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RESUMEN

Clasicamente se consideraba que la calcificacién vascular era
un proceso pasivo y degenerativo que frecuentemente
ocurria con la edad avanzada, aterosclerosis, varias
alteraciones metabdlicas (como diabetes mellitus y estadios
finales de enfermedad renal) y en raras enfermedades
genéticas. Sin embargo, desde hace algunos afos, la
calcificacion vascular es considerada como un proceso activo
y regulado de manera semejante a la mineralizacién y
metabolismo del hueso, en el que se encuentran implicadas
diversas proteinas 6seas. Resultados recientes cuestionan la
clasica separacién de la calcificacién vascular en calcificacion
de la intima y calcificacion de la media, al menos en arterias
de capacitancia. Mecanismos procalcificantes y
anticalcificantes desempefian un papel activo en la
deposicién de calcio en las células vasculares, por lo que su
estudio se ha convertido en un area muy activa de
investigacion. La identificacion de dianas terapéuticas que
puedan enlentecer o incluso revertir la calcificacidon vascular
podria suponer un avance muy importante en las
estrategias terapéuticas para los pacientes afectados de
enfermedades renales.

Palabras clave: Calcificacion de la media. Calcificacion de la
intima. Enfermedad renal crénica. Calcificacion vascular.

INTRODUCCION

En la calcificacion vascular la deposicion de fosfato célcico,
en forma de cristales de bioapatita (similar al hueso), puede
ocurrir en los vasos sanguineos y en las valvulas cardiacas'.
Clasicamente, se han distinguido los tipos de clacificacion ar-
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Vascular calcification: types and mechanisms
ABSTRACT

Vascular calcification has traditionally been considered to
be a passive process that was associated with advanced
age, atherosclerosis, uncommon genetic diseases and some
metabolic alterations such as diabetes mellitus and end-sta-
ge kidney failure. However, in the last years, vascular calci-
fication has been proven to be an active and regulated pro-
cess, similar to bone mineralisation, in which different
bone-related proteins are involved. Recent results question
the classic classification of vascular calcification into intimal
and medial calcification, at least in capacitance arteries. Pro
and anti-calcifying mechanisms play an active role in cal-
cium deposition in vascular cells, making this area an acti-
ve focus of research. The identification of therapeutic tar-
gets which can slow down the progression or even reverse
vascular calcification could be an important step forward
in the treatment of patients with chronic kidney disease.

Keywords: Medial calcification. Intimal calcification. End-
stage kidney disease. Vascular calcification.

terial dependiendo de dénde se depositara el calcio. Asi, la
calcificacion arterial se ha dividido en calcificacion de la in-
tima (asociada a la placa de ateroma)?, y en calcificacion de
la media (conocida como esclerosis de Monckeberg), ligada
a la rigidez vascular por mineralizacién de las fibras eldsticas
y la arteriosclerosis observada con la edad, diabetes y enfer-
medad renal crénica (ERC)’. La primera estaria relacionada
con un aumento de la deposicién de lipidos y el infiltrado de
células inflamatorias mientras que en la segunda tendria mas
influencia el cambio de fenotipo de las células de misculo
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liso vascular hacia células parecidas a osteoblastos. En pa-
cientes con ERC se observa una mezcla de ambas calcifica-
ciones*’. Sin embargo, resultados recientes parecen sugerir
que esta clasificacion no seria tan clara y que ambas serian
manifestaciones del proceso aterosclerdtico®, al menos en
grandes arterias. La descripcion original de Monckeberg es
del afio 1903’. En su articulo se describia la presencia de cal-
cificaciones en la capa media de las arterias de 18 pacientes
sin placa evidente. Sin embargo, la descripcion se hizo sin la
ayuda de técnicas actuales para medir deposicion de lipidos,
matriz extracelular, etc. No seria extraflo pensar que lo que
realmente estaba describiendo eran distintos grados de evo-
lucién de la placa aterosclerética. Sin embargo, en los lti-
mos afios varios estudios han descrito pacientes con esclero-
sis de Monckeberg®'2. Si analizamos detalladamente dichos
estudios, podemos intuir que en la practica totalidad se pue-
den apreciar caracteristicas de lesiones aterosclerdticas, des-
de el aumento del grosor intima-media, disrupcion de la 14-
mina eldstica interna o incluso depdsito de lipidos. Ademads,
las grandes arterias presentan una capa media con un nimero
muy bajo de células de musculo liso vascular, siendo mas
sensibles al proceso aterosclerdtico que al cambio fenotipico
hacia células parecidas a osteoblastos.

Un reciente estudio de nuestro grupo usando el tinico método
no invasivo para determinar la exacta localizacion de las cal-
cificaciones vasculares (ecografia) demuestra que, en arterias
de capacitancia, la calcificacion vascular se produce asociada
a la presencia de aterosclerosis®. En este trabajo estudiamos
la presencia de calcificaciones vasculares y placa de ateroma
en las arterias cardtida, femoral y braquial de 232 pacientes y
208 controles. El tipo de calcificacion vascular mas comun fue
la calcificacion lineal de la intima, seguida de la calcificacion
de la placa de ateroma. Este aparente nuevo tipo de calcifica-
cién vascular en realidad no es tal. Histol6gicamente, la calci-
ficacion de la lamina eldstica interna ya se habia descrito en
arterias coronarias". Otro resultado importante de este trabajo
es que la calcificacion lineal de la intima estaba intimamente
asociada con la presencia de placas, pues no se detectaba en
arterias radiales (que no desarrollan aterosclerosis) y la ausen-
cia de placa carotidea constituia un factor protector. Asi pues,
nuestros resultados parecen indicar que, en grandes arterias de
pacientes en didlisis, la calcificacién vascular predominante
estd asociada a la presencia de aterosclerosis.

MECANISMOS DE CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacion vascular es un proceso activo y regulado en el
que intervienen diferentes mecanismos no excluyentes entre si'.
Calcio y foésforo

Algunos autores se refieren a ellos como los «mecanismos
pasivos de la calcificacion». Los niveles elevados de Ca, Py
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Ca x P (prevalentes en pacientes con ERC y significativamen-
te ligados a muerte por enfermedad cardiovascular [ECV] en
estos pacientes') promueven la formacién de ntcleos de cris-
tales de bioapatita y su crecimiento's. La bioapatita es el prin-
cipal componente mineral de huesos, espinas y conchas. En
estudios in vitro se ha observado que al exponer las CMLV a
altas concentraciones de calcio o fésforo se produce la depo-
sicién de bioapatita en la matriz extracelular. Cuando se in-
cuba con ambos elementos a la vez se puede observar un
efecto sinérgico de la calcificacion'. Pero no se trata simple-
mente de un proceso pasivo de precipitacion de los iones bi-
valente, sino que implica un cambio fenotipico de las CMLV
y las up-regulation de genes cominmente asociados con la
diferenciacion 6sea'®. Los efectos de la hiperfosfatemia estan
mediados por un contransportador de fosfato dependiente de
sodio, el NPC, cuyo subtipo Pit-1 se ha encontrado en las
CMLV. El alto fésforo estimula la actividad de la carga, mien-
tras que el elevado calcio induce la expresion de ARNm de
Pit-1. Este transportador permite la acumulacion de fésforo
dentro de la célula, que sirve como sefial para la expresion de
genes osteogénicos. Esto provoca la secrecion de moléculas
minerales (vesiculas de matriz, proteinas ligadoras de calcio,
fosfatasa alcalina y matriz extracelular rica en coldgeno). La
combinacidn de estos factores conlleva la transformacion de
la célula para ser susceptible de calcificacion (figura 1).

Muerte celular y apoptosis

La calcificacion vascular estd relacionada con la aparicion de
vesiculas matriz con contenido citopldsmico y membrana ce-
lular intacta (al igual que sucede en el desarrollo 6seo); estas
vesiculas se forman a partir de células donde se origina mi-
neralizacién o son el resultado del proceso de apoptosis celu-
lar (cuerpos apoptéticos). La pared del paciente urémico estd
lesionada por procesos de inflamacién y estrés oxidativo, por

Fésforo elevado
Calcio elevado

@ Vineral
@ Vesiculas de matriz

Mineralizacion
de la matriz

Adaptado de Giachelli et al.".

Figura 1. Modelo de los efectos del calcio y el fésforo sobre la
mineralizacion de las CMLV.
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lo tanto es razonable pensar que exista apoptosis celular.
Proudfoot et al.” muestran que la apoptosis regula la calcifi-
cacion vascular in vitro. De acuerdo con estos autores, las ve-
siculas de matriz son capaces de concentrar calcio en su inte-
rior y son el origen de los cristales de bioapatita.

Inhibidores de la calcificacion

Las células de los vasos expresan en condiciones normales molé-
culas inhibidoras de la mineralizacién. La pérdida de su expresion,
como sucede en la ERC, provoca lo que se denomina «pérdida de
la inhibicién natural», dando lugar a una calcificacion espontdnea
y a un aumento de la mortalidad. Mediante andlisis mutacionales
en ratones se ha elaborado una lista con estas moléculas inhibido-
ras de la calcificacion, entre las que se incluyen a:

Matrix Gla Protein

La Matrix Gla Protein (MGP) fue el primer inhibidor de la
calcificacion identificado. Es una proteina dependiente de vi-
tamina K que se expresa constitutivamente en CMLV y en cé-
lulas endoteliales de vasos normales, pero su expresion estd
muy disminuida en arterias calcificadas®. También se ha ob-
servado que su expresion disminuye en modelos in vitro de
calcificacion®. Los niveles séricos de MGP son menores en
pacientes con calcificaciones que en los que no tienen®. Ade-
mads, los ratones knock out para MGP desarrollan severas cal-
cificaciones de la media y mueren por rotura adrtica®.

Fetuina A

Es una glicoproteina sérica que inhibe la calcificacién vas-
cular ectépica. Es un potente inhibidor de la formacién de
hidroxiapatita, reduciendo la formacién de cristales en solu-
ciones que contienen calcio y fésforo in vitro, sin afectar a
los ya formados*. Los ratones deficientes en esta proteina
desarrollan extensas calcificaciones de los tejidos blandos
como miocardio, rifién, lengua y piel®.

Osteopontina

La osteopontina (OPN) es una fosfoproteina que se encuentra
normalmente en los tejidos mineralizados como hueso y dien-
tes, y estd implicada en la regulacion de la mineralizacién al
actuar como inhibidor del crecimiento de los cristales de apati-
ta®. Aunque no se encuentra en arterias normales algunos au-
tores han detectado su expresion en placas aterosclerdticas y
vélvulas adrticas calcificadas??. Giachelli et al.* para exami-
nar el papel de OPN en la calcificacién vascular cruzaron rato-
nes OPN-/- (que no muestran manifestaciones vasculares) con
ratones MGP-/- (que si desarrollan calcificaciones vasculares).
Los ratones OPN-/- MGP-/- muestran una calcificacién mas
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acelerada que los que sélo son deficientes en MGP (MGP-/-
OPN+/+), por lo que estos estudios indican que OPN es un in-
hibidor inducible de la calcificacién vascular in vivo.

Osteoprotegerina

La osteoprotegerina (OPG) es un miembro de la familia de re-
ceptores de los factores de necrosis tumoral que ha sido identi-
ficado como regulador de la resorcion 6sea. La OPG es pro-
ducida por una gran cantidad de tejidos, incluidos el sistema
cardiovascular, pulmon, rifién y sistema inmune®. En las lesio-
nes calcificadas avanzadas, la OPG se presenta alrededor del
area calcificada. Se ha observado que los ratones deficientes
en OPG desarrollan osteoporosis severa y calcificacion de la
media®, dejando clara su funcién como inhibidor de la calcifi-
cacion vascular. Se ha estudiado el potencial de OPG como
marcador de la enfermedad cardiovascular. Su nivel en suero
se incrementa con la severidad de la calcificacion vascular®.
OPG funciona como un receptor soluble, sefiuelo de ligando
(RANKL) del receptor activador del factor nuclear kB
(RANK)*2. RANKL es producido por las células T activadas y
estimula RANK, y esta activacion permite, entre otras, el au-
mento de expresion de los mediadores de inflamacién. OPG
es, ademds, receptora del ligando inductor de la apoptosis rela-
cionada con el factor de la necrosis tumoral (TRAIL), que es
un potente inductor de apoptosis. TRAIL se encuentra en gran
variedad de tejidos, incluyendo las CMLYV vy las células endo-
teliales. En las lesiones aterosclerdticas humanas, TRAIL se ha
localizado en torno a las dreas calcificadas’.

Activadores de la calcificacion

Ademads de la hiperfosfatemia y de la hipercalcemia existen
estudios que sugieren la presencia de sustancias en el suero
de los pacientes con ERC capaces de estimular la calcica-
ciéon®. CMLYV bovinas en presencia de suero urémico incre-
mentan la expresion de proteinas relacionadas con el proceso
de calcificacion. Se ha identificado un amplio nimero de fac-
tores de la uremia que son capaces de inducir genes osteogé-
nicos, de transformacion osteobldstica y de secrecion de al-
gunas proteinas de la matriz 6sea en la pared de los vasos y
tejidos blandos. Algunos de estos factores son: el factor de
necrosis tumoral (TNF)*, citoquinas inflamatorias”, fibro-
nectina®, coldgeno tipo I** y 25-hidroxicolesterol®. Estas sus-
tancias del suero urémico promueven la expresién de molé-
culas fundamentales para la calcificacion vascular.

Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina (ALP) es una de los marcadores fenoti-
picos de los osteoblastos y se considera que es esencial en el
proceso de calcificacion vascular. Se ha detectado su presen-
cia en las calcificaciones vasculares y de vélvulas cardiacas.
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ALP expresada en la superficie celular puede actuar sobre los
liberadores de fosfato, liberando fosfato inorganico®. Las ci-
toquinas inflamatorias y la vitamina D inducen su up-regula-
tion y la mineralizazion**'.

Core binding factor alpha 1

Core binding factor alpha 1 (Cbfal) es el principal regulador
de la diferenciacion ésea. Los ratones deficientes en Cbfal
tienen problemas en la formacion de cartilago y mineraliza-
cion del hueso*. Actiia como un factor de transcripcion que
dispara la expresion de importantes genes de la linea osteo-
blastica como son la osteocalcina, la osteopontina, la ALP o
el colageno tipo I1?. El fosfato® y las toxinas urémicas® ejer-
cen la up-regulation en su expresion.

Bone morphogenic proteins

Las bone morphogenic proteins (BMPs) son un grupo de, al me-
nos, 30 proteinas que reciben este nombre por sus propiedades
osteoinductivas. Las BMPs forman parte de la superfamilia del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-3). Actiian a través
de la unién a un complejo heterodimero de receptores de trans-
membrana (receptor BMP I y II) que trimeriza después de la se-
fial. La unién de una BMP a su receptor especifico II da como
resultado la activacion de los receptores tipo I. Esto provoca la
fosforilacion y la translocacion nuclear de los factores de trans-
cripcién Smad modificando asf la tasa de transcripcion de los
genes diana*. Inducen la formacion ectdpica de hueso®.

BMP2 es un potente morfogénico dseo y su expresion desenca-
dena programas de regulacion transcripcional osteogénica en el
arbol arterial. BMP2 induce tanto a Msx2 como a Cbfal en
CMLV*. Msx2 es requerido para la formacién de hueso intermem-
branoso y Cbfal es critico para la diferenciacién de osteoblastos,
la formacion de hueso endocondrial y la neovascularizacion.

Desde hace algtin tiempo se las reconoce como mediadores de
la calcificacion vascular: BMP2 y BMP4 estan implicadas en la
mineralizacion y en la induccién de la inflamacién local, mien-
tras que BMP7 retrasa la calcificacion vascular. Las BMPs se
expresan en variedad de células en las lesiones aterosclerdticas
como son en las endoteliales y en las CMLV*“. El efecto de
BMP2 en la calcificacion vascular estd inhibido por MGP®.

RANKL

RANKL (también denominada OPGL) es una proteina de
316 aminoécidos con un peso molecular de 38 kD. Su expre-
sién estd también modulada por varias citoquinas, glucocor-
ticoides y PTH*. RANKL se produce por células de la linea
osteobldstica y células T activadas. Promueve la formacién,
fusién, diferenciacidn, activacion y supervivencia de osteo-
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clastos, permitiendo el aumento de la resorcién y pérdida de
hueso’’. RANKL estimula a su receptor especifico RANK,
que se expresa en un nimero mds reducido de células como
los progenitores y osteoclastos maduros, las células T activa-
das y las células dendriticas***. La activacién de RANK por
RANKUL inicia la cascada de sefializacion intracelular de NF-
«B. El paso final de activaciéon de RANK es la translocacién
al nicleo de NF-kB, el cual puede tener lugar por la via cla-
sica o por la via alternativa. Ambas vias estdn reguladas por
sus quinasas que son, respectivamente, IKKp e IKKa. La
translocacion al nicleo de NF-kB modula la expresion de di-
ferentes genes como, por ejemplo, BMP4* (figura 2).

Los efectos biologicos de OPG son opuestos a los mediados
por RANKL, ya que OPG actiia como un inhibidor soluble
que previene la interacciéon de RANKL y la subsiguiente es-
timulacion de su receptor RANK™.

La primera evidencia de que este sistema estaba implicado
en la calcificacién vascular derivé del estudio del ratén knock
out para OPG, el cual presenta osteoporosis y calcificaciones
de la aorta y arterias renales®. La expresion de OPG se pue-
de encontrar en la media de arterias grandes® y en varios ti-
pos de células del vaso, como son las VSMC y las endotelia-
les™®. En células endoteliales se ha demostrado que actia
como un factor autocrino de supervivencia®. Por el contra-
rio, RANKL y RANK sélo se han podido localizar en las dre-
as calcificadas de los ratones transgénicos, pero en las arte-
rias de ratones con el genotipo salvaje”. Otros estudios han
demostrado que OPG inhibe la calcificacién vascular en ra-
tas in vivo provocada tanto por vitamina D como por warfa-
rina®. La evidencia definitiva de que el RANKL promueve
directamente la calcificacion vascular llegé en 2009. En ese
afio, un trabajo de nuestro laboratorio demostré que el
RANKL directamente aumenta la calcificacion de las CMLV
mediante un aumento de la expresién de BMP4. Este aumen-
to de la expresion se debe a la activacion de la via alternativa
de sefializacién de NFxB.

RANKL —————> RANKL
{ y

Via Clasica Via Altemativa

iKKa-iKKB-iKKy iKKa \
— INFKB 2)
(NFKB 1) -m Forma
-~ |KBa E100 nmadura
= Fon
O==

La unién de RANKL a su receptor RANK provoca la translocacion al
nucleo de NFkB. Esta translocacion puede tener lugar por dos vias:
la clasica y la alternativa. En la via clasica: ikka., ikkp e ikky.

Figura 2. Esquema de la activacion de RANK por RANKL.
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CONCEPTOS CLAVE

1. Los resultados recientes parecen indicar que
en grandes arterias, el fenémeno de calcifica-
cion vascular va siempre asociado a la presen-
cia de placa de ateroma, mas que a anomalias
del metabolismo mineral. Esto no excluye que
alteraciones del metabolismo mineral puedan
estar agravando el fenémeno de calcificacién
vascular.

2.

Mecanismos procalcificantes y anticalcificantes
desempenan un papel importante en la fisiopa-
tologia de la calcificacion vascular. Las terapias
orientadas a disminuir la calcificacion vascular en
pacientes en dialisis deberian ir orientadas tanto
a hacer descender la carga aterosclerética de di-
chos pacientes como a restaurar los mecanismos
anticalcificantes o inhibir los procalcificantes.
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