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RESUMEN

Introducción: estudios  previos  muestran  que  niveles  adecuados  de
calcidiol  se  asocian  con  mayor  fuerza  muscular,  mantenimiento  de
actividades  cotidianas  y  menor  progresión  de  calcificación  aórtica.  El
objetivo de este estudio fue valorar el efecto de la deficiencia de vitamina D
sobre la actividad motora y salud vascular en un modelo experimental. 

Material y métodos: se utilizaron ratones machos y hembras FVB/N de 18
meses. Un grupo recibió dieta sin vitamina D (grupo deficiente,  n = 20) y
otro grupo dieta normal (grupo control,  n = 17) durante 8 semanas. Para
medir la actividad motora se utilizó una varilla de madera fijada a una mesa
con una marca a 10 cm del extremo apoyado para indicar la línea de meta.
Los ratones se colocaron en el extremo “abierto” de la varilla de espaldas a
la meta. Después un proceso de entrenamiento previo, los animales fueron
evaluados  tres  veces  midiendo  dos  parámetros:  tiempo  de  orientación
(tiempo necesario para girar 180° desde la posición inicial y mirar hacia el
extremo apoyado) y tiempo de transición (tiempo necesario para llegar a la
meta). Al sacrificio, se extrajeron sangre y la aorta, donde se midió como
marcador de fenotipo vascular la expresión génica de α-actina y del miR-
145. También se cuantificó la expresión génica de Runx2 para valorar el
cambio de fenotipo vascular a osteogénico. 

Resultados: los niveles de calcidiol fueron superiores en el grupo control
(23,3 ± 3,9  vs. 12,7 ± 3,1 ng/mL,  p < 0,001).  Los  tiempos de orientación
(43 ± 46  vs. 15 ± 21  segundos,  p = 0,020)  y  de  transición  (62 ± 51  vs.
31 ± 37 segundos, p = 0,041) fueron muy superiores en el grupo deficiente
respecto  al  grupo  control,  lo  que  implicaría  alteraciones  en  la  actividad
motora. A nivel aórtico, la expresión génica de α-actina y del miR-145 se
vieron muy comprometidos en el grupo deficiente como indicativos de un
deterioro de la salud vascular. La expresión de Runx2 no se alteró.



Conclusiones: estos  resultados  experimentales  confirman  resultados
clínicos previos donde mantener niveles adecuados de vitamina D previene
la pérdida de funcionalidad motora y el daño vascular.

Palabras clave: Vitamina D. Actividad motora. Salud vascular.

ABSTRACT

Introduction: previous studies show that adequate levels of calcidiol are
associated with greater muscle strength, maintenance of daily activities and
less progression of aortic calcification. The objective of this study was to
assess the effect of vitamin D deficiency on muscular activity and vascular
health in an experimental model.

Material and Methods: 18-month-old FVB/N mice were used. One group
received  a  diet  without  vitamin  D (deficient  group,  n = 20)  and  another
group  received  a  normal  diet  (control  group,  n = 17)  for  8  weeks.  To
measure muscular activity, a wooden rod fixed to a table with a mark 10 cm
from the  supported  end was  used to  indicate  the  finish  line.  Mice  were
placed on the “open” end of the rod with their backs to the target. After a
previous  training  process,  the  animals  were  evaluated  three  times
measuring two parameters: orientation time (time necessary to turn 180°
from the initial position and look towards the supported end) and transition
time (time necessary to reach the goal). At sacrifice, blood and tissues were
removed.

Results: calcidiol  levels  were higher  in  the control  group (23.3 ± 3.9 vs
12.7 ± 3.1  ng/mL,  p < 0.001).  Orientation  times  (43 ± 46  vs  15 ± 21
seconds,  p = 0.020)  and  transition  times  (62 ± 51  vs  31 ± 37  seconds,
p = 0.041) were much higher in the deficient group compared to the control
group. At the aortic level, the gene expression of α-actin and miR-145 were
highly  compromised  in  the  deficient  group.  Runx2  expression  was  not
altered.

Conclusions: these experimental  results  confirm previous clinical  results
where  maintaining  adequate  levels  of  vitamin  D  prevents  the  loss  of
muscular functionality and vascular damage.
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INTRODUCCIÓN

El sistema endocrino de la vitamina D modula la expresión de más del 3 %
de todos los genes del  organismo, por lo que regula diferentes procesos
fisiológicos en otros órganos y sistemas como, por ejemplo, el músculo (1).
En los últimos años se ha hecho hincapié en mantener un estado adecuado
de  vitamina D  para  optimizar  la  fuerza  muscular  con  objeto  de  reducir
caídas y fracturas en población envejecida (2-4). 

La vitamina D estimula la absorción de calcio del intestino y mantiene los
niveles  séricos  de  calcio  que  se  requieren  para  el  mantenimiento  de  la
función  muscular  (5).  Varios  estudios  in  vivo sugieren  el  papel  de  la
vitamina D en la  regulación  de la  masa muscular  y  su  función.  Estudios
observacionales demuestran que la deficiencia de vitamina D en personas
de edad avanzada está asociada con una masa y fuerza muscular reducidas
(6-8),  un rendimiento físico más bajo (6,9),  y un mayor riesgo de caídas
(10).  Además,  un  metaanálisis  de  17  ensayos  clínicos  mostró  que  la
suplementación con vitamina D en sujetos con niveles basales de calcidiol
inferiores a 10 ng/mL tuvo un efecto positivo en la fuerza muscular de la
cadera  (11).  Los  estudios  descritos  anteriormente  sugieren  que  la
vitamina D puede afectar la masa muscular y su función; sin embargo, no
está claro si la vitamina D desempeña un papel directo o indirecto.

En los últimos años, se le ha dado cada vez más importancia a la conversión
local de calcidiol a calcitriol, el metabolito de la vitamina D más activo, que
se sintetiza principalmente en el riñón a través de su precursor el calcidiol
(5). Esta síntesis local se ha demostrado en varios tipos de células como en
osteoblastos (12-15) y monocitos (16),  lo que refuerza la importancia de
alcanzar unos niveles adecuados de calcidiol en el organismo. 

El  sistema  endocrino  de  la  vitamina D  también  regula  el  sistema
cardiovascular (17).  De hecho, datos de nuestro grupo, en una cohorte de
población general no seleccionada, han mostrado que los niveles adecuados
de  calcidiol  se  asocian  no  solo  a  una  mayor  fuerza  muscular  y



mantenimiento  de  actividades  cotidianas,  sino  también  una  menor
progresión de calcificación aórtica (18,19). 

Por tanto, el objetivo de este estudio fue valorar el efecto de la deficiencia
de vitamina D sobre la  actividad motora  y  salud vascular  en un modelo
experimental. Este tipo de estudios permite, con mayor precisión, limitar y
controlar  los  posibles  sesgos  existentes  e  inherentes  a  los  estudios
epidemiológicos. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron machos y hembras de la cepa de ratones FVB/N de 18 meses
de  edad.  Un  grupo  recibió  dieta  deficiente  en  vitamina D  (Teklad  2014,
Vitamin D omitted, Envigo, España) (grupo deficiente, n = 20) y otro grupo
se mantuvo con dieta normal (Teklad 2014, scratcht versión, Envigo) (grupo
control, n = 17) durante 8 semanas. 

Para inducir la expresión de CYP24A1 o 1-α hidroxilasa renal con el objetivo
de  acelerar  el  catabolismo  de  las  reservas  endógenas  de  calcidiol  y
calcitriol, los animales recibieron desde el inicio de las dietas inyecciones
intraperitoneales de 3 ng de 19-nor-1,25-dihidroxivitamina D2 (paricalcitol;
Zemplar, amablemente proporcionado por Abbott, hoy AbbVie, Lake Bluff,
IL, USA) los días 1, 3, 5, 8, 10 y 12, siguiendo el protocolo utilizado por otros
autores para acelerar el catabolismo de la vitamina D (20). 

Al final de la última semana de tratamiento con la dieta deficiente o no en
vitamina D, para medir la actividad motora se utilizó una varilla de madera
(60 cm largo y 28 mm diámetro) fijada a una mesa 60 cm por encima de
una superficie acolchada, con una marca a 10 cm del extremo apoyado para
indicar  la  línea  de  meta  (21).  Los  ratones  se  colocaron  en  el  extremo
“abierto” de la varilla de espaldas a la meta (Fig. 1). Dos semanas antes de
la realización del  estudio  de  actividad  motora,  se  realizó  un proceso de
entrenamiento,  aclimatando a los  animales a la varilla  y poniendo en la
meta una golosina para premiar el esfuerzo. En el momento del estudio, los
animales fueron evaluados tres veces midiendo dos parámetros: tiempo de
orientación (tiempo necesario  para girar  180° desde la  posición inicial  y
mirar hacia el extremo apoyado) y tiempo de transición (tiempo necesario
para llegar a la meta). Si un ratón se caía dos veces durante los tiempos de



orientación o transición, se le sumaba al tiempo empleado 25 segundos. El
tiempo que se la daba a cada ratón para realizar el total de la prueba era de
2  minutos.  Al  sacrificio,  se  extrajeron  sangre  y  el  tejido  aórtico  que  se
mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento. 

Para las determinaciones bioquímicas en suero se utilizaron kits específicos
Quanti-Chrom™ (Bioassay Systems, Hayward, CA, USA) para BUN, Ca y P.
Para  el  resto  de  los  marcadores  bioquímicos  se  utilizaron  kits  de  ELISA
específico: PTH (Immutopics, Inc., San Clemente, CA, USA), FGF23 intacta
(Immutopics)  y  calcidiol  (Immunodiagnostic  Systems Ltd,  Scottsdale,  AZ,
USA).

No  se  incluyeron  las  aortas  de  los  animales  en  parafina  para  mirar  la
existencia de calcificaciones, ya que el ratón no es un buen modelo para ver
calcificaciones  (22),  salvo  que  sean  mutantes  ApoE  (23).  Además,  en
nuestro caso se trataba de ratones con función renal  normal  por lo que
encontrar  calcificaciones  a  este  nivel  y  aunque  los  ratones  fueran
envejecidos, no tenía mucho fundamento.

El ARN total de riñón y aorta se extrajo utilizando el reactivo TRI (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se retrotranscribieron 2 µg de ARN total a
ADNc utilizando el  kit de transcripción inversa de alta capacidad (Applied
Biosystems,  Waltham, MA, USA).  La expresión de los  genes en aorta (α-
actina,  Runx2 y microARN (miR)-145)  y  en  riñón  (1-α  hidroxilasa  y  25-α
hidroxilasa) se realizó mediante PCR (qPCR) utilizando ensayos prediseñados
(Applied  Biosystems)  en  un  equipo  Stratagene  Sistema  QPCR  Mx3005P
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA,  USA). Todas las reacciones fueron
realizadas  por  triplicado.  La  expresión  genética  relativa  se  cuantificó
mediante el método CT utilizando como gen constitutivo GAPDH y U6 en el
caso  del  microRNA  (Applied  Biosystems)  y  se  expresaron  con  unidades
relativas (U.R.) (24).

Análisis estadístico

El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando la versión 25.0 de SPSS
para  Windows.  Las  variables  cuantitativas  se  analizaron  mediante  t  de
Student utilizando el punto de corte  p < 0,05 para resaltar las diferencias
estadísticamente significativas.



RESULTADOS

A nivel bioquímico no hubo diferencias entre los ratones que recibieron la
dieta deficiente y normal en vitamina D ni en la función renal medida por
BUN, ni en los niveles séricos de calcio, fósforo, PTH o FGF23 (Tabla I). Como
era de esperar, los niveles de calcidiol fueron significativamente superiores
en  el  grupo  que  recibió  la  dieta  normal  en  vitamina D  que  en  los  que
recibieron  la  dieta  deficiente  en  vitamina D  (23,3 ± 3,9  vs.
12,7 ± 3,1 ng/mL, p < 0,001) (Tabla I). 

Al estudiar los parámetros de actividad muscular, se pudo objetivar que los
tiempos  de  orientación  (43 ± 46  vs. 15 ± 21  segundos,  p = 0,020)  y  de
transición  (62 ± 51  vs. 31 ± 37  segundos,  p = 0,041)  fueron  superiores
significativamente en el grupo con dieta deficiente en vitamina D respecto a
los que tomaron la dieta normal (Fig. 2). El tiempo mínimo empleado por los
ratones para realizar la orientación fue de 2 segundos y para realizar la
transición fue de 6 segundos. En ambos casos, el tiempo máximo empleado
fue de 120 segundos. El 35 % de los ratones del grupo con dieta deficiente
no fueron capaces de finalizar el recorrido, mientras que este porcentaje fue
del 17,6 % en los que recibieron la dieta normal en vitamina D.

A  nivel  aórtico,  la  expresión  génica  de  α-actina,  marcador  de  fenotipo
vascular,  se  vio  muy  comprometida  en  el  grupo  que  recibió  la  dieta
deficiente en vitamina D (2,05 ± 1,48  vs. 0,98 ± 0,51 U.R.,  p = 0,041). La
expresión  de  miR-145,  principal  miR  que  regula  el  fenotipo  contráctil
también mostró un comportamiento similar al de la α-actina, mostrando un
claro descenso en la expresión de este miR en los ratones que recibieron la
dieta deficiente (1,70 ± 1,72 vs. 0,76 ± 0,34 U.R.,  p = 0,048). La expresión
de Runx2 no se encontró alterada (Fig. 3). 

A nivel renal, la expresión génica de 1-α hidroxilasa y 25-α hidroxilasa no
mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los animales con
deficiencia  o sin  deficiencia  de vitamina D,  si  bien  en el  caso  de la  1-α
hidroxilasa,  el  grupo  deficiente  en  vitamina D  tuvo  un  descenso  en  su
expresión génica  del  39 % (1,83 ± 2,19  vs. 3,00 ± 4,77 U.R.,  p = 0,413).
Este  descenso  fue  del  23 %  para  la  25-α  hidroxilasa  (1,60 ± 2,39  vs.
2,08 ± 2,00 U.R., p = 0,586).



DISCUSIÓN

Estos  resultados  experimentales  confirman  resultados  clínicos  previos,
donde mantener niveles adecuados de vitamina D previene la pérdida de
funcionalidad motora y el daño vascular. 

Por  un  lado,  hemos objetivado  en ratones  envejecidos  cómo la  falta  de
vitamina D  condiciona  la  movilidad  tanto  el  orientarse  como  realizar  un
determinado recorrido. Hace unos años, nuestro grupo publicó un artículo en
población general describiendo cómo los niveles deficientes de vitamina D
se asociaban con una menor fuerza de agarre en las manos, pero también
una mayor dificultad para realizar actividades de la vida diaria lo que parece
corroborarse con los datos de este estudio experimental (18).

La  deficiencia  de  vitamina D  es  común  en  personas  mayores  y  puede
contribuir a un deterioro muscular mediante lo que se denomina sarcopenia
(25,26). Todo ello lleva aparejado una serie de efectos devastadores con un
incremento  en  la  necesidad  de  atención  de  las  personas  mayores  y  un
aumento de la morbimortalidad (25). Por otra parte, no debemos olvidar que
las  personas  mayores  corren  un  mayor  riesgo  de  sufrir  deficiencia  de
vitamina D debido  a  factores  intrínsecos  relacionados  con  la  edad  como
cambios en la síntesis de vitamina D o exposición reducida a la luz solar
(27).  Si  bien,  un  reciente  metaanálisis  cuestiona  la  utilidad  de  los
suplementos de vitamina D para reducir el riesgo de caídas, disminución de
la densidad mineral ósea (DMO) y fracturas, existen suficientes argumentos
que evidencian la importancia de la vitamina D sobre la salud muscular y
ósea (28).

Aunque sigue siendo controvertido si el receptor de la vitamina D (VDR) se
expresa  en  el  músculo,  hay  autores  que  han  encontrado  niveles
significativamente más altos de VDR en el músculo de ratones jóvenes, lo
que respalda un efecto predominantemente pleiotrópico en este tejido (29-
31). Además, se conoce que la expresión de VDR en el músculo disminuye
con  la  edad  (32,33),  interpretando  los  autores  que  el  sistema
musculoesquelético es más vulnerable a los niveles bajos de vitamina D en
el anciano. El músculo esquelético parece constituir un importante lugar de
almacenamiento de vitamina D, pudiendo volver a difundirse a la circulación
o posiblemente a zonas adyacentes siguiendo señales específicas (34,35). 



No fuimos capaces de apreciar un descenso en los niveles de expresión de
1-α hidroxilasa a nivel renal en los ratones deficientes de vitamina D, si bien
hubo una tendencia  a  un descenso probablemente debido a la  falta  del
sustrato calcidiol para su conversión a la forma metabólicamente más activa
o calcitriol.  Por otro lado, no debemos olvidar que el músculo expresa la
enzima  1-α  hidroxilasa,  lo  que  facilitaría  la  síntesis  local  del  calcitriol
(30,36,37), sobre todo en los ratones con niveles adecuados de calcidiol. 

Si bien el ratón no es un buen modelo para estudiar la calcificación vascular
por  la  resistencia  que  poseen  a  calcificar,  sí  que  hemos  objetivado
modificaciones a nivel molecular que indican una alteración a nivel vascular.
Los importantes descensos (más del  50 %) en la expresión del  marcador
más  específico  de  fenotipo  contráctil  en  los  ratones  deficientes  en
vitamina D,  α-actina,  podrían  indicar  que  aparecen  señales  de  una
transformación de fenotipo vascular a otro fenotipo óseo, si bien los niveles
de Runx2 no se vieron incrementados. Por otro lado, es interesante destacar
la importante bajada en la expresión del miR-145, principal miR regulador
del fenotipo vascular. Hay evidencias, recientemente publicadas por nuestro
grupo, que indican que en el proceso de cambio de fenotipo vascular a óseo
el primer cambio a nivel molecular que se produce es la pérdida del miR-
145,  con  anterioridad  a  los  descensos  de  α-actina  o  el  aumento  de  los
depósitos intracelulares de calcio (38).

Por tanto y como hemos objetivado, mantener niveles adecuados de miR-
145 parece fundamental para mantener una salud vascular adecuada. De
entre los inductores de la expresión del miR-145 se encuentra la vitamina D.
De hecho, se ha descrito que miR-145 media los efectos antiproliferativos y
reguladores de genes de la vitamina D, por lo que sugieren su utilidad para
el pronóstico y desarrollo de estrategias terapéuticas para el tratamiento del
cáncer  gástrico  (39).  Recientemente,  nuestro  grupo  publicó  un  artículo
donde en células de músculo liso vascular la administración de vitamina D
pudo prevenir las reducciones en el contenido aórtico de miR-145 y α-actina
inducidas  por  la  uremia,  reduciendo  las  alteraciones  en  contractilidad
vascular y diferenciación osteogénica (40).

Como  ya  han  señalado  otros  autores  (41),  hay  varios  mecanismos  que
ayudan  a  comprender  los  vínculos  entre  la  deficiencia  de  vitamina D  y
enfermedades cardiovasculares. La deficiencia de vitamina D conduce a la



estimulación de la transcripción del gen PTH, lo que a su vez promueve la
hipertrofia de miocitos y mecanismos inflamatorios que involucran a células
del  músculo  liso  vascular  en  su  desarrollo.  El  sistema  endocrino  de  la
vitamina D también induce la supresión de procesos inflamatorios, lo que se
ha establecido como un mecanismo patogénico clave en la aterosclerosis,
pudiendo  ejercer  un  efecto  antiproliferativo  sobre  la  hipertrofia  y
proliferación de las células del miocardio, originando daño cardiaco (41). 

Como posibles limitaciones del estudio no podemos olvidar que la dificultad
de  extrapolar  los  resultados  de  un  modelo  en  roedores  al  humano,  sin
embargo,  creemos  que  estos  resultados  confirman  los  observados  en
estudios  clínicos,  con  la  ventaja  en  el  modelo  animal  de  tener  más
controlados los posibles sesgos de confusión inherentes a los estudios con
pacientes. Del mismo modo, el modelo del ratón no es el más adecuado
para  estudiar  el  proceso  de  calcificación  vascular  al  ser  un  modelo
resistente  a  la  misma.  No  obstante,  los  resultados  encontrados  sí  nos
muestran alteraciones a nivel vascular que podrían indicar ese cambio de
fenotipo  vascular  que  pudiera  ser  el  inicio  del  proceso  de  calcificación
vascular.

Como  conclusiones  de  este  trabajo,  podemos  afirmar  que  el  déficit  de
vitamina D  en  un  modelo  de  ratón  envejecido  fue  capaz  de  alterar  la
funcionalidad  motora  de  los  animales  y  que  a  nivel  vascular  estas
alteraciones  motoras  se  vieron  acompañadas  de  cambios  en  el  fenotipo
vascular  con  una  pérdida  clara  tanto  de  la  α-actina,  principal  proteína
contráctil de las células de músculo liso vascular de las aortas, y del miR-
145, principal miR que regula el fenotipo vascular.
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Tabla I. Marcadores bioquímicos del estudio experimental en ratones con 
dieta normal y deficiente en vitamina D

Marcadores
bioquímicos

Grupo dieta
normal
(n = 17)

Grupo dieta
deficiente 
(n = 20)

Valor de p

BUN (mg/dL) 23,2 ± 4,5 22,7 ± 3,8 0,846
Calcio (mg/dL) 9,1 ± 0,6 8,9 ± 0,8 0,563
Fósforo (mg/dL) 5,3 ± 1,2 5,4 ± 1,3 0,929
PTH (pg/mL) 173 ± 58 202 ± 104 0,513
FGF23 (pg/mL) 239 ± 124 288 ± 58 0,398
Calcidiol (ng/mL) 23,3 ± 3,9 12,7 ± 3,1 < 0,001



TIEMPO DE ORIENTACIÓN

TIEMPO DE TRANSICIÓN

Tiempo en segundos

Tiempo en 
segundos

A)

B)

Fig.  1.  Esquema  para  representar  la  actividad  motora.  A.  El  tiempo  de
orientación es el tiempo en segundos que el animal emplea, en darse la
vuelta en la varilla, para cambiar la dirección de la marcha. B. El tiempo de
transición representa el tiempo en segundos que tarda en recorrer la varilla
hasta la línea de meta.
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Fig. 2.  Tiempo de orientación (A) y tiempo de transición (B) utilizados para
medir la actividad motora en una varilla de madera en los grupos de ratones
con dieta deficiente y no deficiente en vitamina D. *p < 0,05 respecto al
grupo control (grupo con dieta normal en vitamina D.
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Figura 3. Expresión génica relativa de α-actina (A); miR-145 (B) y Runx2 (C)
en  las  aortas  de  ratones  con  dieta  normal  y  deficiente  en  vitamina D.
*p < 0,05 respecto al grupo control (grupo con dieta normal en vitamina D. 


