo (Tabla 1). 

2. Estudio densitométrico
Si bien hubo un discreto descenso en la DMO de los
grupos de animales con dieta alta en P respecto a
sus controles en todos los sectores estudiados, éste
sólo fue significativo a las 20 semanas (Tabla 2).
Predominaron las pérdidas a nivel distal, donde hay
mayor contenido de hueso cortical, sobre las pérdi-
das a nivel proximal (Tabla 2).

Tabla 1. Bioquímica general en los distintos grupos de tratamiento 

SHAM
(n=10)

IRC 8C
(n=9)

IRC 8P
(n=9)

IRC 12C
(n=7)

IRC 12P
(n=10)

IRC 20C
(n=10)

IRC 20P
(n=10)

Urea (mg/dL) 34±9 108±27 137±45 119±29 143±51 100±70 200±70

Creatinina (mg/dL) 0,4±0,1 1,0±0,3 1,4±0,5 1,3±0,4 1,3±0,6 1,5±1,3 2,2±0,8*

Calcio (mg/dL) 11,4±0,6 11,8±0,9 11,4±0,8 12,4±0,6 11,4±2,0 12,5±0,6 11,1±0,4*

Fósforo (mg/dL) 4,8±1,0 5,7±1,1 10,0±3,7* 6,0±1,9 9,4±3,4* 5,6±0,8 12,1±2,8*

PTH (pg/mL) 22
(4-74)

28
(19-55)

139
(59-933)

62
(27-121)

236
(128-1.113)*

80
(54-115)

1.901
(1.117-2.517)*

IRC 8C, IRC 12C, IRC 20 C: grupos de ratas alimentadas con dieta con contenido normal en fósforo sacrifica-
das a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; IRC 8P, IRC 12P, IRC 20 P: grupos de ratas alimentadas con dieta
con alto contenido en fósforo sacrificadas a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; *p<0,005 respecto a su
grupo control con dieta normal en P.
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3. Efecto in vivo de la uremia y la sobrecarga
de P sobre calcificación vascular, actividad
ósea y sistema RANK-RANKL-OPG
Si bien el contenido en Ca de las aortas de los ani-
males alimentados con dieta con contenido en P
normal se vio ligeramente afectado por la uremia, a
partir de la semana 12 de IRC la administración de
una dieta con alto contenido en P aumentó el con-
tenido en Ca de forma significativa de forma tiem-
po-dependiente respecto al grupo Sham. Los anima-
les que recibieron la dieta con P elevado incremen-
taron el contenido aórtico de Ca respecto a sus res-
pectivos controles a partir de la semana 12, magni-
ficándose este efecto en la semana 20. A pesar del
incremento generalizado del contenido en Ca aórti-
co, la tinción de von Kossa reveló calcificaciones
visibles en la aorta en solo el 50% de los animales
con dieta con alto contenido en P (Figura 1). 

Paralelamente al incremento del contenido de Ca
se produjo una elevación de la expresión de RANKL
en la aorta (Figura 2A). La expresión de RANK no
mostró diferencias a lo largo de la evolución de la
IRC (Figura 2B), mientras que la OPG disminuyó en
todos los grupos urémicos, particularmente en los
que recibieron dieta con P elevado (Figura 2C). 

En las tibias se observó un incremento de la
expresión de RANKL y OPG en la semana 20 del
grupo que recibió dieta con P elevado (Figuras
3A, 3C). La expresión de OPG también se incre-
mentó en todos los grupos que recibieron dieta
con P elevado, destacando el aumento observado
en la semana 20. Por el contrario, la expresión de
RANK se mantuvo similar en todos los grupos. 

4. Efecto in vitro de la uremia y la sobrecarga
de P sobre la calcificación vascular y el siste-
ma RANK-RANKL-OPG
El suero urémico indujo un incremento significati-
vo del contenido de Ca a los 4 y 8 días (Figura
4A). Se produjo un incremento significativo de la
expresión de RANKL (a los 4 y 8 días) y OPG (a
los 8 días de tratamiento) (Figuras 4B, 4C y 4D).

Las CMLV tratadas con medio calcificante (DMEM
F12, 2 mM de Ca, 3 mM de P) mostraron un incremen-
to significativo del contenido de Ca tiempo depen-
diente (Figura 5A). De manera paralela aumentó la
expresión de RANKL y OPG (Figuras 5B, 5C y 5D). 

Figura 1. A) Contenido de Ca en las aortas de ratas
con nefrectomía 7/8 alimentadas con dieta con con-
tenido normal en P (0,6%) (barras grises) y alto con-
tenido en P (0,9%) (barras negras), sacrificadas a las
8 y 20 semanas. Los datos representan la media ±
desviación estándar. *p<0,05 vs. misma semana con
P normal (0,6%). B) Tinciones de von Kossa de las
aortas en los distintos grupos de tratamiento

Tabla 2. Valores de DMO en la tibia en los distintos grupos de tratamiento

SHAM
(n=10)

IRC 8C
(n=9)

IRC 8P
(n=9)

IRC 12C
(n=7)

IRC 12P
(n=10)

IRC 20C
(n=10)

IRC 20P
(n=10)

T. proximal (mg/cm2) 335±22 307±13 303±24 318±19 302±19 332±18 311±29

T. distal (mg/cm2) 276±10 243±12 236±15 247±12 239±9 263±13 236±20*

T. total (mg/cm2) 288±12 256±11 250±14 261±13 252±11 277±12 251±21*

IRC 8C, IRC 12C, IRC 20 C: grupos de ratas alimentadas con dieta con contenido normal en fósforo sacrifica-
das a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; IRC 8P, IRC 12P, IRC 20 P: grupos de ratas alimentadas con dieta
con alto contenido en fósforo sacrificadas a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; *p=0,001 respecto a su
grupo control con dieta normal en P.
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5. Efecto in vitro de la adición de OPG sobre la
calcificación inducida por el suero urémico
Para confirmar la idea de que el incremento de la
expresión de RANKL es responsable del aumento
contenido en Ca en CMLV tratadas con suero uré-
mico, se adicionó al medio de cultivo 100 pM de
OPG, lo que produjo un descenso significativo de
la misma (Figura 6). 

6. Efecto in vitro del silenciamiento de RANK
sobre la calcificación inducida por el suero
urémico
Del mismo modo, el silenciamiento del receptor
RANK mediante la técnica de shRNA redujo de
manera significativa el contenido de Ca de las
CMLV tratadas con suero urémico (Figura 7).

Discusión
La ERC, una enfermedad caracterizada por una
pérdida progresiva de la función renal, conlleva la
aparición de múltiples complicaciones y alteracio-
nes del sistema cardiovascular. Para simular la ERC
hemos utilizado el modelo animal con IRC habi-
tual de nuestro laboratorio.

De acuerdo con lo observado en los marcadores
bioquímicos analizados, el desarrollo de IRC se
acompañó de alteraciones en el metabolismo óseo
y mineral que se agravaron con la hiperfosforemia
y el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario.
Es bien reconocido que este último aumenta el
recambio óseo, afectando negativamente primero y
de forma más severa al hueso cortical (siete/octavos
de la tibia o zona distal) que al trabecular (octavo
de la tibia o zona proximal), hecho corroborado en
nuestros animales. Si bien la PTH es capaz de esti-
mular la expresión de OPG, como se demuestra en
las tibias de los animales con IRC con hiperfosfore-
mia severa, esta hormona es también capaz de indu-
cir la expresión de RANKL en los osteoblastos11,
pudiendo ser este gen responsable del descenso en
la DMO registrado en el estudio densitométrico. 

El sistema RANK/RANKL/OPG también se ha
asociado a la calcificación vascular. La primera
evidencia de su implicación en este proceso deri-
va del estudio con ratones nulos para OPG que
presentaban, además de una severa disminución
de DMO y alta incidencia de fracturas, calcificacio-
nes de las arterias aorta y renales12. 

Figura 2. Expresión de RANKL (A), RANK (B) y OPG (C)
en las aortas de ratas con nefrectomía 7/8 alimenta-
das con dieta con contenido normal en P (0,6%)
(barras grises) y alto contenido en P (0,9%) (barras
negras), sacrificadas a las 8 y 20 semanas, determina-
do por q-PCR. Los datos representan la media ± des-
viación estándar. *p<0,05 vs. grupo Sham #p<0,05 vs.
mismas semanas con P normal (0,6%)

Figura 3. Expresión de RANKL (A), RANK (B) y OPG (C)
en las tibias de ratas con nefrectomía 7/8 alimenta-
das con dieta con contenido normal en P (0,6%)
(barras grises) y alto contenido en P (0,9%) (barras
negras), sacrificadas a las 8 y 20 semanas, determina-
do por q-PCR. Los datos representan la media ± des-
viación estándar. *p<0,05 vs. grupo Sham #p<0,05 vs.
mismas semanas con P normal (0,6%)
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Figura 4. Contenido en Ca (A) y expresión de RANKL, RANK y OPG en las CMLV de ratas tratadas con DMEM
suplementado con 15% de suero control (barras grises) o urémico (barras negras) a tiempo basal (0), 4 y 8
días, determinado por q-PCR. Los datos representan la media ± desviación estándar. *p<0,05 vs. basal; #p<0,05
vs. mismo tiempo con DMEM y suero control

Figura 5. Contenido en Ca (A) y expresión de RANKL (B), RANK (C) y OPG (D) en las CMLV de ratas tra-
tadas con DMEM control (1mM Ca 1mM P) (barras grises) o calcificante (2mM Ca 3mM P) (barras negras).
Los datos representan la media ± desviación estándar. *p<0,05 vs. basal; #p<0,05 vs. mismo tiempo con
DMEM control
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La OPG tiene la habilidad de inhibir la actividad
osteoclástica y por tanto de prevenir la aparición de
calcificación vascular. De hecho, en nuestro mode-
lo in vitro, la calcificación vascular inducida por
suero urémico se vio atenuada al añadir OPG.

Como han descrito algunos autores, se ha
observado una relación directa entre la calcifica-
ción y el aumento de RANK/RANKL/OPG a nivel
óseo. La bajada de OPG en tejido aórtico induci-
da en nuestro modelo animal por la uremia está
en consonancia con lo referido por otros autores.
Mientras RANKL fue claramente detectable en
pacientes con estenosis aórtica calcificada, los
niveles de OPG no eran detectables13. Estos des-
censos de OPG a nivel aórtico por la uremia
podrían deberse al proceso de inflamación duran-
te la calcificación que cursa con descensos en
OPG14,15. 

Algunos autores han descrito la calcificación
vascular como un proceso activo y regulado por
diversos factores. Las CMLV en las primeras etapas
del proceso de calcificación sufren un cambio de
su fenotipo y empiezan a expresar marcadores
osteogénicos, que permitirían la mineralización de
la matriz extracelular. Una de estas proteínas es
RANKL, cuya expresión es abundante en osteo-
blastos. Tanto en las aortas y tibias de las ratas
como en las CMLV se ha producido un aumento
en la expresión de RANKL, agravado por el
aumento de P en la dieta. En nuestro trabajo se
muestra la relación directa existente entre el
aumento en la calcificación y el incremento de
RANKL. Los osteoblastos secretan RANKL, proceso
que puede revertirse por acción de OPG, proteína
que secuestra RANKL inhibiendo así la formación
de osteoclastos al impedir que RANKL se una a su
receptor RANK. El silenciamiento de RANK en
nuestro modelo in vitro de calcificación con suero
urémico inhibió el proceso de calcificación al
impedir la unión del RANKL al RANK.

Otros estudios también han demostrado que la
expresión de RANKL se incrementa en áreas calci-
ficadas16-18, como sucedió en las aortas de los anima-
les estudiados. Mientras que en hueso un incre-
mento de RANKL favorece la desmineralización por
un aumento de la actividad osteoclástica, en los
vasos estimula la osteogénesis y, por tanto, la calci-
ficación19. De hecho, Kindle L y cols. sugieren que
las células endoteliales del vaso producen un
microambiente favorable a la formación de tejido
calcificado, estimulando la migración y adhesión de
monocitos a través del endotelio que pueden dife-
renciarse en osteoclastos en presencia de RANKL20.
Recientemente se ha demostrado que CMLV incu-
badas en medio calcificante al que se añade RANKL
incrementan su contenido de Ca y la actividad fos-
fatasa alcalina, mientras que la coincubación con
OPG es capaz de inhibir la calcificación inducida
por RANKL8.

La hipótesis de que el sistema RANK/RANKL/OPG
podría explicar parte de la relación existente entre
osteoporosis y calcificación vascular se basa en
múltiples estudios epidemiológicos que han puesto
de manifiesto la asociación entre metabolismo óseo
y vascular, constatando que la disminución de masa
ósea y aumento de las fracturas se asocia con
mayor prevalencia y progresión de calcificaciones
vasculares en población general y en poblaciones
de riesgo21-26, encontrándose entre estas últimas los
enfermos con ERC. 

La vía de Wnt es una vía de señalización intra-
celular que participa en la formación de hueso.
Debido a las similitudes entre la formación ósea y
la calcificación, se ha sugerido que la inactivación
de la vía de Wnt podría atenuar el proceso de la
calcificación, como así ha sido descrito por varios
autores27-29. Datos de nuestro grupo, en el mismo
modelo experimental, han mostrado un incremen-
to en la expresión génica de inhibidores de la vía
de Wnt en el grupo de animales con calcificación

Figura 6. Contenido en Ca en CMLV de ratas trata-
das con DMEM + 15% suero control (DMEM SC) o
DMEM + 15% suero urémico (DMEM SU) con o sin
100 pM OPG. Los datos representan la media ± des-
viación estándar. *p<0,05 vs. DMEM SC; #p<0,05 vs.
DMEM SU

Figura 7. Contenido en Ca CMLV de ratas transfectadas
con scramble (control) o con sh-RANK con DMEM +
15% suero control (DMEM SC) o DMEM + 15% suero
urémico (DMEM SU). Los datos representan la media
± desviación estándar. *p<0,05 scramble con DMEM
SC; #p<0,05 vs. scramble con DMEM SU
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vascular, sugiriendo un mecanismo protector de la
progresión de la calcificación30. Por otro lado, no
debemos olvidar que un balance negativo de los
inhibidores de la calcificación, como la fetuina A,
podría igualmente favorecer el proceso de calcifi-
cación31,32.

Nuestros resultados in vivo indican la participa-
ción del eje RANK/RANKL/OPG en la calcificación
vascular y en cambios en DMO como consecuen-
cia de la ERC y de estímulos que favorecen la pri-
mera. Además, en nuestro modelo in vitro, la adi-
ción de OPG así como el silenciamiento de RANK
redujeron la calcificación, indicando que el siste-
ma RANK/RANKL/OPG actúa en dicho proceso,
abriendo las puertas a nuevas investigaciones en
esta área. Debido a su importancia en la regula-
ción del recambio óseo, los miembros del eje
RANK/RANKL/OPG podrían ser utilizados en un
futuro como biomarcadores útiles en la evaluación
de la función ósea en pacientes con ERC. 
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