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RESUMEN (en español) 

Objetivo: 

Esta tesis pretende investigar el papel de la forma soluble de la proteína Klotho (sKlotho) como 
posible biomarcador de las alteraciones del metabolismo óseo y mineral asociadas a la
enfermedad renal crónica (CKD-MBD), así como la aplicación de técnicas sencillas y no 
invasivas para detectar daño vascular en la enfermedad renal crónica (ERC). 

Metodología y resultados: 

Estudio en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5. Se evaluaron la bioquímica general,
marcadores del metabolismo óseo y mineral y sKlotho. Además, se utilizaron técnicas no
invasivas para evaluar rigidez aórtica (velocidad de onda de pulso, VOP) y neovascularización 
de la capa adventicia en carótida y femoral (ecografía ultrasensible para la detección de 
microflujo, SMI). 

En la ERC, sKlotho sérico disminuyó antes de que FGF23 aumentara. Además, con la 
progresión de la ERC, sKlotho sérico mostró tendencia a la reducción. En la ERC, sKlotho
urinario aumentó y no se correlacionó con sKlotho sérico. 

Los pacientes en ERC-5 mostraron aumento tanto de la rigidez aórtica como del grosor íntima­
media carotídeo. En la ERC se encontró correlación negativa entre sKlotho sérico y el grosor 
íntima-media carotídeo. En ERC-4 se observó aumento de la neovascularización de la capa 
adventicia carotídea. Se encontró correlación positiva entre rigidez aórtica y neovascularización
de la capa adventicia carotídea. 

Modelo de insuficiencia renal crónica (IRC) en ratón. Se evaluó la bioquímica general y del
metabolismo óseo y mineral, así como sKlotho sérico y urinario. También se extrajeron el riñón, 
la aorta torácico-abdominal y la tibia izquierda. Frente al grupo de referencia (grupo Sham para
IRC), se estableció un grupo con IRC 5/6 con dieta normal (IRC+PN) y un grupo con IRC 5/6 
alimentado con dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) para estudiar daño renal, vascular 
y óseo inducido por el fósforo. 

FGF23 aumentó en el grupo IRC+PA, sKlotho sérico disminuyó en los grupos IRC+PN e 
IRC+PA y sKlotho urinario disminuyó en IRC+PA. No se encontró correlación entre sKlotho 
sérico y urinario. 

Los grupos IRC mostraron correlación positiva entre la expresión renal de Klotho y los valores 
de sKlotho sérico. En estos mismos ratones se observó aumento de la fibrosis y de los 
depósitos de calcio a nivel renal y menor expresión génica de o-actina y Sost en aorta. 
Los ratones IRC+PN mostraron niveles séricos elevados de P1NP (formación ósea) v CTX-I 
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Características generales de las alteraciones asociadas a la 

enfermedad renal crónica 

Fisiología renal 

El riñón es el órgano encargado de filtrar la sangre, eliminando sustancias que el 

organismo no necesita, moléculas tóxicas y agua. Pero el riñón no sólo se encarga 

de la depuración de la sangre; su función de reabsorción tanto de agua como de 

electrolitos, glucosa, aminoácidos y proteínas es imprescindible para mantener la 

homeostasis. Además, el riñón cumple una importante tarea como órgano endocrino, 

produciendo hormonas, como la 1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol), renina y 

eritropoyetina (1). 

La unidad estructural y funcional del riñón es la nefrona, la cual está compuesta de 

un glomérulo y un túbulo contorneado que desemboca en el túbulo colector. El 

glomérulo se compone de una red de capilares sanguíneos en estrecho contacto con 

el mesangio, todo ello rodeado de la cápsula de Bowman (1). 

La filtración en el capilar glomerular ocurre a través de los poros endoteliales y la 

membrana glomerular basal. Estas estructuras son altamente permeables al agua, 

pequeños solutos e iones. La permeabilidad a las macromoléculas depende de su 

tamaño, forma y carga (2). 

El plasma que ha atravesado la barrera glomerular pasa al túbulo proximal, donde 

tiene lugar la primera fase de reabsorción. Aquí se reabsorben distintos iones (sodio, 

potasio, cloro, bicarbonato), la mayor parte de la glucosa, aminoácidos y proteínas 

de pequeño tamaño. El túbulo proximal presenta adaptaciones específicas para 

optimizar la reabsorción, como la estructura de borde en cepillo y la interdigitación 

basolateral, la cual aumenta la superficie de contacto entre una célula y otra. El 

proceso de reabsorción ocurre a través de mecanismos de endocitosis y por 

transporte activo y pasivo. La nefrona continúa en el asa de Henle, donde su 

segmento ascendente está especializado en la concentración de la orina gracias a la 

reabsorción masiva de agua. Esto se consigue mediante la generación de un 
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gradiente de concentración de distintos solutos y en el que la urea juega un papel 

esencial. Finalmente, en el túbulo distal se lleva a cabo la reabsorción final de sodio 

(1). 

La orina que ha llegado hasta el túbulo distal pasa al túbulo colector. Los túbulos 

colectores de cada nefrona acaban confluyendo, transportando la orina hacia la 

pelvis renal, que desemboca en los uréteres, ya comunicados con la vejiga (1). 

Todo el proceso comentado anteriormente está regulado por distintas hormonas: 

• Hormona antidiurética (ADH, del inglés antidiuretic hormone): Se libera desde 

la glándula pituitaria en respuesta a un aumento de la osmolaridad de la 

sangre o de una bajada de la presión arterial. La ADH es reconocida por los 

receptores V2 en los túbulos renales, de manera que se activa una cascada 

de transducción que da lugar a la expresión de acuaporinas para promover la 

reabsorción de agua (3). 

• Aldosterona: Se libera en las glándulas suprarrenales como respuesta a una 

bajada de la presión arterial o aumento de la osmolaridad de la sangre. Esta 

hormona actúa sobre el receptor mineralocorticoide en las células del túbulo 

distal (4), activando la bomba sodio-potasio y permitiendo la reabsorción de 

sodio y consecuentemente de agua (5). 

• Péptido natriurético atrial: Se sintetiza fundamentalmente en los miocitos 

auriculares y ventriculares como respuesta a un aumento de la presión 

arterial. Esta hormona promueve la vasodilatación de la arteriola aferente, 

inhibe los transportadores de sodio y disminuye la expresión de acuaporinas 

en los túbulos renales (6). 

• Parathormona (PTH, del inglés parathyroid hormone): Es sintetizada por la 

glándula paratiroides como respuesta a concentraciones bajas de calcio y 

elevadas de fósforo en la sangre. La PTH aumenta la reabsorción de calcio, 

la excreción de fósforo y la expresión de la enzima 1α-hidroxilasa para la 

síntesis de calcitriol (7). La PTH es la hormona más importante en la 

regulación del metabolismo óseo y mineral, por lo que tendrá un apartado 

específico en este trabajo. 
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Enfermedad renal crónica 

La tasa de filtración glomerular (TFG) es el producto de la tasa de filtración media de 

cada nefrona, multiplicado por el número de nefronas en ambos riñones. Los niveles 

normales para la TFG son de aproximadamente 130 mL/min/1,73 m2 en hombres y 

de 120 mL/min/1,73 m2 en mujeres. Sin embargo, existe una gran variación 

interindividual según la edad, sexo, peso, actividad física, dieta, farmacoterapia y 

ciertos estados fisiológicos, como el embarazo. Para estandarizar el valor de función 

renal, la TFG se ajusta según la superficie total del cuerpo, dependiente de la altura 

y peso, y se expresa por 1,73 m2, que es la superficie corporal media en hombres y 

mujeres jóvenes. Existen diversas fórmulas para estimar la TFG, las cuales presentan 

distintos factores de corrección, pero todas están basadas en el valor sérico de la 

creatinina o de la cisteína, debido a que estas moléculas apenas sufren reabsorción 

tubular (2). 

La reducción de la TFG ocurre por la pérdida de nefronas o bien por la disminución 

en la TFG individual de cada nefrona por alteraciones fisiológicas o hemodinámicas. 

La pérdida de nefronas puede verse compensada por una hipertrofia glomerular o un 

aumento en la presión capilar glomerular. Es por ello que un daño renal importante 

puede tardar en reflejarse en la TFG (8). 

La función renal disminuye con la edad y por distintas enfermedades. La diabetes, 

hipertensión y distintos tipos de glomerulopatías dan lugar a la enfermedad renal 

crónica (ERC), que se define como un daño renal, asociado a una reducción de la 

TFG y/o albuminuria durante más de tres meses. La incidencia y prevalencia de la 

ERC varía en función de la región geográfica, pero se puede afirmar que su incidencia 

oscila entre el 10 y 13% (9-11). 

Debido al desequilibrio en los reguladores del metabolismo óseo y mineral que ocurre 

en la ERC, esta enfermedad se asocia con alteraciones óseas (aumento de la 

fragilidad y fracturas) y vasculares (calcificación y rigidez vascular), que aumentan la 

morbilidad y mortalidad de estos pacientes, además de suponerles una pérdida de la 

calidad de vida (12). Inicialmente, las alteraciones óseas se agruparon bajo el nombre 
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de osteodistrofia renal. Sin embargo, en 2006 se acuñó un nuevo término, 

“Alteraciones del metabolismo mineral y óseo en la enfermedad renal crónica” (CKD-

MBD, del inglés Chronic kidney disease-mineral & bone disorders) (13), que incluye 

tanto las alteraciones bioquímicas y óseas, como las alteraciones del recambio óseo 

y las fracturas por fragilidad, la calcificación vascular y otras alteraciones 

cardiovasculares (12, 14, 15). En este trabajo se utilizará el término derivado del 

inglés CKD-MBD para referirse a estas alteraciones. 

Existe una gran variedad de alteraciones que tienen lugar en el riñón durante la ERC, 

como inflamación, daño en los podocitos, hipertrofia glomerular o depósitos 

anormales de proteínas, que son factores que llevan a la fibrosis renal (1). El 

siguiente apartado se centrará en la fibrosis renal y en el papel que juega la vía de 

Wnt en este proceso. 

Fibrosis renal 

La matriz extracelular es una estructura tridimensional acelular presente en todos los 

tejidos y que es esencial para el organismo. Su función va más allá del soporte físico 

del tejido, ya que es una estructura dinámica que es remodelada constantemente 

(16). La matriz extracelular se compone de colágeno, proteoglicanos y glicoproteínas 

(laminas, fibronectina). Todos estos componentes son sintetizados por las células 

epiteliales, células endoteliales, fibroblastos y miofibroblastos (17), los cuales 

también sintetizan moléculas implicadas en la degradación de la matriz, como las 

metaloproteinasas (18). Cuando el equilibrio se altera y las células productoras 

proliferan en exceso, se diferencian o se desequilibra la producción y degradación de 

matriz extracelular, tienen lugar procesos patológicos, como la fibrosis (17). 

La pérdida de nefronas durante la progresión de la ERC activa una serie de 

respuestas de reparación no específicas que derivan en fibrosis intersticial. De esta 

manera se va perdiendo tejido funcional mientras avanza el proceso de cicatrización 

(19). La fibrosis renal es la causa principal de la pérdida de función renal y el elemento 

común de las distintas causas de la ERC (19). 
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El daño renal implica la infiltración de células inflamatorias, albuminuria o glucosuria, 

los cuales activan a las células tubulares, que secretarán mediadores 

proinflamatorios y profibróticos. Por otro lado, la fibrosis implica la pérdida de la 

vascularización y la consecuente isquemia, por lo que las nefronas restantes 

incrementan su tamaño para compensar la pérdida de función renal. La sobrecarga 

de estas nefronas acelera el daño, dando lugar a un círculo vicioso que promueve la 

progresión de la ERC (20). 

Desde el punto de vista molecular, la fibrosis comienza cuando los fibroblastos se 

activan y proliferan o bien otros tipos celulares sintetizan matriz extracelular de 

manera descontrolada (21-23). Entre los factores activadores de los fibroblastos se 

encuentra el factor de crecimiento transformante β (TGF-β, del inglés transforming 

growth factor β) (24), interleuquinas como la IL-13 (23) y la IL-6 (25), el factor de 

crecimiento del tejido conectivo (CTGF, del inglés connective tissue growth factor) 

(26) o los ligandos Wnt (del inglés wingless integrated) (27). Los fibroblastos, y otros 

tipos celulares, como los macrófagos, pueden diferenciarse a miofibroblastos, que 

poseen características intermedias entre los fibroblastos y las células de músculo liso 

y están especializados en procesos de reparación y cicatrización (23). La interacción 

entre miofibroblastos, células inflamatorias y células epiteliales tubulares da lugar a 

la progresión de la fibrosis renal (28-31). 

Un elemento importante en la génesis de la fibrosis renal es la vía de Wnt. La vía de 

Wnt participa en múltiples procesos celulares, así como en distintas vías de 

señalización durante el desarrollo embrionario. En el adulto, la vía de Wnt está 

implicada en la formación de hueso, pero su reactivación también se asocia a 

procesos patológicos, como el cáncer o la fibrosis (32). 

Esta vía consta de un receptor transmembrana denominado Frizzled (Frz), un 

correceptor denominado proteína 5/6 relacionada con el receptor de lipoproteínas de 

baja densidad (LRP5/6, del inglés low-density-lipoprotein receptor-related protein 5/6) 

y una serie de ligandos Wnt, 19 en el caso de los mamíferos. Cuando la cascada está 

inactiva, el complejo proteico Dishevelled-Axina-APC se encuentra libre en el 

citoplasma y la glicógeno sintasa quinasa 3 (GSK3, del inglés glycogen synthase 
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kinase-3) y la caseína quinasa 1 (CK1, del inglés casein kinase-1) fosforilan a la β-

catenina. De esta forma la β-catenina se degrada y no se transloca al núcleo celular 

(33) (Figura 1A).  

En cambio, cuando cualquier ligando Wnt se une al receptor Frz, el complejo proteico 

queda bloqueado, la β-catenina no se fosforila ni se degrada, y entra al núcleo, donde 

actúa como factor de transcripción (33) (Figura 1B). 

Como casi todas las vías de señalización, la vía de Wnt presenta inhibidores. Algunos 

de los más importantes son los Dickkopfs (Dkk) (34) y la esclerostina (Sost) (35), los 

cuales bloquean la vía al unirse al correceptor LRP5/6 (Figura 1A). Existen cuatro 

proteínas en la familia de los Dkk, denominadas Dkk1, Dkk2, Dkk3 y Dkk4 (36). Los 

más estudiados en el ámbito de la CKD-MBD son Dkk1, sintetizado principalmente 

por los osteocitos e implicado en la formación de hueso (37) y Dkk3, sintetizado por 

las células tubulares del riñón en situaciones patológicas y que participa en el 

desarrollo de la fibrosis (38, 39). Existen otros inhibidores de la vía de Wnt que han 

sido menos estudiados, como las proteínas secretadas relacionadas con frizzled 

(Sfrps, del inglés secreted frizzled related proteins), que capturan a los ligandos Wnt 

(32), o la proteína αKlotho, que también puede participar en la inhibición de la vía al 

unirse al ligando Wnt3a (40, 41). Varios estudios en modelos animales han mostrado 

cómo αKlotho protege frente a la fibrosis renal (42, 43). 
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Figura 1: Regulación de la vía de Wnt. A) Vía de Wnt inactiva. En ausencia de ligandos Wnt 
o bien por la acción de inhibidores (Sost y Dkk1, entre otros), el complejo proteico Dsh-Axina-
APC-GSK3-CK1 se encuentra libre en el citoplasma y fosforila a la β-catenina. La β-catenina 
fosforilada es degradada, de manera que no puede entrar al núcleo celular. B) Vía de Wnt 
activa. Cuando el ligando Wnt se une al receptor Frizzled y al correceptor LRP5/6, el complejo 
Dsh-Axina-APC-GSK3-CK1 queda retenido en la membrana plasmática y las quinasas no 
pueden ejercer su acción, de manera que la β-catenina se encuentra libre en el citoplasma y 
entra al núcleo celular, donde actúa de factor de transcripción. 

Los fibroblastos se pueden activar por acción de los ligandos Wnt, liberados por los 

propios fibroblastos, por las células tubulares epiteliales o por los macrófagos y otras 

células inflamatorias en el riñón (44). Distintos estudios han relacionado la 

sobreactivación de la vía de Wnt con un incremento de fibrosis renal (43, 45, 46).  

En resumen, la vía de Wnt tiene un papel crucial en la fibrosis renal, por lo que sus 

componentes e inhibidores podrían llegar a ser posibles dianas terapéuticas para 

atenuar la fibrosis y reducir la progresión de la ERC (42, 47, 48). 

Etiopatogenia de la CKD-MBD 

Actualmente la creatinina es el marcador de referencia para medir la función renal, 

ya que al no reabsorberse a nivel tubular, toda la creatinina filtrada es excretada, 

correlacionándose de manera precisa con la TFG (2). Debido a las alteraciones del 

metabolismo óseo y mineral asociadas a la ERC, en estos pacientes también se 
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cuantifican los biomarcadores del metabolismo mineral, como el calcio, fósforo, PTH, 

vitamina D y el factor de crecimiento fibroblástico 23 (FGF23, del inglés fibroblast 

growth factor 23), que además pueden aportar información indirecta del estado del 

hueso (12). 

Hasta ahora no existen biomarcadores de daño vascular temprano en la CKD-MBD 

y la calcificación vascular se diagnostica cuando ya está establecida (49-52) 

mediante técnicas clásicas como la radiología simple, utilizando para su 

cuantificación algoritmos como los índices de Kauppila (53) y de Adragao (54), así 

como otras estrategias para cuantificar la magnitud de la calcificación vascular. 

A continuación, se analizan aspectos de interés de los principales elementos 

reguladores del metabolismo óseo y mineral, cómo se ven afectados sus niveles en 

la ERC y qué influencia tienen en la aparición de la CKD-MBD. 

Calcio 

El calcio es uno de los principales componentes del hueso, constituyendo la matriz 

mineral de hidroxiapatita junto con el fósforo (55). Además, el calcio participa en 

importantes procesos biológicos, siendo esencial para la contracción muscular, la 

señalización neuronal (55) o las cascadas de coagulación sanguínea (56). 

El calcio del organismo proviene de la dieta y se absorbe a través del intestino. Esta 

absorción está regulada por una de las principales hormonas del metabolismo óseo 

y mineral, el calcitriol. Además, el metabolismo del calcio también está regulado por 

la PTH, liberada por la glándula paratiroides. Ambas hormonas son sintetizadas en 

situaciones de hipocalcemia: el calcitriol promueve la absorción del calcio a nivel 

intestinal y la PTH provoca la liberación de calcio desde el hueso y la síntesis de 

calcitriol en el riñón (57) (Figura 2A). 

Los pacientes con ERC presentan hipocalcemia, pero cuando la enfermedad 

progresa y la liberación de PTH se descontrola puede dar lugar a una hipercalcemia 

(12, 58-60). En pacientes con ERC severa en diálisis la hipocalcemia puede ser 

favorecida por el uso de calcimiméticos, que inhiben la síntesis de PTH (12) (Figura 

2C). 
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Figura 2: Interacción entre los reguladores del metabolismo óseo y mineral. A) Regulación de 
los niveles de calcio en condiciones fisiológicas. B) Regulación de los niveles de fósforo en 
condiciones fisiológicas. C) Desequilibrio en los reguladores del metabolismo óseo y mineral 
en la ERC. El daño renal provoca la alteración en los niveles de calcitriol, fósforo y calcio 
séricos, que el FGF23 y la PTH intentarán corregir. El desequilibrio en los niveles de calcio, 
fósforo, calcitriol, PTH, FGF23 y Klotho provocará las alteraciones óseas y vasculares 
asociadas a la CKD-MBD. Ca, calcio; P, fósforo; PTH, parathormona; FGF23, factor de 
crecimiento fibroblástico 23, CaSR, receptor sensor de calcio. 

Fósforo 

El fósforo, junto con el calcio, es otro de los componentes de la matriz mineral ósea. 

Además, el fósforo es un elemento omnipresente en la mayoría de procesos 

celulares, ya que constituye el adenosín trifosfato (ATP), compone las bases 

nitrogenadas de los nucleótidos, participa en la regulación de la mayoría de vías de 

transducción celular y es el componente más importante de los fosfolípidos de la 

membrana celular (61). 

Los niveles de fósforo están regulados por el FGF23, una hormona fosfatúrica 

sintetizada principalmente por los osteocitos (62). La PTH y el calcitriol también 

participan en su regulación (63, 64) (Figura 2A-B). 

A pesar de que el fósforo es un elemento indispensable en el organismo, un exceso 

de fósforo puede ser perjudicial. Ratones mutantes nulos para FGF23 o αKlotho, una 
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proteína sintetizada principalmente en el riñón y de la que se hablará más 

detenidamente en apartados posteriores, mostraron hiperfosfatemia debido a una 

menor excreción de fósforo. Estos ratones nulos para FGF23, nulos para αKlotho o 

bien el doble mutante, presentaron un fenotipo de envejecimiento acelerado que 

incluía crecimiento retardado, atrofia en distintos tejidos y órganos, sarcopenia, 

calcificación vascular (65-68), osteopenia (69), hipertrofia cardiaca y fibrosis (70, 71), 

disfunción cognitiva (72) y una menor esperanza de vida (73, 74). En pacientes en 

estadios avanzados de ERC se ha observado que la retención de fósforo, junto con 

niveles elevados de FGF23 y bajos de αKlotho, se puede asociar con signos de 

envejecimiento prematuro, hecho que ha motivado que se sugiera la dieta restringida 

en fósforo como herramienta efectiva para mejorar las alteraciones asociados al 

envejecimiento (75, 76). 

Parathormona (PTH) 

La PTH es una hormona fundamental en la regulación del metabolismo fosfo-cálcico. 

Se sintetiza y libera en la glándula paratiroides como respuesta a la bajada en los 

niveles séricos de calcio y al aumento de fósforo. El aumento del calcio extracelular 

y la reducción de fósforo disminuyen su síntesis (77-79) (Figura 2A). Este proceso 

está regulado por el receptor sensor de calcio (CaSR, del inglés calcium sensing 

receptor) expresado en las células paratiroideas (78, 80, 81). 

En el hueso, la PTH regula el remodelado óseo. Ésta llega a su receptor, el receptor 

1 de la PTH (PTH1R, del inglés parathyroid hormone 1 receptor), que se expresa en 

los osteoblastos. De esta manera los osteoblastos son activados, estimulándose la 

liberación del ligando del receptor activador para el factor nuclear κ B (RANKL, del 

inglés receptor activator for nuclear factor κ B ligand), que será detectado por los 

osteoclastos mediante su receptor activador del factor nuclear κ B (RANK, del inglés 

receptor activator of nuclear factor κ B), promoviendo la resorción ósea y liberando 

calcio y fósforo a la sangre (82-84). La PTH también actúa a nivel renal, induciendo 

la expresión de la enzima 1α-hidroxilasa y aumentando consecuentemente la síntesis 

de calcitriol (57). En el riñón, la PTH además de promover la reabsorción de calcio 

(63), ejerce acciones fosfatúricas mediante la regulación de la expresión de los 
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transportadores de sodio y fosfato 2a y 2c (NaPi-2a y NaPi-2c) (Figura 2A). 

Finalmente, estudios recientes sugieren que la PTH también puede ejercer acciones 

directas sobre la vasculatura, participando en el proceso de calcificación vascular 

(85-87). 

El avance de la ERC se asocia con un aumento progresivo de los niveles de PTH, 

que da lugar a hiperparatiroidismo secundario, caracterizado por un aumento en la 

tasa de remodelado óseo, con un exceso de resorción y formación defectuosa de la 

matriz ósea, dando lugar a pérdida de hueso y fragilidad (12, 88). La salida de calcio 

y fósforo del hueso también puede promover su depósito en los vasos, causando 

calcificación vascular (89-91) (Figura 2C). 

Vitamina D 

La vitamina D, cuya forma activa es la 1,25-hidroxivitamina D3, también denominada 

calcitriol, es otra hormona esencial en la regulación del metabolismo óseo y mineral. 

La vitamina D regula la homeostasis mineral y del hueso, facilita la absorción 

intestinal del fósforo y del calcio, así como la reabsorción renal de este último, 

además de inhibir la síntesis de PTH (Figura 2A-B). Todas estas acciones son 

conocidas como “acciones clásicas” de la vitamina D, pero la vitamina D presenta 

además una serie de “acciones no clásicas”, entre las que se encuentran la 

protección renal y cardiovascular, la inhibición del sistema renina-angiotensina-

aldosterona (RAAS), la reducción de la proteinuria o el control de la inflamación 

sistémica (57, 92-94). 

El daño renal producido durante la progresión de la ERC da lugar a una deficiencia 

de calcitriol, no sólo por la pérdida de masa renal funcional, sino también por el 

aumento de los niveles de FGF23 (59, 79) (Figura 2B-C). 
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Factor de crecimiento fibroblástico 23 (FGF23) 

El FGF23 es una hormona fosfatúrica sintetizada principalmente por los osteocitos 

como respuesta a un aumento en la concentración sérica de fósforo (62). No está 

claro cómo los osteocitos detectan el fósforo sérico, pero estudios recientes sugieren 

que el transportador de sodio fosfato PiT2 (95) y el receptor 1 para el factor de 

crecimiento fibroblástico (FGFR1) podrían estar implicados (96). 

El FGF23 se une a los receptores FGFR1c, FGFR3c o FGFR4 renales, situados 

principalmente en el túbulo contorneado proximal. En esta interacción es necesario 

que αKlotho actúe como correceptor (97). Esto desencadena una vía de señalización 

que promueve la internalización y degradación del transportador de fósforo NaPi2a, 

provocando una disminución en su reabsorción y por lo tanto aumentando su 

excreción (98) (Figura 2B). En condiciones fisiológicas el FGF23 también actúa 

sobre la glándula paratiroides, inhibiendo la síntesis de PTH (76). Además, el FGF23 

podría actuar a nivel cardiaco de manera independiente de αKlotho (70). 

Los niveles de FGF23 se incrementan en estadios tempranos de la ERC (Figura 2C) 

y se alcanzan valores elevados en etapas avanzadas de la enfermedad (99, 100). 

Esto se asocia a daño sistémico, calcificación vascular y aumento de la mortalidad 

(70, 101, 102). 

αKlotho  

En 1997, el grupo japonés liderado por Kuro-o descubrió el gen de αKlotho durante 

la generación de una línea de ratones transgénicos. Observaron que esos ratones 

mostraban un fenotipo con características asociadas a un envejecimiento acelerado, 

que no se correspondían con el fenotipo de los ratones transgénicos que pretendían 

generar (73). Esta coincidencia dio lugar al descubrimiento de un nuevo gen, 

denominado αKlotho, que más tarde se confirmó como un gen “anti-envejecimiento” 

(103). La proteína αKlotho actúa como correceptor del receptor de FGF23 en los 

túbulos renales (97) (Figura 2B). Aunque existen tres isoformas de la proteína Klotho 
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(α, β y γ), esta tesis se centrará en αKlotho, por su implicación en la ERC (76). En el 

resto de la tesis se hará referencia a la proteína αKlotho como Klotho. 

La forma transmembrana de la proteína Klotho se expresa principalmente en el riñón. 

Su dominio extracelular puede secretarse (104) o ser escindido por proteasas 

(ADAM-10 y ADAM-17), de manera que se libera a la circulación sanguínea y a la 

orina, en forma de Klotho soluble (sKlotho), con un peso molecular de 130 kDa (105) 

(Figura 3).  

 

 

Figura 3: Esquema representativo de las acciones de FGF23 y αKlotho en el riñón. A) El 
FGF23 se une a su receptor y a αKlotho, que actúa de correceptor. Esto desencadena una 
cascada de transducción que da lugar a la interiorización de los transportadores de fósforo 
NaPi2a, de manera que el fósforo no es reabsorbido y su excreción aumenta. B) La proteína 
αKlotho transmembrana puede ser escindida por acción de proteasas o bien secretada, 
liberándose a la circulación sanguínea y a la orina en forma de sKlotho. 

Varios estudios han postulado que sKlotho presenta acciones sistémicas 

beneficiosas e independientes de FGF23, como son los efectos anti-fibróticos en el 

riñón (106), protección frente a la calcificación vascular (65, 66), efectos anti-
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apoptóticos en células endoteliales (107, 108), inducción de la autofagia en el 

corazón y riñón (109), acciones anti-tumorales (110) y protección cardiaca (111-113). 

sKlotho como biomarcador en la CKD-MBD 

La identificación de Klotho como correceptor para el receptor de FGF23 en el riñón 

generó gran interés por estudiar su papel en la ERC (114). Actualmente se acepta 

que los niveles séricos de sKlotho se ven reducidos en la ERC (65, 115-118). Lo 

mismo ocurre con sKlotho urinario (65, 116, 119-122), aunque la interpretación de los 

valores de sKlotho en orina es todavía un tema controvertido, debido a que no está 

claro su mecanismo de eliminación a través del riñón (104). Una de las posibles 

causas de la reducción de sKlotho en la ERC es el propio daño renal, ya que el riñón 

es la principal fuente de sKlotho (73). También se han propuesto otras causas, como 

los niveles altos de albuminuria (121), la hiperfosfatemia o la regulación epigenética 

del promotor del gen Klotho por distintas citoquinas y toxinas urémicas (123). 

La disminución de Klotho en la ERC impide que el FGF23 realice su función por falta 

de correceptor, por lo que se genera una resistencia al FGF23, promoviendo el 

aumento en sus niveles (124) (Figura 2C). A pesar de estas afirmaciones, existe 

controversia acerca del potencial papel de sKlotho como biomarcador de las 

alteraciones asociadas a la CKD-MBD y de la progresión de la ERC (125, 126). 

Algunas de las causas de la inconsistencia de los resultados son la heterogeneidad 

de los estudios (bajo nivel muestral, imprecisión en el diagnóstico y clasificación de 

los pacientes) (116-118, 125, 127, 128), la falta de un ensayo estandarizado para 

evaluar la concentración de sKlotho (129-131) y la ausencia de consenso para el 

procesamiento de las muestras (132). 

En la ERC, el desequilibrio progresivo de los principales elementos reguladores del 

metabolismo óseo y mineral mencionados con anterioridad (calcio, fósforo, PTH, 

vitamina D, FGF23 y Klotho) acabará dando lugar a la CKD-MBD. Esto incluye 

alteraciones óseas de bajo o alto remodelado, que se traducen en fragilidad y 

fracturas, y alteraciones vasculares, en especial calcificación vascular, que 

ocasionará rigidez en los vasos, facilitando la aparición de insuficiencia cardíaca (12). 
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Calcificación vascular 

La enfermedad cardiovascular es una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad temprana en la ERC (133) siendo el infarto de miocardio (20) y la 

enfermedad cerebrovascular (134, 135) muy frecuentes en estos pacientes. De 

hecho, se considera que un filtrado glomerular por debajo de 60 mL/min/1,73 m2 

implica una probabilidad de mortalidad de un 57% mayor que el de la población 

general (136). 

Causada por el desequilibrio del metabolismo óseo y mineral, la calcificación vascular 

es un daño vascular grave que se asocia a la CKD-MBD (89, 137). Actualmente el 

diagnóstico de la CKD-MBD incluye el estudio y detección de la calcificación vascular, 

aunque no existe demasiado margen de actuación para evitar la progresión de la 

misma una vez establecida. En los pacientes con CKD-MBD se intenta evitar la 

aparición de calcificación vascular mediante hábitos saludables, como dieta 

equilibrada, ejercicio y evitando el tabaquismo (138, 139). 

Tipos y estructura de las arterias 

Las arterias están compuestas de tres capas o túnicas. La capa adventicia es la más 

externa y está formada principalmente por fibras de colágeno, que mantienen la 

integridad del vaso y la resistencia a la presión mecánica. Esta capa presenta 

además vasos y nervios que nutren y controlan la pared arterial. Situaciones 

patológicas promueven la formación de nuevos vasos en la capa adventicia, 

denominados neovasos (140), que serán comentados con posterioridad (Figura 4). 

La túnica media está situada entre la adventicia y el endotelio y se compone de fibras 

de músculo liso que regulan la vasodilatación y vasoconstricción. Está rodeada de 

fibras elásticas, que componen la membrana elástica externa. En tercer lugar y ya en 

contacto con la sangre, se encuentra la túnica íntima, compuesta de una única capa 

de células endoteliales. Por debajo se encuentra la lámina basal, rodeada a su vez 

de la membrana elástica interna (141) (Figura 4). 
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Figura 4: Estructura de la pared arterial mediante una imagen esquemática. En la capa 
adventicia se representan los neovasos. CMLV, células de músculo liso vascular. 

Según el tipo de arteria, el grosor de estas capas varía: 

• Arterias elásticas o de gran calibre. Presentan una túnica media gruesa, con 

más fibras elásticas que musculares, mientras que la adventicia queda 

reducida a una fina capa. Un ejemplo es la aorta y las arterias carotídeas 

(142). 

• Arterias musculares o de medio calibre. Presentan una alta proporción de 

fibras musculares para regular el diámetro del vaso. La arteria braquial y la 

femoral se encuentran dentro de este grupo (142). 

• Arterias de pequeño calibre. Su túnica media se compone únicamente de 

músculo. Estas arterias regulan el flujo sanguíneo a nivel local. Un ejemplo 

son las arterias digitales (142). 

La calcificación vascular como proceso activo y complejo 

La calcificación vascular se produce en las válvulas cardíacas y en las arterias, 

concretamente en la túnica íntima y en la media. La calcificación de la túnica íntima 

está asociada a la inflamación arterial crónica, la hipertensión, la diabetes y la 

hipercolesterolemia, dando lugar a aterosclerosis. Su aparición y prevalencia se 

asocia a factores genéticos y hábitos de vida poco saludables (85). La calcificación 

de la túnica media está frecuentemente asociada con la CKD-MBD, como 

consecuencia del desequilibrio del metabolismo óseo y mineral y la inflamación 

crónica. Además, existen otros factores que aumentan el riesgo de desarrollar 
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calcificación vascular, como la edad, la diabetes, las dislipidemias o el tiempo en 

diálisis (12). 

Durante mucho tiempo se consideró la calcificación vascular como un proceso 

pasivo, en el que el calcio y el fósforo precipitan y se depositan en los vasos. 

Actualmente se sabe que, además de la precipitación del fosfato de calcio, ocurren 

procesos muy complejos y regulados a nivel molecular, en los que participan 

múltiples factores y que implican una pérdida del fenotipo contráctil de las células de 

músculo liso vascular (CMLV), las cuales van adquiriendo características de células 

óseas, denominándose células de fenotipo osteoblástico. Esta transformación celular 

previa a la calcificación vascular se denomina diferenciación osteogénica (90, 143-

145) (Figura 5). La calcificación vascular ocurre cuando aumentan los promotores de 

la calcificación y/o disminuyen los inhibidores. Además, las CMLV liberan vesículas 

calcificantes, extendiendo la calcificación a las células adyacentes (146). Es 

importante tener en cuenta que la calcificación vascular está estrechamente 

relacionada con las alteraciones óseas de la CKD-MBD, por lo que la mayoría de los 

factores que desequilibran el metabolismo óseo también influirán en el desarrollo de 

calcificación vascular (147). La liberación de calcio y fósforo del hueso y el 

consecuente aumento de sus niveles séricos promoverá el depósito de estos 

minerales en la pared de los vasos (89-91, 147). 

El fósforo es uno de los principales factores que promueven la calcificación vascular. 

Cuando sus niveles séricos están elevados, el fósforo es detectado por los 

transportadores Pit de las CMLV. Esto desencadena una serie de vías de 

señalización que confluyen en la inducción de la expresión de genes característicos 

de las células óseas (Runx2, osterix, catepsina K) y a la inhibición de genes 

característicos del fenotipo contráctil de las CMLV (α-actina), iniciando los cambios 

fenotípicos de la diferenciación osteogénica (148-150) (Figura 5). 
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Figura 5: Esquema representativo del proceso de calcificación vascular. Cuando los niveles 
de los promotores o inhibidores de la calcificación vascular se ven alterados, se produce la 
diferenciación osteogénica: las CMLV comienzan a perder la expresión de genes 
característicos del fenotipo contráctil y expresan genes característicos de las células 
osteoblásticas. Cuando el proceso se extiende a las células adyacentes y se forman depósitos 
de fosfato cálcico en la pared arterial, se habla de calcificación vascular. OPG, 
osteoprotegerina; Osx, osterix. 

El eje FGF23-Klotho también está implicado en los mecanismos que provocan 

calcificación vascular. En ratones nulos para FGF23 o Klotho se observó un 

envejecimiento acelerado que implicaba una pérdida de hueso asociada a 

calcificación vascular (65-68).  

La vía de Wnt, que participa en la formación de hueso, está cobrando importancia en 

la investigación de la génesis de calcificación vascular, ya que su activación y el 

desequilibrio de sus inhibidores en el curso de la CKD-MBD también podrían afectar 

a la formación de hueso en el interior del vaso (151, 152). Un modelo murino de ERC 

y mutante nulo para Sost, uno de los más conocidos inhibidores de la vía de Wnt, 

mostró que los ratones mutantes nulos desarrollaban más calcificación vascular que 

los ratones salvajes (153). Aunque en algunos estudios se ha observado una 

asociación entre la ERC y niveles séricos elevados de Sost, el papel de este inhibidor 

de Wnt sobre la calcificación vascular aún se desconoce (154). 

Entre los numerosos inhibidores de la calcificación vascular destacan los pirofosfatos, 

los cuales inhiben la formación de cristales de hidroxiapatita en las CMLV (144, 145); 

la fetuina A, una proteína inhibidora de la osteogénesis (155, 156); la 
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osteoprotegerina (OPG), una proteína que se une a RANKL, impidiendo su unión a 

RANK en los osteoclastos (90) y el receptor 4 acoplado a proteína G con repeticiones 

ricas en leucina (LGR4, del inglés leucine-rich repeat-containing G protein-coupled 

receptor 4), otro receptor de RANK descubierto recientemente (85). 

Autofagia y calcificación vascular 

La autofagia es un proceso fisiológico que implica la degradación y reciclaje de 

desechos celulares y material dañado, como proteínas mal plegadas, para renovar y 

mantener la homeostasis celular (157, 158). La autofagia comienza con la formación 

de una doble membrana procedente del retículo endoplasmático. Esta membrana 

engloba el material celular que va a ser degradado, dando lugar al autofagosoma, 

que a continuación se fusiona con el lisosoma, generando lo que se conoce como 

autofagolisosoma, en cuyo interior las enzimas hidrolíticas degradarán el material 

celular u orgánulo englobado (Figura 6). Es un proceso altamente regulado, en el 

que participan muchas proteínas. Entre ellas destaca la isoforma B de la cadena 

ligera 3 de la proteína 1 asociada a microtúbulos (MAP1LC3B, en inglés microtubule-

associated protein 1 light chain 3B, denominada normalmente LC3B) implicada en la 

formación del autofagosoma: las moléculas de LC3B-I se unen a la doble membrana 

en formación, dando lugar a complejos de LC3B-II (158) (Figura 6). La proteína 

LC3B-II es una de las principales moléculas analizadas para evaluar la autofagia a 

nivel experimental (159). 

Aunque la autofagia es un proceso fisiológico, su desequilibrio se relaciona con el 

envejecimiento (160) y con distintos tipos de patologías, como cáncer (161, 162), 

enfermedades neurodegenerativas (163), infecciones (164) o enfermedades 

cardiovasculares (165). Varios estudios han propuesto la autofagia como un posible 

mecanismo protector frente a la calcificación vascular (166-168), si bien estas 

acciones deben ser confirmadas. 
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Figura 6: Esquema representativo del proceso de autofagia. Inicialmente se genera una doble 
membrana a partir del retículo endoplasmático rugoso, que, con la participación de las 
proteínas LC3B-II, se pliega y engloba material citoplasmático, dando lugar al autofagosoma. 
El autofagosoma se fusiona con el lisosoma, de manera que el material englobado se degrada 
en el interior del autofagolisosoma. 

Técnicas para el diagnóstico y estudio del daño vascular  

La calcificación vascular es uno de los principales daños vasculares de la CKD-MBD 

y produce rigidez en la pared de los vasos, lo que se denomina arteriosclerosis. En 

la ERC la calcificación vascular se asienta fundamentalmente en la capa media de 

las arterias, pero también puede localizarse en la íntima como consecuencia de la 

calcificación de las placas ateromatosas (aterosclerosis). Tanto la arteriosclerosis 

como la aterosclerosis, pero especialmente la primera, ocasionan un mayor esfuerzo 

cardíaco para mantener una adecuada irrigación tisular (169). La presencia e impacto 

de la calcificación vascular se pueden evaluar mediante distintas técnicas: 

• Placas de ateroma carotídeas. Se detectan mediante ecografía. Consisten 

en el engrosamiento de la capa íntima-media de la arteria carótida debido a 

depósitos de lípidos y células inflamatorias (170). Cuando el grosor íntima-

media carotídeo supera los 1,5 mm y protruye hacia la luz del vaso se 

considera placa de ateroma (171). 

• Calcificación de la aorta lumbar. Se detecta mediante una radiografía 

lateral simple de abdomen para establecer un valor según el índice de 

Kauppila (53). Un índice de Kauppila mayor de 5 indica presencia de 

calcificación vascular en la aorta (172). No permite distinguir si la calcificación 

vascular está localizada en la media o en la íntima de las arterias (173).  
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• Calcio coronario. Se detecta mediante tomografía axial computarizada 

(TAC) y permite cuantificar el contenido de calcio coronario, habitualmente 

secundario a la calcificación de placas en la íntima. Es útil para predecir el 

riesgo de eventos cardiovasculares (174, 175). 

• Índice tobillo-brazo. Es el cociente de las presiones sistólicas del tobillo y la 

arteria braquial para las dos extremidades (176). Ha mostrado ser un 

indicador de arteriosclerosis y aterosclerosis y un factor pronóstico de otros 

eventos cardiovasculares (177, 178). 

• Cuantificación de la rigidez arterial mediante la medición de la velocidad 

de la onda de pulso (VOP) entre carótida y femoral. Es la técnica de 

referencia para determinar el grado de rigidez arterial (52, 179). La VOP se 

calcula como la distancia recorrida por la sangre dividida entre el tiempo de 

tránsito (VOP= distancia/tiempo= m/s). De esta manera, el aparato detecta el 

tiempo que tarda la onda de pulso en llegar desde la arteria carótida común 

hasta la arteria femoral común y esta medida se divide por la distancia que 

hay entre ambos puntos (52, 180) (Figura 7). 

Un valor elevado de VOP indica que la sangre viaja más rápido entre el punto 

de referencia de la arteria carótida hasta la femoral, aportando información 

indirecta sobre la rigidez arterial. A mayor VOP, mayor rigidez arterial, 

fundamentalmente de la aorta. Se considera que una VOP mayor de 10 m/s 

indica rigidez arterial y se asocia con mayor riesgo de enfermedad 

cardiovascular (180). 

 

 

 

 



Introducción 

24 

 

Figura 7: Esquema representativo del estudio de la velocidad de onda de pulso (VOP) entre 
la arteria carótida y femoral. Los sensores colocados sobre un punto de cada arteria detectan 
el tiempo que tarda en llegar el pulso desde la carótida a la femoral. Conociendo la distancia 
entre ambos puntos, se calculan las medidas de la VOP, dividiendo la distancia entre el 
tiempo. Unos valores de VOP por encima de 10 m/s se consideran patológicos. (Adaptado de 
Complior Analyze, ALAM Medical). 

Estudio de la neovascularización de la capa adventicia  

La capa adventicia de las arterias presenta una red de vasa vasorum, encargados de 

llevar nutrientes y oxígeno a las células de la pared arterial. Bajo condiciones de 

estrés, como en casos de isquemia o inflamación, la red de vasa vasorum se 

incrementa para hacer frente a esta situación sin que suponga la muerte de las 

células. Estos neovasos (Figura 4) presentan características de vaso inmaduro, con 

una pared fina y sin pericitos, lo cual contribuye a la infiltración leucocitaria, 

favoreciendo la progresión de la lesión (140). 

El aumento de neovasos se ha relacionado con disfunción endotelial y aterosclerosis. 

De hecho, los neovasos son muy frecuentes en las placas de ateroma (181, 182). Un 

estudio reciente sugiere que la formación de neovasos podría ser un proceso previo 

a estos daños e independiente de la aterosclerosis (183, 184). 

La ecografía con contraste intravenoso CEUS (del inglés contrast enhanced 

ultrasound) y de manera experimental, la ecografía ultrasensible sin contraste para 

la detección de microflujo (SMI, del inglés superb microvascular imaging), permiten 

la detección de neovasos en la capa adventicia de las arterias carótida y femoral.  

• CEUS. Inicialmente se desarrolló para tomar imágenes de la vasculatura. 

Estudios recientes han utilizado esta técnica para detectar el grado de 

neovascularización en la capa adventicia de la carótida como marcador de 
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daño vascular, sugiriendo que estos cambios preceden al desarrollo de 

aterosclerosis (183, 184).  

• Ecografía ultrasensible sin contraste para la detección de microflujo 

(SMI). Se trata de una técnica reciente que utiliza ultrasonidos para captar la 

imagen del flujo sanguíneo con una gran sensibilidad, resolución y bajo nivel 

de artefactos. Esta herramienta es capaz de separar las señales del flujo 

sanguíneo y los artefactos producidos por el movimiento del tejido, de manera 

que detecta de forma muy precisa las señales del flujo sanguíneo de baja 

velocidad (185). Esta tecnología ha permitido la reciente detección de los 

neovasos presentes en la capa adventicia de las arterias carótida y femoral 

(185, 186) (Figura 8). La gran ventaja de esta técnica es que no necesita 

contraste, con el que siempre existe el riesgo de reacciones de 

hipersensibilidad o anafilaxis (187). 

 

Figura 8: Imagen de la arteria carótida obtenida mediante ecografía ultrasensible sin 
contraste para la detección de microflujo (SMI). Se indican las distintas capas de la arteria, 
así como la neovascularización de la capa adventicia. 

Alteraciones óseas 

Las alteraciones óseas son una de las principales consecuencias de la CKD-MBD y 

frecuentemente derivan en fragilidad ósea y fracturas, disminuyendo de manera 

importante la calidad de vida de estos pacientes (179, 188) e influyendo en la elevada 

mortalidad respecto a la población general (14, 91, 142). Todo ello supone un gran 



Introducción 

26 

coste económico por las altas tasas de hospitalización (189, 190). En pacientes con 

una TFG estimada (TFGe) menor de 15 mL/min/1,73 m2, el riesgo de fractura es 

varias veces superior (de 3 a 6 veces) que el observado en individuos con una TFGe 

por encima de 60 mL/min/1,73 m2 (191).  

Biología del hueso 

El hueso es un tejido que da soporte al organismo y protege múltiples órganos, pero 

no presenta únicamente funciones estructurales. Es el principal reservorio de calcio 

y fósforo y es un tejido dinámico en constante remodelado, con un importante papel 

secretor de factores reguladores del metabolismo óseo y de otros sistemas (192, 

193). 

Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar el colágeno de la matriz 

ósea. Liberan RANKL, OPG y distintos ligandos de la vía de Wnt, involucrada en la 

formación de hueso, regulando así la osteoclastogénesis (194). Estas células 

también sintetizan el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA, del inglés 

vascular endothelial growth factor A), que participa en la osteoblastogénesis y 

angiogénesis (195), y la osteocalcina, implicada en la regulación del metabolismo 

energético y de la glucosa (196, 197). Cuando se ha completado la síntesis de la 

matriz ósea, la mayoría de los osteoblastos quedan atrapados en la matriz 

mineralizada, convirtiéndose en osteocitos, que son células de aspecto estrellado, 

conectadas a los osteoblastos (194) y que sintetizan FGF23 (198) y distintos 

inhibidores de la vía de Wnt, como Sost (199) o Dkk1 (200). 

Los osteoclastos son células grandes y multinucleadas que se encargan de degradar 

la matriz ósea, siendo los responsables de la resorción ósea (194). Los osteoclastos 

sintetizan distintas moléculas, como la catepsina K, que degrada las fibras de 

colágeno (201); la proteína morfogenética ósea 6 (BMP6, del inglés bone 

morphogenetic protein 6), que promueve el reclutamiento y proliferación de los 

osteoblastos (202); la esfingosina 1 fosfato (SP1, del inglés sphingosine 1-

phosphate), una quinasa que regula la osteoclastogénesis (203); Wnt10b, un ligando 

de la vía de Wnt (204), o la cardiotrofina 1 (CT-1, del inglés cardiotrophin-1), una 

interleuquina esencial en el proceso de resorción (205). 
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A nivel macroscópico, el hueso está organizado en corteza y trabéculas (206). La 

región cortical se compone de un sistema de osteonas, en el que se van depositando 

láminas concéntricas de colágeno alrededor de un canal central, donde se localizan 

los vasos sanguíneos y nervios. Constituye la parte externa del hueso y tiene un 

importante papel de soporte mecánico (206). La región trabecular constituye la parte 

interna, compuesta de una red de trabéculas en la que se embebe la médula ósea. 

Aunque las trabéculas son importantes para el soporte, destacan sobre todo por su 

actividad metabólica (12, 206). 

Principales alteraciones óseas en la CKD-MBD 

Los niveles alterados de los principales reguladores del metabolismo óseo y mineral 

(calcio, fósforo, PTH, vitamina D, FGF23) dan lugar al desequilibrio en los procesos 

de formación y resorción ósea. Esto ocasiona pérdida de hueso y una formación 

inadecuada del mismo, que resulta en un hueso con características mecánicas 

alteradas, dando lugar a fragilidad ósea y fracturas (14). Es importante destacar que, 

muchas veces, las alteraciones óseas en la CKD-MBD también se ven influidas por 

el envejecimiento (207), otras enfermedades, como la diabetes (208), o por fármacos 

(209), lo cual hace aún más complejo su tratamiento y prevención. Es necesario 

resaltar de nuevo la estrecha relación que tienen las alteraciones óseas y vasculares 

en la CKD-MBD, ya que la génesis y progresión de calcificación vascular se asocia 

frecuentemente con una mayor pérdida de hueso (91, 142, 210, 211). 

Si bien los pacientes con ERC van a tener, al igual que la población general, una 

pérdida de hueso secundaria a los cambios hormonales y al envejecimiento, la 

característica fundamental de las alteraciones óseas de la CKD-MBD son las 

alteraciones del recambio óseo, que se definen como:  a) Incremento del remodelado 

óseo (high bone turnover) y b) Reducción del remodelado óseo (low bone turnover) 

(212, 213). Aunque las causas de los dos tipos de alteraciones son distintas, las 

consecuencias son las mismas: un hueso de mala calidad, frágil y con gran riesgo de 

fractura (213). 
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Evaluación del riesgo de fractura 

• Marcadores bioquímicos de remodelado óseo. 

La PTH sérica es el marcador bioquímico por excelencia para evaluar indirectamente 

el remodelado óseo en la ERC. Tanto los valores elevados como reducidos de PTH 

se asocian con mayor riesgo de fractura y mortalidad (214-216). Existen otros 

marcadores circulantes que aportan información adicional acerca de la tasa de 

recambio y microarquitectura óseos (217), como el propéptido amino-terminal del 

procolágeno tipo 1 (P1NP, del inglés procollagen type I N-terminal pro-peptide), un 

residuo de colágeno liberado durante la formación de la matriz ósea que indica 

formación de hueso (218) y el telopéptido carboxiterminal del colágeno tipo I (CTX-I, 

del inglés cross-linked collagen type I peptide), un residuo de colágeno liberado 

durante la degradación de la matriz ósea que indica resorción (218). 

• Técnicas de imagen. 

La densidad mineral ósea se puede estudiar mediante la absorciometría de rayos X 

dual (DEXA) (218) y por tomografía computarizada cuantitativa (206). 

• Histología e histomorfometría ósea.  

El estudio de la histología ósea a partir de una biopsia de la cresta ilíaca permite 

analizar de manera directa y precisa los procesos patológicos que pueden tener lugar 

en el hueso. Actualmente, la biopsia ósea es la técnica de referencia para evaluar las 

alteraciones óseas en la CKD-MBD. Además, es la única herramienta que posibilita 

el estudio simultáneo de la región cortical y trabecular, permitiendo también la 

identificación y cuantificación de las células óseas e informando acerca del proceso 

de mineralización (219). A pesar de ello, la biopsia ósea no es un procedimiento que 

se realice de forma rutinaria, debido a que se trata de una técnica invasiva cuya 

interpretación y cuantificación requiere de personal altamente especializado (14, 

219). 

Una vez extraída la biopsia, ésta es procesada, cortada y teñida con tinciones 

específicas para la identificación cualitativa de los distintos elementos de la histología 
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ósea. Es importante observar el número de trabéculas, su grosor, determinar si 

forman una red o están dispuestas de manera aislada, la cantidad y distribución de 

osteoide, así como la abundancia de osteoblastos y osteoclastos. Respecto a la 

región cortical, los elementos más relevantes para la interpretación de su histología 

son el grosor y la porosidad (206, 219, 220). 

En la práctica clínica habitual es posible interpretar la histología y diagnosticar la 

alteración ósea mediante la observación del corte histológico y la aplicación de 

tinciones específicas. Sin embargo, cuando existen dudas o bien se necesita un dato 

numérico, es preciso un análisis cuantitativo de la misma, que es llevado a cabo con 

ayuda de softwares especializados (220, 221). Este estudio cuantitativo se denomina 

histomorfometría ósea (219) (Figura 9). 

 

Figura 9: Esquema representativo del procesamiento de una tibia de ratón. Tras la obtención 
de la muestra, el hueso es procesado y embebido en metil-metacrilato. A continuación, el 
bloque de metil-metacrilato es pulido y cortado mediante un microtomo. Los cortes 
histológicos son teñidos para su posterior observación e interpretación al microscopio. 
Finalmente, se puede llevar a cabo un análisis cuantitativo de la histología ósea 
(histomorfometría ósea) con ayuda de softwares especializados. 

Existen dos tipos de parámetros que pueden ser estudiados con la histomorfometría 

ósea. Los parámetros estáticos están relacionados con la estructura, y se refieren a 

los volúmenes, superficies y grosor de las trabéculas, corteza y osteoide, además de 

la cuantificación de osteoblastos y osteoclastos (206). Por otro lado, se encuentran 

los parámetros dinámicos, que miden los cambios ocurridos en el hueso a lo largo 

del tiempo. Para ello, se administra a los pacientes dos dosis de tetraciclinas a 

distintos tiempos. Las tetraciclinas se depositan en el frente de mineralización y 

emiten fluorescencia, de manera que la distancia entre las bandas puede ser 

analizada al microscopio para el posterior cálculo de los parámetros dinámicos (206). 
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Hipótesis 

Aunque en la ERC se afirma que los niveles de sKlotho se ven reducidos en estadios 

iniciales, la utilidad de sKlotho como biomarcador de las alteraciones asociadas a la 

CKD-MBD es un tema controvertido. No está definitivamente establecido cómo 

cambian los niveles de sKlotho durante la progresión de la enfermedad, ni su relación 

con los marcadores clásicos de CKD-MBD, como PTH o FGF23. Además, el papel 

de sKlotho como biomarcador de las alteraciones vasculares y óseas de la ERC 

presenta todavía muchas incógnitas. Si bien algunos autores consideran que sKlotho 

urinario podría ser un biomarcador más temprano que sKlotho sérico, este concepto 

no está totalmente validado. Además, hay pocos trabajos centrados en el análisis 

conjunto de sKlotho en suero y orina en la ERC. 

Las alteraciones vasculares de la ERC se detectan cuando el daño ya está 

establecido y habitualmente avanzado: la incorporación de nuevos marcadores o 

técnicas no invasivas de detección temprana del daño vascular presenta gran interés. 
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Objetivos 

• Estudiar los niveles séricos y urinarios de sKlotho en pacientes en 

estadios ERC-2/3a a ERC-5 y en un modelo experimental de insuficiencia 

renal crónica (IRC) en ratón: 

- Investigar el potencial de sKlotho como biomarcador temprano de CKD-MBD 

respecto a otros biomarcadores, como PTH y FGF23. 

- Investigar si sKlotho podría ser de utilidad en el estudio de la progresión de 

CKD-MBD. 

• Estudiar el daño vascular asociado a CKD-MBD y su posible correlación 

con los niveles de sKlotho: 

- Evaluar en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5: a) la rigidez aórtica 

mediante VOP y b) la neovascularización de la capa adventicia de las arterias 

carótida y femoral mediante ecografía SMI. 

- Evaluar en un modelo experimental de IRC en ratón la calcificación vascular 

y expresión génica de marcadores de diferenciación osteogénica en aorta. 

• Estudiar en un modelo de IRC en ratón las alteraciones de la 

microarquitectura ósea y su posible correlación con sKlotho. 

• Estudiar el potencial efecto de sKlotho sobre la calcificación vascular en 

un modelo in vitro de CMLV y la posible implicación de la autofagia en 

el daño vascular. 
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La presente tesis doctoral se compone de tres fases independientes pero 

complementarias. Cada una tiene su metodología específica, pero los tres bloques 

comparten aspectos metodológicos, que se explican en último lugar.  

1. En primer lugar, se detallará el diseño experimental del estudio en pacientes 

en estadios ERC-2/3a a ERC-5, junto con los marcadores bioquímicos y 

técnicas de detección de daño vascular. 

2. En segundo lugar, se detallará el diseño experimental y técnicas quirúrgicas 

utilizadas para el modelo de insuficiencia renal crónica (IRC) en ratón, para 

después especificar los marcadores bioquímicos utilizados y las técnicas de 

procesamiento y análisis de los tejidos. 

3. En tercer lugar se detallará la metodología utilizada en los experimentos in 

vitro, centrándose en el diseño experimental, el efecto de sKlotho sobre la 

calcificación vascular y la evaluación de la autofagia.  

4. Finalmente, se describirá la metodología común utilizada en las tres fases 

detalladas anteriormente (extracción de ARN, qPCR y western blot), así como 

los análisis estadísticos utilizados. 

1. Estudio en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5 

Con el objetivo de estudiar el posible papel de sKlotho en la CKD-MBD, y en especial 

determinar si es un biomarcador temprano de CKD-MBD y si se correlaciona con el 

daño vascular en la ERC, se diseñó un estudio con pacientes en distintos estadios 

de ERC. En estos pacientes se evaluaron: A) Los marcadores bioquímicos generales, 

del metabolismo mineral y sKlotho y B) El daño vascular mediante las técnicas de 

velocidad de onda de pulso (VOP) y la ecografía ultrasensible sin contraste para la 

detección de microflujo (SMI) en las arterias carótida y femoral. 
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Diseño del estudio  

El estudio se llevó a cabo en 43 pacientes con ERC (25 hombres y 18 mujeres) de la 

consulta del Servicio de Nefrología del Hospital Universitario Central de Asturias 

(HUCA) y sus correspondientes 38 controles pareados por edad y sexo (18 hombres 

y 20 mujeres). La media de edad fue de 66,6±8,6 años en los pacientes y de 66,5±4,6 

en los controles. Los pacientes con ERC se clasificaron según su TFGe, siguiendo la 

guía de práctica clínica KDIGO del 2017 (222), en cuatro grupos: ERC-2/3a (TFGe 

entre 45 y 89 mL/min/1,73m2), ERC-3b (TFGe entre 30 y 44 mL/min/1,73m2), ERC-4 

(TFGe entre 15 y 29 mL/min/1,73m2) y ERC-5 (TFGe < 15 mL/min/1,73m2). 

Los criterios de exclusión fueron los siguientes: a) tratamiento inmunosupresor; b) 

enfermedad inmunológica o diagnóstico de cáncer; c) infección reciente; d) 

aneurisma abdominal o claudicación intermitente; e) cirugía carotídea previa; f) 

embarazo o g) Diabetes Mellitus. El protocolo del estudio se diseñó de acuerdo con 

la Declaración de Helsinki y todos los participantes firmaron el documento de 

consentimiento informado. Los protocolos fueron aprobados por el Comité de Ética 

de la Investigación del Principado de Asturias (CEImPA 140/19). 

Parámetros clínicos y marcadores bioquímicos 

Se registró la edad, sexo e índice de masa corporal (IMC) de cada participante. 

También se registraron los siguientes parámetros bioquímicos séricos: creatinina, 

proteínas totales, calcio, fósforo, PTH, calcitriol, FGF23 y sKlotho, además de 

proteinuria, creatinina y sKlotho urinarios. 

La creatinina se determinó mediante el equipo IDMS-cobas 702 y las proteínas 

totales mediante NIST SRM 927-cobas 702 (ambos de Roche Diagnostics, Viena, 

Austria). El calcio y el fósforo fueron determinados mediante el equipo NIST SRM 

956c-cobas 702 y NERL-cobas 702, respectivamente (ambos de Roche Diagnostics), 

la PTH mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) en el 

analizador cobas e801 (Roche Diagnostics) y el FGF23 y calcitriol se analizaron con 

un inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) en analizador Liaison XL (DiaSorin, 

Saluggia, Italia). Finalmente, la concentración de sKlotho, tanto en suero como en 
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orina, se evaluó mediante un ensayo de ELISA específico (Immuno-Biological 

Laboratories, IBL, Minneapolis, MN, EE.UU). 

Daño vascular: velocidad de onda de pulso (VOP) y ecografía 

ultrasensible sin contraste para la detección de microflujo (SMI) 

Con el fin de determinar el daño vascular en la progresión de la ERC se llevaron a 

cabo dos técnicas no invasivas, VOP y SMI. 

Velocidad de onda de pulso (VOP) 

Para evaluar la VOP se utilizó el instrumento Complior Analyze (ALAM Medical, Saint-

Quentin-Fallavier, Francia) y determinar de esta manera la rigidez aórtica. La prueba 

se realizó con el sujeto en posición supina, para a continuación medir la distancia 

entre los puntos de medida de pulso de la carótida (detección del pulso bajo la 

mandíbula) y la femoral (detección del pulso en la ingle). Después se colocaron los 

electrodos de detección del pulso en los puntos anteriormente mencionados para 

tomar las medidas de VOP (Figura 7). Se realizaron tres medidas de una calidad de 

onda superior al 90% en cada sujeto, de las que se calculó la media. 

Ecografía ultrasensible sin contraste para la detección de microflujo (SMI) 

Se utilizó esta técnica como una estrategia innovadora para detectar el daño vascular 

mediante la medida de la neovascularización de la capa adventicia de las arterias 

carótida y femoral, sin necesidad de usar contraste, como es el caso de la técnica de 

ultrasonidos clásica CEUS (183, 184). 

Los sujetos se dispusieron en posición supina y se realizó la ecografía en la arteria 

carótida y femoral izquierdas mediante el ecógrafo Toshiba-Aplio 500 (Toshiba 

American Medical Systems, Tustin, CA, EE.UU). El estudio se realizó en las arterias 

carótida y femoral izquierdas debido a que trabajos previos encontraron mayor daño 

en la arteria carótida izquierda (183, 223). Esta diferencia estaría causada 

probablemente por las distintas condiciones hemodinámicas de las carótidas 

izquierda y derecha, ya que la carótida izquierda se origina directamente desde el 

arco aórtico y está sometida a mayor estrés mecánico (224). 
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Para detectar la neovascularización de la capa adventicia se utilizó el modo Doppler 

Superb Microvascular Imaging (SMI). Se obtuvieron varias imágenes de cada una de 

las arterias, en las que se valoró la neovascularización de la capa adventicia, el 

grosor íntima-media carotídeo y presencia de placas de ateroma. 

Se analizó una imagen de cada arteria por cada participante del estudio. El primer 

paso fue identificar las tres capas de la arteria: la capa íntima se encuentra en 

contacto con la sangre; a continuación se encuentra la capa muscular, de color 

oscuro en la imagen de la ecografía y debajo se localiza la capa adventicia, de color 

grisáceo en la imagen. Esta última es la capa donde se localiza la neovascularización. 

Se consideraron neovasos los puntos agrupados de color rojo (indican flujo 

sanguíneo), los cuales se infiltran hacia la capa muscular (Figura 8). Los neovasos 

situados dentro de las placas de ateroma no fueron cuantificados, dado que la 

neovascularización es una característica habitual de las placas. 

Se cuantificó el número y área de los neovasos mediante el software de análisis de 

imagen ImageJ. El análisis fue realizado por dos personas de manera independiente. 

Para la cuantificación final de los neovasos se llegó a un consenso de los dos lectores 

junto con el investigador principal del proyecto. Para el análisis final de imagen se 

realizó la media de las medidas realizadas de forma independiente por los dos 

lectores. 

Confidencialidad y sistema de tratamiento de los datos  

En este estudio no se han recogido datos de carácter personal ni aquellos que 

permiten la identificación de los pacientes incluidos. Tal y como se establece en el 

Reglamento (UE) 2016/679, del Parlamento Europeo y del Consejo, del 27 de abril 

de 2016, relativo a la protección de las personas físicas en lo que respecta al 

tratamiento de datos personales y a la libre circulación de estos datos (Reglamento 

General de Protección de Datos RGPD) y según la Ley Orgánica 3/2018, del 5 de 

diciembre, de Protección de Datos Personales y garantía de los derechos digitales, 

se informó al paciente que los datos que éste facilita han sido sometidos a un 
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procedimiento de disociación, de tal forma que es imposible su identificación por otra 

persona a excepción de su médico. 

El estudio se realizó según la práctica clínica del médico participante sin interferir con 

los hábitos de prescripción. La decisión de prescribir o cambiar cualquier medicación 

fue previa e independiente de la posible participación del paciente en el estudio, y 

vino únicamente determinada por el juicio clínico y la práctica habitual del médico. 

Los datos registrados en el cuaderno de recogida del estudio fueron almacenados en 

una base de datos. Esta base de datos incluyó rangos y reglas de coherencia interna, 

para controlar la correcta cumplimentación de los datos y su calidad. Posteriormente, 

se procedió al cierre de la base de datos para iniciar el análisis estadístico. 

2. Modelo de IRC moderada en ratón 

Con el objetivo de estudiar el papel de sKlotho como biomarcador en el contexto de 

la CKD-MBD, así como validar y completar los resultados obtenidos en el estudio en 

pacientes ERC-2/3a a ERC-5, se diseñó un modelo experimental de IRC en ratón 

(Figura 10). 

 

Figura 10: Esquema del diseño experimental del estudio in vivo. IRC, insuficiencia renal 
crónica; PN, dieta normal en fósforo; PA, dieta con alto contenido en fósforo. 
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Diseño experimental 

Para inducir la IRC, se sometió a ratones FBV/N macho de dos meses y medio de 

edad (n=13) a una reducción del 75% de la masa renal, mediante una nefrectomía 

en dos pasos. La primera intervención consistió en la decapsulación del riñón 

izquierdo y en la posterior cauterización de los dos polos renales. Una semana 

después se les realizó la segunda intervención para conseguir la reducción de la 

masa renal del 75%, que consistió en la extirpación del riñón sano (el derecho). El 

anestésico utilizado fue el isoflurano por inhalación. Cuatro horas antes de cada 

intervención quirúrgica y en las 48 horas posteriores a la cirugía, se administró cada 

8 horas buprenorfina para controlar el dolor.  

Desde el inicio del estudio los ratones fueron alimentados con una dieta normal en 

fósforo (PN, 0,6% fósforo y 0,6% calcio) (Panlab, Barcelona, España). Una semana 

después de la segunda intervención quirúrgica, los ratones fueron divididos en dos 

grupos experimentales: un grupo recibió la dieta PN (n=6) y el otro grupo (n=7) fue 

alimentado con una dieta con alto contenido en fósforo (PA, 0,9% fósforo y 0,6% 

calcio). El objetivo de la dieta con alto contenido en fósforo fue aumentar el daño 

renal y vascular: se podría considerar que el grupo de ratones IRC+PN equivaldría 

aproximadamente a un estadio ERC-3a en humanos, mientras que el grupo IRC+PA 

se asemejaría a un estadio ERC-3b.  

Un tercer grupo de ratones sham (sometidos a la cirugía, pero sin sufrir la reducción 

de la masa renal) alimentados con la dieta PN fueron utilizados como referencia. 

Todos los ratones recibieron la dieta durante un período de 14 semanas, tras las 

cuales fueron introducidos en jaulas metabólicas durante 24 horas para recoger la 

orina antes del sacrificio (Figura 10). En el momento del sacrificio se registró el peso 

final de los ratones y se extrajeron muestras de sangre para su posterior 

centrifugación y obtención de suero, así como un fragmento de la aorta toraco-

abdominal, los riñones (los sanos en el grupo sham y el cauterizado en el caso de 

los grupos IRC) y las dos tibias. 
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El suero y la orina, así como las muestras de tejido destinadas a la extracción de 

ácido ribonucleico (ARN) y proteínas se almacenaron a -80ºC hasta su 

procesamiento. Las muestras de tejido utilizadas para las tinciones, 

inmunohistoquímica o inmunofluorescencia fueron incluidas en parafina para 

posteriormente cortarlas y teñirlas. La tibia izquierda se analizó por microtomografía 

computarizada (µCT) y posteriormente se incluyó en metacrilato para realizar el 

estudio de la histomorfometría ósea. 

Todos los protocolos fueron aprobados por el comité de ética para animales de 

laboratorio de la Universidad de Oviedo (PROAE 03/2017). 

Marcadores bioquímicos 

Las muestras de sangre fueron centrifugadas para obtener suero. En el suero se 

midieron parámetros bioquímicos generales y del metabolismo mineral. Como 

estimadores de la función renal se analizaron la creatinina sérica y el nitrógeno ureico 

sérico (BUN, del inglés blood urea nitrogen), ambos evaluados mediante el ensayo 

colorimétrico Quanti-Chrom™ Specific Assay Kits (Bioassay Systems, Hayward, CA, 

EE.UU), al igual que el calcio y el fósforo séricos. Finalmente, se utilizaron ensayos 

de ELISA específicos para evaluar las concentraciones séricas de PTH (Immutopics 

Inc., San Clemente, CA, EE.UU), FGF23 (Immutopics; sensiblilidad: 6 pg/mL; 

coeficiente de variación inter-ensayo: 4%), calcitriol (1,25(OH)2D3, Elabscience 

Biotechnology Inc., Wuhan, China), sKlotho (Cusabio Technology LLC, Houston, TX, 

EE.UU; sensibilidad: 0,78 pg/mL; coeficiente de variación inter-ensayo <10%), los 

marcadores de formación y resorción ósea, respectivamente, P1NP y CTX-I (ambos 

de Immunodiagnostic Systems, West Boldon, Reino Unido) y los niveles séricos de 

RANKL y OPG (ambos de RyD Systems, Minneapolis, MN, EE.UU). 

Para evaluar la creatinina, el fósforo y el calcio en orina se utilizó el ensayo 

colorimétrico Quanti-Chrom™ Specific Assay Kits (Bioassay Systems). Se utilizaron 

ensayos específicos de ELISA para cuantificar la albúmina (Bethyl Laboratories Inc., 

Montgomery, TX, EE.UU) y sKlotho (IBL; sensibilidad: 6,15 pg/mL; coeficiente de 

variación inter-ensayo: 6,5%). 
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Procesamiento de tejidos para su inclusión en parafina 

Inclusión de tejidos en parafina 

La inclusión en parafina permite conservar los tejidos para posteriormente realizar 

cortes y llevar a cabo las tinciones específicas, inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia. Una vez extraído el órgano o tejido, el primer paso es la fijación, 

para que el tejido no se disgregue y mantenga su estructura. Para ello se introdujo el 

tejido en un tampón de formaldehído al 4% durante 24 horas a temperatura ambiente. 

Después se lavó con agua del grifo durante una hora, para a continuación pasar a la 

deshidratación. Este paso consiste en someter el tejido a concentraciones crecientes 

de etanol (70, 80, 95%) durante 45 minutos cada uno, para terminar haciendo tres 

lavados de una hora en etanol al 100%. Posteriormente se realizaron dos lavados 

con xilol, de una hora cada uno. 

La inclusión en parafina se realizó en tres cambios de una hora cada uno. Una vez 

incluido en el bloque de parafina, el tejido se cortó con el grosor deseado mediante 

un microtomo. Los cortes se dejaron flotando en un baño en agua destilada a 40ºC. 

Posteriormente se transfirieron las secciones de tejido en parafina a los portaobjetos 

con ayuda de unas pinzas y se dejaron secar toda la noche, quedando listos para 

teñir. 

Desparafinación y rehidratación 

Para poder realizar las tinciones es necesario desparafinar y rehidratar la muestra. 

Para ello, se dejaron los portaobjetos con el corte en parafina a 37ºC durante 24 

horas, de manera que el tejido se adhiriese al cristal. Para desparafinar se realizaron 

dos lavados de cinco minutos en xilol, para a continuación rehidratar con lavados en 

concentraciones decrecientes de etanol (dos lavados en etanol 100%, etanol 95% y 

etanol 70% durante cinco minutos) para terminar con un lavado de cinco minutos en 

agua destilada. 

En los casos en que fue necesario se llevó a cabo el desenmascaramiento mediante 

un tampón citrato comercial (DAKO, Santa Clara, CA, EE.UU) durante 20 minutos a 
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95ºC. Durante el proceso de fijación, los antígenos pueden quedar “escondidos”, por 

lo que es necesario un proceso de desenmascaramiento para hacerlos más 

accesibles a los anticuerpos. 

En el caso de la inmunohistoquímica e inmunofluorescencia es necesario bloquear 

las muestras. Se realizó en seroalbúmina bovina (BSA, del inglés bovine serum 

albumin) al 5% durante 30 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

Inmunohistoquímica de la vía de Wnt/β-catenina y Klotho en riñón 

La vía de Wnt/β-catenina se evalúo mediante inmunohistoquímica, identificando la β-

catenina no fosforilada (β-catenina activa) mediante el kit comercial EnVision FLEX 

Mini Kit (DAKO) y el sistema Dako Autostainer. Se utilizaron secciones de riñón de 

2,5 µm de grosor, que fueron desparafinadas y rehidratadas según se explicó en el 

apartado de Material y Métodos “Procesamiento de tejidos para su inclusión en 

parafina”. Se llevó a cabo el desenmascaramiento de epítopos mediante inducción 

por calor a 95ºC (HIER, del inglés heat induced epitope retrieval) durante 20 minutos 

y pH 9 (DAKO) en el módulo de pre-tratamiento PT-LINK (DAKO).  

Las secciones de riñón se incubaron con el anticuerpo contra la β-catenina no 

fosforilada (Tabla 1) diluido en el reactivo comercial EnVision™ FLEX (DAKO) 

durante 60 minutos, después de haber bloqueado la peroxidasa endógena mediante 

el reactivo comercial EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (DAKO). La 

señal se detectó utilizando como sustrato la diaminobencidina (DAKO) en el tampón 

comercial EnVision™ FLEX Substrate Buffer (DAKO) y añadiendo la enzima 

peroxidasa de Dako EnVision™ FLEX /HRP (DAKO). Junto con las muestras del 

estudio también se tiñeron los respectivos controles negativos.  

Para la detección de Klotho renal mediante inmunohistoquímica se llevó a cabo el 

mismo protocolo que para la β-catenina no fosforilada, utilizando un anticuerpo 

específico para Klotho (Tabla 1). 

La cuantificación de la β-catenina activa y Klotho en riñón por inmunohistoquímica se 

llevó a cabo con el software de análisis de imagen ImageJ.  
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Tabla 1: Anticuerpos primarios y diluciones utilizadas en Western Blot, inmunohistoquímica o 

inmunofluorescencia. 

Anticuerpo 
primario 

Técnica Dilución Referencia 
Anticuerpo 
secundario 

Dilución 

anti-β-Catenina no 
fosforilada (activa) 

IHC 1:100 
Cell Signaling 

Technology, Danvers, 
MA, EE.UU (#8814) 

Frente a 
conejo 

1:100 

anti-Klotho IHC, WB 1:200 
R&D Systems, 

Minneapolis, MN, 
EE.UU (#AF1819) 

Frente a 
cabra 

1:2500 

anti-Sost WB 1:100 
R&D Systems 

(#AF1589) 
Frente a 

cabra 
1:2500 

anti-Dkk1 WB 1:500 
R&D Systems 
(#MAB1765) 

Frente a rata 1:2500 

anti-MAP1LC3B IF 1:100 
MBL Life Sciences, 

Woburn, MA (#M152-
3) 

Frente a ratón 1:200 

anti-MAP1LC3B WB 1:1000 

Novus Biologicals, 
Centennial, CO, 
EE.UU (#NB600-

1384) 

Frente a 
conejo 

1:10000 

anti-GAPDH WB 1:3000 

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, EE.UU 
(#sc-25778) 

Frente a 
conejo 

1:5000 

anti-β-actina WB 1:2500 
Sigma Aldrich,  San 

Luis, MO, EE.UU 
(#A2228) 

Frente a ratón 1:3000 

IHC, inmunohistoquímica; WB, Western blot; IF, inmunofluorescencia; Sost, esclerostina; Dkk1, Dickkopf 

1; MAP1LC3B, en inglés microtubule-associated protein 1 light chain 3B; GAPDH, gliceraldehído-3-

fosfato-deshidrogenasa. 
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Cuantificación de los depósitos de calcio en tejidos blandos 

Los depósitos de calcio se evaluaron en dos tipos de tejidos blandos, la aorta y el 

riñón. Para la detección de la calcificación vascular se utilizaron secciones de aorta 

de 2,5 µm que se desparafinaron y procesaron según lo explicado en el apartado 

“Procesamiento de tejidos para su inclusión en parafina”. Estos cortes de aorta se 

tiñeron con rojo de alizarina, que marca los depósitos de calcio en color rojo (225). 

La detección de los depósitos de calcio renal se llevó a cabo en secciones de 2,5 µm 

de grosor que fueron desparafinadas e hidratadas según lo explicado en el apartado 

“Procesamiento de tejidos para su inclusión en parafina”. Se utilizó la tinción de Von 

Kossa, que destaca el calcio en color negro (226). La cuantificación de la tinción de 

Von Kossa se realizó mediante el software de análisis de imagen ImageJ. Los 

resultados se expresaron como el porcentaje de área con depósitos de calcio 

respecto al área total de tejido. 

Fibrosis intersticial en riñón 

La fibrosis renal intersticial se determinó en secciones de tejido de 2,5 µm de grosor, 

mediante la tinción de tricrómico de Masson, la cual tiñe de color azulado las fibras 

de colágeno (227). Se utilizó un microscopio óptico (modelo DMRXA2, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Alemania) acoplado a una cámara digital (modelo Dc-100, 

Leica Microsystems). La cuantificación se realizó mediante el software de análisis de 

imagen ImageJ. Los resultados se expresaron como el porcentaje de área de color 

azul respecto al área total del riñón, excluyendo la tinción azul de las áreas peri-

glomerulares y peri-vasculares. 

Inmunofluorescencia en aorta para el análisis de la autofagia 

Para estudiar los niveles de autofagia en aorta se utilizaron muestras incluidas en 

parafina, que fueron cortadas en secciones de 2,5 µm de grosor y desparafinadas e 

hidratadas según lo explicado en el apartado “Procesamiento de tejidos para su 

inclusión en parafina”. Las secciones fueron desenmascaradas en un tampón citrato 

(DAKO) durante 20 minutos a 95ºC. 
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Como marcador de autofagia se utilizó la proteína LC3B-II (228), detectada por 

inmunofluorescencia mediante la incubación con un anticuerpo específico (Tabla 1) 

a 4ºC en cámara húmeda. Posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo 

secundario correspondiente frente a ratón durante 60 minutos en cámara húmeda y 

oscuridad. Finalmente, las muestras fueron montadas en los portaobjetos utilizando 

un pegamento con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para detectar los núcleos 

celulares (SlowFade Diamond Antifade, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU). 

Las imágenes se tomaron en el microscopio Axio Observer Z1 platform con Plan-

Apochromat y el objetivo de 40x. 

El área de señal de LC3B-II se midió como el porcentaje de células positivas para 

LC3B-II, mediante el software de análisis de imagen ImageJ. 

Análisis ex vivo de la microarquitectura ósea 

Con el fin de estudiar la microarquitectura del hueso, se llevaron a cabo dos tipos de 

análisis en la tibia izquierda de cada ratón, el µCT y la histomorfometría ósea. 

Los parámetros estáticos y estructurales mostrados en este trabajo se obtuvieron 

mediante la técnica de µCT tanto para el hueso trabecular como para el hueso 

cortical. En el caso del hueso trabecular, los parámetros estáticos y estructurales se 

confirmaron por histomorfometría, utilizando además esta técnica para las medidas 

referentes al osteoide, número de osteoblastos y osteoclastos y de superficie 

osteoblástica y osteoclástica. Todas las medidas se mostraron según las 

recomendaciones de Parfitt et al (229).  

Con el fin de aprovechar la tibia para realizar ambas técnicas se realizó inicialmente 

el µCT, que permite realizar la cuantificación sin destruir la muestra, para después 

llevar a cabo la histomorfometría. 

Parámetros óseos mediante µCT 

Para obtener con esta técnica los valores trabeculares y corticales, se estudió la 

región de la tibia situada entre la metáfisis proximal y la diáfisis media, que fue 

escaneada por µCT (Bruker SkyScan 1174, Billerica, MA, EE.UU). Se utilizó un 
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soporte específico para sujetar la muestra de manera que quedara perpendicular a 

la base del soporte y de la fuente de rayos X. Las imágenes se obtuvieron mediante 

un tubo de rayos X de 50 kV de voltaje y una corriente de 800 µA.  

Todas las muestras se escanearon utilizando un filtro de aluminio a una resolución 

de 12 µm. Para cada tibia se obtuvo una serie de 1300 imágenes con una rotación 

de 0,3º. El tiempo de escaneado para cada muestra fue de siete horas con una 

exposición de 9650 ms. La corrección de campo plano (relacionada con el sombreado 

de la imagen y que puede generar artefactos) se realizó al inicio del análisis de cada 

muestra. 

Las imágenes obtenidas se reconstruyeron mediante el software NRecon (Bruker 

SkyScan) y los artefactos se corrigieron con el mismo coeficiente en todas las 

imágenes.  

Los análisis morfométricos en 2D y 3D se llevaron a cabo utilizando el software 

proporcionado por el fabricante (CTAn, Bruker). La región de interés (ROI, del inglés 

region of interest) se delimitó manualmente. Para el estudio tanto de la región cortical 

de la diáfisis como de la región trabecular se escogieron 150 láminas de imagen. 

Se analizaron los siguientes parámetros óseos estáticos, que también fueron 

confirmados por histomorfometría ósea (206, 230, 231):  

Densidad mineral ósea, DMO (g/cm3): Es la medida de la cantidad de minerales 

(principalmente calcio y fósforo) contenidos en un volumen concreto de hueso. 

Volumen óseo total, BV/TV (del inglés bone volume/tissue volume) (%): Es la 

proporción entre el volumen óseo trabecular (BV) y el volumen de tejido total (TV, 

que incluye la médula ósea). 

BV/TV = Área trabecular/Área total del tejido × 100 (%) 

Grosor trabecular, Tb.Th. (del inglés trabecular thickness) (mm): Grosor de las 

trabéculas, calculado a partir del área y perímetro óseos multiplicado por un 

coeficiente de corrección.  
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Tb. Th. = Área total trabecular/Perímetro trabecular × 2000 × π/4 

Separación trabecular, Tb.Sp. (del inglés trabecular separation) (mm): Distancia 

media entre trabéculas, calculada a partir del número y grosor trabecular. 

Tb.Sp = 1/Número de trabéculas × 1000 − Tb.Th (mm) 

Número de trabéculas, Tb.N. (del inglés trabecular number) (1/mm): Número de 

trabéculas que una línea atravesaría por cada milímetro de un compartimento 

trabecular. 

Tb.N = (Área total hueso/Área trabecular)/Grosor trabecular (nº/mm) 

Ct. BS/BV (del inglés cortical bone surface/bone volume) (1/mm3): Porosidad cortical, 

definida como la relación entre la superficie y el volumen óseo. Una mayor superficie 

respecto del volumen indica una porosidad más elevada. 

Grosor cortical, Ct. Th. (del inglés cortical thickness) (1/mm): Grosor de la región 

cortical del hueso. Se mide directamente mediante un radio de 90º desde el centro 

de gravedad de la sección de hueso. 

Volumen cortical, Ct. V. (del inglés cortical volume) (mm3): Volumen de la región 

cortical del hueso. 

Inclusión en metacrilato e histomorfometría ósea 

En el modelo de IRC en ratón se evaluaron únicamente los parámetros estáticos; los 

parámetros dinámicos no fueron analizados, dado que a los ratones no se les 

administró tetraciclinas para poder realizar la cuantificación. El análisis 

histomorfométrico se llevó a cabo en el tercio proximal de la tibia izquierda del ratón. 

A continuación se describe el procesamiento del tejido: 

Fijación: Las muestras se sumergen en formaldehido en tampón fosfato salino (PBS) 

al 4% durante 24 horas a 4ºC y posteriormente se cubren con etanol al 70%, 

manteniéndose a temperatura ambiente hasta el momento de procesarlas. 
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Preparación de los reactivos para la solución de polimerización: 

- Metil-metacrilato I: 60 ml de metil-metacrilato+35 ml de butil-metacrilato+5 ml 

de metil-benzoato+1,2 ml de polyetilen-glycol 400. 

- Metil-metacrilato II: 100 ml de metil-metacrilato I+0,4 g de peróxido de 

benzoilo. 

- Metil-metacrilato III: 100 ml de metil-metacrilato I+0,8 g de peróxido de 

benzoilo. 

Deshidratación e infiltración en metil-metacrilato: Se deshidrata la muestra en 

concentraciones crecientes de etanol (70, 90 y 100%). Después se infiltran las 

muestras en metacrilato, pasando por la solución metil-metacrilato I, metil-metacrilato 

II y metil-metacrilato-III, tres días en cada solución. Finalmente se prepara la solución 

de polimerización, que proviene de la mezcla de metil-metacrilato III y de N, N dimetil-

p-toluidina. Esta solución se mantiene en hielo y es necesario agitarla durante 15 

minutos antes de su utilización. Se añade esta mezcla a los viales de vidrio donde se 

encuentran las tibias, se elimina el oxígeno con nitrógeno líquido, se tapa y se 

mantiene 5 ó 6 días a 4ºC para que los bloques de metacrilato polimericen. 

Cortes histológicos: Para liberar el bloque polimerizado, se rompe el vial de vidrio y 

se pule el bloque. Luego se realizaron los cortes, en este caso, en secciones de 5 

µm de grosor mediante un microtomo Polycut S (Reichert-Jung, Depew, NY, EE.UU). 

Los cortes fueron colocados sobre portaobjetos tratados previamente con gelatina y 

a continuación fueron reblandecidos con etanol al 95% para poder estirarlos y 

aplanarlos con un pincel. Después se recubrieron con una lámina de polietileno y se 

colocaron en una prensa durante 1-2 días a 37ºC. 

Desplastificación: Los cortes se desplastificaron en metil-acetato durante 30 minutos 

y después se hidrataron en soluciones decrecientes de etanol hasta llegar a agua 

destilada. 

El osteoide se detectó mediante la tinción de tricrómico de Masson y se examinaron 

al menos dos secciones no consecutivas de cada muestra. Las medidas se tomaron 

en el área estandarizada para este tipo de análisis, debajo de la placa de crecimiento 
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de la tibia, en la zona denominada esponjosa secundaria (230). Para la observación 

de los cortes histológicos se utilizó un microscopio óptico Leica DMRXA2 (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) acoplado a una cámara digital (Mod. Dc-100, Leica 

Microsystems) a su vez conectada al sistema de análisis de imagen OsteomeasureTM 

(OsteoMetrics, Inc. Decatur, GA, USA).  

A continuación se mencionan los parámetros analizados por histomorfometría ósea 

(206): 

Número de osteoblastos, N.Ob/B.Pm (del inglés number of osteoblasts/bone 

perimeter) (nº/mm): Número de osteoblastos en relación al perímetro trabecular. 

Superficie osteoblástica, Ob.S/BS (del inglés osteoblast surface/bone surface) (%): 

Es la relación entre la superficie trabecular con osteoide recubierto por osteoblastos 

y la superficie trabecular total. Se calcula dividiendo la longitud de todos los ribetes 

de osteoide recubiertos por osteoblastos entre el perímetro trabecular total. 

Ob.S/BS = Longitud total de osteoide recubierto de osteoblastos/Perímetro trabecular 

total × 100 (%) 

Número de osteoclastos, N.Oc/B.Pm (del inglés number of osteoclasts/bone 

perimeter) (nº/mm): Número de osteoclastos en relación al perímetro trabecular. 

Superficie osteoclástica, Oc.S/BS (del inglés osteoclast surface/bone surface) (%): 

Es la relación entre la superficie trabecular recubierta por osteoclastos y la superficie 

trabecular total. Se calcula dividiendo la longitud de las lagunas de Howship 

recubiertas por osteoclastos entre el perímetro trabecular total. 

Oc.S/BS = Longitud total de lagunas de Howship con osteoclastos/Perímetro 

trabecular total × 100 (%) 

Superficie de osteoide, OS/BS (del inglés osteoid surface/bone surface) (%): Es la 

relación entre la superficie ocupada por el osteoide trabecular y la superficie 

trabecular total. Se calcula a partir de la medida del perímetro del osteoide y del 

perímetro del hueso trabecular total. 
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OS/BS = Perímetro del osteoide/Perímetro trabecular × 100 (%) 

Volumen de osteoide, OV/BV (del inglés osteoid volume/bone volume) (%): Es la 

relación entre el volumen ocupado por el osteoide trabecular y el volumen trabecular 

total. Se obtiene dividiendo el área total del osteoide trabecular y el área trabecular 

total. 

OV/BV = Área osteoide/Área trabecular total × 100 (%) 

3. Estudio in vitro en CMLV 

Con el objetivo de estudiar el papel de sKlotho en la calcificación vascular, se 

plantearon dos estudios in vitro: A) Estudiar el posible efecto de sKlotho sobre la 

diferenciación osteogénica en CMLV tras 24 y 72 horas de incubación en medio 

calcificante y B) Estudiar si la autofagia tiene algún papel en el proceso de 

diferenciación osteogénica en CMLV. Se utilizaron CMLV provenientes de cultivo 

primario de aorta de rata y de la línea celular inmortalizada de rata A7r5 (ATCC, 

Manassas, Virginia, EE.UU). 

Obtención del cultivo primario de CMLV de rata  

Se sacrificaron mediante isoflurano ratas Wistar normales no manipuladas de dos 

meses de edad. En primer lugar, se localizó la aorta sobre la columna vertebral, 

separándola de la misma con ayuda de las pinzas. Al mismo tiempo se retiró la capa 

adventicia de la aorta deslizando una pinza sobre su superficie. Finalmente, se cortó 

la aorta por ambos extremos, para lavarla posteriormente en PBS estéril y 1% de 

penicilina/estreptomicina en frío. 

Las aortas se procesaron en condiciones de esterilidad en la campana de cultivos. 

En primer lugar, se colocó la aorta en una placa de Petri y se abrió longitudinalmente, 

como una lámina, para a continuación cortarla en pequeños cuadrados. Después se 

colocaron los fragmentos de tejido en pocillos cubiertos con fibronectina y se 

cubrieron con Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza, Alsacia, Francia) 

suplementado con 20% de suero fetal bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum). 
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Las CMLV fueron creciendo a partir de los explantes. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se tripsinizaron y crecieron para llevar a cabo los experimentos. 

Efecto de sKlotho sobre la diferenciación osteogénica en CMLV 

Para los experimentos de diferenciación osteogénica y calcificación vascular se 

sembraron las CMLV de cultivo primario en placas de 6 pocillos (Corning Costar, NY, 

EE.UU) a una densidad de 100.000 células/pocillo. Las células se crecieron en medio 

DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (Lonza) 

hasta la subconfluencia. 

El medio control se compuso de una concentración de calcio 1,8 mM y de fósforo 1 

mM, mientras que el medio calcificante (MC) presentó una concentración de calcio 

de 1,8 mM y fósforo 3 mM, el cual induce el proceso osteogénico o la calcificación 

cuando es captado por las células (85, 87, 232). La tercera condición experimental 

consistió en añadir sKlotho (50 ng/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU) al 

MC. Esta proteína recombinante es biológicamente activa (233-235) y efectiva a esta 

concentración en cultivos celulares de osteoblastos (234). Se llevaron a cabo tres 

experimentos, con cada condición por triplicado, durante 24 y 72 horas, en este último 

caso renovando el medio de cultivo diariamente. Al finalizar los experimentos las 

células se recogieron y almacenaron a -80ºC hasta evaluar el contenido en calcio y 

realizar la extracción de ARN. 

sKlotho, diferenciación osteogénica en CMLV y autofagia 

Con el fin de determinar si sKlotho induce autofagia y si este proceso podría estar 

implicado en los mecanismos mediante los cuales sKlotho regula la calcificación 

vascular, se sembraron CMLV de cultivo primario y de la línea celular A7r5 en placas 

de 96 pocillos (1.000 células/pocillo; BD Falcon, Sparks, NV, EE.UU) o en placas de 

6 pocillos (100.000 células/pocillo) para realizar inmunofluorescencia y western blot, 

respectivamente. 

Como marcador de autofagia se utilizó la proteína LC3B-II (228). La autofagia se 

evaluó mediante western blot e inmunofluorescencia. En el primer caso se calculó la 
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proporción LC3B-II/LC3B-I y mediante la inmunofluorescencia se cuantificaron los 

puntos de LC3B-II en cada célula. 

Las CMLV de cultivo primario y la línea celular A7r5 se expusieron durante 24 horas 

a medio control, MC y a MC+sKlotho.  

Debido a que la autofagia es un proceso complejo de medir, es necesario llevar a 

cabo los experimentos con controles positivos específicos y con inhibidores de la 

autofagia. Es muy importante añadir un control positivo de autofagia para confirmar 

si las condiciones experimentales inducen o no el proceso autofágico. Se trata de un 

medio de cultivo sin nutrientes (NF, del inglés nutrient free), ya que las condiciones 

de “ayuno” (starvation, en inglés) promueven la autofagia. 

Además, como la autofagia es un proceso muy rápido, los componentes que 

participan en él se degradan también rápidamente, por lo que existe la posibilidad de 

que no se puedan detectar los cambios mediante un western blot estándar. Por ello 

es necesario utilizar bafilomicina, que actúa como inhibidor de la autofagia, de 

manera que las proteínas que participan en el proceso se acumulan temporalmente, 

pudiéndose detectar los cambios en autofagia ocurridos en los experimentos. Tanto 

el medio NF como la bafilomicina se añadieron cuatro horas antes de recoger el 

experimento final. 

Inmunofluorescencia para LC3B-II en CMLV y A7r5 

Se utilizaron placas de 96 pocillos, se sembraron 1.000 células/pocillo y las 

condiciones experimentales se realizaron por triplicado. Al finalizar el experimento las 

células se fijaron con paraformaldehído al 4%. A continuación, se bloquearon en BSA 

al 5% en tampón salino Tris-Tween 20 (TBST, del inglés tris buffered saline with 

tween 20 buffer) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se incubaron 

con un anticuerpo contra LC3B-II (Tabla 1) a 4ºC durante la noche. Tras tres lavados 

con PBS, las células se incubaron a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario correspondiente frente a ratón durante 40 minutos. Finalmente, se volvió 

a lavar con PBS y se tiñeron las células con DAPI para visualizar los núcleos. Los 
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puntos de LC3B-II se identificaron y cuantificaron con la ayuda del software de 

análisis de imagen ImageJ. 

Cuantificación del depósito de calcio en las CMLV 

Para la cuantificación del contenido en calcio, las células se homogeneizaron en 

ácido clorhídrico (HCl) 0,6 N y se agitaron suavemente a 4ºC durante la noche. El 

calcio fue determinado en el sobrenadante mediante el método de la o-cresolftaleína 

complexona (236) (Sigma-Aldrich). Después de centrifugar las células recogidas, el 

pellet se resuspendió en un tampón de lisis (125 mM Tris, 2% SDS, pH 6,8) para 

extraer la proteína, la cual se cuantificó por el método DC (BioRad, Hercules, CA, 

EE.UU). El contenido en calcio se normalizó por la cantidad de proteína total y se 

expresó como μg calcio/mg proteína. 

4. Metodología común a los tres modelos 

Extracción de ARN 

Se extrajo el ARN de riñón y aorta de ratón y de las CMLV. En el caso de los tejidos, 

la extracción de ARN se realizó a partir de fragmentos representativos: un trozo que 

contuviera corteza y médula en el caso del riñón y un fragmento central de la aorta. 

Tanto los tejidos como las CMLV se homogeneizaron en un reactivo compuesto de 

isotiocianato de guanidina y fenol en una solución monofásica (TRI REAGENT™, 

Sigma-Aldrich). Una vez aislado el ARN, se precipitó con isopropanol y finalmente se 

lavó con etanol frío al 70%. La concentración de ARN se determinó mediante un 

espectrofotómetro (Nanodrop, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU). 

Síntesis de ADN complementario 

Se utilizaron 2 µg de ARN de cada muestra para la retrotranscripción a ácido 

desoxirribonucleico complementario (ADNc), mediante el kit comercial High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) en el 



Material y métodos 

 

57 

termociclador GeneAmp PCR 9700 (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. El ADNc obtenido se mantuvo a -20ºC hasta su utilización. 

PCR cuantitativa (qPCR) 

La qPCR es una técnica que permite conocer la expresión relativa de un determinado 

gen en una muestra. Como en una reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del 

inglés polymerase chain reaction) estándar, se añade a las muestras de ADNc la 

ADN polimerasa y los nucleótidos, para amplificar la secuencia de interés. En el caso 

de la qPCR, los oligonucleótidos, que permiten la amplificación específica del gen de 

interés, actúan junto con sondas. Éstas llevan unidos un fluoróforo y una molécula 

apantalladora de esa fluorescencia, de tal forma que cuando la sonda se une a su 

secuencia de ADNc, el fluoróforo y la molécula apantalladora se separan y se puede 

detectar la fluorescencia.  

A medida que avanza la reacción de PCR, las copias del gen de interés aumentan 

exponencialmente y por lo tanto cada vez habrá mayor fluorescencia, la cual llega a 

un límite, al agotarse los productos de la reacción. Cuando un segmento es más 

abundante en una muestra que en otra, la amplificación alcanza antes un 

determinado umbral. Este umbral se denomina Ct y corresponde al número de ciclos 

a partir de los cuales se empieza a detectar la fluorescencia (237). 

La qPCR se llevó a cabo en duplicados utilizando el equipo Stratagene Mx3005P 

QPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU) mediante los 

reactivos Fast Start Universal Probe Master (Roche Diagnostics) y ensayos 

prediseñados para analizar la expresión de los genes problema (Tabla 2). La 

cuantificación relativa de los genes diana se realizó por comparación de los ciclos 

umbral usando el método de ΔΔCt, el cual consiste en comparar los valores Ct del 

gen de interés con los valores Ct de un gen constitutivo, en este caso GAPDH, para 

normalizar. A continuación, se compararon estos últimos valores con los Ct de las 

muestras control, para finalmente utilizar la fórmula 2-ΔΔCt (237). 
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Tabla 2: Ensayos pre-diseñados para la PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR). 

Gen Símbolo Referencia 

Colágeno tipo I (ratón) CollaI 

Mm00801666_g1 

(Thermo Fisher, Waltham, 
MA, EE.UU) 

Dickkopf 3 (ratón) Dkk3 
Mm00443800_m1 

(Thermo Fisher) 

α-Klotho (ratón) Kl 
Mm00502002_m1 

(Thermo Fisher) 

Esclerostina (ratón) Sost 
Mm04208528_m1 

(Thermo Fisher) 

Esclerostina (rata) Sost 
Rn00577971_m1 

(Thermo Fisher) 

Dickkopf 1 (ratón) Dkk1 
Mm00438422_m1 

(Thermo Fisher) 

α-actina (ratón) Acta2 
Mm00725412_s1 

(Thermo Fisher) 

α-actina (rata) Acta2 
Rn01759928_g1 

(Thermo Fisher) 

Osterix (rata) Sp7 
Rn02769744_s1 

(Thermo Fisher) 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (ratón) Gapdh 
Mm99999915_g1 

(Thermo Fisher) 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (rata) Gapdh 
Rn99999916_s1 

(Thermo Fisher) 

Extracción de proteínas  

Para la extracción de proteína del riñón, se cortó un trozo representativo de corteza 

y médula, para a continuación triturarlo con UltraturraxTM (OMNI International, 

Kennesaw, GA, EE.UU) y resuspenderlo en el tampón de extracción de proteínas 

RIPA (del inglés radioimmunoprecipitation analysis) con inhibidor de proteasas. Para 
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la extracción de proteínas, las muestras se sonicaron y centrifugaron a 4ºC para 

recoger finalmente el sobrenadante.  

Para la extracción de proteínas de CMLV, se tripsinizaron las células y tras una 

centrifugación y lavado en PBS, se resuspendieron en RIPA con inhibidor de 

proteasas. 

La concentración de proteína se determinó mediante el método DC o Bradford. 

Western blot 

Para detectar las proteínas de interés en las muestras de riñón, se utilizaron 40 µg 

de proteína. Se llevó a cabo una electroforesis SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) al 8% de acrilamida a 120 V para separar 

las proteínas en función de su peso molecular. Posteriormente se transfirieron a una 

membrana Hybond™ P (GE Healthcare, Chicago, IL, EE.UU) siguiendo los 

protocolos estandarizados (238) a 100 V durante una hora. Tras la transferencia y 

bloqueo de una hora en leche al 5% en TBST para evitar uniones inespecíficas del 

anticuerpo, la membrana se incubó durante la noche a 4ºC con los anticuerpos 

primarios específicos (Tabla 1). Al día siguiente y tras tres lavados de diez minutos 

en TBST, las membranas se incubaron con los correspondientes anticuerpos 

secundarios (Tabla 1) durante una hora a temperatura ambiente. La detección 

quimioluminiscente de las bandas se realizó mediante el kit comercial ECL Western 

Blotting Detection Kit (Amersham BiosciencesK, Amersham, Reino Unido) y el 

sistema de detección de imagen ChemiDoc Gel Imaging system (BioRad). Para 

cuantificar las bandas de la proteína de interés se utilizó el software Image LabTM.  

En el caso de las CMLV, un total de 15 µg de proteína fueron utilizados para el 

western blot. Se llevó a cabo una electroforesis SDS-PAGE con acrilamida al 15% 

para separar las proteínas de menor tamaño. A continuación, fueron transferidas a 

una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore, Burlington, MA, 

EE.UU). Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se indican en la Tabla 1. 

La detección quimioluminiscente de las bandas se realizó mediante el reactivo 
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Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate (Millipore) y el sistema de 

detección de imagen Odyssey. Fc Imaging System (LI-COR, Lincoln, NE, EE.UU). 

Como indicador del peso molecular se utilizó Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker 

(Merck, Darmstadt, Alemania) y la GAPDH o la β-actina (Tabla 1) fueron utilizadas 

como control de carga. 

Análisis estadísticos 

Los resultados se muestran como mediana [rango intercuartil] o media±desviación 

estándar para los datos con distribución no normal y normal, respectivamente. Para 

comparar los grupos experimentales se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis (análisis 

no paramétrico) o ANOVA (análisis paramétrico) y las pruebas estadísticas de Dunn 

o Tukey (para calcular las diferencias específicas entre todos los grupos) como 

análisis post hoc. Las correlaciones fueron realizadas utilizando el coeficiente de 

correlación de Pearson (r). En el estudio humano se llevaron a cabo análisis 

multivariantes de regresión lineal, ajustados por edad, sexo e IMC. Se consideró 

como estadísticamente significativa una p menor de 0,05. Todos los cálculos y 

gráficos se realizaron con el paquete de análisis estadístico R (versión 4.1.1).  
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Estudio en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5 y 

controles  

Klotho soluble en la progresión de la ERC 

En la Tabla 3 se muestran los datos sociodemográficos, antropométricos y 

marcadores bioquímicos del estudio llevado a cabo en pacientes desde el estadio 

ERC-2/3a al estadio ERC-5 y sus respectivos controles. No se encontraron 

diferencias en la edad ni en el IMC entre controles y pacientes, y tampoco entre los 

distintos grupos de ERC. Desde el estadio ERC-2/3a hasta el ERC-5 la creatinina 

sérica mostró un incremento progresivo, en consonancia con la reducción 

significativa de la TFGe y la creatinina urinaria (Tabla 3). La proteinuria aumentó 

significativamente entre los estadios ERC-2/3a y ERC-5 (Tabla 3).  

No se observaron cambios en el calcio sérico, mientras que el fósforo mostró un 

aumento significativo sólo en ERC-5 (Tabla 3). Los niveles séricos de PTH y FGF23 

mostraron un incremento progresivo que comenzó en ERC-3b (Tabla 3 y Figura 

11A), mientras que sKlotho sérico mostró una disminución progresiva que comenzó 

en ERC-2/3a (Tabla 3 y Figura 11A). En los pacientes con ERC, los niveles urinarios 

de sKlotho mostraron un aumento temprano significativo (estadio ERC-2/3a, Tabla 

3) manteniéndose en niveles similares con la progresión de la enfermedad. 

Los niveles de sKlotho sérico se correlacionaron negativamente con la creatinina 

sérica (r=-0,394; p=0,0003). Esta misma correlación también se analizó por separado 

en el grupo control (r=-0,307; p=0,060) y en los pacientes con ERC (r=-0,179; 

p=0,249) (Figuras 11B y 11C). 

Los niveles de sKlotho urinario se correlacionaron con la TFGe (r=-0,439; p<0,001), 

correlación que se mantuvo tras ajustar por edad, sexo e IMC (coeficiente β=-18,822; 

p=0,011). Se estudió esta correlación separando el grupo control (r=0,182; p=0,281) 

de los pacientes con ERC (r=-0,085; p=0,603), perdiéndose en ambos casos la 

correlación. 
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Finalmente, no se observó asociación entre sKlotho sérico y urinario (r=-0,095; 

p=0,411). 

Tabla 3: Parámetros clínicos, bioquímicos y sKlotho en los pacientes con ERC y sus 
controles. 

 

ERC, Enfermedad Renal Crónica; H, Hombres; M, Mujeres; IMC, Índice de Masa Corporal; TFGe, Tasa 

de Filtración Glomerular estimada; PTH, parathormona; FGF23, Factor de Crecimiento Fibroblástico 23; 

sKlotho, Klotho soluble. ap<0,05, aap<0,01 y aaap<0,005 vs Control; bp<0,05, bbp<0,01, bbbp<0,005 vs 

ERC-2/3a; cp<0,05, ccp<0,01, cccp<0,005 vs ERC-3b; dddp<0,005 vs ERC-4. Los valores se expresan 

como mediana [rango intercuartil] o media±desviación estándar. 
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Figura 11:sKlotho sérico, FGF23 y creatinina en el grupo control y en los distintos estadios 
de ERC del estudio en humanos según la clasificación de las guías de práctica clínica KDIGO. 
A) Niveles séricos de sKlotho y FGF23. Se muestran las medianas de cada grupo. ap<0,05; 
aap<0,01; aaap<0,005 vs. Control, bp<0,05; bbp<0,01; bbbp<0,005 vs. ERC-2/3a. B) Correlación 
entre los niveles séricos de sKlotho y creatinina en el grupo control y C) en los distintos 
estadios de ERC del estudio en humanos. Los símbolos representan el grupo control (○), 
ERC-2/3a (■), ERC-3b (●), ERC-4 (▲) y ERC-5 (♦). 

Marcadores de daño vascular en la ERC 

Presión arterial 

Los pacientes con ERC mostraron aumento de la presión sistólica (Control: 132 [121-

143,5] mmHg y ERC: 140 [132,25-158,5] mmHg; p=0,009), presión diastólica 

(Control: 74,58±9,67 mmHg y ERC= 78,98±13,35 mmHg; p=0,004) y presión de pulso, 

aunque esta última no alcanzó la significación estadística (Control: 54,50 [47,25-

65,50] mmHg y ERC: 62,00 [51,25-76,75] mmHg; p=0,089).  
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Daño vascular y edad 

Considerando en conjunto pacientes con ERC y controles, se observó una 

correlación positiva entre daño vascular y edad: rigidez aórtica (r=0,272; p=0,015), 

grosor íntima-media carotídeo (r=0,306; p=0,005) y área de neovascularización de la 

capa adventicia carotídea (r=0,308; p=0,005). Cuando se separó el grupo control de 

los pacientes con ERC, la correlación entre daño vascular y edad sólo se mantuvo 

en la ERC: rigidez aórtica (Control: r=0,152; p=0,364 y ERC: r=0,317; p=0,040), 

grosor íntima-media carotídeo (Control: r=-0,003; p=0,986 y ERC: r=0,482; p=0,001) 

y área de neovascularización de la capa adventicia carotídea (Control: r=-0,096; 

p=0,567 y ERC: r=0,398; p=0,008). Sin embargo, tras ajustar el modelo por sexo, 

IMC y TFGe, sólo el grosor íntima-media carotídeo mantuvo correlación con la edad 

(coeficiente β=0,008; p=0,01). 

Rigidez aórtica 

Los pacientes en ERC-5 presentaron mayor rigidez aórtica, evaluada por VOP 

(Figura 12A). La rigidez aórtica no se correlacionó con sKlotho sérico (Control: 

r=0,026; p=0,877 y ERC: r=0,031, p=0,843) ni urinario (Control: r=-0,234; p=0,164 y 

ERC: r=0,178; p=0,279). 
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Figura 12: Daño vascular en el grupo control y en los distintos estadios de ERC del estudio 
en humanos según la clasificación de las guías de práctica clínica KDIGO. A) Valores de 
rigidez aórtica medida mediante la velocidad de onda de pulso (VOP). B) Grosor íntima-media 
de la arteria carótida. C) Número de neovasos de la capa adventicia de la arteria carótida. D) 
Área de neovascularización de la capa adventicia de la arteria carótida. Se representan los 
valores individuales y la media de cada grupo. ap<0,05; aaap<0,005 vs. Control, bp<0,05; 
bbbp<0,005 vs. ERC-2/3a; ccp<0,01 vs ERC-3b.  E) Correlación entre el área de 
neovascularización de la capa adventicia carotídea y la rigidez aórtica medida mediante la 
velocidad de onda de pulso (VOP). Los símbolos representan el grupo control (○), ERC-2/3a 
(■), ERC-3b (●), ERC-4 (▲) y ERC-5 (♦). 

Placas de ateroma 

El 47,4% de los controles presentó placas de ateroma en la arteria carótida, frente al 

60,5% de los pacientes con ERC, aunque la diferencia no fue significativa. Sin 

embargo, tras eliminar el estadio ERC-2/3a del análisis, el aumento de presencia de 

placas de ateroma en los pacientes con ERC sí fue significativo (p=0,040). Los 

pacientes en estadios más avanzados de ERC mostraron mayor presencia de placas 

de ateroma en la carótida (Tabla 4). El 55,3% de los controles presentó placas de 

ateroma en la arteria femoral, frente al 76,7% de los pacientes con ERC (p=0,042). 

Los pacientes en estadios más avanzados de ERC mostraron mayor presencia de 

placas de ateroma en la arteria femoral (Tabla 4). 
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Tabla 4: Presencia de placas de ateroma en las arterias carótida y femoral en el grupo control 
y pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5. 

  Arteria carótida Arteria femoral 

Presencia de placas de 

ateroma (%) 

Control 47,4 55,3 

ERC-2/3a 27,3 54,5 

ERC-3b 66,7 83,3 

ERC-4 72,7b 90,9a 

ERC-5 77,8b 77,8 

ERC, Enfermedad Renal Crónica. ap<0,05 vs Control; bp<0,05 vs ERC-2/3a. Los valores se expresan 

como porcentaje.  

Grosor íntima-media carotídeo 

Los pacientes en ERC-5 presentaron mayor grosor íntima-media carotídeo en 

comparación con el estadio ERC-2/3a (Figura 12B). En los pacientes con ERC, el 

grosor íntima-media carotídeo se correlacionó negativamente con los niveles séricos 

de sKlotho (r=-0,306; p=0,046); también tras ajustar el modelo por edad, sexo, IMC y 

TFGe (coeficiente β=-0,0004; p=0,007). En los controles no se encontró esta 

correlación (r=-0,058; p=0,729) (Figura 13). No se encontró correlación entre el 

grosor íntima-media carotídeo y sKlotho urinario en controles (r=-0,111; p=0,513) ni 

en pacientes con ERC (r=0,165; p= 0,310). 
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Figura 13: Correlación entre los niveles de sKlotho sérico y el grosor íntima-media carotídeo 
en el grupo control y en los distintos estadios de ERC del estudio en humanos según la 
clasificación de las guías de práctica clínica KDIGO. Los símbolos representan el grupo 
control (○), ERC-2/3a (■), ERC-3b (●), ERC-4 (▲) y ERC-5 (♦). 

Neovascularización de la capa adventicia 

En la arteria femoral, la ecografía SMI no consiguió facilitar imágenes con la suficiente 

resolución para la identificación y cuantificación precisa de los neovasos, por lo que 

los resultados se centraron únicamente en la neovascularización carotídea. Los 

pacientes en el estadio ERC-4 mostraron un aumento significativo del número de 

neovasos y área de neovascularización de la capa adventicia carotídea. En ERC-5, 

este aumento de la neovascularización de la capa adventicia carotídea no fue 

estadísticamente significativo (Figura 12C-D). 

Ni los controles ni los pacientes con ERC mostraron correlación entre el área de 

neovascularización de la capa adventicia carotídea y sKlotho sérico (Control: r=-

0,019; p=0,911 y ERC: r=-0,086; p=0,585). Los niveles de sKlotho urinario tampoco 

se correlacionaron con la neovascularización de la capa adventicia carotídea 

(Control: r=-0,178; p=0,262 y ERC: r=-0,037; p=0,822). 

Además, se observó una correlación positiva entre el área de neovascularización de 

la capa adventicia carotídea y la rigidez aórtica (r=0,336; p=0,002) (Figura 12E), que 

se mantuvo tras ajustar por edad, sexo e IMC (coeficiente β=0,293; p=0,021). 

En el grupo control se observó una correlación positiva entre el área de 

neovascularización de la capa adventicia carotídea y el IMC (r=0,476; p=0,003), que 
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se mantuvo tras ajustar por edad y sexo (coeficiente β=0,115; p=0,014). Los 

pacientes con ERC no mostraron esta correlación (r=0,034; p=0,830) (Figura 14).  

 

Figura 14: Correlación entre el IMC y el área de neovascularización de la capa adventicia 
carotídea en el grupo control y en los distintos estadios de ERC del estudio en humanos según 
la clasificación de las guías de práctica clínica KDIGO. Los símbolos representan el grupo 
control (○), ERC-2/3a (■), ERC-3b (●), ERC-4 (▲) y ERC-5 (♦). 

Niveles de sKlotho y daño renal y vascular en un modelo de 

IRC moderada en ratón 

Parámetros bioquímicos y función renal 

Tras 14 semanas, ambos grupos de ratones nefrectomizados (IRC+PN y IRC+PA) 

mostraron valores significativamente más elevados de creatinina sérica y BUN en 

comparación con el grupo de referencia (Sham+PN), pero sin diferencias entre los 

grupos IRC. Asimismo, los ratones IRC+PA presentaron menor peso, mayores 

niveles séricos de fósforo, PTH y FGF23, además de una menor concentración de 

sKlotho sérico (Tabla 5). Se encontró una correlación negativa entre sKlotho sérico 

y la creatinina sérica (r= -0,690; p<0,001). Se estudió esta misma asociación en el 

grupo de referencia (r=-0,670; p=0,069) y en los ratones IRC (r=0,021; p=0,945). 

Además, sKlotho sérico se correlacionó con el BUN, calcio, PTH, FGF23 y la 

fosfaturia (BUN: r= -0,573, p=0,007; calcio: r=-0,453, p=0,039; PTH: r=-0,549, 

p=0,012; FGF23: r=-0,471, p=0,031 y fosfaturia: r= -0,468, p=0,037). 
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Respecto a los parámetros urinarios, el grupo IRC+PA mostró menores niveles de 

calcio y sKlotho y niveles más elevados de fósforo y albúmina en comparación con 

el grupo IRC+PN (Tabla 5). No se encontró correlación entre sKlotho urinario y 

sKlotho sérico, ni entre sKlotho urinario y el resto de parámetros séricos o urinarios 

analizados. 
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Tabla 5: Peso y marcadores de daño renal en el modelo de IRC en ratón. 

IRC, Insuficiencia Renal Crónica; PN, dieta normal en fósforo; PA, dieta con alto contenido en fósforo; 

BUN, nitrógeno ureico plasmático; PTH, parathormona; FGF23, Factor de Crecimiento Fibroblástico 23; 

sKlotho, Klotho soluble. ap<0,05, aap<0,01 y aaap<0,005 vs Referencia; bp<0,05, bbp<0,01, bbbp<0,005 vs 

IRC+PN. Los valores se expresan como mediana [rango intercuartil] o media±desviación estándar.  

 

 

 

  

 



Resultados 

 

73 

Expresión de Klotho en riñón 

En el grupo IRC+PA, la expresión génica de Klotho en riñón fue significativamente 

más baja en comparación con los grupos de referencia e IRC+PN (Figura 15A). 

Además, la expresión proteica de Klotho, medida por western blot e 

inmunohistoquímica, siguió el mismo patrón que su expresión génica (Figura 15B-

C). En la IRC, la concentración de sKlotho sérico se correlacionó de manera positiva 

y significativa con el contenido de Klotho renal (r=0,877; p<0,001, Figura 15D). Esta 

correlación también se observó cuando se incluyó el grupo de referencia en el análisis 

(r=0,600; p=0,004). En los grupos IRC, los niveles de sKlotho urinario disminuyeron, 

pero en este caso no se encontró correlación con la expresión de Klotho en riñón 

(r=0,194; p=0,40). 
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Figura 15: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre la expresión renal de Klotho en el modelo murino. A) Expresión génica de Klotho 
en riñón en el grupo de Referencia, ratones IRC alimentados con una dieta normal en fósforo 
(IRC+PN) y ratones IRC alimentados con una dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) 
durante 14 semanas. aaap<0,005 vs. Referencia, bp<0,05 vs. IRC+PN. B) Imagen 
representativa de Western Blot y cuantificación relativa de la expresión proteica de Klotho en 
riñón. Todos los valores se expresan en unidades relativas respecto del grupo de Referencia. 
U.R., unidades relativas. aaap<0,005 vs. Referencia, bp<0,05 vs. IRC+PN. C) Imágenes 
representativas de inmunohistoquímica de Klotho renal y su cuantificación. En cada imagen 
se indica la escala relativa en µm. aaap<0,005 vs. Referencia, bp<0,05 vs. IRC+PN. Se 
representan los valores individuales y la media de cada grupo. Se utilizó GAPDH como gen 
constitutivo o control de carga. D) Correlación entre la expresión proteica de Klotho en riñón 
y sKlotho sérico en los grupos IRC. Los símbolos representan el grupo IRC+PN (●) e IRC+PA 
(■). 

Fibrosis renal 

En los grupos IRC, la tinción con tricrómico de Masson en riñón mostró un mayor 

grado de fibrosis en comparación con el grupo de referencia (Figura 16A-B). 

Además, en los ratones con IRC y especialmente en el grupo IRC+PA, la expresión 

génica en riñón de colágeno I y Dkk3, ambos marcadores de fibrosis, fue 

significativamente mayor (Figura 16C-D). 



Resultados 

 

75 

 

Figura 16: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre la fibrosis renal en el modelo murino. A) Imágenes representativas de la fibrosis 
renal intersticial y B) su cuantificación en el grupo de Referencia, ratones IRC alimentados 
con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y ratones IRC alimentados con una dieta con alto 
contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 semanas. En cada imagen se indica la escala 
relativa en µm. Se representan los valores individuales y la media de cada grupo. aap<0,01 y 
aaap<0,005 vs. Referencia. C) Expresión génica del colágeno I en riñón. D) Expresión génica 
de Dkk3 en riñón.  Se representan los valores individuales y la media de cada grupo. Todos 
los valores se expresan en unidades relativas respecto del grupo de Referencia. ap<0,05 y 
aaap<0,005 vs. Referencia. U.R., unidades relativas. Se utilizó GAPDH como gen constitutivo.  

Vía de Wnt/β-catenina en riñón 

El grupo IRC+PA mostró activación de la vía de Wnt en riñón (Figura 17A), que 

coincidió con una expresión génica significativamente mayor de Sost y Dkk1 en 

comparación con el grupo IRC+PN (Figura 17B). Respecto a la expresión proteica, 

no se observaron cambios significativos en Sost, pero el grupo IRC+PA mostró 

niveles de Dkk1 significativamente más elevados que los ratones IRC+PN (Figura 

17C). 
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Figura 17: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre los componentes de la vía en Wnt/β-catenina en el riñón en el modelo murino. 
A) Imágenes representativas de inmunohistoquímica de la expresión de la β-catenina activa 
y su cuantificación en el grupo de Referencia, ratones IRC alimentados con una dieta normal 
en fósforo (IRC+PN) y ratones IRC alimentados con una dieta con alto contenido en fósforo 
(IRC+PA) durante 14 semanas. En cada imagen se indica la escala relativa en µm. B) 
Expresión génica de Sost y Dkk1 en riñón. aaap<0,005 vs. Referencia, bp<0,05 y bbbp<0,005 
vs. IRC+PN. C) Imagen representativa de western blot y cuantificación relativa de la expresión 
proteica de Sost y Dkk1 en riñón. bp<0,05 vs. IRC+PN. Se representan los valores individuales 
y la media de cada grupo. Todos los valores se expresan en unidades relativas respecto del 
grupo de Referencia. U.R., unidades relativas. Se utilizó GAPDH como gen constitutivo o 
control de carga. 

Depósitos de calcio en riñón y diferenciación osteogénica en aorta 

El grupo IRC+PA mostró aumento de los depósitos de calcio renales en comparación 

con el grupo IRC+PN (Figura 18A). Además, en la IRC, se observó una correlación 

negativa entre los niveles de Klotho renal y los depósitos de calcio (r=-0,735; p=0,004, 

Figura 18B). Esta correlación se mantuvo cuando se añadió el grupo de referencia 

(r=-0,725; p<0,001). En la IRC también se encontró una correlación negativa y 

significativa entre sKlotho sérico y los depósitos de calcio renales (r=-0,610; p=0,027, 

Figura 18C), correlación que se mantuvo cuando se añadió el grupo de referencia al 

análisis (r=-0,671; p<0,001). 
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Figura 18: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre la formación de depósitos de calcio en el riñón en el modelo murino. A) 
Imágenes representativas de los depósitos de calcio renales y su cuantificación en el grupo 
de Referencia, ratones IRC alimentados con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y ratones 
IRC alimentados con una dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 semanas. 
En cada imagen se indica la escala relativa en µm. Se representan los valores individuales y 
la media de cada grupo. aaap<0,005 vs. Referencia y bp<0,05 vs. IRC+PN. B) Correlación entre 
la expresión proteica de Klotho y los depósitos de calcio renales en los grupos IRC. C) 
Correlación entre los niveles de sKlotho sérico y los depósitos de calcio renales en los grupos 
IRC. Los símbolos representan el grupo IRC+PN (●) e IRC+PA (■). VK, tinción Von Kossa. 

Ninguno de los grupos experimentales mostró calcificación vascular, evaluada 

mediante la tinción de rojo de Alizarina. Sin embargo, la aorta de los ratones con IRC 

presentó menor expresión génica de α-actina (Figura 19A) y Sost (Figura 19B).  

Ni en el grupo de referencia ni en los grupos IRC se observó correlación entre los 

niveles séricos de sKlotho y la expresión génica de α-actina en aorta. Los niveles 

urinarios de sKlotho tampoco se correlacionaron con la expresión génica de α-actina 

en aorta.  
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Figura 19: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre el proceso de diferenciación osteogénica en la aorta del modelo murino. A) 
Expresión génica de la α-actina y B) de Sost en el grupo de Referencia, ratones IRC 
alimentados con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y ratones IRC alimentados con una 
dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 semanas. Se representan los valores 
individuales y la media de cada grupo. ap<0,05 vs. Referencia. Todos los valores se expresan 
en unidades relativas respecto del grupo de Referencia. U.R., unidades relativas. Se utilizó 
GAPDH como gen constitutivo.  

Marcadores séricos y alteraciones en la histología y 

microarquitectura ósea en un modelo de IRC moderada en 

ratón 

Los ratones con IRC presentaron aumento de los niveles séricos de P1NP, marcador 

de formación ósea (Figura 20A). En el grupo IRC+PN se observó aumento de CTX-

I sérico, marcador de resorción ósea (Figura 20B). 

 

Figura 20: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre los marcadores séricos de formación (P1NP) y resorción (CTX-I) ósea en el 
modelo murino. A) Niveles séricos de P1NP y B) CTX-I en el grupo de Referencia, ratones 
IRC alimentados con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y ratones IRC alimentados con 
una dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 semanas. Se representan los 
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valores individuales y la media de cada grupo. aap<0,01 y aaap<0,005 vs. Referencia y bbp<0,01 
vs. IRC+PN. 

También se analizaron los niveles séricos de RANKL y OPG, reguladores de la vía 

de RANK/RANKL/OPG, implicada en la formación y resorción ósea. Los ratones de 

los grupos IRC mostraron una tendencia de disminución en RANKL y de aumento en 

OPG (Figura 21A-B). 

 

Figura 21: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre los niveles séricos de los reguladores de la vía RANK/RANKL/OPG en el modelo 
murino. A) Niveles séricos de RANKL y B) OPG en el grupo de Referencia, ratones IRC 
alimentados con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y ratones IRC alimentados con una 
dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 semanas. Se representan los valores 
individuales y la media de cada grupo. ap<0,05 vs. Referencia. RANKL, ligando del receptor 
activador para el factor nuclear κ B; OPG, osteoprotegerina; n.s., no significativo. 

Respecto a los parámetros trabeculares, los ratones IRC+PA mostraron menor 

grosor trabecular (Tb.Th) en comparación con el grupo de referencia. En los ratones 

IRC+PN se observó mayor superficie osteoblástica (Ob.S/BS) (Tabla 6). Además, el 

grupo IRC+PN mostró aumento de la superficie de osteoide (OS/BS) y del volumen 

de osteoide (OV/BV), mientras que no hubo cambios en los ratones IRC+PA respecto 

al grupo de referencia (Tabla 6). No se observaron cambios significativos en el resto 

de parámetros trabeculares analizados: volumen óseo (BV/TV), separación 

trabecular (Tb.Sp.), número de trabéculas (Tb.N.), número de osteoblastos 

(N.Ob/B.Pm), número de osteoclastos (N.Oc/B.Pm) y superficie osteoclástica 

(Oc.S/BS). 
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En cuanto a los parámetros corticales, el grupo IRC+PA mostró mayor porosidad 

(medida como Ct.BS/BV), menor grosor cortical (Ct.Th.) y menor volumen cortical 

(Ct.V.) respecto al grupo de referencia (Tabla 6). 

Tabla 6. Valores de µCT e histomorfometría ósea en el modelo de IRC en ratón. 

 

IRC, Insuficiencia Renal Crónica; PN, dieta normal en fósforo; PA, dieta con alto contenido en fósforo; 

DMO, densidad mineral ósea; BV/TV, volumen óseo; Tb.Th., grosor trabecular; Tb.Sp., separación 

trabecular; Tb.N., número de trabéculas; N.Ob, número de osteoblastos; Ob.S/BS, superficie 

osteoblástica; N.Oc, número de osteoclastos; Oc.S/BS, superficie osteoclástica; OS/BS, superficie de 

osteoide; OV/BV, volumen de osteoide; Ct. BS/BV, porosidad cortical; Ct.Th., grosor cortical; Ct.V., 

volumen cortical. ap<0,05, aap<0,01 y aaap<0,005 vs Referencia y bbbp<0,005 vs IRC+PN. Los valores se 

expresan como mediana [rango intercuartil] o media±desviación estándar. 
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Se observó correlación entre sKlotho sérico y el grosor trabecular (r=0,665; p=0,001), 

porosidad cortical (r=-0,532; p=0,016), grosor cortical (r=0,560; p=0,010) y volumen 

cortical (r=0,560; p=0,010). Sin embargo, cuando se estudiaron únicamente los 

grupos IRC, no se encontró correlación entre sKlotho sérico y estos parámetros de 

la microarquitectura ósea. No hubo asociación entre la microarquitectura ósea y 

sKlotho urinario. 

Efecto de sKlotho sobre la calcificación vascular in vitro 

Las CMLV de cultivo primario fueron incubadas en medio control (1,8 mM calcio y 1 

mM fósforo) o medio calcificante (MC: 1,8 mM calcio y 3 mM fósforo) durante 24 y 72 

horas, con o sin la adición de sKlotho (50 ng/ml). Tras 24 horas de exposición a las 

condiciones calcificantes, no se encontraron cambios en el contenido en calcio ni en 

la expresión génica de Osterix y Sost. Sin embargo, en las CMLV sometidas a 

condiciones calcificantes, la expresión génica de la α-actina fue significativamente 

menor en comparación al control (0,81±0,11 vs 1±0,09, respectivamente; p=0,002). 

La adición de sKlotho no alteró la expresión génica de la α-actina en condiciones 

calcificantes a las 24 horas (MC=0,81±0,11 vs MC+sKlotho=0,80±0,11; p=0,89). 

Tras 72 horas de exposición a condiciones calcificantes, el contenido en calcio y la 

expresión génica de Osterix aumentaron significativamente, mientras que la 

expresión génica de la α-actina se vio reducida (Figuras 22A-C). Cuando se añadió 

sKlotho, el contenido en calcio y la expresión génica de Osterix disminuyeron 

significativamente respecto a las condiciones calcificantes sin sKlotho (Figuras 22A-

B) y la expresión génica de la α-actina se recuperó parcialmente (Figura 22C). En 

las CMLV sometidas a condiciones calcificantes, los niveles de ARNm de Sost se 

redujeron respecto al control y su expresión génica aumentó de manera significativa 

cuando se añadió sKlotho (Figura 22D). 
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Figura 22: Efecto de sKlotho sobre la diferenciación osteogénica de células de músculo liso 
vascular de cultivo primario (CMLV) expuestas a medio control, medio calcificante (MC) y 
MC+sKlotho durante 72 horas. A) Cuantificación del contenido en calcio. B) Expresión génica 
de Osterix, C) α-actina y D) Sost. Todos los valores se expresan en unidades relativas 
respecto al grupo control como la media de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. Se representan los valores individuales y la media de cada grupo. ap<0,05; aap<0,01 
and aaap<0,005 vs. control, bp<0,05 y bbp<0,01 vs. MC. U.R., unidades relativas. 

Autofagia y daño vascular 

Modelo de IRC en ratón: niveles de autofagia en aorta 

Ambos grupos con IRC mostraron un mayor porcentaje de células positivas para 

LC3B-II respecto al grupo de referencia, alcanzándose niveles significativamente 

más altos en los ratones IRC+PA (Referencia=0,53±0,86%, IRC+PN=20,03±7,41% 

e IRC+PA=48,08±27,25%; p=0,0003; Figura 23). 
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Figura 23: Consecuencias de la insuficiencia renal crónica (IRC) y el consumo de fósforo en 
la dieta sobre los niveles de autofagia en la aorta del modelo murino. Imágenes 
representativas de inmunofluorescencia para LC3B-II y su cuantificación en la aorta en el 
grupo de Referencia, ratones IRC alimentados con una dieta normal en fósforo (IRC+PN) y 
ratones IRC alimentados con una dieta con alto contenido en fósforo (IRC+PA) durante 14 
semanas. En cada imagen se indica la escala relativa en µm. Se representan los valores 
individuales y la media de cada grupo. aaap<0,005 vs. Referencia. U.R., unidades relativas. 

Modelo de calcificación vascular in vitro: sKlotho como inductor de la 

autofagia 

Tras 24 horas de incubación en condiciones calcificantes y sKlotho, las CMLV 

mostraron mayores niveles de LC3B-II, medidos mediante inmunofluorescencia, 

respecto a las CMLV expuestas a condiciones calcificantes sin sKlotho, 

alcanzándose valores similares a los del control positivo de autofagia (medio nutrient 

free) (Figuras 24A-B). 

Además, se analizó la autofagia por western blot, mediante la incubación con 

bafilomicina A1 durante las últimas cuatro horas de experimento. Las CMLV 

expuestas a condiciones calcificantes y sKlotho mostraron aumento en los niveles 

celulares de LC3B-II respecto a las CMLV expuestas a condiciones calcificantes sin 

sKlotho (Figuras 24C-E). El aumento de la autofagia se confirmó en la línea celular 

A7r5, con la que se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con las CMLV de 

cultivo primario (Figura 25). 
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Figura 24: Efecto de sKlotho sobre la autofagia en células de músculo liso vascular de cultivo 
primario (CMLV) expuestas a medio control, medio calcificante (MC) y MC+sKlotho durante 
24 horas. A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia para LC3B-II. Cada imagen 
representa una célula. Se muestra un control positivo de autofagia (nutrient free, NF). B) 
Cuantificación de los puntos LC3B-II por célula. Se representan los valores individuales y la 
media de cada grupo. *p<0,05 vs. MC. C) Imagen representativa de western blot para la 
expresión proteica de LC3B-II. Se utilizó la β-actina como control de carga. El western blot 
muestra las condiciones experimentales sin (-) y con (+) exposición a Bafilomicina. D) 
Cuantificación relativa de la expresión proteica de LC3B-II. *p<0,05 vs. MC.  E) Cuantificación 
relativa de la expresión proteica de la proporción LC3B-II/LC3B-I. *p<0,05 vs. MC.  Se 
muestran la media y desviación estándar de cada grupo experimental. U.R., Unidades 
relativas. 
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Figura 25: Efecto de sKlotho sobre la autofagia en células de músculo liso vascular de rata 
de la línea comercial A7r5 expuestas a medio control, medio calcificante (MC) y MC+sKlotho 
durante 24 horas. A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia para LC3B-II. Cada 
imagen representa una célula. Se muestra un control positivo de autofagia (nutrient free, NF). 
B) Cuantificación de los puntos LC3B-II por célula.  Se representan los valores individuales y 
la media de cada grupo. *p<0,05 vs. MC. C) Imagen representativa de western blot para la 
expresión proteica de LC3B-II. Se utilizó la β-actina como control de carga. El western blot 
muestra las condiciones experimentales sin (-) y con (+) exposición a Bafilomicina. D) 
Cuantificación relativa de la expresión proteica de LC3B-II. *p<0,05 vs. MC.  E) Cuantificación 
relativa de la expresión proteica de la proporción LC3B-II/LC3B-I. *p<0,05 vs. MC. Se 
muestran la media y desviación estándar de cada grupo experimental. U.R., Unidades 
relativas. 
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Esta tesis doctoral incluye cuatro objetivos principales que se irán discutiendo en el 

siguiente orden: 1) Estudiar los niveles séricos y urinarios de sKlotho en pacientes 

en estadios ERC-2/3a a ERC-5 y en un modelo experimental de IRC en ratón. 2) 

Estudiar el daño vascular asociado a CKD-MBD en pacientes en estadios ERC-2/3a 

a ERC-5 y en un modelo experimental de IRC en ratón y la posible correlación del 

daño vascular con los niveles de sKlotho. 3) Estudiar en un modelo de IRC en ratón 

las alteraciones de la microarquitectura ósea y su posible correlación con sKlotho. 4) 

Estudiar el potencial efecto de sKlotho sobre la calcificación vascular en un modelo 

in vitro de CMLV y la posible implicación de la autofagia en el daño vascular. 

1. Niveles de sKlotho sérico y urinario en CKD-MBD 

sKlotho sérico y urinario en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5 

En pacientes con ERC, los niveles de sKlotho sérico disminuyeron a partir del estadio 

ERC-2/3a, antes de que FGF23 y PTH aumentaran, ambos marcadores clásicos de 

CKD-MBD. Esto posiciona a sKlotho sérico como biomarcador temprano de CKD-

MBD (239), siguiendo la misma línea que otros estudios clínicos en ERC (117, 118).  

Los valores de sKlotho sérico mostraron un ligero descenso no significativo durante 

la progresión de la ERC, lo que sugiere que sus valores no reflejan adecuadamente 

la progresión de la enfermedad, aunque aún es un tema controvertido (116-118, 240-

242). Al contrario de lo observado con sKlotho sérico, FGF23 aumentó de manera 

progresiva y significativa desde el estadio ERC-3b, mostrando mayor utilidad para 

reflejar la progresión de la enfermedad, como han mostrado otros autores (239, 241). 

El grupo control mostró que un mayor valor de sKlotho sérico se asoció a una menor 

creatinina sérica, pero esta tendencia desapareció en los pacientes con ERC. Este 

resultado indica de nuevo que sKlotho sérico no reflejó la progresión de la ERC y 

pone de manifiesto la influencia de múltiples factores en la ERC que no sufre la 

población general y que puede hacer perder las correlaciones encontradas en el 

grupo control. 
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En pacientes con ERC, los niveles de sKlotho urinario aumentaron, comportándose 

de manera opuesta a sKlotho sérico. Además, no se encontró correlación entre los 

valores séricos y urinarios de sKlotho. Esto sugiere la existencia de mecanismos de 

eliminación de sKlotho a través de la orina independientes de la liberación de sKlotho 

a la circulación sanguínea: un distinto grado, cronología o tipo de daño renal podría 

explicar el aumento inesperado de sKlotho urinario en la ERC. Estos resultados 

indican que los valores de sKlotho sérico y urinario deberían ser interpretados por 

separado. Además, dado que el procesamiento de muestras de orina para el análisis 

de sKlotho es especialmente delicado y no está estandarizado (132), pudo haber 

causas técnicas que hayan influido en la evaluación de sKlotho urinario. 

En consonancia con este trabajo, un estudio clínico reciente mostró la falta de 

correlación entre sKlotho sérico y urinario (128). Sin embargo, y al contrario de lo 

observado en el presente estudio, algunos autores han mostrado niveles reducidos 

de sKlotho urinario en la ERC (65, 116), llegando a disminuir incluso antes que 

sKlotho sérico (119), si bien hay que tener en cuenta que en varios de estos estudios 

la media de edad entre controles y pacientes con ERC es muy dispar, lo cual puede 

haber influido en la interpretación de sus resultados. 

Hay que tener en cuenta que los trabajos centrados en estudiar sKlotho urinario en 

la ERC son escasos y que aún no se sabe explicar la presencia de sKlotho en la orina 

-ya que el elevado tamaño de sKlotho, 130 kDa, le impide atravesar la barrera 

glomerular- ni cómo los distintos tipos de alteraciones renales podrían influir en la 

liberación de Klotho al espacio urinario (104, 243, 244). Hasta la fecha se han 

propuesto dos hipótesis para explicar la presencia de sKlotho en la orina. La primera 

propone que esta proteína sufriría un proceso de transcitosis que la transporta hasta 

el espacio urinario (104). La segunda hipótesis afirma que distintas proteasas podrían 

escindir la proteína Klotho transmembrana y liberarla a la orina (104). 
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sKlotho sérico y urinario en un modelo de IRC en ratón 

El valor de sKlotho sérico se redujo significativamente en los grupos IRC+PN e 

IRC+PA, mientras que FGF23 aumentó únicamente en el grupo IRC+PA, inducido 

por la dieta con alto contenido en fósforo (12). Como ocurrió en el estudio en 

pacientes con ERC, el descenso de sKlotho sérico ocurrió antes que el incremento 

de FGF23. Además, la caída (del 80%) de sKlotho sérico en el grupo IRC+PN fue 

más marcada que los aumentos de PTH. Asimismo, la correlación entre los niveles 

de creatinina y sKlotho séricos se perdió cuando se estudiaron únicamente los grupos 

con IRC. Estos resultados confirmaron el papel de sKlotho sérico como biomarcador 

temprano de CKD-MBD, pero no como indicador de progresión de IRC, tal y como se 

concluyó en el estudio en pacientes con ERC (Figura 26). 

Al igual que el estudio en pacientes con ERC, el modelo de IRC en ratón no mostró 

correlación entre sKlotho sérico y urinario. Sin embargo, a diferencia de lo observado 

en el estudio humano, el modelo de IRC en ratón mostró una reducción de sKlotho 

urinario en la IRC, lo que coincide con trabajos ya publicados (65, 116). Los 

resultados contradictorios acerca de sKlotho urinario en el estudio humano y en ratón 

ponen de manifiesto la complejidad técnica para evaluar sKlotho en orina, así como 

para interpretar sus valores (Figura 26).  

sKlotho sérico y Klotho renal en un modelo de IRC en ratón 

El modelo de IRC en ratón permitió estudiar la expresión de Klotho renal, 

observándose una clara correlación positiva con los niveles de sKlotho en suero en 

los grupos IRC+PN e IRC+PA, indicando que sKlotho sérico fue un marcador preciso 

de la expresión de Klotho renal en la IRC. Sin embargo, sKlotho urinario no mostró 

asociación con la expresión de Klotho renal (Figura 26). Estos resultados reafirman 

nuestros hallazgos a nivel bioquímico y posicionan sKlotho sérico como un predictor 

de Klotho renal, pudiendo tener implicaciones en la práctica clínica, ya que una 

muestra de sangre sería suficiente para estimar la expresión renal de Klotho. 

Este resultado podría parecer esperado, dado que el riñón es el principal órgano 

implicado en la síntesis de sKlotho (245). Sin embargo, en la ERC, el daño renal 
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podría alterar los mecanismos de eliminación de Klotho a través del riñón (104), como 

ha sido sugerido por otros autores (104, 246). 

 

Figura 26: Esquema que integra los resultados del estudio en pacientes con ERC, modelo de 
IRC en ratón y modelo de calcificación in vitro en CMLV acerca del papel de sKlotho en la 
ERC. ERC, enfermedad renal crónica; sKlotho, Klotho soluble; CMLV, células de músculo liso 
vascular. 

Daño renal en el modelo de IRC en ratón: vía de Wnt 

Los depósitos de calcio y la fibrosis renal aumentaron en la IRC. Además, los ratones 

de los grupos IRC presentaron mayor expresión génica de Dkk3, que participa en el 

proceso de fibrosis (44). Los ratones IRC+PA mostraron una vía de Wnt activa en el 

riñón, lo cual coincide con el aumento de depósitos de calcio y fibrosis, dado que la 

vía de Wnt está implicada en la formación de hueso y fibrosis (44, 247). 

Sin embargo, el grupo IRC+PA también mostró mayor expresión génica de Sost y 

Dkk1, dos de los principales inhibidores de la vía de Wnt. Podría tratarse de un 

mecanismo de defensa para frenar la activación de la vía de Wnt y así reducir la 

calcificación y fibrosis renal, como ha sido propuesto con anterioridad (248).  
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2. Daño vascular y niveles de sKlotho en CKD-MBD 

Rigidez aórtica en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5 

Como era de esperar, los pacientes con ERC presentaron presión arterial elevada 

(249). Los valores de VOP mostraron aumento de la rigidez aórtica únicamente en el 

estadio ERC-5, por lo que, en la cohorte estudiada, la VOP no parece ser la técnica 

más adecuada para detectar daño vascular en estadios tempranos de ERC. Sin 

embargo, sí permitiría detectar daño vascular y plantear medidas preventivas en 

pacientes con deterioro renal antes de entrar en diálisis, en los que el daño vascular 

es la primera causa de mortalidad (Figura 27). Otros estudios encontraron aumentos 

tempranos de la rigidez aórtica en la ERC, si bien la edad del grupo control y 

pacientes con ERC fue distinta (250) y la mayoría de ellos se llevaron a cabo en 

pacientes en diálisis (251, 252).  

A pesar de que la VOP es la técnica de referencia para evaluar rigidez vascular, su 

uso no está extendido en la práctica clínica (253), por lo que haberla aplicado en 

pacientes con ERC es interesante y podría suponer una manera sencilla y no invasiva 

para detectar daño vascular en esta enfermedad, aunque su utilidad debe ser 

confirmada. De hecho, a nivel técnico, los valores de VOP presentan limitaciones, ya 

que existe variabilidad inter-operador (254), lo cual dificulta la comparación entre 

estudios. 
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Figura 27: Uso de las técnicas no invasivas VOP -evaluación de la rigidez aórtica- y SMI -
detección de neovascularización de la capa adventicia- para detectar daño vascular en la 
ERC en etapas avanzadas de la enfermedad, pero antes de que el paciente entre en diálisis. 
ERC, enfermedad renal crónica; VOP, velocidad de onda de pulso y SMI, ecografía 
ultrasensible sin contraste para la detección de microflujo. 

Aterosclerosis, grosor íntima-media carotídeo y neovascularización de 

la capa adventicia en pacientes en estadios ERC-2/3a a ERC-5 

Los pacientes con ERC presentaron mayor presencia de placas de ateroma, aunque 

sólo fue significativa en la arteria femoral, en consonancia con otros estudios (255). 

Además, en los pacientes con ERC, la presencia de placas de ateroma tanto en la 

arteria carótida como en la femoral fue en aumento con la progresión de la 

enfermedad, lo cual concuerda con otros trabajos (256-258). 

Los pacientes con ERC presentaron un aumento progresivo del grosor íntima-media 

carotídeo que sólo alcanzó la significación estadística en el estadio ERC-5, a pesar 

de que en población general, el grosor íntima-media carotídeo es considerado un 

marcador temprano de aterosclerosis (259). 

Es interesante destacar que el grosor íntima-media carotídeo fue el único parámetro 

de daño vascular evaluado que se asoció a los niveles de sKlotho sérico. En la ERC, 
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los pacientes con niveles más elevados de sKlotho sérico mostraron menor grosor 

íntima-media carotídeo (Figura 26). Esto significa que sKlotho sérico podría ser un 

biomarcador del aumento del grosor íntima-media carotídeo en la ERC, lo cual ayuda 

a confirmar estudios recientes (259-261). Los niveles de sKlotho urinario no se 

correlacionaron con ninguno de los tipos de daño vascular evaluados; además su 

posible papel biomarcador de daño vascular en la ERC apenas ha sido estudiado. 

La técnica experimental SMI, una ecografía ultrasensible y no invasiva -al no requerir 

contraste- detectó la neovascularización de la capa adventicia en la arteria carótida. 

No se pudo evaluar la neovascularización de la arteria femoral debido a la alta 

presencia de artefactos en las imágenes, quizás derivados de la estructura curva de 

esta arteria (262). Se detectó un aumento de la neovascularización de la capa 

adventicia carotídea en el estadio ERC-4. Este resultado sugiere que la detección de 

la neovascularización de la capa adventicia mediante SMI no permitió el diagnóstico 

temprano de daño vascular en la ERC, aunque, al igual que se mencionó con la VOP, 

es interesante destacar la detección no invasiva del daño vascular en pacientes con 

ERC que aún no han entrado en diálisis (Figura 26). Sorprendentemente, en ERC-5 

el aumento de la neovascularización de la capa adventicia carotídea no fue 

significativo. Si bien el menor tamaño muestral en ERC-5 respecto a ERC-4 pudo 

haber influido en esta pérdida de significación estadística, otra hipótesis de carácter 

fisiopatológico podría explicar la falta de aumento en la neovascularización en ERC-

5 respecto del grupo control: dado que los pacientes en ERC-5 son los que 

presentaron mayor presencia de placas de ateroma, la calcificación de las mismas 

podría estar ocultando los neovasos que habrían promovido la formación de las 

placas.  

Otros estudios encontraron que la neovascularización de la capa adventicia fue un 

marcador precoz de daño vascular y previo a la aterosclerosis. Sin embargo, estos 

trabajos utilizaron otras técnicas para detectar neovascularización, como la ecografía 

con contraste CEUS (183, 184), con el inconveniente de ser una técnica invasiva, y 

muy pocos están centrados en la neovascularización de la capa adventicia en la ERC 

(186). 
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Es interesante remarcar la correlación positiva encontrada entre la rigidez aórtica 

medida mediante VOP y la neovascularización de la capa adventicia carotídea 

medida mediante ecografía SMI. La correlación entre ambas técnicas aporta 

fiabilidad a la SMI para la detección de daño vascular, pudiendo suponer una 

potencial aplicación clínica, ya que el grado de neovascularización de la capa 

adventicia carotídea podría predecir la rigidez aórtica y viceversa. 

Hay que destacar que el grupo control presentó valores elevados de rigidez aórtica, 

presencia de placas de ateroma, grosor íntima-media carotídeo y neovascularización 

de la capa adventicia carotídea, ya que la edad de los participantes, de media 65,5 

años, ya supuso un riesgo de enfermedad cardiovascular asociado al envejecimiento 

(263-265), lo que pudo haber influido en la detección tardía del daño vascular 

mediante VOP y ecografía SMI en los pacientes con ERC.  

Llamó la atención que la correlación positiva entre el IMC y la neovascularización de 

la capa adventicia carotídea observada en el grupo control no se encontrase en los 

pacientes con ERC, dado que un IMC elevado se asocia a mayor riesgo 

cardiovascular en población general (266). Este resultado pone de manifiesto la 

multitud de factores implicados en la ERC y que han hecho perder peso al IMC como 

predictor de daño vascular. Además, varios autores han observado que en la ERC, 

los individuos con mayor IMC presentaron, curiosamente, menor riesgo 

cardiovascular y mortalidad asociada (267-269). 

Diferenciación osteogénica en un modelo de IRC en ratón 

Los ratones del modelo de IRC no mostraron calcificación vascular, ya que estos 

animales presentan resistencia a la calcificación vascular y es necesario un gran 

estímulo de daño o bien el uso de modelos específicos -como los ratones ApoE- para 

inducirla (270, 271).  

Sin embargo, los grupos con IRC presentaron pérdida de expresión génica de α-

actina -marcador de contractilidad vascular- y Sost -inhibidor de la vía de Wnt- en 

aorta. La menor expresión de este inhibidor de la vía de Wnt podría implicar una vía 

de Wnt más activa y por lo tanto tendencia a la calcificación. Estos resultados 
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muestran diferenciación osteogénica en aorta, que representa el daño previo a la 

calcificación vascular (90, 272). 

No hubo asociación entre sKlotho sérico ni urinario con la expresión génica de la α-

actina en aorta en el grupo de referencia ni en la IRC. Este resultado sugiere que 

sKlotho no reflejó adecuadamente el proceso de diferenciación osteogénica -daño 

vascular temprano- en este modelo de IRC, aunque son necesarios más estudios 

para confirmarlo. 

3. Alteraciones óseas en un modelo de IRC en ratón 

Los marcadores séricos de remodelado óseo P1NP y CTX-I aumentaron en los 

ratones IRC+PN, indicando mayor formación y resorción ósea, en consonancia con 

estudios previos (234). Sin embargo, el grupo IRC+PA mostró un aumento de P1NP, 

pero no mostró cambios en CTX-I, indicando un incremento de la formación ósea, 

pero no de la resorción. Este resultado sugiere que en el hueso, el fósforo alteró la 

respuesta provocada por la IRC. 

En cuanto a los niveles séricos de los marcadores moleculares de la vía de 

RANK/RANKL/OPG, RANKL tendió a disminuir en la IRC, mientras que OPG 

presentó una tendencia al aumento. Estos resultados sugieren una posible respuesta 

de defensa para proteger el hueso de los efectos de la IRC, aunque no está claro 

cómo se alteran los niveles séricos de estos marcadores en la ERC. El aumento de 

OPG podría estar asociado a calcificación vascular (273, 274) y osteoporosis (275) y 

se han encontrado niveles elevados de RANKL sérico en la ERC (276). 

En los ratones IRC, el incremento de la superficie osteoblástica y la superficie y 

volumen de osteoide indica que la IRC provocó una respuesta de formación ósea a 

nivel trabecular, lo que va en consonancia con los marcadores séricos P1NP y CTX-

I, así como con los cambios posiblemente protectores en los niveles séricos de 

RANKL y OPG. Sin embargo, este efecto de formación de hueso trabecular en la IRC 

desapareció con la dieta con alto contenido en fósforo. Este resultado sugiere que el 

fósforo influyó en la actividad ósea. De hecho, recientemente se mostró, en pacientes 
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en hemodiálisis, una asociación entre el fósforo sérico y mayor riesgo de fracturas 

por fragilidad (277). Es posible que, en los ratones IRC+PA, la mayor cantidad de 

fósforo disponible permitiera la mineralización ósea, aunque ésta pudiera ser 

defectuosa. 

Respecto al hueso cortical, el grupo IRC+PN mostró mayor tendencia a la porosidad 

y menor grosor y volumen. En el grupo IRC+PA, el hueso cortical presentó una 

porosidad significativamente más elevada, así como un menor grosor y volumen 

respecto a los ratones IRC+PN, lo que indica que el efecto de la dieta con alto 

contenido en fósforo se unió al efecto de resorción ósea provocado por la IRC. Esta 

respuesta no coincidió con los cambios observados en los marcadores séricos, pero 

hay que tener en cuenta que éstos ofrecen información puntual, mientras que la 

microarquitectura ósea informa de cambios acumulados en el tiempo. 

Estos resultados mostraron el distinto comportamiento del hueso cortical y trabecular, 

ya que no respondieron de la misma manera ante la dieta con alto contenido en 

fósforo en la IRC. Mientras que el hueso cortical está más expuesto al efecto de la 

PTH y se daña en primer lugar (87, 278), el hueso trabecular tarda más en verse 

afectado por la IRC y presenta mayor actividad metabólica (12). 

En la IRC, sKlotho sérico y urinario no se correlacionaron con los parámetros óseos 

estudiados, lo que sugiere que sKlotho no sería un biomarcador de las alteraciones 

óseas en la ERC. Sin embargo, existen estudios clínicos en ERC que han asociado 

los niveles reducidos de sKlotho sérico con alteraciones de la microarquitectura ósea 

(279) y mayor tasa de fracturas por fragilidad (280). Un estudio experimental reciente 

asoció los niveles reducidos de sKlotho urinario con menor área trabecular (281), 

pero el papel de sKlotho urinario como posible biomarcador de alteraciones óseas 

apenas ha sido investigado. 
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4. sKlotho y daño vascular: posibles mecanismos 

implicados 

La autofagia se ha propuesto como mecanismo de defensa frente a la calcificación 

vascular en la ERC (168, 282) y varios estudios han mostrado que sKlotho indujo 

autofagia en distintos tejidos (109, 283). Dado que el modelo de IRC en ratón 

presentó valores reducidos de sKlotho en la IRC, se pretendió investigar la posible 

interacción entre sKlotho y autofagia en la vasculatura. 

La aorta de los ratones IRC+PA presentó mayor autofagia, lo cual podría implicar una 

posible respuesta de defensa para frenar el daño vascular -en este caso 

diferenciación osteogénica-, de manera similar a lo sugerido en otros trabajos (168, 

282). 

Los experimentos in vitro mostraron que, en condiciones calcificantes durante 72 

horas, sKlotho previno el depósito de calcio extracelular, el aumento de expresión 

génica de Osterix y la reducción de α-actina y Sost. Este resultado muestra que, en 

un modelo in vitro de 72 horas, sKlotho previno la diferenciación osteogénica. 

Además, se observó que, en 24 horas, sKlotho incrementó la autofagia en 

condiciones calcificantes, lo que sugiere que la autofagia podría ser uno de los 

mecanismos de acción de sKlotho frente a la diferenciación osteogénica (Figura 26). 

Este resultado sigue la misma línea que otros efectos beneficiosos atribuidos a 

sKlotho, como la acción pro-autofágica en corazón y riñón (109), acciones anti-

apoptóticas y anti-senescentes en células endoteliales (107, 108), reducción de la 

calcificación vascular inducida por la hiperfosfatemia (65, 66) o protección cardiaca 

(111-113).  

Desafortunadamente, la autofagia es un proceso muy rápido y fluctuante en el tiempo 

(159), por lo que no fue posible evaluar autofagia a las 72 horas de cultivo, cuando 

las CMLV ya presentaban diferenciación osteogénica y sKlotho la previno. Este 

trabajo sugiere que la autofagia podría ser un mecanismo de acción de sKlotho para 
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su función protectora frente a la diferenciación osteogénica, pero son necesarios 

nuevos enfoques y experimentos para confirmar la hipótesis. 

Limitaciones y fortalezas del estudio 

Este estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, los resultados de los 

pacientes con ERC y del modelo de IRC en ratón son sólo parcialmente 

extrapolables, ya que sKlotho urinario mostró tendencias opuestas en estos dos 

modelos. Además, debido a la escasez de suero en el caso del modelo en ratón y 

por la complejidad que implican otras técnicas de detección de sKlotho en suero y 

orina, como la inmunoprecipitación, no fue posible validar los niveles de sKlotho con 

otra técnica distinta al ELISA. En el estudio en pacientes con ERC, la elevada media 

de edad de los participantes pudo haber enmascarado parte del daño vascular que 

se esperaba detectar en estadios tempranos de la enfermedad, si bien la detección 

tardía del daño vascular pone de manifiesto el buen mantenimiento de los pacientes 

con ERC por parte del Servicio de Nefrología del HUCA. Finalmente, hubiera sido 

interesante contrastar la detección de la neovascularización de la capa adventicia por 

SMI con una técnica ecográfica estándar, como el CEUS. 

A pesar de las limitaciones mencionadas, esta tesis presenta fortalezas. Tanto en el 

estudio en pacientes con ERC como en el modelo de IRC en ratón se midió sKlotho 

sérico y urinario para contrastar su potencial utilidad como biomarcador de CKD-MBD 

en ambos tipos de muestra. Además, en pacientes con ERC se investigó la utilidad 

de la VOP y ecografía SMI, dos técnicas de manejo sencillo y no invasivas no 

utilizadas en la práctica clínica habitual. Finalmente, el estudio en pacientes con ERC 

ofreció una perspectiva traslacional interesante que confirmó la mayor utilidad de 

sKlotho sérico frente a sKlotho urinario como biomarcador de CKD-MBD. 
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• Investigar el mecanismo de eliminación de sKlotho a través de la orina para 

interpretar correctamente los niveles de sKlotho urinario en la ERC. 

• Desarrollar ensayos de ELISA y estandarizar las técnicas de procesamiento 

de muestras y evaluación de sKlotho en suero y orina para realizar análisis 

precisos que faciliten la comparación entre estudios. 

• Evaluar el daño vascular mediante VOP y SMI en una cohorte joven de ERC, 

para descartar el efecto de la edad. 

• Profundizar en el papel del fósforo sobre el remodelado óseo en la ERC. 

• Investigar el mecanismo de acción de sKlotho y autofagia sobre la 

calcificación vascular. 
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1. sKlotho sérico fue un marcador temprano de CKD-MBD, pero sus niveles no 

se asociaron con la progresión de la ERC. Por el contrario, FGF23 fue útil 

para seguir la evolución de la ERC. 

2. Los niveles de sKlotho en suero y orina no siguieron un mismo patrón de 

evolución, si no que varió según el modelo de ERC utilizado. 

3. Según los resultados de este estudio clínico-experimental, sKlotho sérico y 

urinario deberían interpretarse con precaución e individualmente, dado que 

sus niveles no mostraron correlación. 

4. sKlotho sérico reflejó de forma precisa la expresión de Klotho renal. Por el 

contrario, sKlotho urinario no mostró correlación con la expresión de Klotho 

en riñón. 

5. Las técnicas utilizadas para evaluar daño vascular en ERC detectaron 

aumentos de rigidez aórtica (VOP) y neovascularización de la capa adventicia 

carotídea (ecografía SMI) únicamente en estadios avanzados de ERC. Aun 

así, estas técnicas podrían tener relevancia en la práctica clínica, al detectar 

daño vascular de manera sencilla y no invasiva en pacientes con ERC antes 

de entrar en diálisis. 

6. En pacientes con ERC, la reducción de sKlotho sérico se asoció con aumento 

del grosor íntima-media carotídeo, hecho que sugiere que sKlotho sérico 

podría ser un biomarcador de daño vascular temprano en ERC. 

7. En un modelo de IRC en ratón, el exceso de fósforo parece alterar el 

remodelado óseo de forma diferente en el hueso cortical y trabecular. 

8. En un modelo in vitro de calcificación vascular, sKlotho previno la 

diferenciación osteogénica de CMLV. La autofagia podría ser un posible 

mecanismo de acción de sKlotho implicado en este proceso 
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1. Serum sKlotho was an early CKD-MBD biomarker, but it was not associated 

with CKD-MBD progression. However, FGF23 was useful to follow CKD-MBD. 

2. Serum and urinary sKlotho levels were differentially altered in CKD, depending 

on the CKD model studied. 

3. According to this clinical-experimental study, serum and urinary sKlotho 

should be interpreted carefully and individually, as their values were not 

correlated. 

4. Serum sKlotho accurately predicted kidney Klotho expression. On the other 

hand, urinary sKlotho did not show correlation with kidney Klotho.  

5. The techniques which assessed vascular damage in CKD detected higher 

aortic stiffness (pulse wave velocity) and carotid adventitial neovascularization 

(SMI ultrasound) in advanced CKD stages. Nevertheless, these tools could be 

relevant in the clinical practice, as they diagnosed vascular damage in a 

simple and non-invasive manner in CKD patients before entering dialysis.  

6. In CKD patients, serum sKlotho reduction was associated with higher carotid 

intima-media thickness, suggesting that serum sKlotho could be a biomarker 

of early vascular damage in CKD.  

7. In a CKD mouse model, excessive phosphorus seems to differentially alter 

cortical and trabecular bone remodeling. 

8. In an in vitro model of vascular calcification, sKlotho prevented vascular 

smooth muscle cell osteogenic differentiation. Autophagy could be a possible 

mechanism to explain sKlotho actions on the vasculature. 
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