
P.D. Biociencias y Ciencias Agroalimentarias 

Octubre, 2021 

    
 

 
 
 
  

Efecto de la restricción calórica 

sobre el metabolismo mineral y 

la enfermedad renal 
“Effect of caloric restriction on mineral metabolism and kidney disease” 

Ángela Vidal Carrascosa 
 

 

 
 

Directores: 

Dr. Escolástico Aguilera Tejero                                          

Dra. Ana Isabel Raya Bermúdez 



TITULO: Efecto de la restricción calórica sobre el metabolismo mineral y la
enfermedad renal

AUTOR: Ángela Vidal Carrascosa

© Edita: UCOPress. 2022 
Campus de Rabanales
Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Córdoba

https://www.uco.es/ucopress/index.php/es/
ucopress@uco.es



Programa de Doctorado en Biociencias y Ciencias Agroalimentarias 

Instituto de Estudios de Postgrados (IDEP), Universidad de Córdoba 

 

              

Efecto de la restricción calórica sobre el 

metabolismo mineral y la enfermedad renal 

“Effect of caloric restriction on mineral metabolism and kidney disease” 

 

Memoria de Tesis Doctoral presentada por Ángela Vidal Carrascosa para 

optar al grado de DOCTOR. 

Depositada el 19 de Octubre de 2021 

 

 

Directores: 

 

Dr. Escolástico Aguilera Tejero 

Catedrático. Departamento de Medicina 

y Cirugía Animal. Universidad de 

Córdoba. 

Dra. Ana Isabel Raya Bermúdez 

Profesora Titular. Departamento de 

Medicina y Cirugía Animal. Universidad 

de Córdoba. 



  



D. ESCOLÁSTICO AGUILERA TEJERO, DOCTOR EN VETERINARIA 

POR LA UNIVERSIDAD DE CÓRDOBA, CATEDRÁTICO DEL 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA Y CIRUGÍA ANIMAL DE LA 

UNIVERSIDAD DE CÓRDOBA 

 

INFORMA: 

Que doña ÁNGELA VIDAL CARRASCOSA, Licenciada en Veterinaria, 

ha realizado bajo mi dirección en el Departamento de Medicina y Cirugía 

Animal de la Universidad de Córdoba, el trabajo titulado: “Efecto de la 

restricción calórica sobre el metabolismo mineral y enfermedad renal (Effect 

of caloric restriction on mineral metabolism and kidney disease)” y que a mi 

criterio dicho trabajo reúne los méritos suficientes para optar al Grado de 

Doctor. 

Y para que así conste y surta los efectos oportunos, firmo el presente 

informe en Córdoba, a 13 de octubre de 2021. 

 

Fdo.: Escolástico Aguilera Tejero 



  



Dª ANA ISABEL RAYA BERMÚDEZ, DOCTORA EN VETERINARIA 

POR LA UNIVERSIDAD DE CÓRDOBA, PROFESORA TITULAR DEL 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA Y CIRUGÍA ANIMAL DE LA 

UNIVERSIDAD DE CORDOBA 

 

INFORMA: 

Que doña ÁNGELA VIDAL CARRASCOSA, Licenciada en Veterinaria, 

ha realizado bajo mi dirección en el Departamento de Medicina y Cirugía 

Animal de la Universidad de Córdoba, el trabajo titulado: “Efecto de la 

restricción calórica sobre el metabolismo mineral y enfermedad renal (Effect 

of caloric restriction on mineral metabolism and kidney disease)” y que a mi 

criterio dicho trabajo reúne los méritos suficientes para optar al Grado de 

Doctor. 

Y para que así conste y surta los efectos oportunos, firmo el presente 

informe en Córdoba, a 13 de octubre de 2021. 

 

 

Fdo.: Ana Isabel Raya Bermúdez 



  



 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
TÍTULO DE LA TESIS: EFECTO DE LA RESTRICCIÓN CALÓRICA SOBRE 
EL METABOLISMO MINERAL Y ENFERMEDAD RENAL 
 
 
 
DOCTORANDO/A: ÁNGELA VIDAL CARRASCOSA 
 
 
 

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS 
(se hará mención a la evolución y desarrollo de la tesis, así como a trabajos y publicaciones derivados de la 

misma). 

 
 
 
La doctoranda Ángela Vidal Carrascosa inició su labor investigadora durante 

sus estudios de Máster en Medicina, Mejora y Sanidad Animal en el año 

2016, año en el cual participó en tareas de investigación desarrolladas en 

nuestro grupo de trabajo “CTS179. Clínica médica”, perteneciente a la 

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Córdoba. En el año 2018, 

coincidiendo con el inicio de sus estudios de doctorado, se incorporó 

oficialmente a nuestro grupo como investigadora, siendo además beneficiaria 

de las ayudas de contratación de personal investigador joven. También se 

adscribió como colaboradora en el grupo “GC13. Metabolismo del Calcio. 

Calcificación Vascular” en IMIBIC. 

 

La presente Tesis Doctoral, englobada dentro del Programa de Doctorado de 

Biociencias y Ciencias Agroalimentarias de la Universidad de Córdoba, se ha 

desarrollado durante los años 2018 a 2021, bajo nuestra dirección y 

supervisión. Durante estos años, la doctoranda ha estado colaborando 

activamente en todas las tareas desarrolladas por el grupo demostrando 



 

 

 

interés y dedicación. Fruto de su trabajo ha publicado numerosos artículos en 

revistas de impacto en el área de biociencias e indexadas en Journal Citation 

Reports, permitiendo la presentación de esta Tesis con carácter de 

compendio de artículos. Además, durante el desarrollo de la Tesis, la 

doctoranda ha participado en congresos de ámbito tanto nacional como 

internacional. 

 

Derivado del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral, así como de la labor 

investigadora de la doctoranda, se ha generado la siguiente producción 

científica: 

 

 

a) Publicaciones científicas en revistas indexadas como primer autor: 

 

Vidal, A., Rios, R., Pineda, C., Lopez, I., Muñoz-Castañeda, J. R., Rodriguez, 

M., Aguilera-Tejero, E., & Raya, A. I. (2020). Direct regulation of fibroblast 

growth factor 23 by energy intake through mTOR. Scientific reports, 10(1), 

1795. https://doi.org/10.1038/s41598-020-58663-7 

 

Vidal, A., Rios, R., Pineda, C., Lopez, I., Rodriguez, M., Aguilera-Tejero, E., & 

Raya, A. I. (2020). Effect of caloric restriction on phosphate metabolism 

and uremic vascular calcification. American journal of physiology. Renal 

physiology, 318(5), F1188–F1198. 

https://doi.org/10.1152/ajprenal.00009.2020 

 

Vidal, A., Rios, R., Pineda, C., Lopez, I., Raya, A. I., Aguilera-Tejero, E., & 

Rivero, J. L. (2021). Increased 1,25(OH)2-Vitamin D Concentrations after 

Energy Restriction Are Associated with Changes in Skeletal Muscle 

Phenotype. Nutrients, 13(2), 607. https://doi.org/10.3390/nu13020607 

 

https://doi.org/10.1152/ajprenal.00009.2020
https://doi.org/10.3390/nu13020607


 

 

 

Vidal, A., Ríos, R., Pineda, C., López, I., Raya, A. I., Aguilera-Tejero, E., & 

Rodríguez, M. (2020). Caloric Intake in Renal Patients: Repercussions on 

Mineral Metabolism. Nutrients, 13(1), 18. 

https://doi.org/10.3390/nu13010018 

 

 

b) Comunicaciones científicas en Congresos Nacionales: 

 

Vidal, A., Raya, A. I., & Aguilera-Tejero, E. Efecto de la restricción calórica 

sobre la expresión de FGF23 en células óseas UMR106. VII Congreso 

científico de investigadores en formación de la Universidad de Córdoba. 

(Comunicación oral). Córdoba 2019. 

 

Vidal, A., Rios, R., Pineda, C., Lopez, I., Raya, A., & Aguilera-Tejero E. 

Fibroblast growth factor 23 (FGF23) is regulated by nutrient availability. 

10th IMIBIC young investigators meeting. (Comunicación oral). Córdoba 

2019. 

 

Vidal, A., Ríos, R., Pineda, C., Raya, A. I., López, I., Rodríguez, M., & 

Aguilera-Tejero, E. Fibroblast growth factor 23 down-regulation by chronic 

metabolic acidosis in rats. 12th IMIBIC young investigators meeting. 

(Comunicación oral). Córdoba 2021. (Aceptada, pendiente de celebración) 

 

Espartero, A., Vidal, A., Pineda, C., Raya, A. I., López, I., Rodríguez, M., & 

Aguilera-Tejero, E. Reduction of renal mass interferes with the 

phosphaturic action of rapamycin. 12th IMIBIC young investigators 

meeting. (Comunicación oral). Córdoba 2021. (Aceptada, pendiente de 

celebración) 

 

 

 

 



 

 

 

c) Comunicaciones científicas en Congresos Internacionales: 

 

Vidal, A., Rios, R., Pineda, C., Lopez, I., Raya, A., Aguilera-Tejero, E. 

Fibroblast growth factor 23 (FGF23) is regulated by nutrient availability. 

EMBO Workshop: Organ crosstalk in energy balance and metabolic 

disease. (Póster). Chiclana 2019, España. 

 

Ríos-Varo, R., Vidal, A., Raya, A. I., Pineda, C., López, I., Rodríguez, M., & 

Aguilera-Tejero, E. Caloric restriction does not protect against the 

developement of vascular calcification. ERA-EDTA congress. (Póster). 

Milán 2020, Italia. 

 

 

Por todo ello, se autoriza la presentación de la Tesis Doctoral. 

 
 

Córdoba, a 13 de Octubre de 2021 
 
 

 
Firma de los directores 

 
 
 

 
 
 
 

Fdo.: Escolástico Aguilera Tejero          Fdo.: Ana Isabel Raya Bermúdez 

 

 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

PREFACIO 

  



 

 

 



 

 

 

Corría el año 2016, mientras cursaba mis estudios de Máster en Medicina, 

Sanidad y Mejora Animal, cuando el Dr. Ignacio López Villalba contactó 

conmigo con motivo del Trabajo de Fin de Máster.  Quería saber si tenía tutor 

y tema. Después de mi respuesta negativa me propuso hacer el trabajo bajo su 

tutela planteándome dos opciones posibles, ambas interesantes pero muy 

diferentes entre sí. Una consistía en hacer un estudio de casos clínicos, la otra 

era un trabajo puramente científico y experimental. Yo, que inicié mis estudios 

de veterinaria por mi pasión por la clínica, me vi por primera vez en la 

coyuntura de seguir por la rama clínica o aventurarme en el desconocido 

mundo de la investigación. Tras no mucho pensar me decidí por la opción de 

laboratorio. Mi intención era intentar continuar con el Doctorado por lo que 

iniciarme en investigación era imprescindible. Me encomendó a la Dra. Ana 

Isabel Raya Bermúdez quien con su característica pasión y entusiasmo me 

enseñó qué era aquello de la inmunohistoquímica. Altos y bajos. Fue un 

camino con baches, pero fructífero y el resultado fue una calificación de 

Matrícula de Honor y reconocimiento con el Premio de Trabajo de Fin de 

Máster. Ignacio y Ana, gracias, a vosotros debo mis inicios. 

Terminado el máster no pude continuar con los estudios de Doctorado de 

forma inmediata por lo que el siguiente año lo pasé haciendo clínica en el 

Hospital Clínico Veterinario. Un año duro de trabajo en el que aprendí muchas 

cosas. Y ahí estaba Ignacio de nuevo. En un cruce de caminos por los pasillos 

del hospital me comentó que se iban a publicar unas becas de investigación. 



 

 

 

Terminé mi año de internado clínico y las convocatorias salieron. No fue fácil, 

había estado todo el año alejada de la investigación y había vuelto a mi ciudad 

de origen. Hablé con Ignacio, también con Ana. Y, por supuesto, con Alberto. 

Pareja, compañero y confidente. La única persona que me conoce casi mejor 

que yo misma. Sólo hizo falta que me dijera: ¿quieres hacer investigación? 

¿quieres seguir en la universidad? ¿quieres hacer el doctorado? Para, piensa y 

decide. La clínica ha sido siempre mi pasión, lo confieso, pero hay 

oportunidades que sólo se presentan una vez y en un momento determinado, y 

éste era el momento, así que solicité la beca. El 9 de enero de 2018 empecé a 

trabajar como investigadora junior en el Departamento de Medicina y Cirugía 

Animal bajo la tutela del Dr. Escolástico Aguilera Tejero, quien conociendo mi 

interés por hacer la Tesis Doctoral me preguntó si quería empezarla. Dos meses 

después estaba matriculada, ya era oficialmente doctoranda. Hasta hoy, en todo 

este camino, Escolástico ha sido quien me ha enseñado a pensar como un 

científico: cuestionar, investigar, confirmar y explicar; y, por encima de todo, 

paciencia y rigor. Gracias por confiar en mí y en mi trabajo. Gracias por 

guiarme y enseñarme. Sin tu ayuda hoy no se estaría escribiendo esta Tesis 

Doctoral con mi nombre impreso en ella. 

Equipo. Una palabra poco valorada y que, en el fondo, es una parte muy 

importante en todos los aspectos de nuestra vida. La familia es un equipo, los 

compañeros son equipo, los amigos son equipo. Equipo es un conjunto de 

personas unidas para beneficiarse de un bien común. La ciencia es el bien que 



 

 

 

persigue el equipo al que me uní hace casi 4 años liderado por Escolástico y 

con la compañía y trabajo de Ignacio, Ana, Carmen y Rafa. Carmen, 

perfeccionismo en el mejor sentido de la palabra, contigo me inicié en la 

biología molecular, me haces ver que a la meta se llega con constancia. Rafa, 

alegre y optimista, me enseñaste a trabajar con los animales desde el primer al 

último detalle. Gracias a todos por vuestra ayuda, por los días eternos en el 

animalario y por las risas en esos momentos de cansancio.  

Pero no todo es el equipo “rabanitos” cada uno de los compañeros del 

Grupo GC13 de IMIBIC han aportado su granito de arena en mi formación a lo 

largo de este camino. Juanmi, me enseñaste a trabajar con los cultivos 

celulares, una parte muy importante de mi trabajo como investigadora. Marién, 

un claro ejemplo de la vocación científica de un veterinario, siempre con 

respuesta a todas mis dudas técnicas. Yolanda, dispuesta a ofrecer tu extensa 

experiencia científica para ayudar en lo que fuera posible, dentro y fuera del 

laboratorio. Juan, imprescindible en mis primeras planificaciones de 

experimentos celulares, gracias por tus consejos y propuestas. Rodri y Cris, si 

alguien hay siempre en el laboratorio son ellos, compañía de agradecer en 

aquellas tardes interminables y aquellos fines de semana de trabajo en el 

laboratorio. Y, por último, aunque no menos, Dr. Mariano Rodríguez Portillo, 

tu conocimiento científico no se puede cuantificar, cuando aún no existía 

nuestra estrella de oro (el FGF23) ya estudiabas sus efectos, gracias por esos 



 

 

 

análisis cargados de ideas y por aportar siempre el punto de vista traslacional a 

nuestro trabajo. 

Experimentación animal, biología molecular, cultivos celulares... ¿quién 

me iba a decir que todo ello formaría parte de mi vida? Pero también se cruzó 

la anatomía en mi camino. De la mano del Dr. José Luis López Rivero aprendí 

a procesar, analizar e interpretar trabajando con muestras de musculatura 

esquelética. Un trabajo arduo y, a veces, desagradecido por los impedimentos 

técnicos, pero con resultado reconocido. Mi humilde conocimiento de biología 

muscular te lo debo a ti, a tu confianza y a tus ganas de enseñar. 

Ha llegado el final de esta primera etapa y en este manuscrito dejo 

constancia del trabajo realizado y de los resultados obtenidos. Pero este final 

no es más que el principio de nuevas cuestiones por resolver. Si algo he 

aprendido en estos años es que el conocimiento es tan amplio que cuanto más 

sabes más conscienciente eres de lo que te queda por conocer. Mucho 

recorrido, pero sobre todo mucho por recorrer. 

  



 

 

 

  



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En memoria de Kira 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“El conocimiento es el alimento del alma” 

Platón, 427-347 a.C. 
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1. METABOLISMO ENERGÉTICO 

1.1. Obesidad: situación actual e implicaciones para la salud pública 

La obesidad es un problema de gran importancia sanitaria y de tendencia 

epidémica a nivel mundial. Actualmente, está reconocida como un factor de 

mortalidad prematura en la población. Según los datos de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS/WHO), las enfermedades cardiovasculares, 

respiratorias y la diabetes mellitus se encuentran entre las 10 enfermedades que 

acumulan el mayor número de muertes en el mundo (WHO, 2020); y todas 

ellas comparten un mismo factor de riesgo: la obesidad (WHO, 2021). 

En España, la prevalencia de la obesidad se encuentra en un 14,5% 

ascendiendo hasta un 38,5% en el caso de sobrepeso. Además, según el 

informe de 2019 de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económicos (OCDE), la obesidad supone el 9,7% del gasto anual de la sanidad 

pública (OCDE, 2019), siendo un importante problema sanitario del siglo XXI 

en el país. 

Aunque el origen de la obesidad es multifactorial, el elevado consumo de 

alimentos altamente calóricos unido al aumento del sedentarismo son los 

principales factores que influyen en el desarrollo de sobrepeso. La excesiva 

oferta en el mercado de productos de elevada densidad energética dificulta el 

control de los hábitos nutricionales. Además, muchos de estos productos 

carecen de un valor nutricional adecuado, lo que implica un desajuste del 
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balance metabólico general. Por otro lado, la necesidad de elaborar alimentos 

altamente palatables es un punto crítico en la industria alimentaria ya que de 

ello depende su aceptación en la población. Esto conduce al uso de aditivos en 

los productos elaborados, que persiguen alcanzar este objetivo. Aunque es bien 

conocido el uso de endulzantes con este fin y el riesgo que conlleva su 

consumo en el desarrollo de determinadas patologías como la diabetes mellitus 

tipo 2 (Carocho et al., 2017; Mejia y Pearlman, 2019), también el fósforo es 

ampliamente utilizado en la industria alimentaria como aditivo, especialmente 

en productos elaborados de comida rápida (Takeda et al., 2014). Además, este 

se encuentra en forma de fósforo inorgánico, que es conocido que se absorbe 

más fácilmente que el fósforo contenido en los alimentos (Sarathy et al., 2008). 

Teniendo en cuenta que el fósforo, junto al calcio, es un mineral clave en el 

metabolismo mineral, la sobreingesta y el consecuente aumento de la carga 

tubular renal de fósforo repercute negativamente en los sistemas de regulación 

metabólicos, contribuyendo al progreso de la enfermedad renal (Gutiérrez, 

2013; Santamaría et al., 2018). 

 

1.2. Homeostasis del metabolismo energético 

Según la definición recogida por el Instituto de Metabolismo Celular, “el 

metabolismo energético es la parte del metabolismo celular destinado a 
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almacenar y consumir combustibles para cubrir las necesidades energéticas del 

organismo” (Meléndez-Hevia, 2011).  

Mantener un correcto balance energético es una labor que involucra a 

diferentes órganos, desde aquellos ampliamente reconocidos como 

participantes directos en el metabolismo energético (tubo digestivo, hígado, 

tejido adiposo) hasta el sistema nervioso central; pasando, también, por el 

sistema músculo-esquelético (Frontera y Ochala, 2015; Andermann y Lowell, 

2017; Titchenell et al., 2017; Martin et al., 2019) (Figura 1). 

 

Figura 1. Representación esquemática de los órganos involucrados en el control de la homeostasis 

energética. Tanto órganos directamente relacionados con el proceso metabólico (estómago, intestinos, 

hígado) como aquellos que actúan como reservorios energéticos (músculo esquelético y tejido adiposo) o 

control endocrino (tejido adiposo y páncreas) forman un sistema hormonal de señalización informando al 

cerebro del estatus nutricional del organismo. 
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El organismo obtiene la energía necesaria para su funcionamiento, 

principalmente, a través de dos mecanismos esenciales: metabolismo glucídico 

y metabolismo lipídico. El metabolismo glucídico es el mayor soporte 

energético del organismo por su rapidez y menor necesidad de gasto durante la 

obtención de energía. La glucosa procedente de la dieta, tras absorberse en el 

tubo digestivo, se incorpora al hígado a través del transportador de glucosa tipo 

2 (GLUT2), donde se almacena en forma de glucógeno sirviendo como fuente 

de reserva energética (Thorens, 2015; Mulukutla et al., 2016; Dimitriadis et al., 

2021).  Por otro lado, el músculo esquelético juega un papel fundamental en el 

metabolismo glucídico no sólo por la alta demanda energética para ejercer las 

funciones locomotoras, sino por ser también un importante reservorio de 

glucosa, que se almacena en forma de glucógeno por un mecanismo 

dependiente de insulina (Frontera y Ochala, 2015; Argilés et al., 2016).  

El segundo pilar imprescindible en la homeostasis energética es el 

metabolismo lipídico. Los lípidos aportan 9,4 kcal por cada gramo de grasa 

ingerida, valor muy superior a las 4 kcal/g que aportan los carbohidratos y las 

proteínas. El tejido adiposo, tradicionalmente asociado con una función 

limitada al almacenamiento de reservas energéticas, es reconocido actualmente 

como órgano endocrino de importante papel en la regulación del balance 

energético. Se encuentra involucrado no sólo en funciones relativas al 

metabolismo de los lípidos sino también interviniendo en la captación de 

glucosa dependiente de insulina, en la modulación de la respuesta del sistema 
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inmune e incluso en el control de la presión arterial (Ahima y Flier, 2000; 

Halberg et al., 2008; Rodríguez et al., 2008). 

El tejido adiposo produce sustancias de señalización conocidas como 

adipoquinas. Entre estas sustancias se encuentra la leptina. La leptina fue 

descubierta en 1994 y definida como “hormona de la obesidad” por su papel en 

el control del peso corporal gracias a su acción de inhibición directa sobre el 

apetito (Obici y Rossetti, 2003). Desde su descubrimiento ha sido una hormona 

muy estudiada como posible terapia para el tratamiento de obesidad y 

resistencia a la insulina (Zhao, S. et al., 2019), pues, junto con la adiponectina, 

es una de las hormonas encargadas de modular la sensibilidad a la insulina. 

Además, recientemente se ha descrito la existencia de una hormona 

perteneciente a la familia de los factores de crecimiento fibroblásticos (FGFs) 

que se encuentra estrechamente involucrada en la regulación de la homeostasis 

energética participando en la modulación tanto del metabolismo de la glucosa 

como de los lípidos. Esta hormona es el factor de crecimiento fibroblástico 21 

(FGF21) y ha demostrado tener multitud de funciones metabólicas. Así, esta 

proteína participa en la regulación de la glucemia gracias a su expresión en el 

hígado; en la oxidación de los ácidos grasos, por encontrarse en tejido adiposo; 

o favoreciendo la funcionalidad pancreática, ejerciendo como factor 

antiinflamatorio en este órgano (Fisher y Maratos-Flier, 2019). 
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Cada una de las señales generadas por cada órgano implicado en la 

regulación del estatus energético del organismo es enviada al sistema nervioso 

central, concretamente al hipotálamo. El hipotálamo es una glándula endocrina 

situada entre los dos hemisferios cerebrales. Es el encargado de regular 

multitud de procesos fisiológicos, entre ellos el apetito y la ingesta (Denbow, 

1989; Trimper y Brünning, 2017). Así, el control del apetito se consigue 

gracias a la interacción entre procesos físico-químicos e hipotálamo, siendo un 

mecanismo de regulación directamente ligado a la demanda celular y sujeto al 

aporte de nutrientes. El control de la ingesta es, por tanto, un mecanismo 

neuroendocrino por el cual se produce la activación/represión del centro del 

hambre y de la saciedad en el hipotálamo en respuesta a los diferentes 

estímulos procedentes: a) del tubo digestivo (barorreceptores y hormonas 

gástricas), b) de la concentración de nutrientes en el torrente sanguíneo 

(glucosa, lípidos y aminoácidos), y c) de las señales sensoriales procesadas en 

la corteza cerebral (Ritter, 2004; Maljaars et al., 2007; Blouet y Schwartz, 

2010; Holsen et al., 2012; Dendy et al., 2019). 

 

1.3. Vías de señalización celular de nutrientes 

El control metabólico ha sido desde años atrás hasta la actualidad el gran 

objetivo para la corrección o estabilización de patologías crónicas que afectan a 

la sociedad moderna como la obesidad, el síndrome metabólico o la diabetes 
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mellitus, entre otras. Sin embargo, a pesar de su importancia, la información de 

la que disponemos acerca de la implicación de los mecanismos directos de 

regulación de nutrientes en la fisiopatología de las enfermedades es 

relativamente escasa.  

La señalización celular de nutrientes es el mecanismo molecular más básico 

por el cual un organismo es capaz de mantener un correcto balance energético. 

Su fundamento se basa en la interacción sensor-nutriente con la finalidad de 

alertar sobre la abundancia o déficit de los recursos energéticos (glúcidos, 

lípidos y aminoácidos). Una molécula se considera sensor cuando es capaz de 

desencadenar la activación/inhibición de las diferentes vías reguladoras tras la 

interacción con un determinado nutriente u otra molécula (por ejemplo, 

hormonas) capaz de señalizar el estatus energético celular (Efeyan et al., 2015). 

Entre los mecanismos de señalización de nutrientes encontramos diferentes 

proteínas implicadas en la modulación energética de la célula. La más conocida 

por la población general es la insulina debido a las implicaciones que esta 

hormona tiene en la fisiopatología de la diabetes mellitus, una enfermedad 

ampliamente reconocida por la sociedad. La insulina es una hormona 

producida por las células beta-pancreáticas y que está relacionada con un 

estatus de repleción de nutrientes. Esto es, niveles de glucosa elevados en la 

circulación sistémica señalizan a la célula para promover la glucogenogénesis, 

almacenamiento de glucosa en forma de glucógeno, e inhibiendo además la 

glucogenólisis, liberación de glucosa a partir del glucógeno almacenado 
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(Dimitriadis et al., 2021). El mecanismo opuesto surge en una situación de 

depleción energética, en la que es la grelina, hormona comúnmente conocida 

como “hormona del hambre” y secretada por el estómago, la que toma el 

control glucídico, señalizando el déficit energético e incrementando los niveles 

de glucosa en el torrente sanguíneo (Mani et al., 2019). Estas moléculas actúan 

como señalizadoras del metabolismo glucídico ejerciendo su acción sobre las 

vías de señalización de la insulina y el factor de crecimiento insulínico tipo 1 

(IGF-1). 

Aunque son varios los sensores de nutrientes que se conocen, por ser objeto 

de estudio en esta tesis, nos centraremos en dos fundamentalmente: AMPK (del 

inglés, AMP-activated protein kinase) y mTOR (del inglés, mechanistic target 

of rapamycin). 

 

Vía de señalización de la AMPK 

AMPK, como su nombre indica, es una proteína quinasa activada por 

adenosín-monofosfato (AMP). Fue identificada como tal en la década de los 

80, cuando se purificó por primera vez a partir del hígado de la rata (Munday et 

al., 1988). Es una proteína que se encuentra en todas las células eucariotas y su 

principal acción es la de regular el metabolismo energético señalizando la 

disponibilidad de nucleótidos de AMP y de adenosín-difosfato (ADP) relativos 

a la cantidad de adenosín-trifosfato (ATP). El aumento de la ratio AMP/ATP o 
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ADP/ATP estimula la actividad de AMPK, promoviendo la fosforilación de 

estas moléculas y dando como resultado la generación de nucleótidos trifosfato 

(Carling, 2017; Yan et al., 2018).  

Cuando se descubrió la AMPK el principal hallazgo fue su papel 

fundamental en la regulación del metabolismo energético por protagonizar los 

mecanismos reguladores de la síntesis lipídica en el hígado de la rata (Munday 

et al., 1988) pero, actualmente, se sabe que esta proteína responde al estrés 

energético actuando como sensor de nutrientes en diferentes órganos y tejidos, 

siendo el principal sensor energético celular en los mamíferos (Xu, J. et al., 

2012; Garcia y Shaw, 2017; Steinberg y Carling, 2019) (Figura 2). Así, la 

actividad de la AMPK no se restringe únicamente al control homeostático del 

metabolismo de los lípidos, sino que influye también sobre el metabolismo de 

carbohidratos, aminoácidos, colesterol, así como sobre crecimiento celular y 

autofagia (Herzig y Shaw, 2018; Li y Chen, 2019; Steinberg y Carling, 2019). 
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Figura 2. Representación esquemática de las funciones fisiológicas en las que se encuentra involucrada AMPK. Fuente: Steinberg y Carling, 2019. 
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Aunque se le atribuye a AMPK la inhibición de la síntesis proteica y el 

proceso de autofagia celular, esta actividad está mediada de forma indirecta por 

la inhibición del complejo 1 de mTOR (mTORC1) que acontece durante la 

estimulación de AMPK (Garcia y Shaw, 2017). El crecimiento celular también 

se encuentra co-regulado entre AMPK y mTOR. Esto es, en condiciones de 

baja disponibilidad energética, la activación de AMPK conlleva la inhibición 

de mTOR, lo que se traduce en la disminución del crecimiento celular, así 

como de la inhibición de la síntesis proteica (Hezig y Shaw, 2018). 

Diversas son las situaciones en la que la vía de la AMPK puede ser 

activada o inhibida. Puesto que se trata de una quinasa dependiente de AMP, su 

principal vía de estímulo es el estatus energético celular. Así, se ha descrito que 

AMPK se activa en situaciones de alto consumo energético como es el caso del 

ejercicio, donde se han encontrado beneficios sobre el aprovechamiento del 

glucógeno y la sensibilidad a la insulina por parte del músculo esquelético 

(Hardie 2011; Friedrichsen et al., 2013; Janzen et al., 2018). No obstante, 

publicaciones recientes han evidenciado que esta proteína no sólo responde al 

déficit energético celular, sino que además es capaz de señalizar la glucosa de 

forma independiente al estrés celular (Lin y Hardie, 2018). Esto es un punto 

importante a remarcar puesto que implica que la privación de energía 

encabezada por la disponibilidad de glucosa ejerce efectos directos sobre las 

vías de señalización de nutrientes y, consecuentemente, contribuye a 

intercambiar anabolismo por catabolismo celular, sin existir una necesidad 
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orgánica directa. Cabría pues pensar que AMPK podría activarse como señal 

de aviso ante situaciones susceptibles de provocar estrés energético celular. 

Todo esto hace que AMPK se haya asentado como objetivo claro en los 

estudios sobre metabolismo energético convirtiéndose en una molécula que ha 

traspasado la barrera de la investigación para introducirse en la industria 

farmacéutica como diana para el control metabólico (Carling, 2017; Herzig y 

Shaw, 2018; Steinberg y Carling, 2019). De hecho, el conocimiento sobre el 

alcance de AMPK tiene especial interés por su aplicación terapéutica en 

patologías como la diabetes tipo 2, cáncer, inflamación y obesidad (Garcia y 

Shaw, 2017; Herzig y Shaw, 2018). 

 

Vía de señalización de mTOR 

Entre los mecanismos moleculares de regulación del metabolismo 

energético, y estrechamente relacionada con la vía de la AMPK, se encuentra 

mTOR. La proteína mTOR es una serina/treonina perteneciente a la familia de 

las fosfatidilinositol-3-quinasas (PI3K) (Laplante y Sabatini, 2012). mTOR fue 

descubierta en la década de los 90, cuando Sabers y colaboradores aislaron la 

proteína en células de mamíferos, nombrándola por primera vez como 

mammalian target of rapamycin (Sabers et al., 1995). No obstante, unos años 

antes a su identificación en mamíferos, ya diversos autores pusieron de 

manifiesto la existencia de la molécula TOR (target of rapamycin). Estos 
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autores la catalogaron como proteína responsable del efecto tóxico de la 

rapamicina en las levaduras (Hietman et al., 1991; Kunz et al., 1993). La 

rapamicina (también conocida como sirolimus) es un antibiótico macrólido con 

función inmunosupresora que inhibe la activación de las células T y se une al 

receptor citosólico FKBP12 (del inglés, 12 kDa FK binding protein), 

inhibiendo la actividad de mTOR y ejerciendo un efecto antiproliferativo a 

nivel celular (Saunders et al., 2004).  

mTOR no es una molécula simple, sino que interactúa con otras proteínas 

para formar complejos multiproteicos. Así, se diferencian dos complejos de 

mTOR. mTORC1 está formado por cinco proteínas y se caracteriza por ser 

sensible a la inhibición por rapamicina (Tokunaga et al., 2004; Chen y Zhou, 

2020). Cumple funciones relacionadas con el metabolismo, crecimiento, 

proliferación y autofagia celular gracias a su actuación como sensor de 

nutrientes, concretamente de prótidos, lípidos y nucleótidos (Pena-Leon et al., 

2020). El complejo 2 de mTOR, mTORC2, por su parte, está constituido por 

un total de seis proteínas, entre ellas rictor (rapamycin-insensitive companion 

of mTOR), que le confiere la característica de insensibilidad parcial a la 

rapamicina. Este complejo se encarga de la activación de otras proteínas 

involucradas en funciones metabólicas, así como en la apoptosis celular (Chen 

y Zhou, 2020; Huang, 2020) (Figura 3). 
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Figura 3. Representación esquemática de las funciones fisiológicas en las que se encuentra 

involucrada mTOR. Fuente: Laplante y Sabatini, 2012. 

 

Dado lo expuesto, se hace evidente el importante papel que tiene mTOR en 

la regulación del metabolismo celular. Desde su descubrimiento hace más de 

30 años, son múltiples y diversas las funciones metabólicas asignadas a esta 

proteína. Sin embargo, todas estas funciones pivotan en torno a la capacidad de 

mTOR para actuar como sensor celular de nutrientes (Pena-Leon et al., 2020), 

característica gracias a la cual consigue mantener un correcto balance entre 

catabolismo y anabolismo en respuesta a la disponibilidad de nutrientes. 

(Laplante et al., 2012). 

La desregulación de mTOR ha demostrado estar involucrada en diferentes 

patologías, desde trastornos metabólicos como la obesidad o la diabetes, hasta 

el proceso natural del envejecimiento, pasando por el cáncer (Chen y Zhou, 

2020; Huang, 2020). En este sentido, en la última década, ha crecido de forma 

incesante su estudio como posible diana terapéutica para combatir estos dos 

últimos procesos. Así, mientras algunos estudios apuestan por la capacidad 
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antiproliferativa resultante de la inhibición de mTOR como estrategia clave 

para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer (Gibbons et al., 2009; Huang, 

2020). Otros se han centrado en el envejecimiento. Así, en el año 2015, 

Cavanagh y colaboradores publicaron una extensa revisión en la que 

recogieron la evidencia existente hasta el momento sobre la implicación de 

mTOR en el proceso del envejecimiento en sus diferentes facetas. En ella, los 

autores remarcan el poder mimético que tiene la inhibición de mTOR en 

relación a los efectos observados durante un régimen de restricción calórica 

(RC) en roedores (Cavanagh et al., 2015). Además, resulta interesante resaltar 

que la actividad de mTOR no se limita a regular el metabolismo celular 

localizado, sino que hay estudios que avalan la capacidad de esta proteína para 

intervenir en el control del apetito actuando como sensor directo del estatus 

energético para el hipotálamo (Cota et al., 2004).  

En los últimos años se han publicado algunos estudios en los que se 

demuestran los beneficios de la inhibición de mTOR en diferentes patologías; 

desde aquellas puramente metabólicas como la obesidad (Makki et al., 2014) 

hasta el cáncer (Gibbons et al., 2009), las enfermedades cardiovasculares 

(Hamano, 2015; Zhao, Y. et al., 2015; Chiao et al., 2016; Maciejewski-Duval 

et al., 2018) y el envejecimiento en general. Sin embargo, aún no se sabe con 

certeza la implicación que la inhibición de mTOR pudiera tener en otros 

trastornos como la osteoporosis o en procesos músculo-esqueléticos (también 

propios del envejecimiento). Algunos estudios indican que la inhibición de 
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mTOR podría beneficiar a la salud ósea demostrando ser útil en la inhibición 

del crecimiento celular en osteosarcomas (Gobin et al., 2014). No obstante, es 

bien sabido que mTOR es un eslabón clave en la diferenciación celular de los 

osteoblastos y que interviene en el control de la resorción ósea, siendo 

imprescindible en el mantenimiento de la homeostasis del hueso (Bakker y 

Jaspers, 2015). En este contexto hay estudios con resultados contradictorios en 

cuanto a los efectos de mTOR sobre el hueso. Algunos autores defienden que 

la inhibición de mTOR tiene consecuencias negativas sobre el crecimiento 

mientras que otros reportan que la actividad de esta proteína está directamente 

relacionada con la pérdida de masa ósea (Shen et al., 2018). 

Todo esto pone de manifiesto la importancia de mTOR en la homeostasis 

general del organismo, respaldando los argumentos que defienden la necesidad 

de investigar en profundidad sobre el alcance de su actividad y los posibles 

mecanismos que permitan intervenir en su ruta de regulación, posicionando a 

mTOR como diana estratégica en el control de enfermedades (Xu, T. et al., 

2020). 

 

1.4. Restricción calórica (RC) 

La RC es un protocolo de actuación dietético ampliamente extendido en la 

nutrición médica como tratamiento directo de la obesidad. Así, la RC ha 

demostrado tener efectos beneficiosos sobre la adiposidad, interviniendo en la 



Introducción 

19 

 

conversión de tejido adiposo blanco en grasa parda, favoreciendo la 

termogénesis (Fabbiano et al., 2016). 

Además de ser una herramienta útil en el control y pérdida de peso, la RC 

ha demostrado tener múltiples efectos beneficiosos sobre la salud de especies 

tan diversas como macacos (Colman et al., 2009), nematodos (Lee, G.D. et al., 

2006), roedores (Almendáriz-Palacios et al., 2020) y también en humanos 

(Most et al., 2017). De hecho, más allá de los efectos directos de la RC sobre la 

adiposidad, se ha demostrado que la RC modula el metabolismo energético de 

tal forma que permite retardar el envejecimiento orgánico a diferentes niveles. 

En un estudio realizado en ratones, se observó que alimentar a los animales con 

un protocolo de RC durante 74 semanas favoreció la reprogramación hepática 

del metabolismo lipídico, disminuyendo la lipogénesis mediante la reducción 

de la expresión del receptor X hepático (LXR) y aumentando la lipólisis 

mediante el aumento de los niveles de FGF21 (Khula et al., 2014). También se 

ha demostrado que la RC mejora la salud cardiovascular ya que retrasa el 

envejecimiento vascular (Csiszar et al., 2009), protege la integridad endotelial 

y reduce la presión arterial (Daniele et al., 2021). Por otro lado, actualmente 

están emergiendo investigaciones encaminadas a estudiar los beneficios de la 

RC sobre la inmunidad en el cáncer (Eriau et al., 2021). El riñón es otro de los 

órganos que se beneficia de la disminución de la carga calórica de la dieta. 

Algunos autores exponen que la RC favorece la prevención del deterioro renal, 

reduciendo la gravedad de la nefropatía crónica desarrollada como 
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consecuencia del envejecimiento (Wang, S.Y. et al., 2018; Singh y Krishan, 

2019). 

El envejecimiento es objeto de estudio en muchos centros de investigación. 

La finalidad de estos trabajos es la de comprender la fisiología del 

envejecimiento a nivel celular y molecular en busca de estrategias que 

permitan retrasar el deterioro orgánico y mejorar la calidad de vida. En esta 

línea, en 2013, López-Otín y colaboradores publicaron una extensa revisión en 

la que recogen los puntos claves del envejecimiento. Entre ellos se encuentran 

no sólo las alteraciones producidas a nivel genómico sino también otros 

aspectos como la integridad proteica, la desregulación neuroendocrina o la 

alteración en la señalización celular de nutrientes (López-Otín et al., 2013).  

Especialmente interesante resulta el papel de los sensores de nutrientes en 

todo este proceso. Diferentes publicaciones demuestran que un protocolo de 

RC aumenta la esperanza de vida en roedores de laboratorio hasta un 10% 

(Omodei y Fontana, 2011). Sin embargo, los efectos sobre el aumento de la 

esperanza de vida en humanos se antojan difíciles de explorar; aunque los 

beneficios de la RC sobre patologías de carácter crónico como obesidad, 

diabetes o enfermedades cardiovasculares están bien reconocidos (Omodei y 

Fontana, 2011). Los mecanismos por los cuales la RC protege frente al 

envejecimiento son también foco de múltiples investigaciones. Hasta el 

momento se ha demostrado que los beneficios derivados de este protocolo 

dietético son consecuencia de la capacidad que tiene para disminuir la 
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inflamación y el estrés oxidativo, además de estimular de la autofagia (Wang, 

S.Y. et al., 2018). Aunque la información existente sobre los mecanismos 

moleculares que intervienen en estos procesos es aún escasa, en los últimos 

años ya se han establecido conexiones entre estos y los efectos de la RC. En la 

revisión de Cavanagh y colaboradores de 2015, los autores ya recogieron la 

relación entre el sistema renina-angiotensina (SRA), la RC y mTOR 

postulando que los efectos frente al envejecimientos se encuentran ligados a la 

reducción de mTOR mediados tanto el SRA como por la RC (Cavanagh et al., 

2015). En esta misma línea, en un estudio in vitro publicado recientemente, los 

autores ponen de manifiesto la implicación directa de las vías de señalización 

de mTOR y AMPK como responsables, al menos parcialmente, de la 

estimulación de la autofagia inducida por la RC (Ferreira-Marques et al., 

2021). 

El conocimiento sobre la relación entre el deterioro orgánico 

(concretamente renal) y el consumo desorbitado de alimentos altamente 

procesados y calóricos, junto a la evidencia sobre los beneficios de la RC y sus 

miméticos ha sido clave en el planteamiento de la presente Tesis Doctoral. En 

ella, se pretende explorar los efectos de la reducción de la ingesta calórica en el 

contexto de la enfermedad renal poniendo el foco en las alteraciones del 

metabolismo mineral (responsables de la mortalidad asociada a esta 

enfermedad) así como profundizar en los mecanismos implicados. 
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2. METABOLISMO MINERAL 

2.1. Homeostasis del calcio y el fósforo 

A pesar de la complejidad funcional y estructural de los mamíferos, el 

hecho es que aproximadamente un 94% de la composición corporal se reduce 

únicamente a seis elementos básicos: oxígeno, carbono, hidrógeno, nitrógeno, 

calcio y fósforo; mientras que otros 44 elementos se incluyen en el 2% restante 

en forma de trazas (Wang, Z.M. et al., 1992). Teniendo en cuenta que un tercio 

de nuestro cuerpo es agua, y, por tanto, oxígeno e hidrógeno, se hace evidente 

la importancia de los dos minerales, calcio y fósforo. 

El calcio es el mineral más abundante del organismo y, junto con el 

fósforo, conforman la estructura ósea de este. Así, la mayor parte del calcio 

(90%) y el fósforo (85%) del organismo se encuentra en forma de 

hidroxiapatita, cristales formados por fosfato cálcico. El resto del calcio 

adquiere un rol funcional siendo necesario para acciones como la transmisión 

de los impulsos nerviosos, la contracción muscular o la formación de otros 

compuestos imprescindibles en multitud de procesos fisiológicos, como la 

coagulación (Peacock, 2010). 

El calcio plasmático se encuentra en tres formas posibles en el siguiente 

orden de abundancia: calcio iónico (50%), calcio unido a proteínas (40%) o 

conformando otros compuestos (10%). La forma iónica es la que adquiere la 

mayor importancia ya que es la que participa directamente en los procesos 
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fisiológicos (Bushinsky y Monk, 1998). La concentración de calcio se 

mantiene en un estrecho rango de variación gracias a un complejo sistema de 

regulación liderado por hormonas como son la vitamina D, la hormona 

paratiroidea (PTH) o la calcitonina (Hall, 2016).  

Por su parte, el fósforo es también un elemento esencial en la conformación 

de moléculas tan importantes como los ácidos nucleicos o el ATP y el AMP, 

moléculas necesarias para llevar a cabo las funciones metabólicas del 

organismo (Peacock, 2021). El fósforo también se puede encontrar en el 

organismo en diferentes formas: unido a lípidos, unido a proteínas o en forma 

de fosfatos constituidos por fósforo inorgánico, siendo esta la forma que se 

encuentra libre en el plasma (Hall, 2016). El mecanismo de regulación de la 

concentración de fosfatos se encuentra liderado por la acción del factor de 

crecimiento fibroblástico 23 (FGF23), actuando este en consonancia con la 

vitamina D y la PTH (Sun et al., 2020; Peacock, 2021). 

 

2.2. Mecanismos reguladores del metabolismo mineral 

Vitamina D 

La vitamina D, junto con el FGF23 y la PTH, es uno de los elementos 

principales involucrados en el metabolismo mineral y es esencial para el 

correcto funcionamiento del metabolismo óseo. Las acciones lideradas por la 

vitamina D en el metabolismo fosfocálcico se resumen en: 1) favorecer la 
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absorción intestinal de calcio y fósforo, 2) reducir la excreción renal de calcio y 

fosfatos, 3) estimular la resorción y remodelación ósea. 

La vitamina D sufre un complejo proceso metabólico por el cual se 

convierte desde su forma inactiva (provitamina) a su forma activa involucrando 

en todo el proceso a diferentes órganos (piel, hígado y riñón). La vitamina D se 

obtiene bien por la ingesta directa en la dieta en forma de ergocalciferol 

(vitamina D2) o colecalciferol (vitamina D3), o mediante la síntesis en la piel 

con la intervención de la radiación solar. La principal forma inactiva de la 

vitamina D en los organismos superiores es la provitamina D3. El colecalciferol 

se metaboliza en el hígado dando lugar al compuesto 25(OH)-colecalciferol, 

también conocido como 25(OH)-vitamina D3 o calcidiol. El proceso 

enzimático final por el cual el calcidiol se transforma en el principal metabolito 

activo de la vitamina D es mediante una reacción de hidroxilación llevada a 

cabo en el riñón y dando como resultado la conversión a 1,25(OH)2-vitamina 

D3 (calcitriol) (Judd y Tangpricha, 2009; Zhang y Naughton, 2010). 

La concentración de vitamina D está modulada por los niveles de calcio y 

fósforo en plasma. Así, concentraciones bajas de estos dos elementos actúan 

como estímulo para activar la cadena metabólica de la vitamina D. Además, al 

menos en parte, la vitamina D también se encuentra regulada por los niveles de 

FGF23, el cual actúa de forma directa sobre el metabolismo de la vitamina D 

reduciendo la enzima 1-alfa-hidroxilasa (Cyp27b1) y aumentado la 24-

hidroxilasa (Cyp24a1). Esto tiene como resultado una disminución en la 
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producción renal de 1,25(OH)2-vitamina D3 (Shimada et al., 2004; Hasegawa 

et al., 2010). La secreción de la vitamina D también se ve influida por los 

niveles de PTH de tal forma que un aumento de esta hormona secundario a un 

descenso de calcio estimula la producción de calcitriol, que a su vez ejerce un 

efecto de retroalimentación negativa sobre la PTH, disminuyendo su secreción 

(Greco y Stabenfeldt, 2017) (ver Figura 4). 

Aunque la vitamina D se conoce tradicionalmente como “vitamina”, se 

sabe que sus funciones no se limitan al control del metabolismo fosfocálcico 

sino que abarcan un amplio espectro de acción participando en multitud de 

procesos fisiológicos haciendo funciones propias de una hormona (Christakos 

et al., 2013; Charoenngam y Holick, 2020; Saponaro et al., 2020). Así, se ha 

encontrado que la deficiencia de vitamina D repercute negativamente en la 

salud cardiovascular (Kaur et al., 2018; Disthabanchong y Srisuwarn, 2019), en 

procesos inflamatorios (Mansouri et al., 2017), en la función renal (Vila-

Cuenca et al., 2018) o en la salud ósea (Schoor et al., 2008). 
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Figura 4. Resumen del proceso metabólico de la vitamina D. La vitamina D se obtiene bien por la ingesta directa en la dieta o mediante la síntesis en la piel con la 

intervención de la radiación solar que sintetiza la provitamina D3 a colecalciferol. El colecalciferol se metaboliza en el hígado dando lugar a la forma inactiva de la 

vitamina D (25(OH)-vitamina D3), que sufre un proceso de hidroxilación en el riñón mediante el cual se convierte en su forma activa (1,25(OH)2-vitamina D3). Este 

proceso metabólico se encuentra regulado por la actividad de las enzimas 1-alfa-hidroxilasa (Cyp27b1) y 24-hidroxilasa (Cyp24a1), que a su vez se modulan por la 

concentración de calcio (Ca), fósforo (P), factor de crecimiento fibroblástico 23 (FGF23) y hormona paratiroidea (PTH). 
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Hormona paratiroidea 

Las glándulas paratiroides son uno de los grandes pilares de la regulación 

del metabolismo fosfocálcico. Se trata de pequeños órganos situados en las 

proximidades de la glándula tiroides y cuya función es la de participar en el 

control del metabolismo mineral mediante la secreción de PTH.  

La PTH es una hormona de 84 aminoácidos cuya secreción se encuentra 

supeditada a los niveles de calcio plasmáticos, de forma que un estado de 

hipocalcemia estimula la actividad de las glándulas paratiroides incrementado 

la secreción de PTH, mientras que los niveles elevados de calcio la reducen 

(Felsenfeld et al., 2015). Aunque el principal estímulo en la secreción de PTH 

es el calcio, la PTH también responde a las fluctuaciones de fósforo, 

estimulándose su secreción en respuesta a un aumento de los valores 

plasmáticos de este (Almaden et al., 1996; Estepa et al., 1999; Blaine et al., 

2015). 

Al igual que sucede con la vitamina D, la PTH actúa a tres niveles para 

regular las concentraciones de calcio en plasma: intestinal, renal y óseo. A 

nivel intestinal, la PTH tiene un efecto indirecto de forma que ante un descenso 

de calcio iónico se estimula la secreción de PTH, la cual tiene un efecto 

activador sobre el metabolismo de la vitamina D, incrementándose los niveles 

de calcitriol y, consecuentemente, resultando en un aumento de la absorción 

tanto de calcio como de fosfatos (Sun et al., 2020). A nivel renal, la PTH 
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favorece la reabsorción de calcio, la cual se acompaña de un aumento en la 

excreción de fosfatos. El tercer nivel de acción de la PTH es el hueso. En este 

tejido, la hormona actúa favoreciendo la resorción ósea y, por tanto, liberando 

las sales de calcio y fósforo dando lugar a la descalcificación ósea (Blaine et 

al., 2015). En ausencia de respuesta de mecanismos compensadores, esta 

acción podría desencadenar un proceso osteoporótico, muy frecuente en 

enfermos renales crónicos, donde la alteraciones óseo-metabólicas se engloban 

dentro del conocido como Trastorno Mineral-Óseo asociado a Enfermedad 

Renal Crónica (TMO-ERC). 

 

Factor de crecimiento fibroblástico 23 

El FGF23, al igual que el FGF21, es una hormona, perteneciente a la 

familia de los FGFs compuesta por 251 aminoácidos e identificada por primera 

vez por Yamashita y colaboradores en el año 2000 (Yamashita et al., 2000). Si 

bien estos primeros autores localizaron su secreción en el núcleo talámico 

ventrolateral del cerebro, en estudios posteriores se ha podido comprobar que 

el FGF23 se secreta en diferentes órganos, entre ellos estómago, hígado, riñón, 

corazón, músculo esquelético o hueso. Del mismo modo que el FGF21 es una 

pieza clave en el control del metabolismo energético, el FGF23 tiene un papel 

central en la modulación del metabolismo mineral. A día de hoy está bien 

constatado y aceptado que se trata de una hormona de acción fosfatúrica 
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secretada principalmente por los osteocitos/osteoblastos (Vervloet, 2019) 

teniendo el resto de órganos un papel residual como órganos secretores de 

FGF23.  

La síntesis y secreción del FGF23 está mediada por la ingesta de fósforo, 

de forma que un balance positivo de este mineral estimula su producción con el 

fin de estabilizar los niveles plasmáticos de fósforo en el organismo (Ferrari et 

al., 2005). Este efecto se consigue por la inducción de la internalización de los 

transportadores de fósforo sodio-dependientes tipo II (NaPi2a y NaPi2c) en el 

túbulo proximal del riñón. Para que esta acción sea efectiva es necesario que el 

FGF23 interaccione con un receptor de FGF, FGFR1, y un correceptor, alfa-

Klotho, formando así el complejo FGF23/FGFR1/alfa-Klotho, responsable de 

la acción fosfatúrica del FGF23 (Shimada et al., 2004). Alfa-Klotho es una 

proteína producida y expresada por el riñón que puede encontrarse bien como 

proteína transmembrana o bien como forma soluble circulante (Lindberg et al., 

2014), siendo el dominio transmembrana de alfa-Klotho el encargado de actuar 

como correceptor del FGF23 (Erben, 2018). Además de su papel en la 

regulación de la homeostasis mineral, también se ha demostrado que alfa-

Klotho adquiere un rol importante en la protección frente al envejecimiento y 

patologías asociadas como la enfermedad renal crónica (ERC) (Buchanan et 

al., 2020). 

El mecanismo por el cual el hueso es capaz de señalizar los niveles de 

fósforo está aún en fases de investigación, aunque un estudio reciente postula 
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que la síntesis de FGF23 en respuesta al fósforo dietético está condicionada a 

una modificación post-traslacional del FGF23 con la participación del gen que 

codifica la enzima UPD-N-acetil-alfa-galactosamina-transferasa 3 (GALNT3), 

enzima necesaria durante el proceso de maduración final de la molécula de 

FGF23 intacto (Takashi y Fukumoto, 2020). 

Además del fósforo, la producción de FGF23 también está supeditada a los 

niveles de calcitriol (Musuyama et al., 2006) y PTH (López et al., 2011), que 

estimulan su síntesis. Del mismo modo, el FGF23 actúa directamente sobre el 

metabolismo de la vitamina D reduciendo los niveles de calcitriol (Shimada et 

al., 2004). El FGF23 es, por tanto, un elemento esencial en la regulación del 

metabolismo mineral. Otros factores como la inflamación y la deficiencia de 

hierro también influyen en la producción de FGF23 (Bożentowicz-Wikarek et 

al., 2015; David et al., 2016). 

A pesar de que en la medicina clínica la medición del FGF23 no está 

asentada, en el ámbito experimental esta hormona está bien reconocida por su 

utilidad como biomarcador para valorar la enfermedad renal (Mace et al., 

2020) donde se identifica un incremento de los niveles de FGF23 incluso antes 

de producirse un aumento en el fósforo plasmático o en la PTH (Lang et al., 

2018). El aumento de FGF23 como consecuencia del fallo renal ha sido 

relacionado con factores de riesgo de mortalidad cardiovascular en estos 

pacientes (Scialla et al., 2014). No obstante, algunos estudios han demostrado 

que el incremento de FGF23 en enfermedad renal puede ser necesario para 



Introducción 

32 

 

controlar los niveles plasmáticos de fósforo, de forma que una reducción 

excesiva de FGF23 podría incluso ser perjudicial (Shalhoub et al., 2012; 

Clinkenbeard et al., 2019). Por otro lado, el incremento de la mortalidad 

asociada a elevaciones de FGF23 también han sido identificada en estudios 

realizados en la población general (Kestenbaum et al., 2014; Panwar et al., 

2015). Además, publicaciones recientes recalcan la importancia de esta 

hormona no sólo por su reconocido efecto en el contexto de la ERC sino por su 

impacto sobre otros órganos como corazón, hígado, sistema inmune o sistema 

músculo-esquelético (Takashi y Fukumoto, 2018; Rodelo-Haad et al., 2019). 

Dado lo expuesto, el equilibrio homeostático del calcio y del fósforo es un 

complejo sistema de señales en el que participan diferentes órganos (riñón, 

intestino, hueso, glándulas paratiroides) y moléculas (vitamina D, FGF23, 

PTH) (Figura 5). El metabolismo fosfocálcico es, por tanto, el resultado de un 

conjunto de respuestas hormonales encargadas de regular la absorción 

intestinal, la excreción renal, así como la relación resorción/reabsorción ósea. 
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Figura 5. Representación del control hormonal de la homeostasis del fósforo. Ante un aumento de la 

concentración plasmática de fósforo (P), se estimula la producción del factor de crecimiento fibroblástico 

23 (FGF23) en el hueso. El FGF23 se une a su correceptor Klotho con el fin de estimular la excreción 

renal mediante la internalización de los transportadores de fósforo sodio-dependientes (NaPi), 

restableciendo así los niveles plasmáticos de fósforo. Por otro lado, el FGF23 y la hormona paratiroidea 

(PTH) se encuentran interconectados indirectamente por la modulación del metabolismo de la vitamina 

D, a través de la regulación de la enzima 1-alfa-hidroxilasa (Cyp27b1). Ca, calcio. 
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3. CONEXIÓN ENTRE METABOLISMO ENERGÉTICO Y MINERAL 

3.1. Alteraciones del metabolismo mineral y enfermedades metabólicas. 

Visión general 

Metabolismo energético y mineral no son entidades independientes. Prueba 

de ello es que, en la última década, diversas publicaciones han puesto de 

manifiesto la conexión existente entre ellos.  

La obesidad se ha relacionado con el desarrollo de osteoporosis (Migliacco 

et al., 2011), hiperparatiroidismo (Cheng et al., 2011) y calcificación vascular 

(CV) (Peralta-Ramírez et al., 2014). Pacientes con síndrome metabólico o 

alguna de las patologías que lo definen (hiperinsulinemia, hiperglucemia) 

manifiestan alteraciones en los niveles plasmáticos de elementos como calcio, 

fósforo y magnesio; o las hormonas que los regulan: PTH, calcitriol o FGF23 

(Guerrero-Romero et al., 2008; Tremblay y Gilbert, 2011; Wojcik et al., 2012). 

En un estudio de Kir y colaboradores, encontraron que la PTH ejerce efectos 

directos sobre el tejido adiposo, actuando en los mecanismos responsables del 

desarrollo de caquexia (Kir et al., 2016). En otros estudios realizados en 

roedores también se ha encontrado que la leptina incrementa las 

concentraciones de PTH sin influir en otros parámetros del metabolismo 

mineral (Lopez et al., 2017), y que estimula de forma directa la producción de 

FGF23 (Tsuji et al., 2010). Por otro lado, el LXR, molécula que participa en la 

regulación del flujo de colesterol a nivel hepático, se ha relacionado con el 
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metabolismo del fósforo. Se ha reportado que el tratamiento con agonistas de 

LXR en ratones reduce las concentraciones plasmáticas de fósforo por un 

mecanismo mediado por la reducción de la producción y actividad de los 

transportadores NaPi (Caldas et al., 2011). Además, en otro estudio 

experimental publicado en 2018, Pineda y colaboradores demostraron que 

disminuir la carga calórica en la dieta de ratas sanas previene el efecto 

deletéreo que la ingesta elevada de fósforo tiene sobre FGF21, molécula clave 

en la regulación de la homeostasis energética (Pineda et al., 2018). 

 

3.2. Relación entre ingesta calórica y FGF23  

La interacción entre las alteraciones del metabolismo energético y mineral 

tiene importantes implicaciones en el sistema sanitario, por ser características 

propias de la ERC, una de las patologías de mayor prevalencia en la población 

envejecida. En este contexto, tanto el fósforo plasmático como el FGF23 son 

elementos de gran importancia en la evaluación de la funcionalidad renal; 

ambos tienden al alza de forma paralela al grado de disfunción.  

Se ha demostrado que la obesidad y el síndrome metabólico influyen 

directamente sobre el desarrollo y progresión de la enfermedad renal 

produciendo alteraciones en los podocitos (Wickman y Kramer, 2013). 

Además, actúan como factor agravante de hipertensión arterial, causa y 
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consecuencia del detrimento de la función de este órgano (Hamrahian y 

Falkner, 2017).  

Diferentes estudios sugieren que el FGF23 pudiera estar regulado por la 

ingesta calórica; de hecho, ya en 2009, en un estudio de cohorte realizado con 

3014 pacientes, Marsell y colaboradores demostraron una asociación positiva 

entre el FGF23 y el peso corporal (Marsell et al., 2009). En 2015, Giuseppe y 

colaboradores identificaron el incremento de la ingesta calórica como un 

elemento de predicción de las concentraciones plasmáticas de FGF23 

(Giuseppe et al., 2015). Además, recientes estudios experimentales realizados 

en ratas ponen de manifiesto que la alimentación con dietas hipercalóricas 

resulta en un aumento tanto de los valores plasmáticos de FGF23 (Rios et al., 

2018) como de su expresión en el hueso (Raya et al., 2016), incluso en 

animales con la función renal intacta. En el mismo estudio de Raya y 

colaboradores, los autores encontraron que alimentar ratas urémicas con una 

dieta alta en grasa no sólo resultó en un incremento del FGF23, sino que 

además condujo al agravamiento de la CV de estos animales (Raya et al., 

2016), principal complicación en enfermos renales (Scialla et al., 2014). A 

pesar de estos datos, la relación entre ingesta energética y FGF23 no está clara. 

Es bien sabido que la ingesta de dieta altamente calórica induce un estado de 

inflamación en el organismo (Poret et al., 2018) además de ser nociva para la 

funcionalidad renal (Wickman y Kramer, 2013; Boini at al., 2014) y ambos 

factores están directamente relacionados con el aumento de FGF23 (Kanbay et 
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al., 2017; Rodríguez-Ortiz et al., 2020), por lo que la existencia de una relación 

directa entre calorías y FGF23 está aún por dilucidar. No obstante, en el 

estudio experimental de Rios y colaboradores, en el que se alimentó a ratas 

sanas con dieta alta en grasa, lo autores observaron un aumento FGF23 por una 

vía independiente al desarrollo de un proceso inflamatorio (Rios et al., 2018). 

 

3.3. Relación entre ingesta calórica y Trastorno Mineral-Óseo 

La ingesta calórica también tiene una profunda influencia en los parámetros 

óseos, un efecto que se ha relacionado estrechamente con el peso corporal. De 

hecho, tradicionalmente se ha pensado que la obesidad tenía efectos protectores 

sobe el esqueleto.  

Aunque la información existente respalda que la ingesta de dietas de alta 

densidad energética resulta en un aumento de la masa ósea y que la ingesta baja 

en calorías la disminuye, los beneficios de la obesidad sobre la salud ósea es un 

tema cuestionado en la actualidad. Estudios recientes demuestran que la 

obesidad está asociada con un menor riesgo de sufrir ciertas fracturas (por 

ejemplo, tobillo) pero con un mayor riesgo de padecer otras (por ejemplo, 

muñeca) (Gnudi et al., 2009; Compston et al., 2011). De igual modo, influye la 

edad del individuo. Así, el sobrepeso en niños ha demostrado ser factor de 

riesgo para las fracturas, mientras que puede actuar como factor protector en 

personas adultas (Dimitri et al., 2012). No obstante, la evidencia sobre los 
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beneficios o perjuicios de la acumulación de grasa sobre la salud ósea en 

poblaciones más ancianas es aún escasa y controvertida (Hasegawa et al., 

2010). Si bien hay artículos que defienden que el aumento de la carga mecánica 

en la obesidad es la responsable de la mayor densidad mineral ósea (DMO) 

observada en estos pacientes, otros apuntan al exceso de grasa corporal como 

factor perjudicial para la misma (Shapses y Sukumar, 2012). Los efectos 

nocivos estarían relacionados directamente con mecanismos metabólicos como 

el aumento de la adipogénesis de la médula ósea (Sheu y Cauley, 2011) o la 

desregulación de adipocinas (Cao, 2011). Además, el aumento de adiposidad 

también se ha relacionado con la secreción de citocinas proinflamatorias, la 

cuales pueden influir sobre la remodelación y, por tanto, ser perjudiciales para 

la salud ósea (Greco et al., 2015; Cao, 2018). 

Los datos experimentales también demuestran los efectos negativos de las 

dietas altas en grasas sobre el metabolismo óseo (Savvidis et al., 2018). 

Distintos autores reportan que incrementar el contenido de grasa en la dieta de 

ratas y ratones modifica la estructura ósea, influye sobre el contenido mineral 

óseo (CMO) y la DMO y promueve la infiltración de adipocitos en la médula 

ósea (Demigné et al., 2006; Xu, F. et al., 2013; Malvi et al., 2014; Fujita y 

Maki, 2016; Wong et al., 2018). Sin embargo, no todos los datos apuntan en la 

misma dirección. Se sabe que la alteración del perfil lipídico tras una 

alimentación de alto contenido en grasas afecta a la homeostasis del hueso (Yin 

et al., 2019), lo que podría reducir el contenido mineral óseo y modificar la 
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estructura del hueso (Graham et al., 2010; Pelton et al., 2012). Sin embargo, los 

datos existentes sobre el CMO y la DMO en modelos animales de síndrome 

metabólico no encuentran consenso. Algunos autores reportan la ausencia de 

cambio en estos parámetros (Wong et al., 2018) mientras que otros reportan 

incremento (Malvi et al., 2014) o reducción (Demigné et al., 2006) de los 

mismos. 

En la situación opuesta, la pérdida de peso inducida por la RC se asocia con 

una reducción de la DMO sin afectar negativamente a la microarquitectura del 

hueso (Shapses et al., 2006; Villareal et al., 2006; Villareal et al., 2011; 

Villareal et al., 2016) aunque la falta de consenso vuelve de nuevo a ser un 

problema en este campo. De hecho, hay estudios que demuestras que la pérdida 

de peso en pacientes obesos no sólo disminuye la DMO, sino que también 

afecta a la funcionalidad y resistencia ósea (Ensrud et al., 2018; Schoell et al., 

2018). Sin embargo, está demostrado que la RC reduce la inflamación, mejora 

la sensibilidad a la insulina y puede tener beneficios en enfermedades 

cardiovasculares, todos ellos elementos claves en el desarrollo de osteoporosis 

y fracturas (Dennison et al., 2004; Ding et al., 2008; Barbour et al., 2014; 

Veronese et al., 2017). 

A pesar de los datos que arrojan los estudios, todos ellos se han realizado 

en un contexto de función renal normal. Teniendo en cuenta la importancia de 

la salud ósea en la ERC, serían necesarios más estudios para investigar el 

efecto de la RC sobre el desarrollo y progresión del TMO-ERC (Figura 6). 



Introducción 

41 

 

 

Figura 6. Factores que influyen en el desarrollo de enfermedad óseo-metabólica. La enfermedad 

renal crónica conduce a enfermedad óseo-metabólica debido a la acción directa de las toxinas urémicas 

sobre el hueso y a los cambios asociados en el metabolismo mineral. La ingesta calórica puede influir 

sobre la salud ósea mediante dos mecanismos: estrés mecánico asociado al peso corporal y cambios 

metabólicos/inflamatorios. El aumento de peso corporal asociado a la ingesta alta de calorías promueve el 

anabolismo óseo por un aumento del estrés mecánico y al contrario con la pérdida de peso corporal tras la 

restricción calórica. Sin embargo, los cambios metabólicos e inflamatorios asociados a la elevada ingesta 

calórica son perjudiciales para los huesos, mientras que el perfil metabólico e inflamatorio más saludable 

observado después de la restricción calórica ayuda a preservar la masa ósea. PTH, hormona paratiroidea. 

 

3.4. Vías de señalización de nutrientes y metabolismo mineral 

Saber cuál es el alcance de la acción de los mecanismos moleculares 

implicados en la regulación del metabolismo energético y mineral es una buena 

forma de tomar conciencia del grado de complejidad de la fisiología del 

organismo y de la fisiopatología de las enfermedades.  

En este contexto, se ha demostrado que uno de los mecanismos asociados 

con la regulación de la síntesis de FGF23 en el hueso es el complejo SOCE 
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(por sus siglas en inglés, store-operated calcium entry) con la intervención del 

canal de calcio Orai1 (calcium release-activated calcium channel protein 1) 

(Zhang et al., 2016). Estos complejos están regulados, al menos parcialmente, 

con la intervención de las vías de señalización celular de nutrientes. AMPK, 

por su parte, actúa inhibiendo Orai1 y, por tanto, alterando el flujo celular de 

calcio (Bhavsar et al., 2013). En un estudio reciente, Glosse y colaboradores, 

investigaron la implicación de AMPK en la producción de FGF23 reportando 

que la activación de AMPK resulta en una disminución de FGF23 mediada por 

la inhibición de la ruta Orai1-SOCE (Glosse et al., 2016). En este punto, es 

interesante mencionar que la evidencia sobre la relación entre señalización 

nutrientes y la producción de FGF23 es aún escasa y los mecanismos por los 

cuales se produce una regulación de esta hormona mediada por la 

disponibilidad energética está aún por esclarecer. Esto se hace evidente si 

analizamos dos artículos recientes que reportan una disminución de FGF23 tras 

la activación tanto de la ruta AMPK (Glosse et al., 2016) como de la insulina 

(Bär et al., 2018).  Teniendo en cuenta que la AMPK se activa en respuesta a 

un estatus de depleción energética y que la insulina es un indicador de 

repleción energética, estos datos se antojan contradictorios. 

Al igual que sucede con Orai1, la molécula de interacción estromal 1 

(STIM1) es una proteína necesaria en la activación de SOCE (Prakriya y 

Lewis, 2015). Se ha demostrado que la rapamicina modula la acción de STIM1 

(Peng et al., 2013); sin embargo, y en la línea de la relación anteriormente 
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expuesta entre AMPK y FGF23, la conexión entre la vía de señalización 

mTOR (inhibida por rapamicina) y la producción de FGF23 no ha sido 

investigada en profundidad hasta el momento. Los estudios que encontramos 

en la bibliografía al respecto, aunque persiguen objetivos diferentes al estudio 

de esta asociación, reportan datos controvertidos en relación al FGF23. En un 

ensayo clínico realizado en pacientes de trasplante renal, los investigadores no 

encontraron cambios en el FGF23 sérico seguido de un tratamiento con 

rapamicina, a pesar de que los pacientes presentaron hipofosfatemia (Tatarami 

et al., 2011). Sin embargo, en otro estudio in vivo llevado a cabo en ratones, se 

encontró una tendencia a la reducción de FGF23 en animales tratados con 

rapamicina, postulando que la vía mTOR pudiera estar involucrada en la 

regulación de FGF23 (Kempe et al., 2016). 

La vía mTOR ha demostrado ser no sólo una ruta de señalización 

energética, sino que además es una molécula que interviene en la regulación de 

otros órganos directamente relacionados con alteraciones del metabolismo 

mineral. Así, mTOR juega un papel importante en la regulación del 

metabolismo óseo (Wang, S. et al., 2020), siendo un elemento clave en el 

desarrollo de TMO-ERC (Machuca-Gayet et al., 2020). También se ha 

demostrado que la inhibición de mTOR con rapamicina induce fosfaturia en 

ratones con función renal normal al favorecer la exposición de los 

transportadores de fósforo NaPi2a (Kempe et al., 2010) y, a su vez, los niveles 

elevados de fósforo activan mTOR a nivel renal (Kawai et al., 2016). Las 
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implicaciones de mTOR en el riñón resultan especialmente interesantes puesto 

que la rapamicina, inhibidor directo de mTOR, es un compuesto utilizado en 

medicina humana por su efecto inmunomodulador en los procedimientos de 

trasplante renal. Aunque la rapamicina ha demostrado tener un efecto protector 

sobre el riñón (Chen, G. et al., 2012), el estudio realizado por Kempe y 

colaboradores de 2016 demuestra que la carga tubular de fósforo aumenta en 

roedores tratados con rapamicina (Kempe et al., 2016). Esto refleja la 

controversia existente hasta el momento en cuanto al papel de mTOR sobre el 

metabolismo mineral, pues es bien sabido que la carga tubular de fósforo es un 

factor determinante en la progresión de la enfermedad renal. 

Con todo lo expuesto, se hace evidente que los mecanismos por los cuales 

el metabolismo energético afecta a parámetros del metabolismo mineral, y al 

FGF23 como integrante del mismo, son aún controvertidos. La falta de 

consenso entre las publicaciones y la inexistencia previa de estudios in vitro 

encaminados a estudiar el papel que pudiera ejercer mTOR en la modulación 

de FGF23, nos llevó a realizar los experimentos que se desarrollarán a lo largo 

de la presente Tesis Doctoral con el fin de investigar el papel que ejerce el 

metabolismo energético (liderado por mTOR) sobre el metabolismo mineral y, 

concretamente, sobre el FGF23. 
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4. ENFERMEDAD RENAL Y CALCIFICACIÓN VASCULAR 

4.1. Contexto actual de la enfermedad renal 

La enfermedad renal es un importante problema de salud pública. 

Actualmente ocupa el octavo puesto en el listado de enfermedades de mayor 

mortalidad en países desarrollados (WHO, 2020). Según los datos de la 

Sociedad Española de Nefrología, la incidencia de enfermedad renal en España 

ha crecido a un ritmo acelerado en la última década. Los últimos estudios 

muestran un creciente aumento de la prevalencia de ERC augurando que 

llegará a establecerse en los próximos años como la segunda causa de 

mortalidad en la población española más anciana (Ortiz et al., 2019). Por otra 

parte, los eventos cardiovasculares, frecuentemente asociados a enfermedad 

reanl, son la primera causa de mortalidad en el mundo (WHO, 2021). Según los 

datos del Instituto Nacional de Estadística (INE), sólo en el periodo 

comprendido entre los meses de enero a mayo de 2020 murieron casi 30 mil 

personas en España a causa de alguna enfermedad de origen cardiovascular 

(INE, 2020). 

 

4.2. Fisiopatología de la enfermedad renal y la calcificación vascular 

Se define enfermedad renal como aquella patología que cursa con la 

pérdida gradual de la funcionalidad renal. El tiempo de instauración, la causa 

de aparición y el grado de lesión renal nos permite diferenciar entre 
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enfermedad renal aguda o crónica. Así, mientras que la primera consiste en una 

lesión renal de instauración rápida y reversible, la segunda se caracteriza por 

un daño progresivo e irreversible de las nefronas. La ERC se clasifica en 5 

estadios en función de la reducción de la tasa de filtración glomerular (TFG): 

estadio 1 (TFG > 90 ml/min), estadio 2 (TFG = 60-89 ml/min), estadio 3 (TFG 

= 30-59 ml/min), estadio 4 (TFG = 15-29 ml/min) y estadio 5 (TFG < 15 ml / 

min) (KDIGO, 2017). 

Durante el progreso de la ERC son frecuentes las anomalías óseas, siendo, 

en gran parte, las responsables del detrimento en la calidad de vida de los 

pacientes debido al riesgo de sufrir fracturas (KDIGO, 2009; Salam et al., 

2014). Estos trastornos óseos son consecuencia de las alteraciones en los 

parámetros del metabolismo mineral, que desencadenan el complejo síndrome 

conocido como TMO-ERC, dentro del cual se incluye el desarrollo de 

hiperparatiroidismo secundario, alteraciones en la arquitectura ósea y la 

formación de depósitos minerales en forma de calcificaciones extraesqueléticas 

(Moe et al., 2006; Kazama et al., 2013; Ureña-Torres et al., 2019). Por tanto, el 

TMO-ERC es un trastorno metabólico desencadenado en un intento del 

organismo de compensar los cambios en las hormonas calciotrópicas como 

consecuencia del deterioro renal.  

El incremento en la secreción de FGF23 y PTH en las primeras fases de la 

enfermedad renal responde a la necesidad de prevenir la acumulación de 

fósforo y la hipocalcemia. Además, la pérdida de la masa renal funcionante da 
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como resultado una reducción de la producción de calcitriol (Rodríguez et al., 

2012). La disminución de la vitamina D tiene una influencia importante en el 

desarrollo de trastornos esqueléticos, pues favorece la aparición de fracturas y 

reduce la supervivencia (Ambrus et al., 2011; Molina et al., 2017). A medida 

que la enfermedad avanza, los riñones no son capaces de manejar una carga 

normal de fósforo, saturándose los mecanismos de compensación liderados por 

FGF23 y PTH. La reducción de la TFG a causa de la pérdida de nefronas, 

unido a la incapacidad del FGF23 de ejercer su acción fosfatúrica (causado por 

la disminución de alfa-Klotho), y la activación de la resorción ósea por acción 

de la PTH, resulta en un acúmulo de calcio y fósforo en la circulación 

sanguínea que termina depositándose en la pared vascular dando como 

resultado la CV propia de la ERC (Villa-Bellosta et al., 2011; Zununi et al., 

2020) (Figura 7). 
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Figura 7. Representación de la fisiopatología de la calcificación vascular durante la enfermedad 

renal crónica. A medida que avanza la pérdida de función renal, los mecanismos de compensación de la 

homeostasis del calcio y el fósforo (PTH, FGF23, Klotho) se saturan dando lugar al desequilibrio del 

sistema de regulación hormonal y el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Se produce un 

incremento de FGF23 y una disminución en la actividad de 1-alfa-hidroxilasa, desencadenando el 

descenso de 1,25(OH)2-vitamina D3 (calcitriol). La pérdida de Klotho a consecuencia del daño renal se 

traduce en el detrimento de la capacidad fosfatúrica del FGF23. El incremento del calcio y fósforo 

promueve la deposición de estos en las células del músculo liso vascular, en la capa media de las arterias, 

causando la calcificación vascular. Fuente: Zununi et al., 2020. 

 

La CV se encuentra presente en el 70-80% de los pacientes con ERC (Chen 

y Bushinsky, 2017) y es uno de los principales factores que contribuyen al 

incremento de la mortalidad en pacientes renales (Wu et al., 2013; Lee, S.J. et 
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al., 2020). En un estudio reciente realizado por el servicio de nefrología de 

Hospital Central de Asturias, los autores encontraron que el desarrollo de CV 

previo al trasplante en pacientes con ERC supuso una reducción de la 

esperanza de vida de más de 20 meses (García Castro et al., 2020).  

Entre los mecanismos implicados en el desarrollo de la CV se encuentra el 

aumento del producto calcio-fósforo (CaxP), lo que conlleva la formación de 

sales que precipitan en la pared vascular, disminuyendo la elasticidad vascular 

y aumentando la presión sanguínea (Giachelli, 2009; Villa-Bellosta et al., 

2011; Lee, S.J. et al., 2020; Zununi et al., 2020). La instauración de la uremia 

incapacita al riñón para eliminar el fósforo, resultando en un incremento de los 

niveles plasmáticos de este mineral; es por ello que la hiperfosfatemia se ha 

identificado como agente promotor de CV de pacientes urémicos (Cozzolino et 

al., 2019), y está considerada como un importante factor de mortalidad 

cardiovascular en pacientes con ERC (Block et al., 2004). No obstante, el 

aumento de fosfatos también se ha asociado a CV en sujetos con función renal 

normal (Lee, S.J. et al., 2020). Por otro lado, las células del músculo liso 

vascular (VSMC) también presentan un mecanismo sodio-dependiente para el 

transporte de fosfatos (Villa-Bellosta et al., 2007). Se ha postulado que la 

acumulación de fosfatos a consecuencia de la uremia activa los 

cotransportadores involucrados en dicho canal (Pit-1 y Pit-2), lo que podría 

inducir el cambio fenotípico de VSMC hacia células osteogénicas (Giachelli, 

2009). Esto es, el incremento de los niveles séricos de fósforo conduce a la 
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disminución de los inhibidores de la calcificación, promoviendo la 

remodelación de la matriz vascular y favoreciendo la transdiferenciación 

celular y la formación de calcificaciones ectópicas (Schoell et al., 2018; Lee, 

S.J. et al., 2020). Además, la conversión de VSMC a células osteogénicas se ve 

favorecida por otros factores como son la inflamación, el estrés oxidativo 

celular o los niveles inadecuados de vitamina D (Disthabanchong y Srisuwarn, 

2019).  

 

4.3. Importancia de la dieta en pacientes renales 

En las últimas décadas la nutrición ha ido adquiriendo cada vez más 

importancia en el contexto de la prevención y control de diversas patologías, 

entre ellas enfermedades crónicas como la enfermedad renal. 

El progreso de la enfermedad renal se manifiesta como una disfunción 

metabólica en la que se identifican procesos de diferente naturaleza; desde 

aquellos de tipo hormonal, encargados del control del metabolismo energético 

y mineral (factor de crecimiento insulínico o IGF-1, leptina, vitamina D), hasta 

aquellos de componente inflamatorio (factor de necrosis tumoral alfa o TNF-

alfa, interleuquinas), o factores nutricionales, encargados de asegurar el 

metabolismo proteico y responsables del desarrollo de caquexia renal (Slee, 

2012). 
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La interrelación existente entre el estatus nutricional y varias de las 

alteraciones encontradas en el desarrollo de la enfermedad renal, hace que la 

nutrición adquiera gran importancia en el control de esta enfermedad; no sólo 

con el fin de controlar el desarrollo de trastornos minerales sino también para 

retrasar el detrimento funcional de los riñones asociados a la edad, así como 

asegurar una condición corporal adecuada (sobre todo en estadios avanzados 

donde el aporte nutricional se ve especialmente comprometido). 

Entre los factores que influyen en el deterioro de la funcionalidad renal está 

bien aceptado que la alta carga de fósforo (Santamaria et al., 2018) o el exceso 

calórico de la dieta (Wickman et al., 2013) tienen efectos nocivos sobre la 

progresión de la enfermedad renal. Además, la ingesta calórica elevada 

también afecta negativamente de una forma indirecta, pues facilita la 

instauración de patologías asociadas como la obesidad y la diabetes mellitus 

tipo 2 (Ting et al., 2009). 

 

Efecto del fósforo 

El fósforo es un elemento controvertido desde el punto de vista nutricional, 

pues las consecuencias de su consumo van a variar entre beneficiosas y nocivas 

en función del estatus de salud. Se ha demostrado que una alta carga de fósforo 

en la dieta ejerce efectos beneficiosos sobre el metabolismo energético en 

animales sanos: mejora el perfil lipídico, incrementa la sensibilidad a la 
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insulina y reduce la adiposidad (Abuduli et al., 2016). En cambio, aunque los 

efectos de la ingesta de fósforo sobre el metabolismo energético en el contexto 

de enfermedad renal están aún por dilucidar, existe consenso en que el exceso 

de fósforo en la dieta de pacientes renales es factor de riesgo para la progresión 

de la enfermedad. 

El establecimiento de la enfermedad renal conlleva una sobrecarga de 

fósforo, consecuencia de la disminución de la capacidad de filtración 

glomerular de los riñones. Este aumento en la carga de fósforo tiene efectos 

nocivos en diferentes direcciones: en primer lugar, el incremento de fósforo 

plasmático es el principal desencadenante del hiperparatiroidismo secundario 

(Rodríguez-Ortiz et al., 2020); en segundo lugar, contribuye al aumento de la 

carga ácida en los túbulos renales (Hau et al., 1980; Kraut y Madias, 2016); y 

en tercer lugar, actúa como desencadenante de estrés oxidativo favoreciendo la 

progresión de la enfermedad renal disminuyendo la expresión de alfa-Klotho 

(Santamaria et al., 2018), correceptor esencial en la función fosfatúrica 

encabezada por el FGF23.  

Una de las estrategias más importantes de lucha contra la progresión de la 

ERC se centra en el control de los niveles plasmáticos de fósforo, ya que su 

excreción se encuentra limitada en pacientes renales. En este sentido está 

extendida la recomendación de reducir la ingesta de fósforo, especialmente en 

pacientes en estadios 4 y 5 de ERC, en los que se desarrolla TMO-ERC 

(Santamaría et al., 2018; Nemoto et al., 2019). Además, resulta interesante 
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puntualizar que esta retención de fósforo parece agravarse cuando se asocia a la 

ingesta de una dieta altamente calórica (Esquinas et al., 2020). En un estudio 

realizado en roedores, se demostró que reducir la carga de fósforo en la dieta 

no evita el aumento de FGF23 cuando las ratas se alimentan con una dieta alta 

en grasa (Rios et al., 2018). Por otro lado, a pesar de que las actuales 

estrategias de lucha contra la sobrecarga de fósforo en pacientes urémicos 

consisten en disminuir la absorción intestinal del mismo, no se conocen con 

exactitud los mecanismos por los que se regula el transporte intestinal de 

fósforo. Aunque se sabe que el contenido de fósforo de la dieta juega un papel 

importante en la expresión de los transportadores NaPi (Ferrari et al., 2005), se 

desconoce si el contenido calórico también influye en su regulación. 

 

Efecto de la ingesta calórica 

Como ya se ha adelantado en líneas anteriores, el contenido calórico de la 

dieta parece tener un importante papel en la progresión de la enfermedad renal. 

Hay estudios que demuestran los efectos nocivos que tienen las dietas 

altamente calóricas sobre el riñón (Wickman et al., 2013), efectos que se 

acentúan cuando se acompañan de un alto contenido de fósforo (Esquinas et 

al., 2020). También se ha demostrado que el metabolismo de los fosfatos tiene 

una alta relación con la obesidad. Un estudio realizado en roedores ha 

demostrado que ratas Zucker de fenotipo obeso desarrollan un grado de CV 
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más acentuado que ratas Zucker de fenotipo delgado (Peralta-Ramírez et al., 

2004). Además, la ingesta calórica aumentada, en ausencia de obesidad, 

también agravó la CV en animales con función renal disminuida, según un 

estudio realizado en ratas Wistar (Rios et al., 2017), efecto que parece estar 

mediado por la disminución de Klotho renal, unido a la retención de fósforo y 

el aumento de FGF23 observado en los animales alimentados con dietas altas 

en grasas (Raya et al., 2016). En la situación contraria, la RC ha demostrado 

tener efectos beneficiosos sobre la reducción de la inflamación crónica y del 

estrés oxidativo (Weiss y Fontana, 2011; Wang, S.Y. et al., 2018), parámetros 

característicos en la obesidad que juegan un papel importante en el desarrollo 

de CV (Peralta-Ramírez et al., 2014; Raya et al., 2016; Rios et al., 2017). 

Además, en una revisión reciente se recogen diversos los efectos protectores de 

un protocolo de RC sobre el riñón tanto en modelos animales como en estudios 

clínicos (Wang, S.Y. et al., 2018). Los estudios clínicos indican que la RC 

mejora la TFG (Giordani et al., 2014), disminuye la proteinuria (Friedman et 

al., 2013) y reduce la creatinina sérica (Morales et al., 2003) en poblaciones de 

pacientes obesos con diabetes. Por otro lado, los estudios en roedores 

demuestran que la RC contribuye a la disminución de la proteinuria, reduce los 

parámetros séricos renales (creatinina, urea) o retrasa el inicio del deterioro 

renal previniendo la glomerulopatía asociada al envejecimiento (Xu, X. et al., 

2015; Wang, S.Y. et al., 2018).  
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Los datos sobre los efectos de la RC en un contexto de enfermedad renal 

son escasos y la implementación de esta aún arroja muchas incógnitas. Es más, 

uno de los aspectos que cuestiona el uso de la RC es su efecto en la salud ósea, 

ya que se ha demostrado que la RC se encuentra involucrada en la pérdida de 

DMO (Villareal et al., 2006; Villareal et al., 2016), lo que podría aumentar el 

riesgo de osteoporosis y fracturas en pacientes con TMO-ERC. A pesar de esto, 

los estudios experimentales están, en su mayoría, realizados en modelos 

animales inicialmente sanos; en muchos casos, con el objetivo de investigar el 

efecto de la RC sobre la función renal en un contexto de nefropatía asociada a 

la edad. A esto se le suma la dificultad de los estudios en humanos, en los que 

los ensayos clínicos son complejos de realizar y es necesario reclutar a un 

número suficiente de voluntarios para obtener conclusiones sólidas que se 

puedan extrapolar a la población general. Por tanto, el uso de la RC en el 

contexto de ERC requiere aún de estudios específicos para aclarar el impacto 

de la misma en todos los escenarios contemplados en esta patología (Afsar at 

al., 2020). 
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5. MÚSCULO ESQUELÉTICO 

5.1. Biología muscular. Estructura y función del músculo esquelético 

El sistema musculoesquelético es el órgano de mayor peso del cuerpo 

suponiendo alrededor 50% del peso corporal total. Está formado por el 

conjunto de la masa ósea (~10% del peso corporal) y la musculatura 

esquelética (40% del peso corporal) (Wang, Z.M. et al., 1992). 

 

Estructura del músculo esquelético 

El cuerpo tiene alrededor de 600 músculos, de los que más de 400 se 

clasifican como músculos esqueléticos. El músculo se constituye por una red 

de fibras (miofibras) dispuestas de forma organizada y cuyo objetivo principal 

es el de permitir la contracción muscular dando lugar al movimiento o 

estabilización del cuerpo.  

La composición fibrilar fundamental del músculo esquelético se basa en 

dos tipos de fibras musculares: de contracción lenta (tipo I) y de contracción 

rápida (tipo IIA, IIX y IIB). Cada una de estas fibras se definen en función de 

la expresión de la isoforma de miosina de cadena pesada (MHC) que expresa. 

Así, en la rata, se diferencian cuatro tipos de MHCs principalmente, uno por 

cada tipo de fibra muscular mencionado anteriormente (Schiaffino, 2011) y 

cada uno de ellos tendrá unas características físicas, metabólicas y funcionales 
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propias (Gordon et al., 2013) (Tabla 1). Aunque en menor número, también se 

diferencian fibras híbridas, que presentan características intermedias de 

aquellas fibras de las que proceden (Hamalainen, 1995). Es importante aclarar 

que el tipo de isoforma MHC que se puede identificar en el músculo 

esquelético tiene un componente especie-específico (Hamalainen, 1995; 

Schiaffino, 2018). En el humano, por ejemplo, a diferencia de los roedores, 

encontramos sólo tres tipos de fibras musculares principales (Schiaffino, 2018). 

Además, el tipo de fibra está estrechamente relacionado con la función a 

desempeñar por el músculo en cuestión (Hamalainen, 1995). Un ejemplo de 

ello es la diferencia entre los músculos definidos como fásicos, los cuales 

garantizan el movimiento y están compuestos mayormente de fibras rápidas, y 

los músculos antigravitatorios, que participan en el mantenimiento de la 

postura componiéndose casi en su totalidad por fibras de contracción lenta. 

Obsérvese en la Tabla 1 un cuadro resumen de las características que definen 

cada tipo de fibra muscular. 
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 Rojas Intermedias Blancas 

Características físicas    

Tipo de fibra I IIA IIX y IIB 

Tamaño Pequeño Intermedio Grande 

Nº mitocondrias Alto Alto Bajo 

Nº capilares Alto Moderado Moderado-Bajo 

Características metabólicas    

Perfil Oxidativo Oxidativo Glucolítico 

Respiración Aerobia Aerobia Anaerobia 

Generación de ATP Elevada Elevada Baja 

Recurso energético Grasa Glucógeno Glucógeno 

Características funcionales    

Contracción Lenta Moderada Rápida 

Resistencia a la fatiga Muy buena Buena Baja 

Tiempo en acción Prolongado Intermedio Corto 

Grado de tensión Bajo Moderado Alto 

Utilidad Postura y estabilización Locomoción Locomoción y fuerza 

Tipo de ejercicio Resistencia Caminar Velocidad y fuerza 

 
Tabla 1. Clasificación y características de los tipos de fibras musculares. 
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Cabe mencionar que el músculo esquelético tiene una gran plasticidad, es 

capaz de modificar su composición fibrilar, tamaño, capacidad de contracción 

o actividad metabólica para adaptarse a una nueva situación (Schiaffino y 

Reggiani, 2011). Sirva de ejemplo la adaptación más estudiada: el ejercicio, 

donde se evidencia la diferente distribución de las fibras musculares y la 

adaptación metabólica de la musculatura en función del tipo de actividad 

desempeñada por el atleta (Cartee et al., 2016; Hearris et al., 2018). 

 

Función de la musculatura esquelética 

El músculo cumple con diferentes funciones, desde aquellas puramente 

mecánicas hasta funciones metabólicas. En este sentido, es bien conocida la 

función locomotora de la musculatura esquelética, la cual se encarga de generar 

el movimiento o hacer soporte postural. No obstante, la participación en 

actividades de tipo metabólico de este órgano tiene un importante papel para el 

correcto funcionamiento del organismo. Así, el músculo esquelético contribuye 

en la regulación del metabolismo energético por diferentes vías. En primer 

lugar, cumple un importante papel como reservorio de sustratos energéticos 

necesarios para garantizar funciones motoras; pero, además, participa en el 

control de funciones tan básicas como el mantenimiento de la temperatura 

corporal (Zierath y Hawley., 2004; Frontera, 2015). 
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5.2. Masa muscular: aspectos generales 

El envejecimiento es uno de los desafíos de salud que más preocupa a la 

sociedad actual, cobrando especial importancia el inexorable deterioro del 

sistema musculoesquelético. Así, la pérdida de masa muscular es un proceso 

tradicionalmente asociado al envejecimiento y reconocido como un problema 

de gran importancia en la sociedad actual (Beaudart et al., 2014; Frontera, 

2017;).  

El “Grupo de Trabajo de Sarcopenia en Personas Ancianas” (EWGSOP, 

del inglés: European Working Group on Sarcopenia in Older People) define 

sarcopenia como un “trastorno progresivo y generalizado del músculo 

esquelético asociado a una mayor probabilidad de sufrir caída, fracturas, 

discapacidad física, incluso, mortalidad”. En contraste con las definiciones 

anteriormente aceptadas en las que se consideraba sarcopenia únicamente a la 

pérdida de masa muscular asociada al envejecimiento, el EWGSOP, en el 

consenso actualizado, incluye en la definición de sarcopenia no sólo la pérdida 

física sino también funcional del músculo esquelético (Cruz-Jentoft et al., 

2019).  

El inicio de la sarcopenia se da en todos los individuos a partir de la edad 

adulta y se acelera considerablemente durante la senectud (Holloszy, 2000; 

Roubenof y Castaneda, 2001). Junto con las tendinopatías y la artritis, la 

sarcopenia conforma la triada de trastornos musculoesqueléticos más 
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prevalentes en la población adulta y condiciona de forma directa la calidad de 

vida de las personas afectadas (Minetto et al., 2020).  

El deterioro físico y funcional del músculo esquelético no se limita al 

proceso degenerativo generalizado de los órganos a consecuencia del 

envejecimiento, sino que tiene un origen multifactorial. La pérdida de masa 

muscular está asociada a patologías que cursan con caquexia, como son el 

cáncer (Morley et al., 2006; Martin y Freyssenet, 2021) o la ERC avanzada 

(Fahal et al., 2014; Noce et al., 2021), trastornos hormonales (Roy et al., 2002; 

Garnham et al., 2020), malnutrición o inactividad (Denison et al., 2015; Granic 

et al., 2019). El avance de la medicina ha permitido cronificar patologías 

retrasando/reduciendo la mortalidad, por lo que el impacto de la salud muscular 

en una sociedad más longeva, pero a su vez con alta incidencia de enfermedad 

crónica, es aún mayor. 

Todo esto hace que la pérdida de masa muscular sea motivo de estudio de 

multitud de investigaciones cuyo objetivo común se centra en encontrar los 

mecanismos sobre los que actuar para conseguir el retraso y prevención de este 

proceso. Las evidencias encontradas hasta el momento son esclarecedoras, 

apuntando a una misma dirección: el mantenimiento y recuperación de la masa 

muscular es un pilar fundamental para garantizar un buen estado de salud. En 

esta línea, Merz y colaboradores exponen en un artículo reciente los beneficios 

del ejercicio para mantener un estatus muscular saludable mejorando la 

respuesta a la insulina en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Merz et al., 
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2021). Otros estudios demuestran que la suplementación nutricional previene la 

pérdida de masa muscular asociada al envejecimiento (Dupont et al., 2019; 

Liao et al., 2019). Además, diferentes publicaciones respaldan que la 

prevención de la pérdida de masa muscular disminuye el tiempo de 

hospitalización en pacientes con diferentes patologías (Hamasaki et al., 2017). 

 

5.3. Efecto del estatus nutricional en la masa muscular 

La nutrición es una rama de la salud que está tomando cada vez más 

importancia por ser una estrategia efectiva en el tratamiento, la prevención o el 

manejo de diferentes trastornos; desde la obesidad o las alteraciones digestivas 

a las patologías crónicas como la enfermedad renal, el cáncer o, incluso, el 

retraso del envejecimiento. Es importante recordar que el músculo esquelético 

tiene un papel fundamental en el control metabólico, actuando como fuente de 

reserva energética, pero, a su vez, suponiendo para el organismo una demanda 

importante de energía. Esta energía la obtiene en forma de ATP procedente, 

principalmente, de la vía glucolítica. No obstante, durante el ejercicio y estrés 

muscular, el tejido adiposo actúa de sensor energético para el músculo 

activando la ruta lipolítica. Esto permite que, en situaciones de fatiga muscular, 

se produzca la liberación de ácidos grasos que se convertirán en ATP para 

proporcionar al músculo el aporte energético necesario (Wolfe et al., 1990). 
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El efecto de la nutrición sobre la masa muscular es un tema aún en debate, 

aunque hay artículos que demuestran que la suplementación con productos 

como el Omega-3 tiene efectos beneficiosos para prevenir la sarcopenia 

(Dupont et al., 2019) o que el aumento de la ingesta proteica podría aumentar 

la masa muscular en pacientes de edad avanzada (Liao et al., 2019). Por otro 

lado, el efecto de la ingesta calórica sobre el músculo esquelético es otro de los 

aspectos estudiados y con resultados también controvertidos. Hay estudios que 

relacionan una disminución de la ingesta calórica con la pérdida de masa 

muscular (Lee y Goldberg, 2013; Park, B.S. et al., 2013). Según estos mismos 

autores, la pérdida muscular puede ser consecuencia de un cambio en el 

metabolismo proteico en dirección anabolismo a catabolismo, con una mayor 

utilización de las proteínas como recurso energético con el fin de compensar el 

déficit causado por la RC. 

La RC tiene múltiples beneficiosos sobre la funcionalidad del músculo 

esquelético, por ejemplo, retrasa el deterioro neuromuscular (Stockinger et al., 

2017) o disminuye la disfunción de los músculos lentos (Yoshida et al., 2018). 

También se ha demostrado que la RC impacta directamente sobre el 

metabolismo de la musculatura esquelética mediante la modificación de la 

ultraestructura mitocondrial (Gutiérrez-Casado et al., 2019) y la disminución 

del daño oxidativo (Chen, Y. et al., 2014). Otros autores, en oposición a los 

expuesto anteriormente, reportan un efecto preventivo de la RC sobre la 
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pérdida de masa muscular asociada al envejecimiento (Aspnes at al., 1997; 

Phillips y Leeuwenburgh, 2005; Hepple et al., 2008; McKiernan et al., 2011). 

También una correcta ingesta de micronutrientes tiene repercusiones sobre 

el sistema musculoesquelético. En esta línea, la suplementación de 

antioxidantes como el selenio o el magnesio se han postulado en algunos 

estudios como posibles tratamientos para mejorar la salud muscular (Robinson 

et al., 2018; Ganapathy y Nieves, 2020). También la vitamina D juega un papel 

importante en el desarrollo y funcionalidad de la musculatura esquelética 

(Arima et al., 2020), demostrándose en diferentes estudios que el déficit de 

vitamina D tiene efectos nocivos sobre el músculo. Un ejemplo de ello es la 

asociación reportada entre la deficiencia de vitamina D y el desarrollo de 

miopatía y debilidad muscular (Ceglia, 2009; Chiang et al., 2017; Puente 

Yagüe et al., 2020). Además, entre las enfermedades que cursan sarcopenia se 

encuentran la ERC, la obesidad, el síndrome metabólico o el envejecimiento 

(Holick, 2017; Wimalawansa, 2018), procesos que cursan con déficit de 

vitamina D (Jean et al., 2017; Savastano et al., 2017) y en los que la 

suplementación con esta hormona ha demostrado tener efectos beneficiosos 

para la reversión de la sarcopenia y prevención de la pérdida de masa muscular 

(Bruyère et al., 2017; Chang et al., 2017).  

A pesar de la existencia de estudios que avalan los beneficios del control de 

la nutrición para el manejo de la masa muscular, muchos de los datos de los 

que se disponen proceden de estudios observacionales. Es por ello que las 
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recomendaciones nutricionales que deberían adoptarse para la restauración o 

prevención de la sarcopenia requieren aún de investigación. 
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HIPÓTESIS 

La hipótesis general de esta Tesis Doctoral es que existe una estrecha 

interrelación entre metabolismo energético y mineral. De forma más específica 

se plantea la hipótesis de que la restricción calórica influye sobre el 

metabolismo del fósforo, modificando el balance de fósforo y las hormonas 

implicadas en la regulación de este mineral, particularmente FGF23. La 

influencia de la restricción calórica sobre el metabolismo mineral puede tener 

acciones a distintos niveles: renal, óseo, cardiovascular y muscular, 

principalmente; y puede resultar especialmente relevante en individuos 

urémicos que sufren calcificación vascular. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo 1. Estudiar el efecto de la restricción calórica sobre el metabolismo 

mineral en ratas con función renal normal, focalizando el estudio a tres niveles: 

1.1. Influencia de la restricción calórica sobre el balance de fósforo. 

1.2. Influencia de la restricción calórica sobre el FGF23. 

1.3. Influencia de la restricción calórica sobre el metabolismo de la 

vitamina D. 
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Objetivo 2. Evaluar el efecto de la disponibilidad energética del medio de 

cultivo sobre la producción de FGF23 por células osteogénicas cultivadas in 

vitro. 

 

Objetivo 3. Estudiar los mecanismos moleculares que pueden participar en la 

regulación de FGF23 por disponibilidad energética, centrándose en la vía 

mTOR. 

 

Objetivo 4. Investigar los efectos de la restricción calórica en el contexto de 

insuficiencia renal, a tres niveles: 

4.1 Evaluar el efecto de la restricción calórica sobre la inducción de 

calcificación vascular en animales urémicos. 

4.2 Estudiar el efecto de la restricción calórica sobre la regresión de 

calcificación vascular en animales urémicos. 

4.3 Investigar el efecto de la restricción calórica sobre supervivencia en 

animales urémicos. 

 

Objetivo 5. Estudiar la influencia de la restricción calórica sobre el fenotipo 

muscular en ratas con función renal normal. 
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EXPERIMENTOS IN VIVO 

Aspectos éticos 

Todos los protocolos experimentales para los cuales fue necesario el uso de 

animales de laboratorio durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral 

fueron revisados y aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal 

de la Universidad de Córdoba, así como por el Comité Ético de la Junta de 

Andalucía bajo el código de aprobación número 30/10/2017/148.  

Todos los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo el principio del 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) de España siguiéndose 

las pautas recogidas en las guías de bienestar animal y las recomendaciones 

incluidas en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del 

Instituto Nacional de Salud, y la legislación europea vigente en el momento 

(Art. 41.1, Real Decreto 53/2013). 

 

Animales 

Los experimentos in vivo recogidos en el presente trabajo se realizaron 

utilizando como modelo experimental a la rata de la cepa Wistar, eligiéndose 

hembras como sexo preferente para la realización de todos los estudios y con 

una edad al inicio de los experimentos de 2 meses. 
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Todos los animales fueron facilitados por el Servicio de Animales de 

Experimentación de la Universidad de Córdoba, donde se desarrollaron en su 

totalidad los experimentos. 

 

Condiciones de alojamiento 

Los animales estuvieron estabulados en jaulas individuales de acuerdo con 

las condiciones mínimas necesarias legalmente establecidas para asegurar el 

bienestar animal y satisfacer las necesidades fisiológicas y comportamentales. 

Las condiciones ambientales fueron constates durante los experimentos, 

manteniéndose un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y una temperatura media 

de 22ºC. 

 

Dietas 

Atendiendo a los objetivos perseguidos en cada estudio, los animales se 

alimentaron con dietas de formulación específica ya sea por el contenido 

calórico, el contenido de fósforo, o ambos. Véase a continuación, en la Tabla 2, 

las características de las diferentes dietas utilizadas durante el desarrollo de los 

experimentos: 
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Dieta 
Calcio 

(%) 

Fósforo 

(%) 

Proteína 

(%) 

Grasa 

(%) 

Fibra 

(%) 

EM 

(kcal/kg) 

NC-NP 0,6 0,6 

20,7 4 3,1 
3.518 

Normocalórica 

RC-NP* 0,9 0,9 

NC1,2 0,6 1,2 

NC1,8 0,9 1,8 

HC-NP 0,6 0,6 21 35 4,7 
5.241 

Hipercalóricca 

hC-NP 0,6 0,6 17,1 2 44 
1.314 

Hipocalórica 

 
Tabla 2. Características de las dietas utilizadas durante los experimentos in vivo. EM, energía 

metabolizable. NC-NP, dieta normocalórica y contenido normal de fósforo (pauta sin restricción 

calórica); RC-NP, dieta normocalórica y contenido normal de fósforo (pauta con restricción calórica); 

NC1,2, dieta normocalórica y 1,2% de fósforo; NC1,8, dieta normocalórica y 1,8% de fósforo; HC-NP, 

dieta hipercalórica y contenido normal de fósforo; hC-NP, dieta hipocalórica y contenido normal de 

fósforo. *Para igualar el consumo mineral entre animales sometidos a restricción calórica y animales con 

una ingesta normal de calorías, se ajustó proporcionalmente el contenido de calcio y fósforo de las dietas 

utilizadas para alimentar a los animales con una paura dietética de restricción en la ingesta de alimento. 

 

Todas las dietas utilizadas para la realización de los estudios fueron 

elaboradas y suministradas por la empresa alemana Altromin (Altromin 

Specialfutter), formulando cada una de ellas con una concentración de vitamina 

D, en forma de colecalciferol, de 500 UI/kg. 

 

Procedimientos quirúrgicos 

Para la valoración del efecto de la RC sobre los parámetros del 

metabolismo mineral y enfermedad renal, se utilizó un modelo animal de CV 
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en el que se indujo fallo renal, equivalente a un estadio 4-5, mediante la 

ablación quirúrgica de 5/6 de la masa renal funcionante (Nx 5/6). 

Para llevar a cabo este procedimiento, se siguió un protocolo de 

nefrectomía en dos pasos: nefrectomía parcial del riñón izquierdo (Nx 2/3) y 

nefrectomía unilateral derecha (Nx 1/2). Ambas intervenciones se realizaron 

bajo anestesia general inhalatoria con isofluorano (Isovet, Braun) y utilizando 

fentanilo intraperitoneal como analgésico intraoperatorio (0,2 mg/kg, 

Fentanest). Además, se estableció un periodo de recuperación de 7 días entre 

intervenciones y de 5 días una vez finalizado el procedimiento quirúrgico 

completo. Se administró buprenorfina subcutánea (50 µg/kg, Buprex) como 

analgésico durante los 2 días posteriores a la cirugía. 

 

Nefrectomía parcial izquierda 

El primer paso de la nefrectomía consistió en la ablación de los dos polos 

del riñón izquierdo. Se eligió este riñón por ser más accesible, permitiendo así 

una mejor técnica durante el procedimiento quirúrgico requerido. Tras ser 

anestesiadas, las ratas se posicionaron en decúbito lateral derecho. Se realizó 

una incisión de aproximadamente 5-8 mm de longitud en la superficie 

mediolateral izquierda del abdomen. Posteriormente, se expuso el riñón 

izquierdo, al que se le disecó la grasa perirrenal para continuar con la ligadura 

de ambos polos del órgano. Finalmente, se procedió a la escisión de los polos, 
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dejando la porción equivalente a 1/3 del riñón, correspondiente a la parte 

central de la corteza y médula, así como la pelvis renal. Tras inspeccionar el 

riñón, este se retornó a su posición anatómica dentro del abdomen y se 

procedió al cierre de pared abdominal y piel. 

 

Nefrectomía unilateral derecha 

Pasado el periodo de recuperación, los animales sometidos a la primera 

nefrectomía (Nx 2/3), fueron anestesiados de nuevo para llevar a cabo el 

segundo procedimiento quirúrgico, nefrectomía unilateral del riñón derecho. 

Para ello, los animales se posicionaron en decúbito lateral izquierdo y se 

realizó una incisión de 5-8 mm en la pared abdominal derecha, inmediatamente 

caudal a la última costilla. Se expuso el riñón derecho, el cual fue decapsulado 

y se procedió a la ligadura conjunta del pedículo renal. El riñón fue extirpado y 

el pedículo, tras ser inspeccionado, fue posicionado de nuevo en la cavidad 

abdominal. Finalmente se procedió al cierre de la pared muscular del abdomen 

y la piel mediante suturas quirúrgicas. 

 

Diseño experimental 

El protocolo experimental de la presente tesis doctoral se ha estructurado en 

cuatro estudios diferenciados según el tiempo de duración del tratamiento 
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dietético (4, 7 o 28 semanas) y el objetivo del estudio (metabolismo mineral, 

enfermedad renal, composición muscular). Es por ello que se abordará el 

diseño experimental de cada una de cada uno de ellos de forma independiente. 

 

Estudio 1. Efecto de la ingesta calórica sobre el metabolismo energético y 

mineral: protocolo de dieta hipocalórica (hC) 

Un total de 27 ratas fueron distribuidas en diferentes grupos (n=9 

ratas/grupo) en función de la alimentación que siguieron durante los 30 días 

que duró el experimento (Figura 8, superior). Así se dispusieron 3 grupos 

alimentados con contenido calórico normal (NC-NP, grupo control), alto (HC-

NP, grupo HC) o bajo (hC-NP, grupo hC); todas ellas con el mismo contenido 

mineral (0,6% calcio y 0,6% fósforo). 

Tanto el grupo control como el grupo HC fueron alimentados ad libitum. 

En cambio, para los animales del grupo hC, por observarse un comportamiento 

de sobrealimentación por déficit calórico, se fijó una cantidad máxima de 30 

gramos, ofrecida diariamente y con la cual se conseguía un objetivo de 

reducción de ingesta calórica de un 35% respecto a la ingesta del grupo control. 

Finalizados los 30 días de alimentación con cada una de las dietas todos los 

animales fueron sacrificados. 
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Estudio 2. Efecto de la restricción calórica sobre el metabolismo energético y 

mineral: protocolo de dieta normocalórica restringida (NCR) 

Este estudio se llevó a cabo en dos grupos de ratas con diferente protocolo 

dietético, con el objetivo de investigar el efecto de la RC sobre el metabolismo 

energético y mineral en animales con función renal normal.  

Se incluyeron un total de 21 ratas Wistar distribuidas en dos grupos, en 

función de si los animales siguieron una alimentación ad libitum (grupo 

control, n=10) o se sometieron a una reducción de la ingesta calórica (grupo 

NCR, n=11).  

A diferencia del primer estudio, el protocolo de RC se basó en la 

disminución de la ración diaria de alimento y no en la densidad energética del 

mismo (Figura 8, inferior). De esta forma, cada uno de los grupos fue 

alimentado con una dieta normocalórica (NC) de idéntica composición de 

macronutrientes. Según nuestra experiencia previa, se estimaron 15 gramos 

como la ingesta de alimento diario para una rata de 2 meses de edad con las 

dietas utilizadas en este estudio, considerándose esta cantidad como 

alimentación ad libitum. De esta forma, a los animales de grupo control se les 

ofreció esta cantidad diariamente, reduciéndose a 10 gramos en el grupo NCR; 

lo que supone una reducción del 33% de EM respecto al grupo control. 

Atendiendo a los requisitos del protocolo dietético y con el fin de igualar la 

ingesta mineral en todos los animales, al grupo NCR se le ofreció una dieta con 
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el contenido de calcio y fósforo ajustado a la ingesta de alimento, RC-NP, 

mientras que al grupo control se le ofreció la dieta estándar, NC-NP (ver 

características de las dietas en Tabla 2). 

El experimento tuvo una duración total de 50 días, periodo tras el cual 

todos los animales fueron sacrificados. 
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Figura 8. Diseño experimental de los estudios de metabolismo energético y mineral. Ca, calcio; EM, energía metabolizable; P, fósforo. HC, hipercalórico; hC, 

hipocalórico; NC, normocalórico; NCR, normocalórico con ingesta restringida. 
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Estudio 3. Efecto de la restricción calórica sobre la enfermedad renal y la 

calcificación vascular 

El diseño de este estudio se centró en la valoración de los cambios tanto 

clínicos como histológicos derivados de la aplicación de un protocolo de RC en 

animales urémicos sometidos a un tratamiento de inducción de CV. 

Los animales se distribuyeron en 6 grupos de estudio, según el diseño 

indicado en la Figura 9. 

En los grupos 1 a 4 el objetivo era de estudiar el efecto de la RC sobre la 

progresión de la enfermedad renal y desarrollo de CV. Para ello, se 

establecieron diferentes fases en el experimento. Durante la fase previa a la 

inducción de CV, los animales de los grupos 1 y 3 recibieron 15 gramos diarios 

de la dieta NC-NP, mientras que a los grupos 2 y 4 se les restringió el consumo 

de alimento a 10 g/día de la dieta RC-NP. Según experimentos previos, se 

calcularon 15 g/día como la cantidad diaria suficiente para el crecimiento 

normal de animales de 2 meses de edad, considerándose esta cantidad como 

régimen ad libitum. 

Tras 7 semanas con esta pauta dietética, todos los animales se sometieron a 

un procedimiento quirúrgico de reducción de la masa renal (Nx 5/6, ver 

apartado anterior) con el fin de inducir un estado de uremia en estos animales. 

Además, para inducir el desarrollo de calcificaciones extraesqueléticas, a todos 

los animales se les administró calcitriol (KernPharma) vía intraperitoneal a una 
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dosis de 80 ng/kg en días alternos, durante 14 días. En esta fase de CV, todos 

los animales se alimentaron ad libitum con una dieta alta en fósforo; NC1,2 

para los grupos 1 y 2, y NC1,8 para los grupos 3 y 4. Finalizado el periodo de 

calcificación, los animales fueron sacrificados o reagrupados para continuar 

con el estudio de regresión de CV (grupos 5 y 6). 

Finalmente, se dispusieron otros dos grupos con el fin de estudiar el efecto 

de la RC sobre la capacidad de regresión de la CV inducida. Para ello, algunos 

de los animales pertenecientes al grupo 1 se reagruparon tras el periodo de 

calcificación. Durante esta fase de regresión, se suspendió la administración de 

calcitriol de todos los animales y se mantuvo una pauta de alimentación con 

una dieta control, ad libitum (grupo 5, NC-NP) o en régimen de RC (grupo 6, 

RC-NP). Los animales se sacrificaron tras 4 semanas. 
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Figura 9. Diseño experimental de los estudios de calcificación vascular y regresión de calcificación vascular. Ca, calcio; CTR, calcitriol; Nx, nefrectomía; P, fósforo.
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Estudio 4. Efecto de la dieta hipocalórica sobre el metabolismo de la vitamina 

D y la composición muscular 

Este estudio fue diseñado para investigar el efecto de la RC sobre la 

composición fibrilar de la musculatura esquelética y la implicación de la 

modulación de la vitamina D en este proceso. Un total de 34 ratas Wistar 

fueron alimentadas con una dieta NC-NP (grupo control) o hC-NP (grupo hC) 

durante 28 semanas. Durante todo el experimento, los animales del grupo 

control fueron alimentados ad libitum. En el grupo hC, en cambio, se 

estableció una pauta de alimentación diaria (30 gramos/rata) para evitar 

sobrealimentación, fijándose así un objetivo de reducción de ingesta calórica 

de un 35% respecto a la ingesta del grupo control. Tras 28 semanas sometidas a 

este régimen de alimentación, todos los animales fueron sacrificados para 

realizar el estudio histomorfométrico muscular. 

 

Eutanasia y toma de muestras 

En la última semana de los experimentos, todos los animales se alojaron en 

jaulas metabólicas durante las 72 horas previas al sacrificio y se hizo un control 

diario de ingesta de agua y comida, así como recolección de orina y heces.  

Tras los 3 días de muestreo, todas las ratas fueron sacrificadas bajo 

anestesia general con isofluorano, mediante exanguinación por punción en la 

aorta abdominal. En el momento del sacrificio, se tomaron muestras de los 
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tejidos objeto de estudio: riñón, aorta torácica y músculo esquelético. Además, 

se obtuvo el dato de adiposidad abdominal de las ratas mediante la recolección 

y pesado, postmorten, de la grasa visceral de los animales. 

 

Bioquímica sanguínea 

Como se ha comentado anteriormente en este mismo apartado, en el 

momento del sacrificio se llevó a cabo la toma de muestra de sangre, bajo 

anestesia general, por punción de la aorta abdominal. Las muestras se 

recogieron en colectores de extracción impregnados con heparina de litio como 

anticoagulante. Tras el sacrificio, todas las muestras fueron centrifugadas 

durante 10 minutos, a 3500 rpm y 4ºC de temperatura para la separación del 

plasma, el cual fue almacenado en congelación a -20ºC hasta su uso. 

En plasma se realizaron mediciones de parámetros del metabolismo 

mineral y función renal, así como las hormonas implicadas. El fósforo, calcio, 

creatinina y urea se midieron por espectrofotometría (BioSystems). Se utilizó 

el test ELISA para medición de FGF23 intacto (Kainos Laboratories). Las 

mediciones de 25(OH)-vitamina D3 (calcidiol) y de 1,25(OH)2-vitamina D3 

(calcitriol) se realizaron mediante radioinmunoensayo (Immunodiagnostics 

Systems). 

También se realizaron mediciones de parámetros relacionados con el 

metabolismo energético. Se utilizó la espectrofotometría (BioSystems) como 
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método de elección para la cuantificación de colesterol, triglicéridos y 

albúmina, y el test ELISA para la medición de leptina y adiponectina (EMD 

Millipore). Todos los parámetros se obtuvieron a partir de muestras de plasma. 

La medición de glucosa se realizó de forma inmediata en el momento del 

sacrificio, en sangre fresca y utilizando un glucómetro portátil (Bayer). 

 

Balance de fósforo  

Se realizaron estudios sobre el balance de fósforo como parte de los 

experimentos encaminados a investigar el efecto de la RC sobre el 

metabolismo mineral. Para ello, la absorción intestinal neta de fósforo y el 

balance de fósforo fueron calculados mediante la aplicación de las siguientes 

fórmulas (valores expresados en mg/día): 

Absorción neta de fósforo = ingesta de fósforo – excreción fecal de fósforo 

Balance de fósforo = absorción neta de fósforo – excreción urinaria de fósforo 

 

Bioquímica urinaria 

Las orinas, recogidas cada 24 horas durante los 3 días de muestreo, fueron 

centrifugadas durante 5 minutos, a 1500 rpm y 4ºC de temperatura. Tras retirar 

el sedimento, las alícuotas fueron congeladas a -20ºC hasta su medición. Se 
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utilizó la espectrofotometría cuantitativa (Biosystems) como método de 

medición de la concentración de fósforo en orina 

 

Análisis fecal 

Las heces, también pesadas y recogidas cada 24 horas, se mantuvieron en 

congelación a -20ºC hasta su procesado.  

Para la medición de la excreción de fósforo, las heces recogidas durante las 

72 horas de muestreo previas al sacrificio fueron sometidas a un proceso de 

desmineralización con una solución de HNO3 a concentración de 0,6 mmol/l. 

Posteriormente, fueron secadas (≤125ºC, 2 horas) y calcinadas (≤125ºC, 3 

horas). Finalmente, el fósforo fecal se midió por espectrofotometría de masas 

(ICP-MS, Espectrofotometría de Masas por Plasma Acoplado Inductivamente). 

 

Estudio de calcificación vascular 

El estudio de CV se realizó mediante la evaluación histológica de la aorta 

torácica y la medición del contenido de calcio tisular.  

Para el estudio histológico, la aorta torácica fue diseccionada en el 

momento del sacrificio y conservada en formol al 10% para su fijación e 

inclusión en parafina. Se utilizó el método Von Kossa como tinción 
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histoquímica de las secciones de aorta para la evaluación de las zonas de 

calcificación. 

Otra porción de la aorta torácica fue conservada en congelación a -80ºC 

para la posterior medición de calcio. Para ello, las muestras se pesaron en seco 

y se sumergieron en ácido fórmico al 10% durante 48 horas para su 

desmineralización. Previamente, los anillos de aorta fueron sometidas a un 

proceso de lavado durante 72 horas, realizando cambios diarios de la solución 

de lavado (100 mmol/l de CaCl2; 20 mmol/l HEPES [pH 7,4]; 0,15 mol/l de 

NaCl; 0,02% de azida sódica). Se utilizó el sobrenadante del tejido 

desmineralizado para la medición de calcio mediante espectrofotometría 

(Biosystems). 

 

Estudio de histomorfometría muscular 

Toma de muestras 

Para el estudio histomorfométrico se eligieron el músculo tibial craneal y el 

sóleo por ser representativos de los fenotipos de contracción rápida (fibras 

rojas) y contracción lenta (fibras blancas), respectivamente. Ambos músculos 

fueron disecados y pesados en el momento del sacrificio.  Se calculó el peso 

relativo de cada músculo, obteniéndose así el índice somático muscular (ISM), 

marcador utilizado para valorar el desarrollo de sarcopenia. Para ello se aplicó 

la fórmula:  
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ISM = peso muscular (g) / peso del animal (g) 

Para garantizar la conservación de las fibras musculares, se llevó a cabo un 

protocolo de congelación anteriormente reportado y específico para tal fin 

(Acevedo et al., 2016). Se realizó un corte transversal de cada músculo y cada 

mitad se adhirió a un bloque de corcho utilizando el medio OCT (del inglés, 

optimal cutting temperature) (Tissue-Telk, Miles Laboratories) de forma que 

las fibras quedasen orientadas en un plano transversal. Posteriormente, las 

muestras fueron congeladas bajo un protocolo controlado de inmersión durante 

30 segundos en isopentano enfriado con nitrógeno líquido. Esto permitió la 

congelación gradual del espécimen evitando la rotura fibrilar por choque 

térmico. Tras su congelación, las muestras se conservaron a una temperatura de 

-80ºC hasta su procesado. 

 

Histomorfometría muscular 

Para la evaluación histológica, en las muestras de tibial craneal y sóleo se 

realizaron cortes seriados de 10 µm de grosor con ayuda de un criostato 

(Frigocut, Reitchert Jung), trabajando a una temperatura de -20ºC. 

Para llevar a cabo la identificación fibrilar y el estudio morfométrico, estas 

secciones fueron teñidas utilizando dos técnicas histoquímicas previamente 

validadas para su uso en ratas (Rivero et al., 1999): ATPasa ácida y succinato 

deshidrogenasa (SDH). La primera técnica tiene utilidad para la identificación 
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de miofibrillas en función de su actividad contráctil, mientras que la SDH 

permite estudiar la actividad enzimática oxidativa. 

Las secciones teñidas fueron digitalizadas con el software de imagen 

Pinnacle Studio (Pinnacle Systems, versión 24.0). Se eligió un área de 

aproximadamente 150 fibras, sobre la que se realizó el estudio morfológico de 

cada una ellas utilizando el programa Scion Image versión 4.0. Para ello, en 

primer lugar, las fibras fueron identificadas en función de su actividad 

contráctil. Posteriormente, se procedió al análisis morfológico, el cual se 

realizó en imágenes procesadas en escala de grises a partir de las secciones 

teñidas con la técnica de la SDH. Sobre estas imágenes, se llevaron a cabo 

mediciones de tamaño y actividad oxidativa.  

La clasificación de los tipos de miofibrillas se realizó siguiendo la 

identificación de los cuatro tipos principales de fibras musculares: tipo I, tipo 

IIA, tipo IIX y tipo IIB. Cuando se identificaron fibras de fenotipos híbridos, 

estas fueron escasas (<5% del total) y se distribuyeron de forma equitativa 

entre los tipos fibrilares más próximos. 

El tamaño fibrilar se determinó mediante la medición de dos parámetros: 

área total y diámetro menor. Este protocolo se fundamenta en el hecho de que 

la disposición oblicua que puede ocurrir durante el procesado de la muestra y la 

obtención de la sección, altera la medición del área por no encontrarse 

completamente expuesta. Así, el diámetro menor, que se define como el 



Materiales y Métodos 

 

92 

 

diámetro máximo registrado en la región en la cual las fibras muestran su 

menor tamaño, persigue el objetivo de evitar la distorsión sucedida cuando no 

se obtiene una sección transversal del músculo en cuestión. 

Como ya se ha comentado, la actividad oxidativa se analizó a partir de una 

imagen en escala de grises, con un rango de píxeles de 0 a 255, obtenida a 

partir de la tinción de SDH. La unidad de medida fue la densidad óptica (DO), 

con una escala de medición de 0 a 0,8. Puesto que la medición de DO se 

obtiene a partir del conteo de píxeles, la variabilidad de las mediciones en 

secciones procesadas mediante histoquímica pone en cuestión la fiabilidad de 

las mismas. Es por ello que se realizaron tres mediciones consecutivas de DO, 

aceptándose coeficientes de variación no superiores al 5%. De esta forma, se 

consiguió una alta precisión analítica reforzando así la fiabilidad de las 

mediciones de la actividad enzimática. 

 

Estudios de biología molecular 

Extracción de ARN tisular 

Se realizaron estudios de biología molecular a partir de tejido renal. Para 

ello se procedió a la extracción de ARN total del riñón de animales sanos, así 

como de la masa renal remanente en ratas nefrectomizadas. 
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Para este procedimiento, una porción de riñón (en la que todas sus partes se 

encontraban representadas) fue macerada utilizando un mortero de mano; 

proceso realizado manteniendo en todo momento el estado de congelación del 

tejido mediante el uso de nitrógeno líquido. El macerado renal se utilizó para la 

extracción del ARN total mediante el método de precipitación estándar, 

utilizando Trizol (Sigma-Aldrich), seguido de solventes como cloroformo 

(Sigma-Aldrich), isopropanol (Panreac), y, finalmente, se lavó el espécimen 

con etanol (Panreac). El ARN total fue cuantificado por espectrofotometría 

(ND-1000, Nanodrop Technologies) y posteriormente tratado con DNasa 

(DNase I amplification Grade, Sigma-Aldrich), asegurando su estabilidad. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 

Se utilizaron 50 µg del ARN tisular tratado con DNasa y 1 µl de primer 

para analizar la expresión génica mediante RT-PCR en tiempo real. El agente 

marcador empleado para la reacción de amplificación fue SYBR Green 

(QuantiTect, Qiagen).  

Como parte del estudio de la funcionalidad renal se cuantificó la expresión 

génica de alfa-Klotho renal. Además, se midió la expresión de las enzimas 

Cyp27b1 y Cyp24a1 como parte del estudio del metabolismo de la vitamina D. 

Los resultados fueron tratados como expresión relativa frente al gen 

constitutivo GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). La expresión 
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de ARN mensajero (ARNm) fue calculada mediante la aplicación del método 

2-∆∆Ct (donde Ct corresponde al ciclo umbral). Las secuencias de las parejas de 

los primers utilizados en los estudios se encuentran reflejadas en la Tabla 3.
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Gen Primer forward (5′-3′) Primer reverse (5′-3′) 

alfa-Klotho CTCTGAAAGCCTACGTGTTGG TAGAAACGAGATGAAGGCCAG 

Cyp27b1 AAGAGTGATGACTACTGGG ATAGTATCAAATAGCCGGGG 

Cyp24a1 AAGTGTGCCATTTACAACTC GTTAACACTGTTCCTTTGGG 

GAPDH AGGGCTGCCTTCTCTTGTGAC TGGGTAGAATCATACTGGAACATGTAG 

 
Tabla 3. Secuencias de las parejas de primers utilizados para cada gen estudiado en tejido renal. Cyp27b1, Citocromo P450 de la enzima 1-alfa-hidroxilasa; Cyp24a1, 

Citocromo P450 de la enzima 24-hidroxilasa; GAPDH, Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Las parejas de primers fueron fabricados y suministrados por 

ThermoFisher (alfa-Klotho y GAPDH) o Sigma Aldrich (Cyp27b1 y Cyp24a1). 



Materiales y Métodos 

 

96 

 

Extracción de proteína tisular 

La extracción de proteína renal se realizó a partir del macerado renal 

(previamente descrito), el cual fue incluido en un buffer de lisis ajustado a pH 

7,9. Los componentes del buffer fueron: HEPES (10 mmol/l), KCl (10 

mmol/l), EDTA (0.1 mmol/l), EGTA (0.1 mmol/l), DTT (1 mmol/), PMSF (0.5 

mmol/l), cóctel inhibidor de proteasas (70 µg/mL) e I-Gepal CA-630 (0.6%) 

(Sigma-Aldrich). La concentración de proteína se cuantificó utilizando el 

método Bradford. 

 

Western blot 

Se utilizaron entre 50 y 100 µg de proteína tisular para cuantificar la 

producción de proteína tisular mediante la técnica de Western blot. Se utilizó 

un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-poliacrilamida) al 

10% (Invitrogen) para la electroforesis. Para la transferencia electroforética 

(Transfer Systems, Bio-Rad) de la proteína, se utilizaron membranas de 

nitrocelulosa (Invitrogen). 

Las membranas fueron incubadas en agitación continua a temperatura 

ambiente durante una hora con un buffer de solución salina Tris-Tween 20 

(TTBS). Esta solución se preparó a base de 20 mM Tris·HCl (pH 7.6), 0.2% 

Tween 20, and 150 mM NaCl, (Sigma-Aldrich) y 5% de leche en polvo 

desgrasada (Bio-Rad). Posteriormente, las membranas fueron lavadas con 
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TTBS sin leche en polvo e incubadas con anticuerpo anti-Klotho (0.5 mg/mL, 

Transgenic); proceso que se mantuvo durante la noche a una temperatura de 

4ºC y agitación. Tras el lavado de las membranas con TTBS, se procedió al 

marcaje con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (Santa Cruz 

Biotechnology). La concentración del anticuerpo secundario fue de 1:5000. 

Finalmente, se procedió al revelado autorradiográfico de las membranas 

utilizando el equipo ECL Plus Western Blotting Detection System (GE 

Healthcare).  

El cálculo de los resultados se realizó mediante la normalización a la 

proteína GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) utilizando el software ImageJ 

(National Institutes of Health) para su cuantificación. 
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EXPERIMENTOS IN VITRO 

Se realizaron experimentos en cultivos celulares de células osteogénicas 

con el fin de explorar el efecto del aporte energético sobre la expresión de 

genes osteogénicos; y, más concretamente, sobre el FGF23. 

 

Línea celular 

Los experimentos celulares se llevaron a cabo utilizando la línea celular 

UMR106 (ATCC). Se trata de una línea celular clonal, desarrollada por el 

doctor T.J. Martin, conformada por osteoblastos procedentes de osteosarcoma 

inducido de rata de la cepa Sprague-Dawley. 

 

Cultivo celular 

Las células UMR106 se cultivaron en el medio de cultivo Dulbecco 

modificado (DMEM, del inglés: Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 

(Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Biowest). 

La contaminación bacteriana se evitó mediante la adición al medio de 100 mg/l 

de estreptomicina (Normon) y 100 UI/ml de penicilina (ERN); y el control 

fúngico se realizó adicionando fungizona a una concentración de 0,29 mg/l 

(Lonza). También se complementó el medio con 1 mM de piruvato sódico 



Materiales y Métodos 

 

99 

 

(Lonza) y 2 mM de ultra-glutamina (Lonza), asegurando así las condiciones 

para un óptimo crecimiento celular. 

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos en una densidad de 10.000 

células/cm2 y se mantuvieron con el medio de cultivo DMEM hasta llegar a 

una confluencia del 90%. Debido a la baja producción de FGF23 observada en 

esta línea celular, en este punto de los experimentos, todos los grupos fueron 

sometidos a un tratamiento con 10 nM de calcitriol (Kern Pharma) durante las 

24 horas previas a la lisis celular, procedimiento previamente descrito por Bär 

y colaboradores para estimular la producción de FGF23 (Bär et al., 2018). 

Los cultivos celulares se mantuvieron durante todo el experimento en unas 

condiciones de 37ºC, 5% de CO2 y saturación atmosférica de agua. El cambio 

del medio de cultivo durante el experimento se realizó con una frecuencia de 

48 horas. 

 

Diseño experimental 

Efecto de la disponibilidad energética sobre el FGF23 

Para estudiar el efecto de la disponibilidad energética sobre el FGF23, se 

incubaron células UMR106 en medio de cultivo DMEM con diferentes 

concentraciones de glucosa: alta (HG; 4,5 g/l), media (MG; 2 g/l) y baja (LG; 1 

g/l). Se diseñaron diferentes protocolos atendiendo al tiempo de exposición a la 
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glucosa, realizándose estudios en los que las células se expusieron a baja 

glucosa durante 6 días, 96 horas o 24 horas. 

 

Efecto de la osmolaridad sobre el FGF23 

La glucosa, entre otras, es una molécula que afecta directamente a la 

osmolaridad del medio. Esto es, el aumento de glucosa en el líquido 

extracelular incrementa la osmolaridad del mismo; y viceversa, la disminución 

de glucosa, reduce la tonicidad del medio. Estos cambios de osmolaridad 

conllevan el intercambio de agua entre el medio intra y extracelular y, con ello, 

el desajuste electrolítico. Este fundamento aplicado a nuestros experimentos 

supondría que reducir la concentración de glucosa en el medio de cultivo 

reduciría la osmolaridad del mismo respecto al medio con mayor 

concentración, pudiendo traducirse en una dificultad añadida para las células 

para obtener los nutrientes del medio (debido a la hipertonicidad celular). Con 

el fin de valorar los posibles efectos adversos derivados de los cambios de 

tonicidad del medio debido a las diferentes concentraciones de glucosa, se 

realizaron experimentos en lo que se estudió el efecto de la osmolaridad sobre 

el FGF23. 

Para estos estudios, se incubaron células en medio HG o LG, y se incluyó 

un grupo de células incubadas en DMEM LG al que se añadió manitol 

(Fresenius Kabi) a una concentración de 19,42 mOsmol/l para igualar la 
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osmolaridad al medio del grupo control (HG). Estas células se mantuvieron 

durante 6 días, después de los cuales se lisaron para su posterior extracción de 

ARN y estudio de expresión génica de FGF23. 

 

Efecto de la concentración de fósforo sobre el FGF23 

Para estudiar el efecto del fósforo sobre el FGF23 en función de la 

disponibilidad energética, se incubaron células en medio HG o LG con 

diferentes concentraciones de fósforo: normal (NP, 1 mM) o alta (HP, 4 mM). 

Para incrementar la concentración de fósforo en el medio, se preparó un buffer 

stock 1:2 de PO4HNa2/PO4H2Na (Sigma-Aldrich), a partir del cual se 

suplementó el medio NP para elevar la concentración de 1 mM a 4 mM. Todos 

los grupos se mantuvieron hasta llegar al 90% de confluencia con las 

concentraciones de glucosa y fósforo correspondientes, momento en el cual se 

administró calcitriol 10 nM para estimular la producción de FGF23 durante 24 

horas. La duración total del experimento fue de 6 días. 

 

Implicación de la vía mTOR en la modulación del FGF23 

Debido a la evidencia sobre la conexión de rutas las metabólicas de AMPK 

e insulina con el FGF23, se llevaron a cabo estudios in vitro sobre la 
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implicación de mTOR como mecanismo involucrado en la regulación de 

FGF23 por parte del metabolismo energético. 

Para evaluar la implicación de mTOR, se eligieron dos agentes inhibidores 

de esta ruta de señalización: rapamicina (Calbiochem) y everolimus (Sigma-

Aldrich). Estos fármacos se utilizaron para el tratamiento de células incubadas 

en el medio de cultivo control (HG) de forma que se incluyeron grupos de 

células tratadas con una concentración de 10 nM de rapamicina o everolimus 

durante 6 días (con el fin de simular un efecto de restricción energética 

crónica). Es conocido el efecto inhibitorio de la rapamicina sobre el 

crecimiento celular, por lo que, para asegurar la viabilidad, los tratamientos con 

ambos inhibidores se renovaron a días alternos.  

Se llevaron a cabo estudios de dosis-dependencia y tiempo-dependencia 

utilizando la rapamicina como inhibidor de elección. Para ello, las células 

cultivadas en medio HG fueron tratadas a concentraciones de 0 nM, 5 nM o 10 

nM, de rapamicina con una duración total del tratamiento de 6 días, 96 horas o 

24 horas. 
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Estudios de expresión génica 

Extracción de ARN celular 

Para la cuantificación génica, finalizado el tiempo del experimento, se 

procedió a la lisis celular y extracción de ARN total. Para ello se utilizó Trizol 

(Sigma-Aldrich) y se siguió el protocolo estándar de extracción de ARN de 

Invitrogen. Obtenido el espécimen de ARN total, se procedió a su 

cuantificación (ND-1000, Nanodrop Technologies) y posterior tratamiento con 

DNasa (DNase I amplification Grade, Sigma-Aldrich), eliminando con ello la 

posible contaminación y asegurando su estabilidad.  

 

RT-PCR en tiempo real 

La expresión génica se estudió mediante la amplificación de ARNm con la 

técnica de RT-PCR en tiempo real, utilizando el kit QuantiTect SYBR Green 

(Qiagen). Para ello se utilizó una concentración de 50 µg de ARN y 1 µl de 

primer, analizándose la expresión génica con el uso de un termociclador 

(LighCycler, Roche Diagnostic) y tratándose los resultados como expresión 

relativa al gen Tbp (proteína de unión TATA; del inglés, TATA binding 

protein). La normalización de la amplificación se realizó mediante la 

aplicación del método 2-∆∆Ct. 
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Se estudió la expresión tanto de FGF23, gen principal objeto de estudio, 

como de otros genes osteogénicos, RunX2 (factor de trascripción 2 de la 

familia Runx) y Osterix, utilizados como indicadores de maduración celular. 

También se estudió la expresión de STIM1 por su implicación en la vía de 

señalización de mTOR y como parte del estudio mecanístico de la modulación 

de FGF23. En la Tabla 4 se indican las secuencias de los genes utilizados en 

los estudios in vitro. 
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Gen Primer forward (5′-3′) Primer reverse (5’-3’) 

FGF23 TGGCCATGTAGACGGAACAC GGCCCCTATTATCACTACGGAG 

RunX2 CGGGAATGATGAGAACTACTC GCGGTCAGAGAACAAACTAGGT 

Osterix GTACGGCAAGGCTTCGCATCTGA TCAAGTGGTCGCTTCGGGTAAAG 

STIM1 CAGTACTACAACATCAAGAAGC TTTTTATTTTCTCAGCCCCC 

Tbp ACTCCTGCCACACCAGCC GGTCAAGTTTACAGCCAAGATTCA 

 
Tabla 4. Secuencias de las parejas de primers utilizados para cada gen estudiado en cultivos celulares.  FGF23, factor de crecimiento fibroblástico 23; RunX2, factor de 

trascripción 2 de la familia Runx; STIM1, molécula de interacción estromal 1; Tbp, proteína de unión TATA.  
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El software utilizado para el análisis estadístico fue GraphPad Prism, 

versión 6.01. Todos los datos reflejados en la presente Tesis Doctoral están 

expresados como media ± error estándar de la media, considerándose 

significancia estadística para un valor de p<0,05.  

La diferencia entre medias de dos grupos ha sido determinada mediante el 

análisis t-test; mientras que la diferencia entre medias de tres o más grupos ha 

sido determinada mediante un estudio ANOVA utilizando el procedimiento 

post-hoc Fisher LSD.  

Los análisis de correlación se llevaron a cabo mediante el estudio de 

regresión lineal utilizando el test de Pearson. 

Los análisis de supervivencia se realizaron con el método de la curva de 

Kaplan-Meier y el uso del test Long-Rank para el estudio de diferencias entre 

curvas. 
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SECCIÓN 1. METABOLISMO ENERGÉTICO Y MINERAL 

EXPERIMENTOS IN VIVO 

Estudio 1. Efecto de la ingesta calórica sobre el metabolismo energético y 

mineral: protocolo de dieta hipocalórica 

En el primer lugar, se abordarán los resultados obtenidos durante los estudios 

llevados a cabo en animales alimentados ad libitum con dietas de diferente 

densidad energética, conseguida mediante la modificación porcentual del 

contenido de grasa. 

 

A. Ingesta calórica y peso corporal 

Como cabía esperar, la ingesta calórica de cada uno de los tres grupos de 

ratas incluidos en este experimento arrojó diferencias significativas. Así, el 

grupo HC ingirió 63,0 ± 1,7 kcal/día, lo que supone un 20% más que el grupo 

control, 52,6 ± 0,3 kcal/día (p<0,001; Figura 10a). Resulta interesante matizar 

que la ingesta calórica de las ratas HC, aun siendo mayor que en el grupo 

control, no se correspondió con el incremento estimado. Esto es así porque los 

animales de dicho grupo, debido al aumento de la densidad energética de su 

dieta, redujeron espontáneamente el consumo de alimento, 12,0 ± 0,3 g/día, 

respecto a aquellas que tuvieron una alimentación con dieta NC, 14,9 ± 0,1 

g/día, lo que además se reflejó en el peso corporal al final del estudio de forma 

que las ratas HC tuvieron una ganancia de peso similar a los animales del 
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grupo control, 51,7 ± 2,7 g vs 51,3 ± 3,1 g. Por otro lado, el grupo hC tuvo una 

ingesta calórica significativamente inferior al grupo control, 32,4 ± 0,3 kcal/día 

(p<0,0001), con un consumo diario de alimento de 24,7 ± 0,3 g/día, 

suponiendo una reducción energética de un 40% respecto al grupo control. Esta 

reducción energética se tradujo en una pérdida significativa del peso corporal 

total del grupo hC, -44,5 ± 2,8 g (p<0,0001). 

 

B. Parámetros bioquímicos 

A pesar de las diferencias de ingesta calórica, no se observaron diferencias 

significativas en la concentración de glucosa en sangre, registrándose valores 

de 124,6 ± 5,7 mg/dl, 113,0 ± 8,3 mg/dl y 126,9 ± 4,7 mg/dl, en el grupo 

control, HC y hC, respectivamente. Se observó disminución significativa en los 

valores de triglicéridos, 22,3 ± 1,7 mg/dl vs 41,6 ± 4,0 mg/dl (p=0,002) y 

colesterol total, 35,9 ± 3,3 mg/dl vs 56,2 ± 4,0 (p=0,002), así como una 

reducción de leptina, 0,64 ± 0,2 ng/ml vs 1,6 ± 0,2 ng/ml (p=0,005) en ratas 

alimentadas con una dieta hC en comparación con aquellas que tuvieron una 

ingesta calórica normal. Además, estos cambios se acompañaron de un 

incremento en los niveles de adiponectina plasmática, 10,5 ± 0,6 en hC vs 7,0 ± 

0,5 en NC (p<0,001). Sin embargo, a pesar del incremento calórico, el grupo 

HC mostró un perfil lipídico similar al grupo control, con un aumento 

significativo únicamente en los niveles de leptina, 2,5 ± 0,5 ng/ml (p=0,026), el 
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cual se acompañó de una ligera disminución de adiponectina, 6,0 ± 0,6 ng/ml 

vs 7,0 ± 0,5 ng/ml. 

  

C. Parámetros del metabolismo mineral 

Todas las dietas utilizadas durante el experimento tenían el mismo 

contenido mineral, de forma que la diferencia en el consumo de alimento se vio 

reflejado en la ingesta de fósforo. Esto resultó en una ingesta de 89,7 ± 0,6 

mg/día en las ratas del grupo control, mientras que las ratas HC ingirieron una 

cantidad ligeramente inferior, 72,2 ± 2,0 mg/día, y las ratas hC tuvieron una 

ingesta muy superior a la de los otros dos grupos, 148,3 ± 1,5 mg/día 

(p<0,0001). No obstante, esto no se reflejó en una diferencia en la 

concentración plasmática de fósforo, obteniéndose valores ligeramente 

inferiores tanto en ratas HC, 4,7 ± 0,2 mg/dl, como hC, 4,7 ± 0,3 mg/dl 

respecto al grupo control, 5,0 ± 0,2 mg/dl (Figura 10b).  

Para valorar el efecto de la ingesta calórica sobre el metabolismo del 

fósforo, se estudió la absorción de este mineral en los tres grupos de estudio. Se 

observó que, a pesar de la diferente ingesta de fósforo, su absorción no varió 

significativamente en ninguno de los tres grupos: Control, 44,0 ± 3,6 mg/día; 

HC, 47,0 ± 4,0 mg/día; y hC, 49,0 ± 3,0 mg/día (Figura 10c). 
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La ingesta calórica influyó sobre los niveles de FGF23, el cual aumentó de 

forma significativa en ratas HC, 496 ± 60 pg/ml (p=0,001), y disminuyó en 

ratas hC, 127 ± 17 pg/ml (p=0,009), en comparación con los niveles de FGF23 

de las ratas del grupo control, 289 ± 28 pg/ml (Figura 10d). 

 

 

Figura 10. Ingesta calórica (a), concentración plasmática de fósforo (b), absorción neta de fósforo (c) y 

concentración plasmática de FGF23 (d) en ratas alimentadas con una dieta con un contenido calórico alto 

(HC), normal (NC) o bajo (hC). *p<0,05 vs NC. 

 

También el calcitriol se modificó según la ingesta calórica, reduciéndose en 

ratas HC, 22,4 ± 8,2 pg/ml (p<0,0001), e incrementándose en ratas hC, 185,6 ± 

7,7 pg/ml (p<0,0001), respecto al grupo control, 98,4 ±17,8 pg/ml (Figura 11a). 

En los estudios de correlación se encontró una fuerte correlación inversa entre 

calcitriol y FGF23 (r=-0,803; p<0,0001) (Figura 11b).  
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Figura 11. (a) Concentración plasmática de calcitriol en ratas alimentadas con una dieta con un contenido 

calórico alto (HC), normal (NC) o bajo (hC). *p<0,05 vs NC. (b) Correlación entre FGF23 y calcitriol en 

plasma (r=-0,803, p<0,001) en el conjunto de las ratas de estudio. 

 

Además, el FGF23 plasmático mostró correlación positiva con la ingesta 

calórica (r=0.705; p<0,0001), pero no así con el fósforo plasmático (r=-0,154; 

p=0,493) o la absorción intestinal de fósforo (r=-0,125; p=0,535) (Figura 12). 
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Figura 12. Correlación entre FGF23 y (a) ingesta calórica, (b) absorción intestinal de fósforo y (c) 

fósforo en plasma en ratas alimentadas con una dieta de un contenido calórico alto, normal o bajo. 

*p<0,05 vs NC. 
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Estudio 2. Efecto de la restricción calórica sobre el metabolismo energético 

y mineral: protocolo de dieta normocalórica restringida 

En este apartado se abordarán los resultados obtenidos en experimentos 

realizados in vivo en el cual el protocolo de RC se basó en la reducción de la 

cantidad total de alimento ofrecido a los animales, sin modificación de la 

composición de macronutrientes de la dieta. 

 

A. Ingesta calórica y peso corporal 

De acuerdo con las estimaciones en las que se basó el diseño experimental, 

los animales sometidos a RC tuvieron una ingesta calórica al final de estudio 

un 33% menor que los animales del grupo control. Así la ingesta energética del 

grupo NCR resultó en una media de 35,1 ± 0,2 kcal/día, frente a 52,6 ± 0,3 

kcal/día del grupo control (p<0,001). Esta disminución en la ingesta calórica 

tuvo consecuencias directas sobre la ganancia de peso corporal total durante el 

estudio con un aumento al final del estudio de 51,3 ± 3,1 g en las ratas del 

grupo control, mientras que las ratas del grupo NCR perdieron un total de 19,5 

± 4,6 g (p<0,001; Figura 13). Además, la pérdida de peso corporal del grupo 

NCR se vio acompañada de una evidente disminución de la grasa visceral total, 

0,6 ± 0,2 g, en comparación con la grasa visceral del grupo control, 8,5 ± 1,0 g 

(p<0,001). 
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Figura 13. Evolución del peso corporal en ratas alimentadas ad libitum (línea continua) o con un 

protocolo de restricción calórica (línea discontinua) durante el tiempo de experimento. 

 

B. Parámetros bioquímicos 

Como se muestra en la Tabla 5, se encontraron diferencias significativas en 

parámetros relacionados con el metabolismo energético. Se observó una 

disminución de los valores de glucosa y triglicéridos, así como una reducción 

significativa de leptina acompañada de un incremento de la adiponectina 

plasmática en los animales del grupo NCR en comparación con el grupo 

control. A pesar de la reducción en la ingesta de alimento, todos los animales 

mantuvieron los valores de urea y albúmina dentro de los rangos fisiológicos, 

sin observarse diferencias entre grupos. 
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 Control NCR 

Glucosa (mg/dl) 124,6 ± 5,7 100,0 ± 6,9a 

Triglicéridos (mg/dl) 41,6 ± 4,0 29,6 ± 1,7a 

Colesterol (mg/dl) 70,4 ± 6,1 66,0 ± 6,2 

Leptina (ng/ml) 1,9 ± 0,3 0,5 ± 0,1a 

Adiponectina (ng/ml) 7,0 ± 0,5 11,7 ± 0,7a 

Creatinina (mg/dl) 0,8 ± 0,03 0,7 ± 0,02 

Urea (mg/dl) 34,7 ± 1,5 33,2 ± 1,4 

Albúmina (g/dl) 2,1 ± 0,05 2,1 ± 0,03 

 
Tabla 5. Parámetros bioquímicos relacionados con metabolismo energético y función renal. a p<0.05 vs 

Control. NCR, normocalórico con ingesta restringida. 

 

C. Metabolismo mineral y balance de fósforo 

Puesto que la concentración mineral se ajustó en la formulación de la dieta 

en función del régimen de alimentación de cada uno de los grupos, todos los 

animales tuvieron una ingesta de fósforo similar durante el experimento, 90,8 ± 

0,1 mg/día y 91,6 ± 0,2 mg/día, grupo control y NCR respectivamente. 

A pesar de que la ingesta de fósforo no varió, los valores plasmáticos de 

fósforo disminuyeron ligeramente, aunque de forma significativa, en el grupo 

NCR (Tabla 6). En el estudio sobre el balance de fósforo se observó que la RC 

redujo la absorción intestinal neta de este mineral resultando en un balance 

negativo evidente (Tabla 6), aunque no significativo debido a la dispersión de 

los datos consecuencia de las diferencias intragrupo. 
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Control NCR 

Ingesta fósforo (mg/día) 89,4 ± 0,5 90,1 ± 1,5 

Excreción fecal (mg/día) 46,8 ± 3,7 60,0 ± 5,3 

Absorción neta (mg/día) 42,6 ± 3,3 30,1 ± 4,6 

Excreción urinaria (mg/día) 44,3 ± 3,4 44,7 ± 5,5 

Balance (mg/día) -1,7 ± 6,2 -14,6 ± 6,8 

Fósforo plasmático (mg/dl) 5,1 ± 0,1 4,6 ± 0,1a 

 
Tabla 6. Parámetros relativos al balance de fósforo. Datos procedentes de los tres días de muestreo 

previos al sacrificio de ratas alimentadas con una dieta normocalórica con ingesta normal (Control) o 

restringida (NCR). a p<0.05 vs Control. 

 

También se observó una reducción significativa (p=0,04) en la 

concentración de FGF23 plasmático, 217,4 ± 17,9 pg/ml vs 289,0 ± 28,5 

(Figura 14a) y un incremento de calcitriol, 73,4 ± 7,8 pg/ml vs 99,1 ± 10,5. Los 

cambios de FGF23 observados en plasma correlacionaron de forma 

significativa con los cambios en la expresión génica y proteica de alfa-Klotho 

renal. Así se encontró un aumento de ARNm de alfa-Klotho en el grupo NCR, 

de 1,01 ± 0,08 a 1,44 ± 0,15 (Figura 14b), y un incremento en la proteína renal, 

de 0,99 ± 0,11 a 1,34 ± 0,12 (Figura 14c). 
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Figura 14. (a) Concentración plasmática de FGF23, (b) expresión de ARNm de alfa-Klotho en el riñón y 

(c) proteína renal de alfa-Klotho en ratas alimentadas con una ingesta calórica normal (control) o 

restringida (NCR). *p<0,05 vs Control. 
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EXPERIMENTOS IN VITRO 

Efecto de la disponibilidad de nutrientes sobre el FGF23 en cultivos 

celulares 

Los estudios realizados in vitro fueron diseñados con el fin de investigar el 

efecto de la disponibilidad energética, en forma de glucosa, sobre la 

producción de FGF23 por las células osteogénicas, así como estudiar la 

implicación de mTOR como mecanismo involucrado en estos efectos. Es por 

ello que se presentarán los resultados de todos experimentos de forma conjunta, 

por ser complementarios entre ellos. Todos los resultados presentados a 

continuación proceden de experimentos que han sido realizados por triplicado. 

Reducir la concentración de glucosa durante el cultivo de células UMR106 

resultó en la disminución de la expresión de FGF23, 0,59 ± 0,03 en LH vs 1,01 

± 0,09 en HG (p<0,0001; Figura 15).  

 

Figura 15. Expresión de ARNm de FGF23 en células UMR106 cultivadas en un medio con una 

concentración de glucosa alta (HG) o baja (LG) durante 6 días. *p<0,05 vs HG. 
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No obstante, una reducción moderada (55%) de la concentración de 

glucosa no redujo la expresión de ARNm; del mismo modo que una exposición 

menos prolongada tampoco indujo cambios en la expresión FGF23 (Figura 16). 

 

Figura 16. Respuesta de expresión de ARNm de FGF23 en un estudio de (a) dosis-dependencia en 

células UMR 106 incubadas durante 6 días con diferentes concentraciones de glucosa, *p<0,05 vs 4,5 g/L 

y (b) tiempo-dependencia en células UMR 106 incubadas con un medio de cultivo con una concentración 

baja de glucosa (LG), *p<0,05 vs 0 días. 

 

Además del FGF23, se evaluó el efecto de la disponibilidad energética en 

otros genes osteogénicos, en los que no se observaron cambios derivados de la 

exposición de glucosa, ni en la expresión de RunX2, 1,03 ± 0,12 vs 0,92 ± 

0,06, ni en Osterix, 1,00 ± 0,04 vs 0,96 ± 0,04 (Figura 17). 



Resultados 

 

122 

 

 

Figura 17. Expresión de ARNm de FGF23, RunX2 y Osterix en células UMR106 cultivadas en un medio 

con una concentración de glucosa alta (HG, barras negras) o baja (LG, barras grises) durante 6 días. 

*p<0,05 vs HG. 

 

Cuando la osmolaridad del medio LG se igualó a la del medio HG 

mediante la adición de manitol, los efectos de la concentración de glucosa 

sobre la expresión de FGF23 no se vieron alterados, manteniéndose niveles de 

expresión de ARNm inferiores en las células cultivadas en baja glucosa con 

manitol (LG+Man), 0,56 ± 0,11, respecto a aquellas cultivadas con HG, 1,02 ± 

0,09 (p=0,002; Figura 18). 

 

Figura 18. Expresión de ARNm de FGF23 en células UMR106 cultivadas en un medio con una 

concentración de glucosa alta (HG) o baja (LG) y baja con adición de manitol (LG+Man) durante 6 días. 

*p<0,05 vs HG. 
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Como cabía esperar, la expresión de FGF23 aumentó con el incremento de 

fósforo en el medio. Sin embargo, este estímulo sólo se produjo en condiciones 

de HG, 1,66 ± 0,18 vs 1,02 ± 0,09 (p<0,0001). Cuando las células fueron 

incubadas con LG, la concentración del fósforo no modificó la expresión de 

FGF23, 0,50 ± 0,02 en HP vs 0,59 ± 0,03 en NP (Figura 19). 

 

Figura 19. Expresión de ARNm de FGF23 en células UMR106 cultivadas en un medio con una 

concentración de glucosa alta y fósforo normal (HG-NP), glucosa alta y fósforo alto (HG-HP), glucosa 

baja y fósforo normal (LG-NP) o glucosa baja y fósforo alto (LG-HP) durante 6 días. *p<0,05 vs HG-NP. 

 

Finalmente, los estudios sobre la implicación de mTOR en la modulación 

de la expresión de FGF23 revelaron una reducción significativa en la 

cuantificación del ARNm en las células tratadas con cualquiera de los dos 

inhibidores utilizados en el experimento. La exposición a rapamicina 10 nM 

disminuyó el FGF23 de valores de 1,05 ± 0,14, en células tratadas con el 

vehículo dimetilsufóxido (HG+DMSO), a 0,45 ± 0,03 (p=0,001), en células 

tratadas con rapamicina (HG+Rap). Un resultado similar se observó cuando las 
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células fueron expuestas a everolimus (HG+Eve), reduciéndose la expresión de 

FGF23 a 0,62 ± 0,04 (p=0,005; Figura 20). 

 

Figura 20. Expresión de ARNm de FGF23 en células UMR106 cultivadas en un medio con una 

concentración de glucosa alta (HG), glucosa alta y DMSO (HG+DMSO), glucosa alta y rapamicina 10 

nM (HG+Rap) o glucosa alta y everolimus 10 nM (HG+Eve) durante 6 días. *p<0,05 vs HG. 

 

Además, la inhibición de mTOR en células UMR106 también disminuyó 

significativamente la expresión de STIM1 en células tratadas con rapamicina, 

0,79 ± 0,05 (p=0,004) o everolimus, 0,82 ± 0,06 (p=0,02), respecto a aquellas 

células no tratadas, 1,01 ± 0,05 (Figura 21). 

 

Figura 21. Expresión de ARNm de STIM1 en células UMR106 cultivadas en un medio con una 

concentración de glucosa alta sin inhibidor (HG), con rapamicina 10 nM (HG+Rap) o con everolimus 10 

nM (HG+Eve) durante 6 días. *p<0,05 vs HG. 
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Estudios adicionales revelaron un comportamiento de dosis-dependencia en 

respuesta al tratamiento con rapamacina (Figura 22a). También encontramos 

que una exposición reducida a rapamicina no resultó en una disminución de 

FGF23 (Figura 22b), efecto equiparable al encontrado en los experimentos de 

tiempo-dependencia a la glucosa. 

 

Figura 22. Respuesta de expresión de ARNm de FGF23 en un estudio de (a) dosis-dependencia en 

células UMR 106 incubadas durante 6 días con diferentes concentraciones de rapamicina, *p<0,05 vs 0 

nM; y (b) tiempo-dependencia en células UMR 106 incubadas con rapamicina a 10 nM, *p<0,05 vs 0 

días. 
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SECCIÓN 2. ENFERMEDAD RENAL Y CALCIFICACIÓN 

VASCULAR 

Estudio 3. Efecto de la restricción calórica sobre la enfermedad renal y la 

calcificación vascular 

A continuación, se presentarán los resultados obtenidos en los 

experimentos dedicados a explorar el efecto de la RC en el contexto de la 

enfermedad renal y CV. 

A. Estudio de calcificación vascular 

En la Tabla 7, se muestra la ingesta calórica y de fósforo de los 4 grupos de 

estudio incluidos en el experimento de CV, pre- y post- tratamiento de 

inducción de calcificación (pre-CV y post-CV, respectivamente). De acuerdo 

con el diseño experimental, durante la fase pre-CV, los grupos 2 y 4, los cuales 

se mantuvieron durante este periodo con un régimen de alimentación de RC, 

tuvieron una ingesta energética inferior a los grupos 1 y 3. En cambio, durante 

la fase de calcificación, en la cual se siguió una alimentación ad libitum en 

todos los grupos, los animales redujeron voluntariamente el consumo de 

alimento. Ese hecho se vio reflejado como una disminución en la ingesta 

calórica de todos los animales (Tabla 7) así como en una reducción del peso 

corporal al final de este periodo (Figura 23). 
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Figura 23. Evolución del peso corporal en los diferentes grupos de ratas incluidas en el estudio de 

calcificación vascular. Líneas continuas: ratas con ingesta calórica normal en la fase previa a la 

calcificación vascular (Grupos 1 y 3) o durante la fase de regresión (Grupo 5). Líneas discontinuas: ratas 

sometidas a restricción calórica en la fase previa a la calcificación vascular (Grupos 2 y 4) o durante la 

fase de regresión (Grupo 6). 

 

Los datos de la ingesta de fósforo tuvieron un comportamiento inverso. En 

la fase pre-CV, en la cual los animales recibieron dietas con la misma 

concentración de fósforo, no se observaron diferencias entre grupos. En 

cambio, post-CV, los grupos 1 y 2 recibieron una dieta con un contenido de 

fósforo inferior a la los grupos 3 y 4, resultado en un incremento de la ingesta 

total de fósforo en estos animales. Es interesante remarcar que, aunque los 

animales pertenecientes a los grupos 1 y 2 consumieron una dieta alta en 

fósforo durante el periodo de calcificación, la reducción drástica en el consumo 

de alimento observada en todos los animales del estudio tras la nefrectomía 

impidió el incremento en la ingesta de fósforo en comparación con la fase 

previa (Tabla 7). 
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 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

pre-CV NC-NP RC-NP NC-NP RC-NP 

Ingesta calórica (kcal/día) 52,7 ± 0,1a 35,4 ± 0,1b 52,8 ± 0,2a 35,8 ± 0,1b 

Ingesta fósforo (mg/día) 89,8 ± 0,2a 90,6 ± 0,2a 90,0 ± 0,3a 91,6 ± 0,3a 

post-CV NC1,2 NC1,2 NC1,8 NC1,8 

Ingesta calórica (kcal/día) 27,8 ± 1,7a* 18,9 ± 1,0b* 23,6 ± 0,9a* 23,9 ± 1,2a* 

Ingesta fósforo (mg/día) 94,7 ± 5,8a 64.4± 3.4b* 120,9 ± 4,6c* 122,2 ± 6.2c* 

 
Tabla 7. Ingesta calórica e ingesta de fósforo pre y post inducción de calcificación vascular. CV, calcificación vascular. Diferentes letras en el superíndice indican 

diferencias significativas (p<0,05) entre grupos. Asterisco indica diferencias significativas (p<0,05) intragrupo en comparación con la fase pre-CV. NC-NP, dieta 

normocalórica y contenido normal de fósforo (pauta sin restricción calórica); RC-NP, dieta normocalórica y contenido normal de fósforo (pauta de restricción calórica); 

NC1,2, dieta normocalórica y 1,2% de fósforo (pauta ad libitum); NC1,8, dieta normocalórica y 1,8% de fósforo (pauta ad libitum). 
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Todos los animales incluidos en este estudio se sometieron a Nx 5/6. Era, 

pues, esperable encontrar concentraciones plasmáticas de creatinina, urea y 

fósforo elevadas en todos los grupos, aunque no alcanzaron diferencias 

significativas entre grupos ni atendiendo a la ingesta calórica ni en función de 

la ingesta de fósforo (Tabla 8). 
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 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Calcio (mg/dl) 7,8 ± 1,2 7,7 ± 1,2 7,8 ± 1,0 6,8 ± 1,1 

Fósforo (mg/dl) 20,7 ± 3,6 20,5 ± 2,0 24,8 ± 4,7 30,9 ± 2,4 

Creatinina (mg/dl) 2,3 ± 0,12 2,8 ± 0,24 2,7 ± 0,24 2,6 ± 0,43 

Urea (mg/dl) 325,7 ± 60,8 370,7 ± 47,3 398,8 ± 82,4 490,0 ± 43,2 

 
Tabla 8. Parámetros bioquímicos relacionados con la función renal en ratas urémicas en fase de calcificación vascular.  No se encontraron diferencias significativas 

entre grupos. Grupo 1, ratas alimentadas con una ingesta calórica normal antes de la nefrectomía y 1,2% de fósforo después de la nefrectomía.  Grupo 2, ratas 

alimentadas con restricción calórica antes de la nefrectomía y 1,2% de fósforo después de la nefrectomía. Grupo 3, ratas alimentadas con una ingesta calórica normal 

antes de la nefrectomía y 1,8% de fósforo después de la nefrectomía.  Grupo 4, ratas alimentadas con restricción calórica antes de la nefrectomía y 1,8% de fósforo 

después de la nefrectomía. 
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Como se puede observar en la Figura 24a, todos los animales alcanzaron 

niveles de FGF23 plasmáticos muy elevados. La concentración de fósforo en la 

dieta durante el tratamiento de calcificación se evidenció por el mayor 

incremento de FGF23 en los animales alimentados con NC1,8 (Grupo 3: 

22.958 ± 683 pg/ml y Grupo 4: 15.985 ± 2367 pg/ml) en comparación con 

aquellos alimentados con NC1,2 (Grupo 1: 8.260 ± 322 pg/ml y Grupo 2: 7.123 

± 345 pg/ml). Además, la RC pre-CV resultó en una disminución del FGF23 

independientemente de la ingesta de fósforo post-CV, aunque sólo alcanzó 

significancia estadística en aquellos animales alimentados con NC1,8. 

La expresión renal de alfa-Klotho se encontró reducida en todos los grupos 

como consecuencia de la uremia, especialmente en aquellos con dieta NC1,8 

(Figura 24b). No se encontraron diferencias significativas derivadas de la RC 

pre-CV ni en animales con dieta NC1,2, 0,15 ± 0,04 en Grupo 2 vs 0,12 ± 0,02 

en Grupo 1, ni en aquellos con dieta NC1,8, 0,05 ± 0,02 en Grupo 4 vs 0,05 ± 

0,01 en Grupo 3 (Figura 24b). 
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Figura 24. (a) Concentración plasmática de FGF23 y (b) expresión renal de ARNm de Klotho en los 

grupos de ratas incluidos en el estudio de calcificación de vascular (CV). Grupos 1 y 3, ratas alimentadas 

con una ingesta calórica normal en la fase previa a la CV. Grupos 2 y 4, ratas con restricción calórica en 

la fase previa a la CV. La concentración de fósforo en la dieta durante la calcificación vascular fue de 

1,2% (grupos 1 y 2) o 1,8% (grupos 3 y 4). ap<0.05 vs Grupo 1; bp<0.05 vs Grupo 2; cp<0.05 vs Grupo 3. 

 

El análisis histológico del tejido aórtico demostró abundancia de depósito 

mineral en todos los grupos de estudio, aunque no se observaron diferencias 

significativas en el contenido del calcio aórtico; ni en función de la ingesta 

calórica durante la fase pre-CV, 10,9 ± 2,1 mg/g en Grupo 2 vs 11,5 ± 1,7 mg/g 

en Grupo 1, y 12,0 ± 1,9 mg/g en Grupo 4 vs 12,5 ± 2,3 mg/g en Grupo 3, ni 

tampoco entre animales alimentados con diferentes concentraciones de fósforo 

durante la fase post-CV  (Grupo 3 vs 1 y Grupo 4 vs 2) (Figura 25).  
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Figura 25. Concentración de calcio contenido en tejido aórtico (superior) y secciones representativas de 

aorta teñida con Von Kossa (inferior) de los animales incluidos en el estudio de calcificación vascular 

(CV). Grupos 1 y 3, ratas alimentadas con una ingesta calórica normal en la fase previa a la CV. Grupos 2 

y 4, ratas con restricción calórica en la fase previa a la CV. La concentración de fósforo en la dieta 

durante la calcificación vascular fue de 1,2% (grupos 1 y 2) o 1,8% (grupos 3 y 4). Escala 100 µm. 

 

 

B. Estudio de supervivencia 

Durante los 14 días que duró el tratamiento de CV, algunas ratas murieron 

de forma natural y otras fueron sacrificadas por razones humanitarias antes de 

la finalización del estudio. Se establecieron como criterios de punto final la 

aparición de anorexia, dificultad respiratoria o estado estuporoso. De acuerdo a 

estos criterios, los animales sacrificados fueron, inicialmente, considerados 

como fallecidos en el estudio de supervivencia puesto que aún sin eutanasia se 

habría producido de forma inexorable la muerte natural.  



Resultados 

 

135 

 

Obsérvese en la Figura 26a el aumento de mortalidad en los grupos 

sometidos a RC en la fase pre-CV, independientemente de si recibieron 

posteriormente una dieta NC1,2 (tasa de supervivencia, TS, Grupo 1: 75% vs 

Grupo 2: 25%) o NC1,8 (TS, Grupo 3: 50% vs Grupo 4: 0%; p<0,001). De 

forma adicional, y con el fin de evitar sesgos debido a los criterios de sacrificio 

adelantado, la TS también fue analizada excluyendo del estudio a los animales 

sacrificados antes de la finalización del experimento (Figura 26b). 

La TS de los animales durante el curso del experimento presentó buena 

correlación con peso corporal al inicio de la fase de calcificación (r=0,5627; 

p<0,0001) (Figura 26c). 



Resultados 

 

136 

 

 

Figura 26. Curva de supervivencia Kaplan-Meier en ratas urémicas durante la fase de calcificación 

vascular (a) incluyendo todos los animales del estudio y (b) excluyendo a los animales sacrificados 

anticipadamente. (c) Correlación entre el peso corporal al inicio del periodo de calcificación y el tiempo 

de supervivencia. Grupos 1 y 3, ratas alimentadas con una ingesta calórica normal en la fase previa a la 

calcificación vascular (CV). Grupos 2 y 4, ratas con restricción calórica en la fase previa a la CV. La 

concentración de fósforo en la dieta durante la calcificación vascular fue de 1,2% (grupos 1 y 2) o 1,8% 

(grupos 3 y 4). ap<0.05 vs Grupo 1; bp<0.05 vs Grupo 2; cp<0.05 vs Grupo 3.  
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C. Estudio de regresión de calcificación vascular 

Para simplificar el seguimiento de los resultados del experimento de 

regresión de la CV, se presentarán los datos obtenidos tanto en los grupos de 

estudio (grupos 5 y 6) como del control interno (grupo 1), no sometido a fase 

de regresión. 

Durante la fase de regresión los animales recuperaron la ingesta de 

alimento situándose en cantidades próximas a las registradas durante la fase 

previa a la CV. Como se observa en la Tabla 9, tras los 30 días que duró la fase 

de regresión, los animales del grupo 6 (RC) tuvieron una ingesta energética 

menor que el grupo 5, aunque sin cambios significativos en la ingesta final de 

fósforo. 

A pesar de que durante el periodo de regresión los animales continuaron 

urémicos, los valores plasmáticos de creatinina y urea se redujeron de forma 

significativa tras cesar la pauta de tratamiento con calcitriol y retornar a una 

alimentación con una concentración estándar de fósforo. También se observó 

una disminución de los valores de fósforo en plasma en comparación con el 

grupo 1; no así el calcio, el cual se incrementó considerablemente en ambos 

grupos (Tabla 10). 
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 Grupo 1 Grupo 5 Grupo 6 

pre-CV NC-NP   

Ingesta calórica 

(kcal/día) 
52,7 ± 0,1a -------- -------- 

Ingesta fósforo 

(mg/día) 
89,8 ± 0,2a -------- -------- 

post-CV NC1,2   

Ingesta calórica 

(kcal/día) 
27,8 ± 1,7a* -------- -------- 

Ingesta fósforo 

(mg/día) 
94,7 ± 5,8a -------- -------- 

Regresión  NC-NP RC-NP 

Ingesta calórica 

(kcal/día) 
-------- 51,7 ± 1,8a 35,8 ± 0,2b 

Ingesta fósforo 

(mg/día) 
-------- 88,1 ± 3,1a 91,4 ± 0,4a 

 
Tabla 9. Ingesta calórica e ingesta de fósforo en las distintas fases del experimento de los grupos 

incluidos en el estudio de regresión. CV, calcificación vascular. Diferentes letras en el superíndice indican 

diferencias significativas (p<0,05) entre grupos. Asterisco indica diferencias significativas (p<0,05) 

intragrupo en comparación con la fase pre-CV. NC-NP, dieta normocalórica y contenido normal de 

fósforo (pauta sin restricción calórica); RC-NP, dieta normocalórica y contenido normal de fósforo (pauta 

de restricción calórica); NC1,2, dieta normocalórica y 1,2% de fósforo (pauta ad libitum). 

 

 

 

 Grupo 1 Grupo 5 Grupo 6 

Calcio (mg/dl) 7,8 ± 1,2a 11,7 ± 0,2b 11,3 ± 0,1b 

Fósforo (mg/dl) 20,7 ± 3,6a 5,5 ± 0,3b 5,1 ± 0,3b 

Creatinina (mg/dl) 2,3 ± 0,1a 1,3 ± 0,07b 1,4 ± 0,1b 

Urea (mg/dl) 325,7 ± 60,8a 76,4 ± 12,2b 92,0 ± 11,2b 

 
Tabla 10. Parámetros bioquímicos relacionados con la función renal en ratas urémicas en fase de 

regresión de calcificación vascular. Diferentes letras en el superíndice indican diferencias significativas 

(p<0,05) entre grupos. Grupos 1, 5 y 6 tuvieron una ingesta calórica normal antes de la nefrectomía y 

1,2% de fósforo después de la nefrectomía. Grupo 5, ratas alimentadas con una ingesta calórica normal 

durante la fase de regresión. Grupo 6, ratas alimentadas con restricción calórica durante la fase de 

regresión. 
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También se produjeron cambios en la concentración de FGF23 en plasma. 

Así, aunque no se observaron diferencias significativas entre el Grupo 5, 5.050 

± 597 pg/ml, y el Grupo 6, 4.703 ± 704 pg/ml, cuando estos datos se 

compararon con el Grupo 1, 8.260 ± 322 pg/ml, sí se observó una disminución 

significativa del FGF23 tras la fase de regresión (Figura 27a). Estos cambios se 

acompañaron de un aumento en la expresión de ARNm de alfa-Klotho renal, 

0,22 ± 0,04 y 0,24 ± 0,08 vs 0,12 ± 0,02 del Grupo 1 (Figura 27b). 

 

Figura 27. (a) Concentración plasmática de FGF23 y (b) Expresión renal de ARNm de Klotho en los 

grupos de ratas alimentadas con una ingesta calórica normal (Grupo 5) o reducida (Grupo 6) durante la 

fase de regresión de la calcificación vascular. ap<0.05 vs Grupo 1. 
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El estudio de calcificación del tejido aórtico reveló un descenso 

significativo en el contenido de calcio, 5,7 ± 2,7 mg/g en el Grupo 5 y 5,2 ± 1,5 

mg/g en el Grupo 6, cuando se comparó con el Grupo 1, 11,5 ± 1,7 mg/g, 

aunque no se encontraron diferencias significativas entre alimentación ad 

libitum o RC (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Concentración de calcio contenido en tejido aórtico (superior) y secciones representativas de 

aorta teñida con Von Kossa (escala 100 µm) (inferior) en los grupos de ratas alimentadas con una ingesta 

calórica normal (Grupo 5) o reducida (Grupo 6) durante la fase de regresión de la calcificación vascular. 
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SECCIÓN 3. METABOLISMO MINERAL Y COMPOSICIÓN 

MUSCULAR 

Estudio 4. Efecto de la dieta hipocalórica sobre el metabolismo de la 

vitamina D y la composición muscular 

Durante las 28 semanas que duró el experimento, las ratas que se 

alimentaron con un régimen de dieta hC perdieron un 12,9% de su peso 

corporal total, de 239,0 ± 2,7 a 208,0 ± 3,7 g. Las ratas del grupo control, en 

cambio, ganaron un 31,3 % respecto a su peso inicial, de 244,6 ± 1.9 a 321,3 ± 

7,2 g (p<0,0001; Figura 29a). Además, el peso de la grasa abdominal, la cual 

fue extraída y pesada durante el sacrificio, fue mucho menor en las ratas del 

grupo hC, 1,7 ± 0,2 g, que en las del grupo control, 20,4 ± 2,4 g (p<0.0001). 

Por tanto, los animales con dieta hC resultaron ser un 35% menos pesados 

teniendo hasta un 90% menos de grasa abdominal que las ratas del grupo 

control. 

 

A. Estudio muscular 

A.1. Masa muscular 

Para la realización del estudio de musculatura esquelética se tomaron dos 

músculos: tibial craneal y sóleo. El músculo tibial craneal no sufrió 

modificaciones en cuanto a peso cuando se compararon ambos grupos. Sin 



Resultados 

 

142 

 

embargo, el peso registrado en el momento del sacrificio para el músculo sóleo 

resultó ser un 12% menor en el grupo hC (p=0,03; Figura 29b). 

Debido a la diferencia de peso corporal ganado entre los grupos de estudio, 

la valoración de la masa muscular se realizó utilizando el ISM, observándose 

un incremento de este en un 55% en el músculo tibial craneal y un 35,5% en el 

sóleo de ratas alimentadas con un régimen hC (p<0,0001; Figura 29c). 

 

Figura 29. (a) Peso corporal de las ratas en el momento del sacrificio, (b) peso muscular y (c) índice 

somático muscular de los músculos tibial craneal, TC, y sóleo, SOL, en el momento del sacrificio en ratas 

alimentadas con una dieta de contenido calórico normal (Control, barra negra) o reducido (hC, barra gris). 
*p<0.05 vs Control. 
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A.2. Composición muscular 

Tanto en el músculo tibial craneal como en el sóleo se identificaron los 

tipos de fibras musculares presentes en cada grupo de estudio.  

En el tibial craneal se identificaron cuatro tipos de fibras principales: I, IIA, 

IIX y IIB. En este músculo, la RC supuso un incremento en la proporción de 

fibras de tipo IIA de un 13,8% (p=0,001), que se acompañó con una 

disminución en el número de fibras de tipo IIX, 12,8% (p=0,006). No se 

observaron cambios fenotípicos en relación a las fibras de tipo I ni tampoco del 

tipo IIB (Figura 30a). 

El sóleo, el cual se compone en condiciones normales de fibras de tipo I y 

una menor proporción de fibras de tipo IIA, no presentó cambios significativos 

en cuanto a la composición de fibras musculares. No obstante, se observó una 

tendencia hacia la reducción de fibras de tipo I en la misma proporción que 

aumentó el porcentaje de fibras de tipo IIA (2,2%) cuando los animales se 

alimentaron con el protocolo de dieta hC (Figura 30b). 
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Figura 30. Composición fibrilar del músculo tibial craneal (a) y sóleo (b) en ratas alimentadas con una 

dieta de contenido calórico normal (Control, barra negra) o reducido (barra gris). *p<0.05 vs Control. 

 

A.3. Tamaño fibrilar 

El tamaño de las fibras musculares se analizó mediante la valoración de dos 

indicadores: el área de cada fibra muscular y su diámetro menor. Se encontró 

una alta correlación entre ambos parámetros por lo que los resultados de 

tamaño fibrilar han sido reflejados a lo largo de este trabajo utilizando el valor 

del área. 

Los cuatro tipos de fibras musculares identificados en tibial craneal 

sufrieron una ligera atrofia, aunque no significativa, en el grupo hC cuando se 
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comparó con el grupo control. Esta atrofia fue más evidente en las fibras de 

fenotipo rápido (IIA, IIX, IIB), siendo más discreta en las fibras de fenotipo 

lento (tipo I) (Figura 31a). En el músculo sóleo también se encontró una 

disminución de su tamaño, en este caso significativa, como consecuencia de la 

atrofia generalizada de los dos tipos de fibras identificados. Esta atrofia afectó 

principalmente a las fibras de tipo I, presentando un área de 4.181 ± 222 µm2 

en el grupo control frente a 3.395 ± 222 µm2 en el grupo hC (p=0,025; Figura 

31b). 

 

Figura 31. Tamaño fibrilar en el músculo tibial craneal (a) y sóleo (b) en ratas alimentadas con una dieta 

de contenido calórico normal (Control, barra negra) o reducido (barra gris). *p<0.05 vs Control. 
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A.4. Actividad oxidativa 

El perfil oxidativo muscular, representado como unidades de DO obtenidas 

a partir del estudio de la actividad de la SDH, no cambió en el músculo tibial 

craneal (Figura 32a). Sin embargo, sí se observó una modificación en la 

actividad SDH en el músculo sóleo, encontrándose reducida en ratas del grupo 

hC, 0,41 ± 0,01 unidades DO, en comparación con el grupo control, 0,47 ± 

0,01 unidades DO (p<0,001; Figura 32b). 

 

Figura 32. Actividad media de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) en las fibras en el músculo 

tibial craneal (a) y sóleo (b) en ratas alimentadas con una dieta de contenido calórico normal (Control, 

barra negra) o reducido (barra gris). *p<0.05 vs Control. 
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B. Estudio sobre el metabolismo de la vitamina D 

B.1. Vitamina D y metabolitos 

Como metabolitos integrantes del metabolismo de la vitamina D, se 

midieron tanto la forma activa de la vitamina D (calcitriol) como su precursor 

(calcidiol). No se encontraron diferencias significativas en los valores de 

calcidiol del grupo hC, 19,9 ± 1,7, al compararlo con el control, 23,2 ± 1,8 

ng/ml (p=0,181; Figura 33a) mientras que el calcitriol plasmático experimentó 

un incremento significativo en el grupo hC, 169,7 ± 6,8 pg/ml, respecto al 

grupo control, 85,4 ± 11,5 pg/ml (p<0,0001; Figura 33b). Estos datos fueron 

consistentes con el análisis de las enzimas implicadas en el metabolismo de la 

vitamina D, encontrándose un incremento en la expresión de ARNm renal de la 

enzima Cyp27b1 en ratas con dieta hC, 3,01 ± 0,78 vs 1,24 ± 0,31 (p=0,027; 

Figura 33c), y una disminución en la expresión renal de Cyp24a1, 0,14 ± 0,11 

vs 1,30 ± 0,31 (p=0,011; Figura 33d). Además, también se encontraron valores 

plasmáticos de FGF23 más bajos en los animales del grupo hC, 151,2 ± 14,1 

pg/ml, que en aquellos del grupo control, 324,5 ± 16,8 pg/ml (p<0,0001; Figura 

33e). 
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Figura 33. (a) Concentración plasmática de calcidiol, (b) concentración plasmática de calcitriol, (c) 

expresión renal de la enzima 1-alfa-hidroxilasa, Cyp27b1, (d) expresión renal de la enzima 24-

hidroxilasa, Cyp24a1, y (e) concentración plasmática de FGF23 en ratas alimentadas con una dieta de 

contenido calórico normal (Control) o reducido (hC). *p<0.05 vs Control. 

 

B.2. Estudio de correlaciones 

El estudio de Pearson reveló la existencia de correlación positiva entre el 

incremento de calcitriol y el aumento del ISM observado en las ratas del grupo 

hC. Esta relación se encontró en el análisis de ambos músculos, tibial craneal 

(Figura 34a) y sóleo (Figuras 34b). También se encontró correlación positiva 

entre los cambios fenotípicos de la composición fibrilar y el calcitriol. Así, la 
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proporción de fibras de tipo IIA en el músculo tibial craneal presentó una 

correlación positiva (r=0,772; p<0,001) con los niveles plasmático de calcitriol, 

mientras que la proporción de fibras de tipo IIX mostró una correlación 

negativa (r=-0,638; p=0,004). También los cambios en la actividad oxidativa 

observados en el músculo sóleo revelaron una correlación inversa con los 

valores de calcitriol (r=-0,491; p=0,009). 

 

Figura 34. Correlación entre la concentración de calcitriol plasmático y el índice somático muscular en el 

músculo tibial craneal (a) y sóleo (b) en el conjunto de ratas alimentadas con una dieta de un contenido 

calórico normal o reducido. 
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SECCIÓN 1. METABOLISMO ENERGÉTICO Y MINERAL 

El primer gran objetivo de la presente Tesis Doctoral fue estudiar el efecto 

de la RC sobre el metabolismo mineral y, concretamente, sobre el metabolismo 

del fósforo. Para ello se realizaron diferentes estudios, tanto in vivo como in 

vitro, encaminados a investigar el papel de la ingesta calórica sobre la 

modulación del balance del fósforo y la producción de FGF23, así como de los 

mecanismos implicados en la conexión energético-mineral. 

La RC ha demostrado tener múltiples efectos sobre el organismo. Desde la 

simple pérdida de peso con los beneficios metabólicos que esto conlleva en un 

contexto de obesidad y síndrome metabólico, hasta el aumento de la 

longevidad, efecto muy estudiado en roedores, aunque con importantes 

discrepancias en cuanto a su estudio en humanos (Omodei y Fontana, 2011; 

Most et al., 2017; Wang, S.Y. et al., 2018; Almendáriz-Palacios et al., 2020). 

Son diversas las formas de diseñar una pauta de alimentación de RC. La 

metodología más extendida en investigación es la restricción parcial en la 

ingesta de alimento, en una proporción que oscila alrededor de un 30-40% de 

reducción respecto a las necesidades energéticas diarias del animal (Young y 

Kirkland, 2007). Este es un método común para la inducción de RC que puede 

aplicarse tanto en un protocolo de restricción diaria (Ingram et al., 2017) como 

en días alternos (Xie et al., 2017). Sin embargo, a pesar de la sencillez en el 

diseño y el desarrollo de los experimentos, este enfoque tiene el inconveniente 
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de reducir no sólo en consumo energético el conjunto de los nutrientes, 

incluyendo el fósforo, puesto que los animales comen, proporcionalmente, 

menor cantidad de cada uno de los macro y micronutrientes que componen la 

dieta. En un esfuerzo de equiparar la ingesta de fósforo en cada uno de los 

grupos, los estudios planteados en la presente Tesis con esta metodología 

fueron diseñados ajustando el contenido mineral de las dietas, evitando así los 

efectos colaterales sobre el metabolismo mineral causados por la ingesta de 

fósforo. Por otro lado, en el campo de la nutrición humana están ampliamente 

aceptadas otras estrategias que consisten en la reducción del contenido calórico 

de la dieta mediante la modificación en la proporción de los macronutrientes 

que la componen. Es por ello que ambas opciones han sido objeto de estudio en 

este trabajo. 

Por tanto, en esta sección se discuten un conjunto de experimentos 

diseñados con el fin de investigar la influencia de la ingesta energética sobre el 

metabolismo del fósforo y el FGF23. Los resultados demuestran una relación 

directa entre estos parámetros. En los experimentos in vivo, un aumento en la 

ingesta calórica se asoció con concentraciones más altas de FGF23, mientras 

que la restricción calórica dio como resultado niveles más bajos de FGF23. En 

los experimentos in vitro, la disponibilidad energética también moduló el 

FGF23, disminuyendo su expresión cuando se redujo la concentración de 

glucosa en el medio de cultivo. Además, los estudios in vitro también indican 
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que la vía de señalización de mTOR se encuentra involucrada en la regulación 

de FGF23 por la ingesta calórica. 

 

1.1. Efecto de la RC sobre el metabolismo energético 

Como cabía esperar, la RC aportó múltiples beneficios metabólicos. Los 

animales sometidos a la misma experimentaron una pérdida de peso 

significativa manifestada principalmente como pérdida de grasa abdominal, lo 

que se reflejó como una disminución en la concentración plasmática de leptina. 

Además, se observó que estos animales también disminuyeron de forma 

general las concentraciones sanguíneas de lípidos mientras que incrementaron 

el valor de adiponectina plasmática. Todos estos cambios metabólicos 

concuerdan con los anteriormente reportado por otros autores (Park, S.Y. et al., 

2005; Speakman et al., 2011; Chen, J.H. et al., 2015). La concentración 

plasmática de glucosa, en cambio, no se vio modificada de una forma directa 

por el contenido calórico de la dieta. De hecho, las ratas alimentadas con una 

dieta HC tuvieron valores de glucosa ligeramente más bajos que los 

alimentados con una dieta normal o hC. En cambio, la RC basada en la 

restricción de alimento ofrecido (NCR, Estudio 2) sí que disminuyó la 

glucemia, aunque este efecto podría deberse a un artefacto causado por el 

comportamiento de alimentación de los animales. Teniendo en cuenta que las 

ratas NCR del Estudio 2 dispusieron de una menor cantidad de alimento diario, 
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no resultaría improbable que este grupo de animales ingieresen rápidamente el 

alimento suministrado e incrementasen ligeramente el periodo de ayuno previo 

al sacrificio, influyendo así en los valores de glucosa sanguínea. 

 

1.2. Efecto de la RC sobre el balance de fósforo 

Aunque la alimentación de los animales se controló de forma exhaustiva y 

se hizo todo lo posible por ajustar la ingesta de fósforo en todas las ratas a la 

misma cantidad, es conocido que las modificaciones dietéticas cambian el 

comportamiento de alimentación de los roedores. Es por ello que la evaluación 

del efecto del fósforo como parte integrante del metabolismo mineral y 

principal estímulo de la producción de FGF23, se realizó en función de la 

absorción intestinal neta de fósforo. Este parámetro es especialmente relevante 

en el Estudio 1 de esta sección, en el que se trabajó con dietas con diferente 

proporción de grasa, puesto que se ha demostrado que el contenido de grasa 

modifica la absorción de fósforo (Frommelt et al., 2014: Raya et al., 2016). No 

obstante, ni siquiera después de realizar todos estos ajustes se encontró relación 

entre FGF23 y absorción intestinal de fósforo. Los resultados de los estudios 

demostraron que la ingesta calórica influye directamente en la absorción de 

fósforo, reduciéndola en los animales sometidos a RC y, consecuentemente, 

disminuyendo el balance de fósforo respecto a los animales que se alimentaron 

con una ingesta calórica normal. Esto concuerda con estudios previos en los 
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que se demostró que el incremento de la concentración de grasa en la dieta 

favorece la digestibilidad del fósforo, favoreciendo su absorción (Frommelt et 

al., 2014; Raya et al., 2016; Kawamoto et al., 2020). Se ha demostrado que las 

grasas también reducen la absorción intestinal de calcio (Agnew y Holdsword, 

1971) y, de hecho, la influencia de las grasas de la dieta sobre la absorción 

intestinal de fósforo parece ser secundaria a la formación de jabones de calcio 

en la luz intestinal. La captura de calcio en estas estructuras disminuye la 

generación de complejos insolubles calcio-fósforo, lo que permite que más 

iones de fósforo se encuentren libres y puedan ser absorbidos (Frommelt et al., 

2014). Otro mecanismo por el que las dietas ricas en grasas pueden favorecer la 

absorción intestinal de fósforo es promoviendo el transporte paracelular de 

fósforo, al aumentar la permeabilidad intestinal, y regulando al alza los 

transportadores de fósforo NaPi2b y Pit1 en el intestino delgado (Kawamoto et 

al., 2020) (Figura 35). 
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Figura 35. Influencia del contenido calórico de los alimentos en la absorción intestinal de fósforo. 

Los alimentos ricos en calorías (izquierda) generalmente tienen un contenido de fósforo más alto que los 

alimentos menos calóricos (derecha). La absorción intestinal de fósforo es más eficiente en alimentos 

ricos en calorías, mientras que la restricción calórica tiende a disminuir la absorción y las concentraciones 

plasmáticas de fósforo. Ca, calcio; P, fósforo; NaPi2b, transportadore de fósforo sodio-dependiente tipo 

II; Pit1, transportador de fósforo sodio-dependiente tipo III.  

 

1.3. Efecto de la ingesta calórica sobre el FGF23 

Los resultados de estos estudios confirman lo que otros autores ya 

reportaron previamente, la ingesta de dietas altamente calóricas incrementa las 

concentraciones plasmáticas de FGF23 (Raya et al., 2016; Rios et al., 2018). Se 

sabe que las grasas pueden desencadenar daño renal (Wickman et al., 2013) y 

que una lesión renal aguda es suficiente para estimular la producción de FGF23 

independientemente de los niveles de fósforo (Christov et al., 2013). Por otro 

lado, las dietas altas en grasa también promueven la inflamación sistémica 
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(Poret et al., 2018), lo que de forma indirecta también elevaría los valores de 

FGF23 (Hanks et al., 2015). En este mismo contexto, el incremento de TNF-

alfa, citoquina inflamatoria de fase aguda (por sus siglas en inglés de: factor de 

necrosis tumoral alfa), se ha asociado con el aumento de FGF23 en roedores 

alimentados con dietas con alto contenido de grasa (Glosse et al., 2018; Rios et 

al, 2018). Todo ello nos sitúa en un complejo escenario que dificulta la 

interpretación de los resultados a la hora de relacionar los efectos de la ingesta 

calórica sobre el FGF23. 

Con el fin de aclarar la existencia de una relación directa entre energía y 

FGF23, se llevaron a cabo estudios in vivo en los que un grupo de ratas se 

alimentó con un régimen de RC. Para ello se establecieron dos protocolos 

dietéticos diferentes: alimentación con una dieta formulada con un contenido 

en grasa muy bajo (Estudio 1) o una restricción del 30% sobre la cantidad de 

alimento ofrecido diariamente (Estudio 2). Esto nos permitió estudiar no sólo 

los efectos de la ingesta calórica sobre el FGF23, sino también si estos efectos 

eran dependientes del contenido de grasa o de la densidad energética de la 

dieta.  

El FGF23 se encuentra fuertemente regulado por la concentración 

plasmática de fósforo, incrementándose en casos de hiperfosfatemia y 

reduciéndose a medida que el fósforo plasmático se normaliza. Resulta 

interesante enfatizar que, aunque los animales que se alimentaron con una dieta 

hC redujeron los niveles plasmáticos de fósforo respecto a las ratas controles, 
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también lo hicieron aquellos animales alimentados con dietas altas en grasas. 

Sin embargo, el comportamiento en cuanto a síntesis y producción de FGF23 

resultó ser opuesta puesto que FGF23 disminuyó en las ratas con dieta hC y 

aumentó en las alimentadas con dieta rica en grasa. La disminución en los 

valores de fósforo acompañada con un descenso en el FGF23 en plasma, 

también se observó en los animales del grupo NCR del Estudio 2. El hecho de 

que esta reducción se encontrase en ambos protocolos dietéticos, refuerza la 

hipótesis de que el FGF23 se encuentra regulado directamente por la ingesta 

calórica. Además, los estudios de correlación demostraron una fuerte 

asociación positiva entre la energía metabolizable ingerida por los animales a 

través de la dieta y su concentración plasmática de FGF23. Por tanto, la 

modulación del FGF23 observada en los estudios de RC sucedió de forma 

independiente a los cambios en las concentraciones plasmáticas de fósforo.  

La ingesta de fósforo es otro de los grandes pilares en la modulación del 

FGF23. Aunque es bien conocido que un aumento de la ingesta de fósforo 

actúa como estímulo en las células óseas para la síntesis FGF23 (Ferrari et al., 

2005), es poco probable que el fósforo ingerido en los animales de los estudios 

metabólicos presentados en este trabajo haya ejercido un papel regulador sobre 

el FGF23, probablemente porque su efecto se ha visto modulado por la ingesta 

calórica. Si analizamos los resultados de este mismo estudio comprobamos 

que, de hecho, las ratas alimentadas con una dieta hC tuvieron una ingesta de 

fósforo mucho mayor que aquellas alimentadas con una dieta control o 
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hipercalórica. Teniendo en cuenta que el valor de FGF23 se encuentra 

disminuido en este grupo, parece razonable pensar que, efectivamente, la 

modulación del FGF23 por la ingesta calórica no corresponde a una acción 

indirecta mediada por el fósforo ingerido. Además, a la vista de los resultados 

del Estudio 2 (véase Tabla 6), en el que las ratas con acceso restringido al 

alimento mantuvieron niveles de FGF23 disminuidos a pesar de ingerir la 

misma cantidad de fósforo, se puede confirmar que la ingesta calórica 

prevalece sobre la ingesta de fórforo en la regulación de FGF23.  

 

1.4. Efecto de la RC sobre la vitamina D 

Además del fósforo, el calcitriol es otro de los parámetros que influyen en 

la producción de FGF23, estimulando su síntesis (Masuyama et al., 2006). A su 

vez, ambos se encuentran involucrados en un sistema de retroalimentación 

negativa de forma que el incremento de FGF23 también inhibe la síntesis de 

calcitriol (Shimada et al., 2004). Los resultados observados en nuestros 

estudios muestran un incremento del calcitriol plasmático al reducir la ingesta 

energética, independientemente de la pauta dietética seguida para inducir la 

RC, y viceversa, el incremento de la densidad energética de la dieta disminuyó 

los niveles plasmáticos de calcitriol. 

La relación entre ingesta calórica y vitamina D no está bien documentada y 

la mayoría de los datos disponibles que relacionan la vitamina D con el peso 
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corporal están, generalmente, referidos a los niveles de calcidiol. La deficiencia 

de vitamina D se ha descrito en diferentes patologías, entre ellas la obesidad, la 

resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (Forouhi et al., 2008; 

Kayaniyil et al., 2010; Kabadi et al., 2012; Vimaleswaran et al., 2013). 

Además, la obesidad ha demostrado reducir la biodisponibilidad de la vitamina 

D (Wortsman et al., 2000). 

Los estudios experimentales avalan los datos de los estudios en humanos. 

Se ha reportado que la alimentación con una dieta hipercalórica en ratas resultó 

en una disminución del calcitriol plasmático incluso en animales que no 

desarrollaron obesidad (Raya et al., 2016; Rios et al., 2018), lo que se 

corresponde con los resultados obtenidos en el Estudio 1. La influencia de la 

grasa de la dieta en la absorción intestinal de vitamina D es algo controvertida, 

aunque se ha reportado que las dietas con alto contenido de grasa pueden 

aumentar la absorción de vitamina D (Dawson-Hughes et al., 2015). Teniendo 

en cuenta que los datos de nuestros estudios muestran una relación 

completamente opuesta, parece poco probable que la absorción de vitamina D 

se encontrase alterada a consecuencia del contenido de grasa de la dieta. 

Además, otros autores ya encontraron que, a pesar de los cambios en el 

calcitriol, las concentraciones plasmáticas de calcidiol no se modificaron tras 

una alimentación con dietas altas en grasas (Raya et al., 2016). Esto mismo 

encontramos en las ratas alimentadas con una dieta baja en grasas (ver Figura 
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33a, Estudio 4), por lo que las diferencias en el calcitriol plasmático no pueden 

atribuirse a cambios en la absorción de la vitamina D. 

Además, los resultados demuestran que, al igual que el fósforo, el calcitriol 

tampoco es el responsable de la modulación del FGF23 por la ingesta calórica. 

De hecho, se encontró una fuerte correlación inversa entre estos dos 

parámetros, lo que hace pensar que los cambios en el calcitriol fueron 

secundarios a las variaciones en la producción de FGF23 y no al contrario. La 

vitamina D tiene importantes repercusiones sobre la salud renal y 

cardiovascular (Kaur et al., 2018; Disthabanchong y Srisuwarn, 2019), ósea 

(Schoor et al., 2008) y también muscular (Książek et al., 2019), por lo que la 

regulación indirecta del calcitriol mediada por FGF23 es de gran relevancia en 

el estudio de la fisiopatología de estas enfermedades, ya que integra 

componentes clave para el desarrollo de patologías asociadas tanto a 

metabolismo energético como mineral (Figura 36). 
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Figura 36. Regulación del calcitriol por el contenido calórico de la dieta secundaria a cambios en el 

FGF23. El aumento del factor de crecimiento fibroblástico 23 (FGF23) observado tras la ingesta de 

alimentos ricos en calorías regula a la baja la enzima 1-alfa-hidroxilasa, Cyp27b1 (síntesis de calcitriol) y 

al alza la enzima 24-hidroxilasa, Cyp24a1 (degradación de calcitriol), lo que conduce a una disminución 

de las concentraciones de calcitriol. Por el contrario, la disminución de FGF23 tras la restricción calórica 

aumenta Cyp27b1 y disminuye Cyp24a1, lo que da como resultado un incremento de las concentraciones 

de calcitriol. 

 

1.5. Modulación del FGF23 por la ingesta calórica: mecanismos 

moleculares 

El mecanismo por el cual el contenido energético de la dieta puede modular 

el FGF23 es una cuestión aún en investigación. Para profundizar en el ello, se 

llevaron a cabo estudios in vitro en los que se investigó el efecto de la 

disponibilidad energética sobre la expresión génica de FGF23 en células óseas. 

Las células UMR106 cultivadas en un medio HG expresaron consistentemente 

más ARNm de FGF23 que las células cultivadas en medio LG. Es importante 

señalar que, aunque la disponibilidad de energía fue limitada en el medio LG, 
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no se encontraron grandes diferencias en el ritmo de crecimiento celular. De 

hecho, el tiempo para alcanzar la confluencia no fue significativamente 

diferente entre ambos grupos (HG, 120,0 ± 0,5 horas; LG, 127,6 ± 4,6 horas), 

por lo que, presumiblemente, las células cultivadas en LG pudieron mantener 

sus procesos fisiológicos normalmente. Esto se pudo confirmar con el análisis 

de otros genes osteogénicos que no se vieron afectados por el contenido de 

glucosa en el medio. Los resultados de estos estudios revelaron que sólo el 

FGF23 se vio afectado por la disponibilidad energética. 

Dado que la concentración de glucosa en el medio modifica la osmolalidad 

del mismo, siendo más alta en el medio HG que en el LG, y teniendo en cuenta 

la existencia de datos que respaldan la influencia de la osmolalidad en la 

biología de las células óseas (Botolin et al., 2006), se realizaron experimentos 

adicionales añadiendo manitol al medio LG hasta alcanzar la misma 

osmolalidad del medio HG. En estos estudios, las células cultivadas en LG y 

manitol también expresaron niveles más bajos de FGF23 que las células 

cultivadas en HG, por lo que la hipótesis de que la disminución de FGF23 se 

debiera a un efecto colateral debido al cambio de osmolaridad en vez de al 

contenido energético, fue descartada. 

Si bien en los experimentos in vitro se utilizó la glucosa como sustrato 

determinante de la disponibilidad energética, es interesante recordar que la 

concentración de glucosa en sangre en los experimentos in vivo no tuvo una 

correlación directa con la ingesta calórica. Por tanto, el factor desencadenante 
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de los cambios de FGF23 parece ser la disponibilidad de nutrientes liderada por 

el contenido energético y no por la concentración de glucosa per se. La 

ausencia de cambio en la expresión de FGF23 cuando las células fueron 

cultivadas en LG durante un periodo de tiempo breve o fueron expuestas a un 

medio MG, sustenta la afirmación de que la modulación del FGF23 responde a 

una reducción importante en la disponibilidad energética y dependiente del 

tiempo de exposición. 

La interrelación entre metabolismo del fósforo y energía también se estudió 

en cultivos celulares. Como cabía esperar, las células incubadas en HG y 

expuestas a concentraciones elevadas de fósforo, incrementaron la expresión de 

FGF23. Sin embargo, cuando las células se incubaron en LG, el fósforo no 

actuó como estimulante del FGF23, incluso cuando las concentraciones de 

fósforo en el medio se cuadruplicaron respecto al control. Estos datos están en 

línea con estudios previos que han reportado que la restricción de fósforo en la 

dieta no previene el aumento de FGF23 asociado a una alta ingesta calórica 

(Rios et al., 2018). Aunando estos datos con los obtenidos en los experimentos 

in vivo, podríamos conjeturar sobre una regulación preferencial del FGF23 

mediado por la disponibilidad energética más que por el fósforo. 

Seguidamente, se exploraron mecanismos moleculares por los cuales la 

energía pudiera estar modulando su síntesis de forma directa. Recientemente se 

ha demostrado que la activación de AMPK disminuye la expresión de FGF23 

in vitro y que este efecto es consecuencia de la inhibición de Orai1 implicando 
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a SOCE en este mecanismo (Glosse et al., 2018). Por otra parte, Bar y 

colaboradores reportaron que la insulina suprime la producción de FGF23 a 

través de la vía de la fosfatidilinositol-3-quinasa/proteína quinasa B (PI3K/Akt) 

y mediante la inhibición del factor de transcripción FOXO1 (de sus siglas en 

inglés, forkhead box O1) (Bär et al., 2018). No obstante, estos mecanismos se 

antojan contradictorios dado que se sabe que la insulina inhibe la actividad de 

AMPK (Valentine et al., 2014). En este punto, decidimos investigar otra 

importante vía de señalización, mTOR y comprobar si, al igual que AMPK y la 

vía de la insulina, también se encuentra implicada en los cambios de FGF23. 

La elección de esta vía se fundamenta en que se ha demostrado que la 

inhibición de mTOR mimetiza la RC (Cavanagh et al., 2015). 

La proteína mTOR se compone de dos complejos, mTORC1 y mTORC2, 

aunque sólo mTORC1 se ve afectado por la acción inhibitoria de la rapamicina. 

Asimismo, mTORC1 también se inhibe por la privación de energía siendo un 

objetivo diana en la acción de AMPK (Xu, J. et al., 2012). Además, la vía de 

mTOR ha demostrado estar involucrada en la activación de SOCE, de forma 

que la inhibición de la vía mTOR por rapamicina suprime STIM1, una proteína 

necesaria para la activación de este (Peng et al., 2013). También, en un estudio 

realizado en ratones, Kempe y colaboradores demostraron que los animales 

tratados con rapamicina incrementaron la excreción urinaria de fósforo, pero 

este efecto se produjo a pesar de encontrarse una disminución en las 

concentraciones de FGF23 (Kempe et al., 2010). 
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Los resultados de los estudios con UMR106, demostraron que la 

incubación de las células con rapamicina reducía la expresión de FGF23 y que 

este efecto seguía un comportamiento dosis-dependiente. Confirmamos la 

implicación de la vía mTOR mediante la realización de estudios en los cuales 

se sustituyó la rapamacina por everolimus como inhibidor de mTOR. En ellos 

encontramos que, al igual que en los experimentos con rapamicina, la 

expresión de ARNm de FGF23 se encontraba disminuido en las células 

cultivadas con everolimus. Además, la confirmación de la disminución en la 

expresión de STIM1 en las células tratadas tanto con rapamicina como con 

everolimus refuerza el papel de mTOR en la regulación de FGF23. Esto es, 

tanto AMPK, a través de Orai1, como mTOR, a través de STMI1, modulan la 

actividad de SOCE interviniendo directamente en la síntesis de FGF23. 

A la vista de estos datos se propone que la conexión entre energía y FGF23 

responde a un mecanismo molecular cuya pieza central la ocupa mTOR. Tanto 

la AMPK como la rapamicina tienen un efecto inhibidor sobre mTOR, pero el 

hecho de que la rapamicina por sí misma sea capaz de disminuir la producción 

de FGF23 ayuda a armonizar la información previamente reportada por otros 

autores. Así, tanto la señalización de insulina como la supresión de mTOR 

pueden actuar inhibiendo FOXO1 (Abdelnour-Berchtold et al., 2010; Bär et al., 

2013), mientras que la activación de la AMPK por la privación energética 

también resulta en la inhibición de mTOR. Todo ello, en última instancia, 

resulta en la disminución de los niveles de FGF23 (Figura 37). No obstante, 
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cabe mencionar un artículo reciente, y posterior a la publicación de los datos de 

esta Tesis, en el que los autores observaron que el tratamiento con rapamicina 

atenuó la disminución de FGF23 en osteocitos que tenían deleccionada la 

enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) deleccionada 

(Kawai et al., 2021). PTEN es una molécula de acción antitumoral cuya 

inhibición ha demostrado estar involucrada en la activación de la vía de mTOR 

(Lee, Y.R. et al., 2018). Inicialmente, este hallazgo puede resultar 

contradictorio con los resultados de nuestros estudios. Sin embargo, el hecho 

de que el efecto de la inhibición de mTOR sobre el FGF23 difiera en función 

del tiempo podría dar explicación a estas discrepancias. Esto refuerza aún más 

la necesidad de profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en la 

modulación de FGF23 en función del estatus energético.  



Discusión 

 

170 

 

 

Figura 37. Representación esquemática de la propuesta mecánica por la cual el FGF23 se encuentra 

regulado por la ingesta calórica. La inhibición del complejo 1 de mTOR (mTORC1) de forma directa 

por rapamicina o indirectamente mediante inducción de restricción calórica y activación de la vía de la 

AMPK, conducen a una disminución de FGF23 implicando a SOCE mediante la inhibición de STIM1 u 

orai1. Por otro lado, la inhibición de FOXO1 también reduce el FGF23 bien mediante la inhibición de la 

vía mTOR o la activación de la vía PI3K/Akt a través de la acción de la insulina. 

 

Si bien el modelo propuesto puede dar explicación a los mecanismos 

moleculares directos que pueden causar la modulación de FGF23 por la ingesta 

calórica, no se puede descartar que los cambios de FGF23 puedan responder 

también a una influencia indirecta a los cambios en Klotho renal. En 

publicaciones previas se ha demostrado que el aumento de la densidad 

energética de la dieta disminuye la expresión de Klotho renal, al mismo tiempo 

que incrementa los niveles plasmáticos de FGF23 (Raya et al., 2016). El papel 

del eje Klotho/FGF23 también ha sido objeto de estudio en investigaciones 
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sobre el desarrollo del conocido como síndrome del pie diabético, una 

complicación común en pacientes con diabetes mellitus. Estos autores 

demostraron que los pacientes afectados presentaban valores de Klotho soluble 

disminuidos, lo que se acompañó con un incremento de FGF23 (Donate-Correa 

et al., 2019). Además, la relación energía-Klotho también ha sido expuesta en 

un artículo reciente diseñado para caracterizar la expresión de la proteína 

Klotho cerebral durante el envejecimiento e investigar su comportamiento en 

función de la alimentación. Los autores de este estudio encontraron que los 

niveles proteicos de alfa-Klotho en el córtex prefrontal se redujeron en los 

animales alimentados con una dieta alta en grasa. En cambio, aquellas ratas a 

las que se les ofreció una dieta hC, incrementaron significativamente los 

valores de Klotho tanto en el córtex como en el hipocampo (Shafie et al., 

2020). En los resultados de los estudios de esta Tesis, observamos un aumento 

significativo de los valores de Klotho, tanto a nivel de expresión génica como 

en la cuantificación proteica, tras la RC. Esto nos lleva a pensar que Klotho se 

encuentra también regulado, al menos en parte, por la ingesta calórica, aunque 

los mecanismos moleculares aún se desconocen. De forma hipotética, la 

disminución de Klotho en animales alimentados con una dieta con densidad 

energética elevada implicaría una resistencia a FGF23, lo que estimularía su 

producción para poder ejercer su efecto fosfatúrico; en el lado opuesto, el 

aumento de Klotho, tras una disminución en el consumo energético, actuaría 
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como señalización de una menor necesidad de FGF23, disminuyendo así la 

producción de este (Figura 38). 

 

 

Figura 38. Regulación del FGF23 por el contenido calórico de la dieta. La elevada ingesta calórica 

incrementa los niveles de FGF23 mientras que la restricción calórica lo disminuye. Los mecanismos de 

regulación del FGF23 por la ingesta calórica incluyen un efecto directo sobre el hueso, mediado a través 

de la vía de señalización de mTOR, y mecanismos indirectos, a través de la regulación renal de alfa-

Klotho. La acción inflamatoria o antiinflamatoria de una ingesta alta o baja en calorías también pueden 

actuar como mecanismos indirectos de regulación del FGF23. AMPK, AMP-activated protein kinase; 

FGF23, factor de crecimiento fibroblástico 23; FOXO1, forkhead box O1; PI3K/AKT, fosfatidilinositol-

3-quinasa/quinasa B; SOCE, store-operated calcium entry; STIM1, molécula de interacción estromal 1   
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SECCIÓN 2. ENFERMEDAD RENAL Y CALCIFICACIÓN 

VASCULAR 

El metabolismo mineral es objeto de estudio principal en investigaciones 

relacionadas con la enfermedad renal y alteraciones asociadas como el TMO y 

la CV. En esta sección se discutirán los datos obtenidos en los estudios 

realizados en animales con función renal disminuida (véase Estudio 3). El 

objetivo de estos experimentos fue investigar la influencia de la RC sobre el 

metabolismo de fósforo y las repercusiones de estos cambios en el desarrollo y 

resolución de la CV. 

La CV es uno de los procesos más relevantes que suceden de forma 

secundaria a la progresión de la enfermedad renal, incrementando la 

mortalidad. Se ha demostrado que el aumento de FGF23 y la disminución de 

Klotho que acontece a consecuencia del deterioro renal son factores 

predisponentes para el desarrollo de CV (Lim et al., 2012; Navarro-González et 

al., 2014). Además, la disminución de la TFG en estos pacientes favorece el 

incremento del producto CaxP, lo que se traduce en el depósito de sales en las 

paredes arteriales (Zununi et al., 2020). En los procesos de RC, la restricción 

alimentaria implicaría no sólo una limitación en la ingesta calórica sino 

también en la del resto de nutrientes, entre ellos el fósforo. Debido al efecto 

nocivo del fósforo sobre la CV, la reducción de la ingesta de este mineral 

complicaría la interpretación de cualquier efecto protector observado tras la 

RC. Por tanto, para poder aislar el efecto de la energía sobre la CV, la 
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concentración mineral de las dietas se ajustó en función de la cantidad de 

comida ofrecida a los animales de forma que todos los animales consumieran la 

misma cantidad de fósforo, independientemente de su pertenencia al grupo 

control o al grupo RC. 

Otro aspecto de especial interés en este estudio es el momento en que se 

instituye la RC. Si bien, inicialmente, se planteó el diseño experimental de 

forma que se pudiera investigar el efecto de la RC durante todo el periodo de 

pre-uremia, calcificación y regresión de la CV, la reducción voluntaria de la 

ingesta de alimento por los animales tras la inducción de la uremia obligó a 

abandonar este enfoque durante la fase de calcificación. Teniendo en cuenta 

que la RC se fijó en un consumo diario de 10 g de alimento y la ingesta de los 

animales fue inferior, parecía poco razonable restringir aún más el acceso a los 

alimentos tras la nefrectomía, ya que no se podrían asegurar las necesidades 

nutricionales básicas de los animales. 

Como se expuso en la sección anterior, la RC en ratas sanas redujo de 

forma significativa las concentraciones plasmáticas de fósforo, mostrando una 

tendencia a disminuir el balance de fósforo, efectos que, teóricamente, deberían 

proteger frente a la CV (Villa-Bellosta et al., 2011; Yamada y Giachelli, 2017). 

Por otro lado, el aumento FGF23 se asocia con morbilidad y mortalidad 

cardiovascular (Kestenbaum et al., 2014; Scialla et al., 2014; Panwar et al., 

2015), y las ratas con RC también mostraron, consistentemente, valores 

reducidos de FGF23, lo que además se acompañó de un incremento de Klotho 
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en estas mismas ratas. La RC también indujo cambios beneficiosos en el 

metabolismo energético consistentes con la evidencia existente (Park, S.Y. et 

al., 2005; Chen, J.H. et al., 2015). Todos estos cambios, tanto en el 

metabolismo energético como mineral, tras la RC se oponen a los efectos 

reportados anteriormente en estudios experimentales realizados en ratas 

alimentadas con dietas altas grasas y que desarrollaron CV severa (Perarlta-

Ramírez et al., 2014; Rios et al., 2017). Por tanto, si estos resultados se 

replicaran en las ratas con función renal disminuida, podríamos concluir que la 

RC es un factor potencialmente protector contra la CV (Figura 39). Sin 

embargo, nuestros resultados demuestran que, a pesar de que la RC 

desencadenó efectos en la modulación de los parámetros tanto del metabolismo 

energético como del metabolismo del fósforo que podrían actuar como 

protectores frente al desarrollo de CV en ratas urémicas, la reducción de la 

ingesta no previno de la aparición de CV e, incluso, incrementó la mortalidad 

de estos animales. 
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Figura 39. Factores que influyen sobre el desarrollo de la calcificación vascular. La enfermedad renal 

crónica conduce a la calcificación vascular debido al aumento del producto calcio-fósforo (CaxP) y al 

acúmulo de toxinas urémicas. La alimentación con alimentos altamente calóricos potencia la calcificación 

vascular mediante mecanismos que incluyen la retención de fósforo y el aumento del estrés oxidativo. 

Aunque la restricción de calorías produce cambios metabólicos opuestos a los provocados por una ingesta 

calórica elevada, los estudios experimentales no han logrado demostrar un efecto protector de la 

restricción calórica sobre la calcificación vascular. 

 

2.1.  Efecto de la RC en el desarrollo de calcificaciones urémicas 

Para testar la hipótesis del valor protector de la RC frente al desarrollo de 

calcificaciones, los experimentos de CV se diseñaron con el objetivo de 

estudiar este efecto en dos escenarios: a) inducción de CV con un protocolo 

estándar, consistente en la disminución de la función renal mediante Nx 5/6 y 

alimentación de los animales con una dieta alta en fósforo (1,2% de fósforo) y 

b) inducción de CV severa, en cuyo caso el incremento del fósforo dietético se 

estableció en 1,8%. Como era de esperar, los estudios histológicos en tejido 
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aórtico mostraron una gran cantidad de depósitos de calcio en ambos casos, 

independientemente de si los animales tuvieron o no RC. Aunque no 

encontramos diferencias entre grupos según el contenido de fósforo de la dieta, 

esto pudo deberse a que el alto grado de calcificación encontrado ya en ratas 

alimentadas con 1,2%, el cual quizás alcanzó el umbral de supervivencia de los 

animales calcificados de forma que a partir de este punto el grado de 

calcificación fue incompatible con la vida y los animales comenzaban a morir. 

Según esta hipótesis, los animales que continuaron hasta el final del estudio en 

los grupos de 1,8% de fósforo serían aquellos que calcificaron menos. Esto se 

encuentra respaldado por el hecho de que en estos grupos la mortalidad fue 

mayor que aquellos con una concentración de 1,2%.  

Sabemos que el incremento de fósforo plasmático en pacientes renales 

contribuye a la progresión de la enfermedad y aumenta el índice de mortalidad 

entre estos pacientes (Kenstenbaum et al., 2016). También que el incremento 

de fósforo unido al aumento de FGF23 y a la disminución de Klotho favorecen 

la CV en los pacientes urémicos (Lim et al., 2012; Vogt et al., 2019). En estos 

experimentos observamos que las ratas con una mayor ingesta de fósforo 

(1,8%) también presentaron tendencia a incrementar los valores plasmáticos de 

este mineral, que se acompañó de unos valores plasmáticos de FGF23 mucho 

más elevados que los grupos alimentados con una dieta NC1,2, a pesar de que 

estos últimos ya tenían valores extremadamente altos como consecuencia del 

deterioro renal. El mayor daño renal en estos grupos también se observó en la 
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drástica disminución en la expresión tisular de Klotho. De nuevo esto es un 

reflejo del efecto perjudicial del fósforo en la progresión de la enfermedad 

renal. 

No obstante, resultó interesante observar que la RC no actuó como 

protector frente a la CV e incluso incrementó la mortalidad, a pesar de que los 

cambios metabólicos producidos en fases previas a la instauración de la uremia 

(cuando los animales fueron sometidos o no a RC) debieran ser favorecedores 

para disminuir de las calcificaciones extraesqueléticas en estos animales. No se 

encontraron diferencias significativas en los parámetros bioquímicos ni 

tampoco en la expresión de Klotho cuando se compararon animales que fueron 

sometidos a RC con aquellos que tuvieron una ingesta normal de calorías, tanto 

en los grupos con NC1,2 como en aquellos con NC1,8. El FGF23 tendió a 

disminuir en ambos casos con la RC; sin embargo, sólo resultó ser 

significativamente inferior respecto a su homólogo, en el grupo RC de 1,8% de 

fósforo. Todo ello nos indica que el deterioro renal sucedido en todos los 

grupos de estudio enmascaró cualquier poder de protección que la RC pudiera 

ejercer en la normalización de los parámetros renales. 

La mortalidad es uno de los factores a tener en cuenta en los experimentos 

diseñados para el estudio de CV en animales urémicos. Sin embargo, los 

resultados prometedores de la RC sobre los cambios en el metabolismo 

energético y mineral en ratas sanas fue un argumento importante para diseñar 

un experimento ambicioso con el fin de asegurar el desarrollo de 
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calcificaciones. En el curso del estudio, algunas ratas murieron y otras tuvieron 

que ser sacrificadas por razones humanitarias antes de la finalización de los 

experimentos. Se establecieron como criterios de punto y final la anorexia y la 

depresión de los animales de tal forma que podemos asegurar que los animales 

que fueron sacrificados habrían contado igualmente como bajas de haber 

continuado con el experimento. En cualquier caso, el análisis de supervivencia 

de estos estudios se realizó con ambos enfoques: contabilizando únicamente 

aquellas ratas que murieron de forma natural o incluyendo también a las que 

tuvieron que ser sacrificadas anticipadamente; y los resultados fueron 

similares, con un incremento significativo de la mortalidad en los grupos con 

una dieta 1,8% de fósforo y aún mayor si los animales se sometieron a RC. 

Del mismo modo que el aumento de la mortalidad acompañado de un 

incremento de la ingesta de fósforo responde a un comportamiento lógico, el 

hecho de que la RC incrementase la mortalidad de los animales resulta más 

complejo de explicar. Quizás asumir que alimentación con RC y alimentación 

con dieta hipercalórica debieran tener efectos contrapuesto no está del todo 

justificado y puede contribuir a la explicación de los resultados encontrados en 

estos estudios. De hecho, hay publicaciones que respaldan que estos dos 

protocolos dietéticos no sólo no son opuestos, sino que, en algunos parámetros 

fisiológicos, pueden tener efectos similares. Prueba de ello es el trabajo de 

Cunha y colaboradores en el que demuestran que la alimentación de las ratas 

gestantes con cualquiera de las dos pautas (baja o alta ingesta calórica) 
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modulan del mismo modo el peso al nacimiento o la actividad física de la 

descendencia cuando llegan a su etapa adulta (Cunha et al., 2015). También, 

hay otros factores que pudieron enmascarar los beneficios previsibles de la RC 

sobre el desarrollo de calcificaciones como la modificación de la producción de 

componentes protectores de calcificación, como es el ejemplo de la fetuína A. 

La fetuína A es una proteína perteneciente a la familiar de las alfaglobulinas 

sintetizada en el hígado y cuya función se centra en favorecer la solubilidad del 

calcio mediante la formación de partículas conocidas como calciproteínas 

(complejos formados por la unión de calcio, fosfatos y fetuína A) (Brylka y 

Jahnen-Dechent, 2013). Esta proteína se ha demostrado que está involucrada en 

el desarrollo de la CV ejerciendo como protectora de la misma (Westenfeld et 

al., 2009) y su disminución se ha encontrado tanto en roedores como en 

humanos tras un periodo de alimentación con RC (Choi et al., 2013). El 

magnesio, otro de los minerales importantes en la ERC, también ha demostrado 

tener efectos beneficiosos, pues mejora el control glucémico (Toprak et al., 

2017) y protege contra la CV (Diaz-Tocados et al., 2017; Rodelo-Haad et al., 

2020). El hecho de que la RC disminuya la absorción de fósforo permite pensar 

que la absorción de otros minerales como el magnesio puedan también verse 

afectadas y con ello su poder protector frente a la CV. 

Por otro lado, es importante recordar el fenómeno conocido como la 

“paradoja de la obesidad en la enfermedad renal”. Este fenómeno se 

fundamenta en la evidencia de que la pérdida de peso no sólo es perjudicial 



Discusión 

 

181 

 

para la progresión de la enfermedad renal, sino que el sobrepeso puede, 

incluso, ser beneficioso en estos pacientes. Esto se ha constatado al encontrarse 

que la mortalidad en pacientes con ERC es inversamente proporcional al peso 

corporal y al índice de masa corporal (IMC) (Ahmadi et al., 2016; Kalantar-

Zadech et al., 2017). 

Los pacientes con enfermedad renal comienzan a perder peso en las etapas 

tempranas de la enfermedad y esta pérdida de peso se asocia con un mal 

pronóstico (Ku et al., 2018). Inicialmente, los pacientes se ven afectados por la 

desnutrición caracterizada por la pérdida de grasa corporal, aunque preservan 

la masa corporal magra, pero a medida que avanza la enfermedad, los pacientes 

pueden desarrollar caquexia, afectando al tejido muscular, y desarrollar otras 

alteraciones metabólicas como anorexia o incremento del gasto energético 

basal (Mak y Cheung, 2006). Las ratas del estudio de calcificación sometidas a 

RC no se pueden considerar caquécticas o desnutridas ya que estas ratas eran 

metabólicamente saludables y mantenían concentraciones de albúmina 

plasmática dentro del rango normal. Además, se ha propuesto que la caquexia 

asociada a la enfermedad renal es un proceso mediado por los altos niveles de 

leptina, postulándose que antagonizar la señalización de esta hormona podría 

ser un tratamiento plausible contra la caquexia renal (Mak et al., 2014). 

Teniendo en cuenta que las ratas del estudio tenían concentraciones de leptina 

en plasma significativamente menores cuando fueron alimentadas con RC en 

comparación con las que tuvieron una ingesta calórica normal, la leptina no 
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parece ser la responsable de la mortalidad de estos animales. Además, como se 

ha comentado, la anorexia se utilizó como criterio de eutanasia y los análisis de 

supervivencia arrojaron resultados similares independientemente de si se 

incluyeron o no a los animales anoréxicos en el estudio. 

Es importante remarcar que la pérdida de peso observada en las ratas RC 

del estudio se corresponde con la etapa pre-CV, por lo que el argumento de que 

la enfermedad renal desencadena caquexia, anorexia y, en fin último, 

mortalidad, no es del todo aplicable en este caso ya que nos enfrentamos a una 

situación diferente en la que la pérdida de peso no sucede durante la progresión 

de la enfermedad sino que, en el momento de instaurarse la uremia, los 

animales sometidos a RC ya tienen un peso menor que aquellos sin restricción.  

Retomando de nuevo la paradoja de la obesidad, en los animales con RC 

observamos una disminución en las concentraciones plasmáticas de lípidos. 

Esto sucedió tanto en ratas sanas, como se comentó en la Sección 1, como en 

ratas urémicas. Aunque este efecto se consideraría beneficioso en un contexto 

de obesidad en un individuo con función renal normal, pues significaría la 

tendencia a la normalización de las concentraciones de lípidos en sangre, esto 

podría tener efectos nocivos en aquellos urémicos, pues se ha descrito la 

existencia de una correlación inversa entre la concentración lipídica en plasma 

y la mortalidad en pacientes con enfermedad renal (Kovesdy et al., 2007), lo 

que está en la misma línea de la asociación referente al peso corporal 

previamente comentado. Sin embargo, esto es un tema controvertido, pues, 
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aunque los depósitos de grasa pueden prevenir la emaciación de los pacientes 

renales, la grasa puede actuar secuestrando toxinas que serían liberadas al 

torrente sanguíneo cuando estos individuos pierden peso. Esta cuestión es de 

especial relevancia en pacientes sometidos a hemodiálisis, cuando la 

progresión de la enfermedad se encuentra en fases de pérdida acelerada de peso 

corporal, aumentando la mortalidad en los pacientes más delgados (Sepeakman 

y Westerterp, 2010). 

Al igual que la ingesta de fósforo es un claro punto de control terapéutico 

en la enfermedad renal y su restricción permite retrasar su progresión, la RC 

parece ser también perjudicial para estos pacientes. Fósforo y energía son dos 

elementos que, en el curso del presente trabajo hemos comprobado que están 

claramente conectados. Ambos comparten funciones metabólicas beneficiosas 

como favorecer la termogénesis mediante la conversión de tejido adiposo 

blanco en marrón (Abuduli et al., 2016; Fabbiano et al., 2016). Sin embargo, en 

el contexto de la enfermedad renal, este efecto beneficioso en animales sanos, 

se torna nocivo al ayudar a reducir el peso corporal de animales urémicos 

facilitando el desarrollo de caquexia renal (Wang, S.Y. et al., 2018). 

Todo ello conduce a pensar que, a pesar de que los animales con RC 

presentaban un perfil metabólico más saludable que aquellos que se 

alimentaron con una ingesta calórica normal, el menor peso de estos animales 

les confiere mayor fragilidad para afrontar una lesión renal posterior. Esto se 
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ve respaldado por la correlación inversa encontrada entre el peso corporal al 

inicio de la CV y la supervivencia durante el periodo de uremia y calcificación. 

 

2.2. Efecto de la RC en la regresión de calcificaciones urémicas 

En publicaciones anteriores ya se ha reportado que las calcificaciones en las 

arterias pueden revertirse si se controlan los estímulos pro-calcificantes (Bas et 

al., 2006); incluso se han propuesto algunas opciones como que pueden actuar 

como agentes terapéuticos durante la CV, entre ellos se ha demostrado que los 

calcimiméticos o el magnesio aceleran la regresión de las calcificaciones 

extraesqueléticas asociadas a la uremia (Lopez et al., 2009; Diaz-Tocados et 

al., 2017). 

Como hemos observado en los estudios realizados a lo largo de esta Tesis, 

la RC modula el metabolismo del fósforo en un sentido que podría favorecer la 

resolución de la CV, pues se sabe que un factor importante para lograr la 

regresión de la calcificación es precisamente normalizar los parámetros 

relacionados con el fósforo (Bas et al., 2006). Aunque se ha expuesto en el 

epígrafe inmediatamente anterior que no se encontraron efectos beneficiosos 

notables de la RC como protector frente al desarrollo de calcificaciones, se 

desconoce si la aplicación de la RC pudiera favorecer su regresión. 

En ambos grupos del estudio de regresión encontramos que el cese del 

tratamiento con calcitriol junto con el control de la ingesta de fósforo resultó en 
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el incremento de los niveles de calcio y la normalización de los niveles de 

fósforo en plasma. Además, también se observó una reducción en los valores 

bioquímicos renales (urea y creatinina). Estos datos son indicativos de la 

mejora de la función renal asociada a la normalización del fósforo y la 

disminución de nefrocalcinosis. La disminución de calcio es una de las 

alteraciones del metabolismo mineral características de la enfermedad renal. 

Debido a una disminución de calcitriol a causa del deterioro de la 

funcionalidad renal, la absorción intestinal de calcio se reduce, lo que a su vez 

conlleva el incremento de PTH observado en pacientes urémicos (Viegas et al., 

2019). El incremento de la calcemia en la fase de regresión de CV 

probablemente sea consecuencia de la intervención de dos mecanismos: por un 

lado, la mejora a la respuesta de la PTH gracias a la reducción de los niveles de 

fósforo en sangre (Rodriguez et al., 1991; Silver y Naveh-Many, 2009); y, en 

segundo lugar, la reabsorción del calcio depositado en el organismo durante el 

periodo de inducción (Bas et al., 2006; Diaz-Tocados et al., 2017). En la misma 

línea de los resultados observados en la fase de CV, la RC no supuso una 

mejora durante el proceso de regresión. Aunque, de nuevo, se observó una 

tendencia a la disminución de los niveles plasmáticos tanto de fósforo como de 

FGF23 en ratas con RC, así como un aumento de la expresión renal de Klotho, 

no se encontraron diferencias significativas en estos parámetros entre los 

animales sometidos a restricción y aquellos que tuvieron una ingesta normal de 

calorías durante la regresión. Del mismo modo, el contenido de calcio aórtico y 
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los estudios histológicos mostraron que la RC no aportó ningún beneficio 

adicional a la resolución de la CV.  
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SECCIÓN 3. METABOLISMO MINERAL Y COMPOSICIÓN 

MUSCULAR 

Durante el desarrollo de la presente Tesis se diseñó un estudio encaminado 

a investigar los cambios fenotípicos acaecidos en el músculo esquelético como 

consecuencia de una alimentación a largo plazo en régimen de RC, así como la 

influencia de la vitamina D en estos cambios. 

Nuestros resultados demostraron que, aunque la RC supuso un retraso en el 

crecimiento de los músculos posturales (sóleo) con una disminución en su 

volumen, el ISM, por el contrario, se incrementó. Además, en los músculos 

fásicos (tibial craneal) se observó un cambio hacia un fenotipo de contracción 

más lenta. En ambos casos, se encontró una fuerte relación entre las 

fluctuaciones de calcitriol plasmático y los cambios musculares, tanto en la 

composición fibrilar como en la masa muscular de las ratas alimentadas con 

RC. 

 

3.1.  Efecto de la RC sobre la masa muscular 

Puesto que la proteína es un macronutriente esencial para asegurar el buen 

desarrollo y función muscular (Prescod et al., 2011; Agarwal et al., 2013), en el 

estudio llevado a cabo en este trabajo, el régimen de RC se basó en la 

reducción del contenido energético de la dieta suministrada a las ratas, 

asegurando un consumo proteico que al menos igualase al de los animales 
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alimentados ad libitum. De esta forma conseguimos aislar el efecto de la 

ingesta calórica sobre el músculo esquelético. Como consecuencia del bajo 

contenido calórico de la dieta, las ratas con dieta hC adoptaron un 

comportamiento de sobrealimentación. Esto supuso que las ratas del grupo hC 

no sólo no consumieron menor cantidad de proteínas, sino que incrementaron 

ligeramente la ingesta total de este nutriente respecto a las ratas controles, 798 

g vs 670 g (p<0,05). Teniendo en cuenta que estudios anteriores demuestran 

que la ingesta de proteínas de alta calidad es un factor importante para la 

adecuada síntesis proteica muscular y la prevención de la pérdida de masa 

muscular asociada a la edad (Walrand et al., 2011), que nuestros animales con 

dieta hC consumieran mayor cantidad de proteína pudo influir en el efecto anti-

catabólico observado en los músculos de estos animales. 

Los efectos de la RC sobre el músculo esquelético son aún controvertidos. 

Si bien hay publicaciones en las que se ha reportado que la RC reduce el 

tamaño muscular, hay evidencia de que esto no ocurre así en todos los 

músculos (McKiernan et al., 2004; Chomentowski et al., 2009; Boldrin et al., 

2017; Lu et al., 2017; Hoek et al., 2019). Los resultados de nuestro estudio 

concuerdan con esta afirmación. Así, encontramos una reducción en el tamaño 

muscular del sóleo, mientras que el tibial craneal permaneció igual en las ratas 

alimentadas con una dieta de reducido contenido calórico. Este efecto asociado 

al tipo muscular puede ser debido a la distinta funcionalidad de los músculos. 

El músculo sóleo, como músculo postural tiene como función la de soportar el 
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peso corporal. Puesto que los animales sometidos a RC reducen su peso 

corporal total respecto a los controles, el efecto anti-gravitatorio que ha de 

ejercer el músculo sóleo será también menor por lo que la disminución en el 

tamaño de los músculos posturales tras la alimentación con un protocolo de 

dieta hC podría ser consecuencia de un menor estímulo en el crecimiento de 

estos músculos supeditado a la pérdida de peso corporal (Baldwin et al., 2013). 

Este fenómeno también se ha visto en mujeres, en las que se ha observado un 

menor tamaño de las fibras musculares en aquellas mujeres con bajo peso 

corporal (Galusca et al., 2018). En cambio, no observamos pérdida de masa 

muscular absoluta en el músculo tibial craneal, un músculo encargado de la 

locomoción y cuyo tamaño se vería afectado principalmente por el ejercicio 

(Hoppeler y Flück, 2002).  

Esta disparidad en los resultados asociada al tipo muscular parece indicar 

que la atrofia encontrada en algunos músculos tras un periodo de RC está más 

relacionada con el peso corporal que con la ingesta calórica per se. Esto se ve 

reforzado con el hecho de que cuando se realiza una corrección de la masa 

muscular frente al peso corporal, el ISM se encuentra incrementado en ambos 

músculos, sóleo y tibial craneal, de las ratas con hC, resultados que concuerdan 

con los previamente reportados por otros autores (Mckiernan et al., 2004; Faitg 

et al., 2019). El aumento de ISM es un reflejo de la conservación de la masa 

muscular tras una restricción energética, y se ha asociado con ventajas en la 

funcionalidad muscular (Granic et al., 2019; Larsson et al., 2019). 
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3.2. Efecto de la RC sobre el fenotipo del músculo esquelético 

Efecto sobre la composición fibrilar 

Puesto que el tipo y función de cada músculo determina su composición 

fibrilar, se estudiaron dos músculos con diferente estructura para investigar los 

cambios fenotípicos de la RC sobre distribución de las fibras musculares. Por 

un lado, el sóleo es un músculo con fenotipo de contracción lenta cuya 

composición se basa mayoritariamente en fibras de tipo I seguido de una 

pequeña proporción de fibras de tipo IIA. Por otro lado, el músculo tibial 

craneal se engloba dentro de los músculos de contracción rápida y como el 

resto de los músculos fásicos presenta un fenotipo compuesto principalmente 

por una combinación de fibras de tipo IIA, IIX y IIB y un menor número de 

fibras lentas de tipo I. 

Como ya se ha comentado en la Introducción, el fenotipo de los músculos 

no es estático, sino que puede ser modificado por la influencia de factores 

como la nutrición (Collino et al., 2014), el ejercicio (Hearris et al., 2018) o 

incluso una situación de enfermedad (Puthucheary et al., 2018). Estos cambios 

en el fenotipo contráctil suceden más comúnmente en los músculos fásicos, los 

cuales participan en la propulsión para generar el movimiento. Por ejemplo, 

después de hacer ejercicio o llevar a cabo un entrenamiento prolongado se 

produce una adaptación de las fibras musculares hacía un fenotipo de 

contracción lenta cuyo objetivo es el de reducir los efectos de la fatiga 
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muscular, mejorando así la resistencia al ejercicio (Mujika et al., 2016; Pons et 

al., 2018). Del mismo modo, la función metabólica muscular también se ve 

afectada tendiendo a una preservación de la capacidad oxidativa (St-Jean-

Pelletier et al., 2017). Los resultados obtenidos del estudio de histomorfometría 

muscular desarrollado en la presente Tesis van en esta misma línea. Mientras 

que no se observaron cambios importantes en las fibras del músculo sóleo, la 

alimentación con una dieta hC resultó en una adaptación muscular con un 

cambio en la composición fibrilar en la dirección de un fenotipo más lento en 

el músculo tibial craneal. Se observó un incremento de las fibras de tipo IIA a 

expensas del número de fibras de tipo IIX y fibras tipo I, cuya proporción se 

encontró disminuida en comparación con el músculo tibial craneal de las ratas 

controles. Estos resultados coinciden con los reportados previamente por el 

equipo de Faitg, quienes encontraron una disminución en el porcentaje de 

fibras tipo IIX acompañado por un incremento del número de fibras tipo IIA en 

aquellas ratas sometidas a RC en comparación con un grupo alimentado ad 

libitum (Faitg et al., 2017). Es interesante destacar que mientras que nuestro 

estudio se llevó a cabo en ratas jóvenes sometidas a RC durante un periodo de 

7 meses, Faitg y colaboradores realizaron sus experimentos en ratas adultas 

alimentadas durante un periodo de 13 meses. Además, ellos utilizaron un 

sistema de restricción de ingesta total mientras que las ratas de nuestro 

experimento se alimentaron con una dieta hC mediante una disminución del 

contenido de grasa, evitando así la limitación del resto de nutrientes. Esto hace 
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pensar que los cambios fenotípicos sucedidos tras un protocolo de RC son 

consecuencia de la restricción en la ingesta energética, sin importar la 

composición nutricional de la dieta y siempre y cuando se asegure un buen 

aporte de micronutrientes. Por otro lado, los cambios en el fenotipo contráctil 

que encontramos en nuestro estudio son también similares a los observados en 

el remodelado muscular que acontece durante el entrenamiento y cuyo objetivo 

es el de mejorar la función muscular (Zierath y Hawley, 2004; St-Jean-Pelletier 

et al., 2017), por lo que se antoja pensar que la RC aplicada en individuos 

jóvenes pudiera tener beneficios en cuanto a funcionalidad muscular similares 

a los obtenidos con el estímulo del ejercicio. 

 

Efecto sobre la actividad oxidativa 

Otro indicador de gran importancia en la función del músculo esquelético 

es la capacidad oxidativa del mismo. Si bien nuestros resultados no muestran 

cambios en el perfil oxidativo del músculo tibial craneal, sí que observamos 

una reducción de la actividad de la SDH en el músculo sóleo de ratas 

alimentadas con una dieta menos calórica, disminución que resultó 

estadísticamente significativa en las fibras lentas tipo I. Como ya se ha 

comentado en varias ocasiones, el sóleo es un músculo postural. Sabido esto y 

teniendo en consideración que el peso corporal de los animales del grupo hC se 

redujo significativamente respecto al control, una disminución en la actividad 
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oxidativa mitocondrial sería consistente con la necesidad de soportar un peso 

corporal menor. En el tibial craneal, en cambio, cuya función consiste en 

generar movimiento, se observó una preservación del perfil oxidativo en ratas 

hC, lo cual es consistente con la tendencia de este músculo hacia un perfil 

contráctil más lento y, por tanto, de características metabólicas cuya tendencia 

sería la de virar de una actividad glucolítica hacia un perfil más oxidativo 

(véase tabla 1). 

 

3.3. RC y músculo esquelético: implicación de la vitamina D 

Se han postulado diferentes mecanismos como responsables de los 

beneficios musculares observados tras un periodo de RC, entre ellos la 

modificación de la ultraestructura mitocondrial (Chen, Y. et al., 2014; 

Guitiérrez-Casado et al., 2019). En el estudio de Faitg en 2017, los autores 

demostraron una mejora en la estructura mitocondrial del músculo sóleo 

después de más de un año de alimentación con RC, aunque la actividad 

oxidativa muscular no se vio modificada. De forma contraria, cuando 

examinaron el músculo gastronemio (músculo de contracción rápida), 

observaron una mayor actividad SDH que no se correspondía con una mejora 

morfológica de las mitocondrias (Faitg et al., 2017). Por tanto, cabe pensar que 

la modificación del fenotipo oxidativo de las fibras musculares por la RC 

podría estar ligada a otros factores externos a la mitocondria.  
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Otro factor asociado con los beneficios de la RC en el músculo esquelético 

es su capacidad para retrasar el deterioro neuromuscular asociado a la edad 

(Stockinger et al., 2017). Es bien sabido que durante el envejecimiento se 

producen ciclos de denervación/reinervación en el músculo, lo que explicaría la 

remodelación de las fibras musculares asociada a la edad (Gouspillou et al., 

2013). Algunos autores postulan que la aplicación de una dieta basada en un 

régimen de RC podría proteger la integridad de las uniones neuromusculares, 

restableciendo así el perfil contráctil muscular de individuos adultos (Valdez et 

al., 2010; Faitg et al., 2017). No obstante, los mismos cambios reportados por 

otros autores en la composición fibrilar del músculo de ratas adultas los 

observamos también en nuestro estudio con animales jóvenes, donde se 

presupone que aún no habrían sucedido daños neuromusculares. Esto nos lleva 

a investigar factores alternativos que pudieran estar influyendo en la 

modificación de la composición fibrilar del músculo esquelético.  

En esta línea, la vitamina D ha demostrado ser un importante factor para el 

correcto crecimiento y funcionalidad muscular (Dawson-Huges, 2017; Książek 

et al., 2019) y está involucrada en la inducción de la hipertrofia de las fibras 

musculares (Montenegro et al., 2019). Aunque los mecanismos por los cuales 

la vitamina D influye sobre las características fenotípicas del músculo no están 

aún dilucidados, se postula que su acción se encuentra mediada por la 

interacción con el receptor de vitamina D (VDR). En un artículo reciente, se ha 

puesto de manifiesto que la sobre-expresión de este receptor ejerce de 
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promotor del anabolismo muscular, induciendo la hipertrofia (Bass et al., 

2020); mientras que, en otro estudio experimental, los mismos autores reportan 

que la inhabilitación del VDR en ratas induce atrofia muscular (Bass et al., 

2020).  

Los efectos de la vitamina D sobre la homeostasis muscular se encuentran 

ligados a la acción combinada de mecanismos genómicos y no genómicos 

mediados por VDR (Bollen et al., 2021). El VDR es un receptor nuclear que 

actúa como factor de transducción mediante su unión al ADN de los elementos 

respondedores de vitamina D (VDRE) encontrados en el núcleo celular 

(Haussler et al., 1998). Estos elementos se han identificado en diferentes genes 

miogénicos de forma que la interacción entre 1,25(OH)2-vitamina D3, VDR y 

VDRE es la responsable de los mecanismos genómicos por los que la vitamina 

D ejerce sus efectos sobre el músculo. Por otro lado, los mecanismos no 

genómicos se basan en la acción de la 1,25(OH)2-vitamina D3 sobre la vía de la 

ubiquitina-proteosoma, afectando principalmente a la señal transducción de 

esta vía, y evitando así la degradación proteica en el músculo (Bollen et al., 

2021). 

Como se ha expuesto en los resultados del estudio muscular (véase 

Resultados, Sección 3), las ratas alimentadas con dieta hC duplicaron los 

niveles plasmáticos de calcitriol respecto a los animales controles. Además, en 

el estudio histomorfométrico encontramos que el calcitriol presentó una fuerte 

correlación positiva no sólo con los valores del ISM de ambos músculos, sino 
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también con el aumento en la proporción de fibras tipo IIA del tibial craneal. 

Aunque es importante recordar que asociación no implica causalidad, son 

múltiples las publicaciones que relacionan los niveles de vitamina D con el 

anabolismo muscular (Dawson-Huges, 2017; Garcia et al., 2019; Montenegro 

et al., 2019; Bass et al., 2020; Bollen et al., 2021). Por tanto, el incremento de 

los niveles plasmáticos de calcitriol observados tras una dieta hC podría ser, al 

menos en parte, responsable del efecto anabólico de la RC sobre el músculo 

esquelético. Esto es especialmente importante ya que, en un contexto de 

enfermedad renal, en el que los pacientes presentan concentraciones 

plasmáticas de calcitriol especialmente reducidas (Jean et al., 2017; Kaur et al., 

2018), la suplementación de vitamina D es un protocolo de actuación común, 

lo que podría beneficiar a la salud muscular. Sin embargo, hay que tener 

precaución con este tratamiento puesto que se ha demostrado que puede tener 

efectos secundarios como el desarrollo de calcificaciones extraesqueléticas 

(Jean et al., 2017). Por tanto, con los datos obtenidos en estos estudios, el 

aumento del calcitriol que tiene lugar tras la reducción de la ingesta calórica de 

la dieta podría ser potencialmente útil en la preservación de la masa muscular 

de estos pacientes. 

La vitamina D también se ha asociado con la remodelación fenotípica del 

músculo por su capacidad de modular el número de fibras tipo IIA (Garcia et 

al., 2019; Książek et al., 2019), hecho que respalda la fuerte correlación 

positiva encontrada en nuestro estudio entre estos dos parámetros. Además, en 
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un estudio experimental, la suplementación con calcitriol en ratas 

nefrectomizadas demostró tener efectos beneficiosos sobre el fenotipo 

muscular, observándose una tendencia a incrementar la proporción de fibras 

tipo I y tipo IIA tanto en el sóleo como en el tibial craneal, además de una 

disminución de las fibras tipo IIB, restableciendo así los efectos causados por 

la uremia (Acevedo et al., 2016). 

La deficiencia de vitamina D es un problema de salud ampliamente 

reconocido en la actualidad y que afecta a pacientes con enfermedades crónicas 

como la obesidad (Savastano et al., 2017). Se han propuesto dos mecanismos 

por los cuales esto puede ocurrir: el secuestro de vitamina D por el tejido 

adiposo (Wortsman et al., 2000) o, el más aceptado actualmente, la 

disminución de esta hormona a consecuencia del efecto de dilución 

volumétrica (Vranić et al., 2019). Esto es, la vitamina D se encuentra en 

equilibrio entre los niveles encontrados en el plasma y la concentración 

disuelta en el tejido adiposo, teniendo este último una afinidad por la vitamina 

D de hasta 12 veces mayor que las proteínas plasmáticas (Blum et al., 2008). 

Esto implicaría que un aumento en el volumen de grasa corporal total resultaría 

en una mayor concentración de vitamina D en el tejido adiposo, a expensas de 

la concentración plasmática (Vranić et al., 2019). En un supuesto teórico, la 

pérdida de peso derivada de la RC podría conllevar al incremento de los 

niveles plasmáticos de vitamina D, asociado a la disminución en la grasa 

corporal. Si bien este mecanismo se aplica normalmente a los niveles de 
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colecalciferol o 25(OH)-vitamina D3, estos metabolitos podrían influir en el 

incremento de 1,25(OH)2-vitamina D3 observado en las ratas sometidas a RC. 

No obstante, no está demostrado que la RC ejerza el efecto opuesto al modelo 

de dilución volumétrica.  

Por su parte, el FGF23 es el mayor regulador del metabolismo de la 

vitamina D. Como ya se ha comentado con anterioridad, este inhibe la 

producción de calcitriol mediante la modulación de las enzimas involucradas 

en el metabolismo de la vitamina D. Además, se ha demostrado que la ingesta 

calórica regula de forma directa la síntesis y secreción de FGF23. Los niveles 

de FGF23 plasmáticos obtenidos en los estudios destinados a investigar el 

efecto de la RC en el músculo esquelético son consistentes con los obtenidos 

en los experimentos diseñados para estudiar el efecto de la RC en el 

metabolismo mineral. Esto es, las ratas alimentadas con la dieta hC durante un 

periodo prolongado de tiempo (7 meses) disminuyeron los valores plasmáticos 

de FGF23, a la vez que los valores de calcitriol se incrementaron respecto a las 

ratas que se alimentaron con dieta NC. Si bien el incremento de la ingesta de 

alimento, y por tanto de vitamina D, por parte de las ratas del grupo hC podría 

ser el resultado del aumento del calcitriol plasmático, resulta interesante que no 

se encontrasen diferencias en las concentraciones plasmáticas de calcidiol. 

Teniendo en cuenta que este último es el metabolito que mejor refleja el estatus 

de vitamina D en el organismo, la hipótesis de que el incremento de calcitriol 

sea consecuencia de la diferencia en la ingesta puede ser descartada. El estudio 
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enzimático reveló un aumento en la expresión renal de Cyp27b1 y la 

disminución de Cyp24a1 en los animales alimentados con el protocolo hC. 

Sabiendo que estas dos enzimas son las principales responsables de la síntesis y 

degradación del calcitriol respectivamente, y que su expresión se encuentra 

directamente regulada por el FGF23, el incremento de calcitriol resultante tras 

la RC podría explicarse como un reflejo de la disminución del FGF23 en estas 

ratas. Cabe añadir que, desde un punto de vista mecanicista, el incremento de 

calcitriol plasmático debiera actuar como estímulo de la expresión de Cyp24a1 

renal (Murayama et al., 1999). El hecho de observar un aumento de esta 

enzima en los resultados del estudio refuerza la hipótesis de que el incremento 

de calcitriol corresponde con un efecto indirecto de la reducción de la ingesta 

calórica, mediado por el FGF23. De esta forma los cambios observados en el 

músculo esquelético tras la RC podrían ser el resultado de la acción de un 

complejo sistema que integra hueso, riñón y músculo (Figura 40). 
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Figura 40. Propuesta mecanicista sobre la influencia de la restricción calórica en los cambios 

fenotípicos de la musculatura esquelética. La disminución de la ingesta calórica incide directamente 

sobre el hueso disminuyendo la producción de FGF23, el cual modula la actividad enzimática del 

metabolismo de la vitamina D incrementando los niveles de 1,25(OH)2-vitamina D (calcitriol). El 

músculo esquelético responde al aumento de vitamina D adaptando el fenotipo muscular hacia unas 

características beneficiosas al estatus nutricional. Cyp27b1, enzima 1-alfa-hidroxilasa; Cyp24a1, enzima 

24-hidroxilasa; FGF23, factor de crecimiento fibroblástico 23. 
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Conclusión 1. La restricción calórica actúa directamente sobre la regulación 

del metabolismo mineral, disminuyendo el balance de fósforo en ratas con 

función renal normal. 

Conclusión 2. En ratas sanas, la restricción calórica disminuye las 

concentraciones plasmáticas de FGF23. 

Conclusión 3. La restricción calórica modula el metabolismo de la vitamina D 

de forma secundaria a la disminución del FGF23, incrementando los niveles 

plasmáticos de calcitriol mediante la estimulación de la enzima Cyp27b1 e 

inhibición de la enzima Cyp24a1. 

Conlcusión 4. La reducción en la disponibilidad energética del medio de 

cultivo disminuye la expresión de FGF23 en células osteogénicas.  

Conclusión 5. El efecto de la disponibilidad energética sobre la producción de 

FGF23 en células óseas está mediado por la vía mTOR. 

Conclusión 6. A pesar de sus efectos beneficiosos sobre el metabolismo del 

fósforo, la restricción calórica no previene el desarrollo de calcificaciones 

vasculares en animales urémicos ni acelera la regresión de las mismas. 

Conclusión 7. La restricción calórica incrementa la mortalidad en ratas 

urémicas que desarrollan calcificaciones vasculares. 
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Conclusión 8. En ratas sanas, la restricción calórica preserva la masa muscular 

y modifica la composición fibrilar de los músculos fásicos hacia un fenotipo 

contráctil más lento. 

Conclusión 9. Los efectos de la restricción calórica sobre el músculo se 

encuentran estrechamente asociados a la activación de un eje óseo-renal-

muscular que conlleva una disminución en la producción de FGF23 por el 

hueso y un incremento en la producción de 1,25(OH)2-vitamina D3 (calcitriol) 

por el riñón. 
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La ingesta calórica interviene en la regulación del metabolismo mineral a 

diferentes niveles, principalmente renal, cardiovascular, óseo y muscular. La 

ingesta calórica influye en el desarrollo y la progresión de la enfermedad renal, 

de forma que el consumo de dietas con alto contenido en grasas favorece el 

deterioro de los riñones incluso en ausencia de obesidad. Por su parte, la 

restricción calórica (RC) tiene múltiples efectos beneficiosos sobre la salud y la 

longevidad y ha demostrado ser un elemento útil para preservar la 

funcionalidad renal. La presente Tesis Doctoral persigue investigar la 

influencia de la RC sobre el metabolismo mineral poniendo el foco en los 

aspectos de mayor interés en el contexto de la enfermedad renal crónica: el 

manejo del fósforo, la síntesis y secreción de factor de crecimiento de 

fibroblástico 23 (FGF23) y de calcitriol, y el desarrollo de calcificación 

vascular (CV). Por otra parte, la influencia de la RC en el músculo es 

controvertida y los mecanismos están aún por elucidar. Es por ello que en este 

trabajo se ha abordado el estudio de los efectos de la RC sobre el fenotipo del 

músculo esquelético, así como la implicación de la vitamina D sobre los 

cambios en la masa muscular y la composición fibrilar. 

Para probar la hipótesis de que el FGF23 está directamente regulado por la 

ingesta calórica, se llevaron a cabo experimentos in vivo e in vitro. En los 

experimentos in vivo se estudió la influencia de la ingesta calórica sobre el 

metabolismo del fósforo y la producción de FGF23 en dos escenarios de RC, 

mediante la modificación del contenido calórico de la dieta o a través de la 

restricción de la ingesta total de alimento. En el primer estudio tres grupos de 

ratas fueron alimentados con dietas con un contenido calórico alto (HC), 

normal (NC) o bajo (hC) durante 30 días. No se observaron diferencias en la 

absorción intestinal ni en las concentraciones plasmáticas de fósforo entre los 

tres grupos de ratas. Las concentraciones plasmáticas de FGF23 se 

incrementaron en el grupo HC y disminuyeron en el grupo hC, en comparación 

con las ratas del grupo NC. Además, los niveles de FGF23 correlacionaron 

positivamente con la ingesta calórica de los animales. En el segundo estudio, se 

incluyeron dos grupos de ratas alimentadas con una dieta normocalórica 

sometidas a un régimen de ingesta ad libitum (control) o restringida (NCR). 

Tras un periodo de 50 días, las ratas NCR presentaron un balance de fósforo 

negativo, una menor concentración plasmática de fósforo y una disminución de 

los niveles plasmáticos de FGF23, en comparación con el grupo control. In 

vitro, se incubaron células osteogénicas UMR106 en un medio de cultivo con 

un contenido de glucosa alto (HG, 4,5 g/l) o bajo (LG, 1 g/l). Además, se 

llevaron a cabo estudios adicionales incluyendo tratamientos con diferentes 
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concentraciones de fósforo, estudios de osmolaridad con manitol y estudios 

mecanicistas mediante con la exposición a inhibidores de la vía mTOR, como 

rapamicina o everolimus. La expresión de ARN mensajero (ARNm) de FGF23 

fue significativamente mayor en células UMR106 cultivadas en HG que 

aquellas incubadas con LG. Cuando se expusieron las células a una 

concentración elevada de fósforo, el ARNm de FGF23 aumentó, aunque este 

efecto sólo se observó cuando las células se cultivaron en HG. La incubación 

de células en medio HG y con inhibidores mTOR disminuyó la expresión de 

ARNm de FGF23 respecto a aquellas incubadas sólo con el vehículo. Estos 

valores fueron similares a los obtenidos con la incubación en un medio LG. En 

conclusión, estos estudios ponen de manifiesto la existencia de una regulación 

directa de la producción de FGF23 por la disponibilidad de energética y 

demuestran que la vía de señalización mTOR juega un papel central en este 

sistema regulador. 

En un tercer estudio se investigó el efecto de la RC sobre el desarrollo y 

regresión de la CV en ratas urémicas. Para ello se incluyeron cuatro grupos de 

ratas las cuales se distribuyeron en función de si tuvieron una pauta de 

alimentación con ingesta calórica normal o restringida. El contenido de fósforo 

de las dietas se ajustó para proporcionar una ingesta de fósforo igual en todos 

los grupos independientemente de la ingesta calórica. Tras un periodo de 50 

días, a todos los animales se les indujo uremia mediante nefrectomía (Nx) 5/6. 

Tras la Nx, las ratas fueron tratadas con calcitriol (80 ng/kg ip en días alternos) 

y alimentadas con una dieta con un contenido de fósforo del 1.2% (NC1,2) o 

1.8% (NC1,8) para inducir el desarrollo de CV. Después de 14 días de 

tratamiento, no se observaron diferencias significativas en el contenido de 

calcio aórtico entre ratas que tuvieron una ingesta calórica normal y aquellas 

sometidas a RC durante el periodo previo a la Nx, ni en los grupos NC1,2 ni en 

los grupos NC1,8. Sin embargo, la mortalidad aumentó significativamente en 

las ratas sometidas a RC antes de la Nx tanto en el grupo NC1,2 como en el 

grupo NC1,8. Después del periodo de CV un grupo de ratas fue sometido a un 

protocolo de regresión de CV, en el que se detuvo la administración de 

calcitriol y se normalizó la ingesta de fósforo, distribuyendo los animales en 

dos grupos, con ingesta calórica normal o reducida. La CV regresó 

rápidamente, pero no se observaron diferencias significativas en el calcio 

aórtico entre las ratas que tuvieron una ingesta calórica normal o restringida. 

En conclusión, la RC no previno ni mejoró la CV e incrementó la mortalidad 

en ratas urémicas. 
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Finalmente, para abordar el estudio de los efectos de la RC sobre el fenotipo 

muscular, 34 ratas fueron alimentadas con una dieta de contenido calórico 

normal (control) o reducido (hC) durante un periodo de 7 meses. Se estudió el 

efecto sobre la masa muscular, el índice somático muscular (ISM), la 

composición del tipo de fibra, el tamaño de la fibra y la actividad metabólica 

en los músculos tibial craneal (TC) y sóleo (SOL). Además, se midieron los 

metabolitos plasmáticos de la vitamina D y la expresión renal de enzimas 

implicadas en el metabolismo de la vitamina D con el fin de aclarar la 

implicación de la vitamina D los cambios del fenotipo muscular. En el grupo 

hC, no se observó cambio en el tamaño muscular del TC aunque sí se encontró 

una reducción en el SOL; sin embargo, el ISM aumentó en ambos músculos. 

Los estudios histomorfométricos mostraron un incremento en el porcentaje de 

fibras de tipo IIA y una reducción en la proporción de fibras de tipo IIX en el 

TC de ratas con dieta hC. Además, se identificó una disminución del tamaño de 

las fibras de tipo I y una reducción de la actividad oxidativa en el sóleo de estas 

ratas en comparación con el grupo control. Las ratas hC presentaron un 

incremento significativo en los niveles plasmáticos de calcitriol, acompañado 

de un aumento en la expresión renal de Cyp27b1 y una disminución de 

Cyp24a1. Se observó una fuerte correlación positiva entre la concentración de 

calcitriol y el ISM en ambos músculos. El calcitriol también correlacionó 

significativamente con los porcentajes de fibras tipo IIA y tipo IIX en TC y con 

el perfil oxidativo en SOL. En conclusión, la RC preserva la masa del músculo 

esquelético, mejora el fenotipo contráctil en los músculos fásicos (TC) y reduce 

el gasto energético en los músculos posturales (SOL), beneficios que están 

estrechamente relacionados con el incremento de vitamina D secundario a la 

RC. 
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Caloric intake influences the regulation of mineral metabolism at different 

levels, mainly renal, cardiovascular and musculoskeletal. Caloric intake is 

involved in the development and progressions of kidney disease so that the 

consumption of high-fat diets favors the deterioration of kidneys even in the 

absence of obesity. Caloric restriction (CR) is known to have multiple 

beneficial effects on health and longevity and has been shown to be a useful 

tool to preserve renal function. This Doctoral Thesis seeks to investigate the 

influence of CR on mineral metabolism focussing on the aspects of major 

interest in the context of chronic kidney disease: phosphate handling, synthesis 

and secretion of fibroblast growth factor 23 (FGF23) and calcitriol, and the 

development of vascular calcification (VC). On the other hand, the influence of 

CR on muscle is controversial and the mechanisms need to be elucidated. That 

is why this work has approached the study of the effects of CR on the skeletal 

muscle phenotype, as well as the role of vitamin D on changes in muscle mass 

and fiber-type composition. 

To test the hypothesis that FGF23 is directly regulated by energy intake, in vivo 

and in vitro experiments were conducted. In in vivo experiments, the influence 

of energy intake on phosphate metabolism and FGF23 production was studied 

in two scenarios of CR, by modifying the caloric content of the diet or by 

deprivation of food consumption. In the first study, three groups of rats were 

fed diets with high (HC), normal (NC), and low (LC) caloric content for 30 

days. We did not find differences in intestinal absorption between the three 

groups of rats. Plasma FGF23 concentrations were increased in the HC group 

and decreased in the LC group, as compared with NC. Moreover, a significant 

correlation between energy intake and plasma FGF23 concentrations was 

observed. In the second study, two groups of rats fed a normocaloric diet were 

included and subjected to an ad libitum (control) o restricted (NCR) feeding 

regime. After 50 days, NCR rats showed a negative phosphorous balance, less 

concentration in plasma phosphorus, and a decrease of plasma FGF23 levels, 

compared to the control group. In vitro, UMR106 cells were incubated in a 

high (HG, 4.5 g/l) or low glucose (LG, 1 g/l) medium. Additional experiments 

were conducted including treatments with different concentrations of 

phosphorus, osmolarity studies with mannitol, and mechanistic experiments by 

exposure to mTOR inhibitors, such as rapamycin or everolimus. mRNA FGF23 

was significantly higher in UMR106 cells cultured in HG than in LG. When 

UMR106 cells were exposed to high phosphorous, mRNA FGF23 increased 

but only when cells were cultured in HG. Cells incubated with HG and mTOR 

inhibitors decreased mRNA FGF23 expression, compared to those incubated 
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with the vehicle. These values were similar to the data obtained in cells 

incubated in LG. In conclusion, these studies evidence a direct regulation of 

FGF23 production by energy availability and demonstrate that the mTOR 

signaling pathway plays a central role in this regulatory system. 

The third study investigated the effect of CR on the development of VC in 

uremic rats. Four groups of rats were included and allocated according to a 

feeding regime with normal or restricted caloric intake. Phosphorus content of 

the diets was adjusted so phosphorus intake was similar in all groups, despite 

the caloric intake. After 50 days, uremia was induced by 5/6 nephrectomy (Nx) 

in all animals. After Nx, rats were treated with calcitriol (80 ng/kg ip every 

other day) and high phosphorus diets with a content of 1.2% (NC1.2) or 1.8% 

(NC1.8) to induce VC. After 14 days of treatment, no differences were found 

in aortic calcium content between rats that ate normal or restricted calories 

before Nx in either NC1.2 or NC1.8 rats. However, mortality was significantly 

increased in both CR groups, NC1.2 and NC1.8. After the period of VC, rats 

were subjected to regression of VC when calcitriol was stopped and 

phosphorous intake normalized, and animals were allocated in two groups, 

normal and restricted calories. VC regressed rapidly, but no significant 

differences in aortic calcium were observed between rats that ate normal or 

restricted calories during the regression phase. In conclusion, CR did not 

prevent or ameliorate VC and increased mortality in uremic rats. 

Finally, to test the effect of CR on muscle phenotype, 34 rats were fed either a 

diet with a normal (control) or reduced (hC) caloric content for 7 months. 

Muscle mass, muscle-somatic index (MSI), fiber-type composition, fiber size, 

and metabolic activity were studied in both tibial cranial (TC) and soleus 

(SOL) muscles. Moreover, plasma vitamin D and renal expression of enzymes 

involved in vitamin D metabolism were measured to investigate the role of 

vitamin D in muscle phenotype changes. In the hC group, no change in muscle 

size was found in TC but a reduction in SOL was observed; however, MSI 

increased in both muscles. Histomorphometric studies showed an increase in 

type IIA fibers percentage and a decreased in type IIX fibers in TC of hC rats. 

Moreover, decreased size of type I fibers and reduced oxidative activity were 

identified in SOL of hC rats, compared to control. An increase in plasma 

calcitriol with kidney up‐regulation of Cyp27b1 and down‐regulation of 

Cyp24a1 was observed in hC rats. A strong correlation between plasma 

calcitriol concentration and MSI was observed in both muscles. Calcitriol also 

correlated with the percentages of type IIA and type IIX fibers in TC and with 
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the oxidative profile in SOL. In conclusion, CR preserves skeletal muscle 

mass, improves contractile phenotype in phasic muscles (TC), and reduces 

energy expenditure in antigravity muscles (SOL), benefits that are closely 

related to the increases in vitamin D secondary to CR.  
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