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Abstract

La malattia renale cronica (chronic kidney disease CKD) si distingue per le molteplici complicanze meta-
boliche, nutrizionali e cardiovascolari che la caratterizzano, comprese perdita di massa muscolare, osteo-
porosi e calcificazioni vascolari, e che contribuiscono alla elevata mortalita che colpisce questi pazienti. I
processi patologici coinvolti in queste complicanze comprendono: il fattore della crescita 1 insulino-simile
(IGF-1) 0 somatomedine, 1'omeostasi del calcio e dei fosfati, la via del fattore di crescita fibrosi-23/ormone
paratiroideo (PTH), il sistema dell'attivatore del recettore del fattore nucleare-kB (nuclear factor kB o
NF-kB) e la via dell'osteoprotegerina (OPG). Questi sistemi interagiscono strettamente fra loro e possono
anche risultare sinergici. La regolazione della lisi osteo-proteica e quello delle calcificazioni vascolari con-
dividono alcuni mediatori e meccanismi, quindi sara necessario focalizzare gli studi di ricerca su queste
vie comuni. Lo scopo di questo breve riassunto & di sintetizzare le nostre conoscenze riguardo allo svi-
luppo di perdita di massa muscolare, osteoporosi e calcificazioni vascolari in pazienti affetti da CKD.

Parole chiave: ckd, osteoporosi

Introduzione

La malattia renale cronica (CKD) si distingue per le molteplici complicanze metaboliche e
nutrizionali che la caratterizzano, compresa la perdita di massa muscolare, 1'osteoporosi
e le calcificazioni vascolari. Questi fattori, sia a livello di ogni singolo fattore, sia in modo
sinergico come verra illustrato, contribuiscono all'invecchiamento vascolare precoce e
all'elevato tasso di mortalita tra i pazienti affetti da CKD [1] (full text), [2]. Mentre sono stati
identificati alcuni dei meccanismi che mediano i processi patologici che producono ciascuna
della complicanze gia menzionate, diventa sempre pit evidente che alcune vie fungono da
'collegamenti' che peggiorano gli outcome clinici e quindi anche la prognosi di perdita di
massa muscolare, osteoporosi e calcificazioni vascolari. Esempi di tali collegamenti com-
prendono: il sistema dell'IGF-1, I'omeostasi del calcio e dei fosfati, la via del fattore della
crescita fibrosi 23 (FGF-23) / ormone paratiroideo (PTH), il sistema dell'attivatore del re-
cettore del fattore nucleare k-B (sistema RANK) e la via dell'osteoprotegerina (OPG). Lo
scopo di questo breve riassunto & di sintetizzare gli ultimi sviluppi della nostra conoscenza
dei meccanismi condivisi, talvolta sinergici, che producono 'la triade malefica' della perdita
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di massa muscolare, osteoporosi e calcificazioni vascolari in pazienti affetti da CKD. Nuove
strategie terapeutiche sono necessarie per migliorare tale situazione.

La perdita di massa muscolare nella ckd

Pazienti affetti da CKD possiedono scorte insufficienti di proteine, sia a livello viscerale (cioe
bassi livelli sierici) sia a livello somatico (perdita di massa muscolare). Tale situazione &
causata o da una riduzione nella sintesi di proteine o da un aumento nella degradazione di
proteine, oppure da entrambe le cose. Studi osservazionali evidenziano come la riduzione
della massa muscolare scheletrica, una componente importante nel depauperamento del bi-
lancio proteico (protein-energy wasting o PEW) [3] frequente nella CKD e nei pazienti sot-
toposti a dialisi [4] (full text), sia associata ad un'elevata mortalita e morbilita in pazienti
affetti da CKD [5] (full text), [6] (full text). In condizioni di catabolismo, la massa corporea
magra, in maggior parte costituita dai muscoli scheletrici, viene rapidamente distrutta pro-
ducendo una condizione di sarcopenia (atrofia muscolare) e di dinapenia (perdita di forza
muscolare). I pazienti uremici hanno un'inefficiente utilizzo delle proteine, causato sia da
un apporto inadeguato di proteine con la dieta [7] sia dall'aumentata distruzione o dalla
ridotta sintesi delle proteine, tutti fattori che provocano l'atrofia muscolare [8] (full text).
Studi del metabolismo muscolare e delle proteine corporee in pazienti stabili con CKD,
dimostrano costantemente come la malattia produca una riduzione equilibrata sia della
sintesi che della distruzione delle proteine. Tuttavia, nella malattia renale terminale (end
stage renal disease o ESRD), e soprattutto in pazienti sottoposti a dialisi, il catabolismo pro-
teico diventa preponderante [9], [10], risultando in una netta perdita di massa muscolare
[11]. Tl trattamento dialitico & associato a fattori catabolici come la perdita cronica di sangue
e di nutrienti, compresi glucosio, aminoacidi, peptidi, proteine e vitamine solubili: tutto cio
contribuisce alla perdita delle scorte proteiche nell'ESRD. Tuttavia, la concentrazione intra-
cellulare di aminoacidi puo rimanere stabile durante l'emodialisi (HD) mediante un rilascio
aumentato di aminoacidi dal catabolismo delle proteine muscolari [12] (full text).

1l sistema dell'ubiquitina-proteasoma nella perdita della massa muscolare

Esiste evidenza che la perdita di massa corporea magra sia mediata dal sistema
dell'ubiquitina-proteasoma (UPS) dipendente dall' adenosina trifosfato (ATP), presente nel
muscolo [13]. Durante il digiuno, e nei pazienti affetti da diabete mellito scompensato, ca-
chessia oncologica, sepsi o lo stato uremico, il catabolismo proteico aumenta e il bilancio
proteico muscolare si negativizza [14]. Tre componenti enzimatici sono necessari per legare
le proteine dell'ubiquitina (Ub) destinate alla distruzione. Oltre all'enzima E1 (Ub-attivante)
e l'enzima E2 (Ub-portante), I'E3 & 'enzima chiave necessario per identificare quali proteine
devono essere degradate [15]. La maggior parte delle proteine muscolari & costituita da pro-
teine miofibrillari che rappresentano la scorta di aminoacidi pitt importante per la sintesi
di nuove proteine e per la gluconeogenesi. L'UPS degrada le proteine miofibrillari mediante
I'enzima proteolitico caspasi-3 [16].

In questo modo, un importante meccanismo dell'atrofia muscolare in CKD coinvolge
l'attivazione dell'UPS indotta dall'acidosi [17] (full text). Livelli maggiori di mRNA di certi
componenti del sistema UPS e un pattern similare dell'espressione di geni legati all'atrofia
(che vengono chiamati atrogeni), sono stati identificati in pazienti affetti da CKD [18] (full
text). In vitro, & stato dimostrato come gli inibitori della proteasoma possano bloccare un
aumentato catabolismo proteico nei ratti affetti da uremia cronica. L'insulino-resistenza
(vedi sotto) & un'altra condizione che produce perdita di proteine muscolari ed atrofia mu-
scolare mediante 1'attivazione del sistema UPS [19] (full text).

La via GH/IGF-1 nella perdita di massa muscolare
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Pazienti affetti da CKD dimostrano una varieta di anomalie metaboliche e nutrizionali, com-
prese anomalie dell'insulinoresistenza e dell'asse dell'ormone della crescita (GH)- insulino-
simile (GH/IGF 1). L'insulina & un ormone fortemente anabolico ed inibisce il catabolismo
proteico [20]. E' stato dimostrato che l'insulino-resistenza é fortemente associata al catabo-
lismo muscolare in pazienti non-diabetici sottoposti ad HD cronica [21]. Molti pazienti af-
fetti da CKD presentano segni di PEW, comprese la sarcopenia e la dinapenia, che potrebbero
essere |'espressione di anomalie dell'asse GH/IGF-1. L'insulinoresistenza o I'utilizzo ridotto
dell'insulina, [22], uniti ad anomalie dell'interazione tra insulina e IGF-1 [ 23], contribuiscono
alla perdita di massa corporea magra in pazienti con ESRD. Intanto, la via dell'IGF-1/pho-
sfoinositide 3-chinasi (PI3K)/Akt inibisce I'aumento (up-regulation) dei geni dell'atrofia mu-
scolare che codificano per le ligasi dell'ubiquitina [24]. L'IGF-1 & in grado di stabilizzare gli
effetti della miostatina, un'altro fattore importante nell'atrofia muscolare [25] (full text).
Un'altro meccanismo strettamente legato a ridotta segnalazione dell'IGF-1 in CKD & rappre-
sentato dalla disfunzione delle cellule satellite, ovvero cellule staminali residenti del mu-
scolo scheletrico che fungono da precursori del muscolo scheletrico [26] (full text). Ridotti
livelli di testosterone, frequentemente presente nei pazienti CKD, potrebbe provocare il
catabolismo muscolare mediante un'alterata segnalazione dell'IGF-1 e I'aumentata espres-
sione della miostatina, entrambi fattori che inibiscono la crescita muscolare [27].

Una riduzione o alterazione dell'azione del GH, che in parte rappresenta difetti della se-
gnalazione del GH/IGF-1, & un'altra importante anomalia endocrina associata alla CKD che
stimola il catabolismo muscolare e rallenta la crescita dei muscoli [28]. La somministrazione
di GH aumenta la crescita dei bambini affetti da CKD e potrebbe anche migliorare il bilancio
proteico nei pazienti sottoposti ad HD mediante 1'aumento della massa magra corporea [29],
con una riduzione inoltre, del rischio cardiovascolare [30] (full text). In pit, I'esercizio fisico
e 'uso degli agonisti dei recettori della grelina possono migliorare l'appetito ed aumentare
il consumo di cibo in questi pazienti riducendo ulteriormente la perdita muscolare me-
diante i loro effetti sul sistema GH/IGF-1 [31], [32] (full text).

Altre vie regolatorie della perdita muscolare nella CKD

Alcune anomalie metaboliche frequenti nella CKD, come per esempio 1'acidosi metabolica,
l'insulinoresistenza e 1'anoressia promuovono il catabolismo muscolare e la perdita della
massa muscolare [33]. Uno dei modi in cui l'acidosi pud stimolare la perdita di massa
muscolare ¢ mediante |'ossidazione irreversibile degli aminoacidi ramificati essenziali e
|'attivazione della via ATP-dipendente [34]. Nell'acidosi, gli aminoacidi derivati dal muscolo
vengono convertiti in glutamina, utilizzata dai reni per facilitare 1'eliminazione degli acidi.
L'inflammazione stimola la distruzione delle proteine e, negli stadi avanzati della CKD, sono
elevati i livelli circolatori di citochine cataboliche, come IL-6 [35]. La CKD & anche caratte-
rizzata dall'attivazione del sistema renina-angiotensina; & stato dimostrato che l'infusione
di angiotensina II induce l'atrofia del muscolo scheletrico mediante 'aumento dello stress
ossidativo e l'up-regulation mediata dalla miostatina e dalle E3 ligasi muscolo-specifiche,
Atrogin-1 e la proteina muscle ring finger (MuRF1), risultando nella proteolisi mediata
dall'ubiquitina-proteosoma e, conseguentemente, in ridotti livelli di IGF-1 in circolo e nel
muscolo scheletrico [36], [37]. Il complesso proteico fattore nucleare-xB (NF-kB) inibisce
la miogenesi mediante la promozione della crescita dei mioblasti e l'induzione della perdita
di MyoD, uno stimolatore della differenziazione e della riparazione del muscolo [38]. La
miostatina viene up-regolata nel muscolo scheletrico di pazienti affetti da CKD e questa
up-regulation insieme con una accelerata perdita di miociti mediante 1'apoptosi e con le
variazioni della sintesi e della degradazione proteica indotte da una segnalazione alterata
all'interno della via PI3-chinasi/Akt, rappresenta un meccanismo chiave che stimola la com-

G Ital Nefrol 2013; 30 (3) - ISSN 1724-5590 - © 2013 Societa Italiana di Nefrologia 3


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3549778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17063174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16221242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12928036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15125842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17332274
http://jap.physiology.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=17332274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20056750
http://jasn.asnjournals.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=20056750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22962412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17826224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9011582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17554147
http://jasn.asnjournals.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=17554147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21673718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18039782
http://endo.endojournals.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=18039782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21195908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8182144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15780075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15650772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12763051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16883577

Giornale
Italiano di
Nefrologia

La "triade malefica" di perdita di massa muscolare, osteoporosi e calcificazione vascolare richiede I'urgente sviluppo di nuove
strategie terapeutiche

parsa e la progressione della perdita di massa muscolare nei pazienti con CKD [39]. Recen-
temente, microRNAs (miRNAs), cioé segmenti di RNA non codificanti relativamente corti
(21 a 24 nucleotidi), che agiscono come regolatori negativi sull'espressione dei geni, sono
stati identificati come importanti mediatori nei processi che causano l'atrofia muscolare.
Wang et al. [40] (full text) hanno riportato che la down-regulation di microRNAs, (miR-29a
e miR-29b), e il successivo aumento del fattore di trascrizione factor Ying Yang-1 interfe-
riscono con la normale differenziazione delle cellule progenitrici del muscolo, un processo
necessario per la crescita muscolare, il mantenimento della sintesi proteica e la riparazione
dei danni muscolari. Studi sperimentali effettuati da Xu et al. [41] hanno dimostrato che
miR-486 mimetico migliorava l'atrofia muscolare nei topi affetti da CKD, indicando che I'uso
dei mimetici di miR potrebbe rappresentare una nuova frontiera terapeutica per la cura
dell'atrofia muscolare nella CKD. In conclusione, sono state scoperte recentemente diverse
nuove vie strettamente associate all'induzione dei processi che causano I'atrofia muscolare
in pazienti affetti da CKD.
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Figura 1.

Ngllo stato uremico, la perdita di massa muscolare, l'osteoporosi e la calcificazione vascolare sono frequentemente associate, riflettendo, in
senso patologico, i meccanismi e le vie comuni che collegano i diversi sistemi, come per esempio, l'IGF/GH, il metabolismo del calcio e dei
fosfati, la proteina Klotho/FGF23/PTH e le vie RANK/RANKL/OPG. Queste vie agiscono insieme,risultando nell'atrofia muscolare, la perdita
di massa ossea e la calcificazione vascolare tipicamente osservate in pazienti affetti da CKD.

Abbreviazioni: BMP, bone morphogenetic protein; CTX, C-telopeptide cross-laps; FGF-23, fibrosis growth factor-23; GH, growth hormone;
MGP, matrix gla protein; IGF-1,insulin-like growth hormone-1; OPG, Osteoprotegerin; Pi, phosphate; PTH, parathyroid hormone; RANK, re-
ceptor activator of nuclear-factor 7B, RANKL, receptor activator of nuclear-factor kB ligand; VitD, vitamin D; VitB, vitamin B; VitK, Vi-
tamin K; Ca, calcium; VSMC, vascular smooth muscle cell; PI3K, phosphoinositide 3-kinase
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L'osteoporosi nella ckd

Alterazioni del metabolismo minerale compaiono precocemente nella CKD, provocando va-
riazioni della massa ossea, del ricambio osseo, dello stato di mineralizzazione e della re-
sistenza ossea. L'osteoporosi viene definita come disturbo scheletrico caratterizzato dalla
perdita di massa ossea e dal deterioramento della micro-architettura dell'osso, risultando
nell'aumento del rischio di fratture, la manifestazione clinica pil importante
dell'osteoporosi [42] (full text). Pazienti affetti da CKD, a qualsiasi eta, presentano una
prevalenza maggiore di fratture vertebrali e del collo femorale rispetto alla popolazione
generale, con conseguente netto aumento della mortalita e della morbilita, riflettendo pro-
babili legami con un peggioramento dello stato nutrizionale e un aumento delle calcifica-
zioni vascolari [43]. L'eta costituisce un fattore di rischio per I'osteoporosi e per il rischio di
fratture, sia nella popolazione generale che nei pazienti con CKD [44] (full text). L'alta in-
cidenza di frattura del collo femorale in pazienti affetti da CKD stadio 5, 17 volte l'incidenza
nella popolazione generale negli Stati Uniti [45], con tutta probabilita & legata all'alta pre-
valenza di osteopenia ed osteoporosi in pazienti affetti da ESRD [46] (full text), [47].

La diagnosi di osteoporosi viene generalmente basata sulla riduzione del contenuto mi-
nerale osseo (bone mineral density o BMD), come evidenziata dal metodo densitometrico
DEXA (dual energy X-ray absorptiometry). Tuttavia, & importante ricordare come la fragilita
ossea sia provocata anche da molti altri fattori, come per esempio il ricambio osseo
anormale e il rimodellamento che portano a loro volta a deficit di micro-architettura ossea,
e che non sono determinati dalla BMD. L'uso della BMD, quindi, rimane controverso come
mezzo diagnostico per I'osteoporosi e per il rischio di fratture nei pazienti con CKD. Jamal et
al. [48] non hanno trovato una correlazione tra BMD, misurata con la DEXA, e la comparsa
di fratture in 104 pazienti anziani sottoposti ad emodialisi, mentre Atsumi et al. [49] hanno
dimostrato invece un valore predittivo affidabile per la presenza di BMD nella colonna
lombare di pazienti in emodialisi e il verificarsi di fratture vertebrali. Recentemente, alcuni
studi hanno sottolineato come potrebbe non essere appropriata la definizione OMS
dell'osteoporosi e dell'osteopenia per la classificazione dello status osseo in pazienti CKD
stadio 4 o 5, in quanto la determinazione della BMD mediante DEXA produce dei risultati
scarsamente attendibili e troppo elevati, a causa della sclerosi dei somi vertebrali e della cal-
cificazione delle arterie di grande calibro [50] (full text). Tuttavia, se la DEXA non risulta
l'esame ideale per la valutazione della qualita e della resistenza ossea [51] (full text), la
biopsia ossea seguita dall’analisi istomorfometrica fornisce informazioni sia quantitative
che qualitative sul rimodellamento e sullo status dell’osso, in particolare, riguardo alle va-
riazioni micro-architettoniche nel tessuto osseo, ma & un metodo troppo invasivo per essere
adoperato su larga scala nella valutazione dell'osteoporosi nei pazienti CKD [52]. Invece,
nuove tecniche di imaging meno invasive, come ad esempio la tomografia computerizzata
quantitativa (QCT), la risonanza magnetica ad alta risoluzione (HR-MRI) e la tomografia
quantitativa periferica ad alta risoluzione (HR-pQCT) sono sempre piu utilizzate negli studi
clinici per la valutazione dello stato di salute osseo [53].

La via RANK/RANKL/OPG nell'osteoporosi

Il sistema RANK/RANKL/OPG gioca un'importante ruolo nella regolazione della formazione,
dell'attivita e della sopravvivenza degli osteoclasti nel rimodellamento osseo, sia normale
che patologico. Markers biochimici, come per esempio i crosslap C-telopeptide (CTX) e la
fosfatasi alcalina osteo-specifica (B-ALP), vengono utilizzati oggi nella ricerca clinica come
marcatori del riassorbimento e della formazione ossea e per stimare il rischio di fratture,
indipendentemente da altri metodi usati per la valutazione dell'osteoporosi, come la BMD
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[54]. Gli studi in vitro hanno dimostrato come la citochina OPG giochi un ruolo importante
nella regolazione negativa del riassorbimento osseo mediato dagli osteoclasti, risultando in
un aumento della BMD e del volume osseo dovuto ad una riduzione del numero degli osteo-
clasti attivi [55]. Il livello di OPG aumenta con 1'eta, e potrebbe rivelarsi un meccanismo con-
troregolatorio per contenere la perdita ossea nei soggetti anziani. L'OPG, ed anche la FGF-23,
sono associate in modo indipendente al danno miocardico e alla aortic pulse wave velocity
in pazienti affetti da CKD, fornendo un legame tra CKD-BMD e le patologie cardio-vascolari
[56]. L'OPG e la leptina sono entrambe legate al controllo dell'osteoporosi, fornendo un
legame tra perdita di massa ossea e massa grassa [57]. 1l riscontro di un legame tra OPG e
BMD del collo femorale in pazienti sottoposti ad emodialisi indica che I'OPG potrebbe essere
utilizzata nello screening per la perdita di massa ossea e per la presenza di CKD-MBD in pa-
zienti affetti da ESRD [58], [59]. L'OPG & stata anche proposta come biomarcatore nella va-
lutazione della severita delle calcificazioni coronariche in pazienti con CKD non sottoposti
ancora ad emodialisi [60] (full text). In modo dissimile all' OPG, il RANKL libero e il RANKL
totale diminuiscono con l'eta, grazie probabilmente ad una diminuzione dell'attivita cel-
lulare in generale con l'avanzarsi dell'eta [61]. L'OPG sierica & aumentata in pazienti uremici
indipendentemente dai livelli sierici di PTH [62]. In pazienti pre-dialisi affetti da CKD in fase
1-5, il RANKL sierico era inversamente correlato alla BMD del collo femorale, mentre il li-
vello sierico dell'OPG era direttamente correlato alla BMD del collo femorale [63].

Il legame tra perdita di massa muscolare ed osteoporosi

La letteratura non ha fornito una chiara spiegazione del legame tra perdita di massa mu-
scolare e perdita ossea. Alcuni studi hanno dimostrato una chiara associazione tra la massa
ossea e il tessuto magro [64] [65] [66], ma altri non lo hanno confermato [67], [68].
L'osteoporosi & associata alla sarcopenia nei soggetti anziani [69] (full text), probabilmente a
causa dell'impatto sul rimodellamento osseo della minore forza di carico del tessuto magro
[70] (full text). L'IGF-1 & anche un regolatore importante della crescita ossea ed é stato in-
dicato come potenziale marker per identificare una ridotta massa ossea nelle donne in pre
e in post menopausa [71]. Uno studio recente ha dimostrato che la via IGF-1/Akt & coin-
volta nell'atrofia muscolare legata all'osteoporosi, indicando che la BMD potrebbe essere
utilizzata come marker nutrizionale dell'atrofia muscolare nei pazienti osteoporotici [72].
Nella CKD e nella ESRD, soltanto una manciata di studi hanno indicato un rapporto positivo
tra la concentrazione di IGF-1 e la BMD [73] (full text). Una regolare e mirata attivita fisica,
soprattutto l'esercizio sotto carico, & un altro fattore che puo essere promosso per il mante-
nimento di una buona qualita dell'osso con, probabilmente, una conseguente riduzione del
rischio di fratture [31].

Si & visto che un aumento dei fosfati nella dieta dei topi aumenta le strutture trabecolari e
corticali dell'osso, causando un aumento del rischio di fratture [74], e cio potrebbe essere
di importanza clinica per i pazienti affetti da CKD. Il trattamento anti-osteoporosi con bifo-
sfonati consigliato per pazienti con CKD per la prevenzione di fratture e stato anche con-
sigliato per tentare di ridurre la progressione di calcificazione extra-ossea e per inibire lo
sviluppo di aterosclerosi; tuttavia, nella CKD avanzata, I bifosfonati dovrebbero essere im-
piegati con cautela in pazienti selezionati [75] (full text). Mentre la vitamina D non sembra
ridurre l'incidenza di fratture in pazienti con ESRD, gli studi effettuati sugli animali dimo-
strano che la vitamina D potrebbe ridurre i livelli sierici di PTH con conseguente migliora-
mento della forza ossea [76] (full text), indicando che la vitamina D potrebbe migliorare la
BD in pazienti affetti da CKD.
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Le calcificazioni vascolari

La calcificazioni vascolari, chiamate anche “ossificazioni”, in quanto le modifiche vascolari
sono simili a tessuto osseo, sono conseguenza di uno squilibrio della mineralizzazione che
accade molto precocemente nei pazienti con CKD se confrontati con soggetti con la fun-
zione renale normale [77] (full text). Nella CKD di qualsiasi stadio, le calcificazioni vascolari
sono associate ad un aumentato rischio di mortalita [78] (full text). Le calcificazioni si ve-
rificano a livello dell'intima o della media, (sclerosi di Monckeberg) o in entrambi questi
strati. Lo strato mediale & composto da cellule del muscolo liscio vascolare (vascular smooth
muscle cells 0 VSMC) e una matrice ricca di elastina. Le calcificazioni arteriose provocano
un irrigidamento della parete arteriosa con conseguente aumento della pulse wave velocity
(PWV) carotide-femorale ed aumento della pressione arteriosa. Nei pazienti con CKD, sono
associate ad un aumentato rischio di perdita di massa ossea e di mortalita [79] (full text),
[80] (full text). Le calcificazioni dei tessuti molli e, in particolare modo la calcificazione va-
scolare, sono manifestazioni importanti di un insieme di disturbi della mineralizzazione e
dell'osso nella CKD, conosciuta come la sindrome CKD-MBD [81].

1l ruolo del GF-23/PTH e dell'omeostasi Ca/Pi nella calcificazione vascolare

Le vie del fosfato-FGF-23-PTH giocano un ruolo importante nel regolamento del metabo-
lismo dei fosfati e nello sviluppo della calcificazione vascolare nei pazienti con CKD. Negli
studi basati sulle popolazioni, il FGF-23 & associato in modo indipendente e positivo alla cal-
cificazione aortica e coronaria nei pazienti con ESRD [82] (full text), ma in modo inverso con
la progressione della calcificazione aortica [83] (full text), indicando un ruolo protettivo del
FGF-23 contro lo sviluppo della iperfosfatemia. La resistenza all'azione del FGF-23 durante
la progressione della malattia, provoca livelli sierici di FGF-23 estremamente elevati nei pa-
zienti con CKD, i quali, ciononostante, non riescono pitt a normalizzare l'iperfosfatemia [84].
E' interessante osservare come mancano degli studi che documentino un valore predittivo
chiaro per il FGF-23 sulla PWV, [85] sebbene un'associazione debole tra il FGF-23 e la PWV
fosse stata osservata in un unico studio: tuttavia, il suo significato statistico svani dopo
un'accurata analisi multivariata [56]. In un altro studio, il FGF-23 non era associato alla cal-
cificazione vascolare e non la iniziava [86]. Sia i fosfati che il FGF-23 sembrano essere legati
alle patologie cardiovascolari medianti meccanismi distinti. E' stato osservato come la com-
binazione di un legante di fosfati e una restrizione dietetica dei fosfati sia in grado di ridurre
i livelli sierici di FGF-23 in modo sinergico, indicando un possibile intervento per controllare
gli alti livelli di FGF-23 nei pazienti con CKD [87].

L'espressione di Klotho, una proteina trans-membrana e secreta che agisce come co-fattore
del recettore FGF ed viene espressa soprattutto nel rene umano, diminuisce con la progres-
sione della CKD [88]. Cid potrebbe spiegare, almeno in parte, la resistenza al FGF-23, e le
elevate concentrazioni di FGF-23 e di fosfati nei pazienti con CKD. Klotho sopprime 1'uptake
sodio-dipendente dei fosfati e anche la differenziazione cellulare nelle VSMC [89] (full text):
una riduzione dell'espressione genetica della klotho potrebbe contribuire quindi agli alti li-
velli di fosfati e alla calcificazione arteriosa nella CKD. 1l FGF-23 induce l'ipertrofia ventri-
colare sinistra (LVH) in modo indipendente dalla klotho, indicando che alti livelli di FGF-23
potrebbero contribuire alla LVH con conseguente aumento della mortalita nei pazienti con
CKD [90]. E' interessante che la klotho interferisca anche con la via insulina/IGF-1 mediante
la regolazione del recettore dell'IGF [91] (full text); questo rappresenta un altro, nuovo
legame che unisce lo status osseo alla calcificazione vascolare e la perdita di massa mu-
scolare nei pazienti con CKD.
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La deposizione di calcio-fosfati, prevalentemente come apatite, & presente nel miocardio,
nelle valvole cardiache e nell'aorta di pazienti con ESRD [92]. Mentre si conosce il ruolo di
PTH come regolatore chiave dei disturbi della mineralizzazione e dell'osso e anche della de-
posizione calcio-fosfatica nei pazienti con CKD, gli studi non concordano sugli effetti che il
PTH potrebbe avere sulla calcificazione vascolare. 1l PTH-(1-34) sembra inibire la calcifica-
zione delle VSMC in vivo e anche la calcificazione vascolare in topi con assenza di recettori
per le lipoproteine a bassa densita (topi LDLR-deficient) [93] (full text), [94] (full text). Un
altro studi con modelli animali ha dimostrato che trattamento con PTH stimolava una in-
tensa calcificazione della media aortica nei ratti [95]. La prevenzione della calcificazione va-
scolare mediante stretto controllo dei fosfati e del prodotto calcio-fosfatico & un obiettivo
importante per i nuovo agenti terapeutici. Sevelamer sembra ridurre i livelli sierici di fo-
sfati, prodotto calcio-fosfatico e PTH, e pare essere attivo anche nel prevenire la calcifica-
zione dei tessuti molli e dell'aorta nei modelli animali di insufficienza renale [96]. Nuovi
studi sono necessari per chiarire ulteriormente la complessa relazione tra il controllo del
calcio-fosfati, il PTH e la calcificazione vascolare.

Studi epidemiologici hanno posto in evidenza come i livelli di vitamina D siano associati
in modo inverso alla funzione endoteliale e la calcificazione aortica nei pazienti con ESRD
[97]. Si & osservato come il metabolita attivo della vitamina D, 25-diidrossivitamina D3 (cal-
citriolo), induce la calcificazione delle cellule VSMC sia mediante la secrezione del peptide
PTH-related (PTHrP), sia mediante la regolazione negativa del sistema renino-angiotensina
(RAS) [98] (full text), [99]. Hirate et al [100] (full text) hanno riportato sull'efficacia del
22-oxacalcitriolo (OCT), un analogo 1, 25(0H)2D3 che possiede meno attivita calcemica ri-
spetto all' 1, 25(0H)2D3, nella soppressione dell'iperparatiroidismo secondario e della cal-
cificazione dei tessuti molli in 5/6 ratti nefrectomizzati; i ratti trattati con OCT avevano
un livello minore di calcificazione aortica e della funzionalita renale. Nel frattempo, in un
grande studio basato sulla comunita, (community based) 1'analogo di vitamina D, parical-
citolo, sembra essere associato a un vantaggio per la sopravvivenza se paragonato con il cal-
citriolo [101] (full text). Intanto, & anche vero che 1'uso del calcitriolo, un down-regulator
endocrino del sistema RAS, risulta in livelli sierici di calcio e fosfati pit bassi, un down-regu-
lation del sistema renina-angiotensina e l'inibizione della proliferazione del muscolo liscio
[99].

Altri regolatori delle calcificazioni vascolari nella CKD

Oltre ai fattori di rischio classici per le calcificazioni vascolari, come l'iperfosfatemia, il
PTH e la presenza di diabete mellito, esistono altri fattori di recente scoperta. La leptina
adipocitichina sembra promuovere la differenziazione osteogenica e le calcificazioni va-
scolari, provocando un conseguente aumento del rischio cardiovascolare nei pazienti con
CKD [102] (full text). Fetuin-A (Ahsg) & un inibitore importante della calcificazione ectopica:
alti livelli di fetuin-A prevengono le calcificazioni vascolari precoci osservate nei pazienti
con CKD [103] (full text). L' osteopontina (OPN) inibisce la calcificazione delle cellule VSMC
[104] (full text), mentre Jono et al. [105] (full text) hanno dimostrato che la fosforilazione
dell' OPN & un passo obbligatorio nell'inibizione della calcificazione delle VSMC. Contra-
riamente, alti livelli di osteocalcina, ALP, osteonectina e la proteina osso-morfogenetica-2a
(bone morphogenetic protein o BMP)-2a sono stati associati alla trasformazione in senso
osteogenetico di miofibroblasti e cellule VSMC con conseguente induzione delle calcifica-
zioni [106] (full text), [107], [108] (full text). Ulteriori studi sono necessari per chiarire
l'impatto dell'alterata espressione e funzione dei geni che codificano per queste proteine
sulle calcificazioni vascolari nella ESRD. Una carenza di vitamina K, frequente in tutti gli
stadi della CKD, ¢ associata a una forma inattiva della matrice proteica Gla (MGP), a sua volta
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associata ad un aumentato rischio di calcificazione vascolare [109] (full text). La vitamina K
agisce come co-fattore durante la reazione enzimatica che consente a componenti di glu-
tammato specifico (glu) nella MGP di essere trasformati in componenti di gamma-carbos-
siglutammato (gla), che inibiscono la calcificazione della parete arteriosa [110] (full text).
Supplementi dietetici di vitamina K inibiscono la calcificazione vascolare nei topi con CKD
[111] e in pazienti affetti da ESRD [112], indicando un potenziale ruolo nella terapia medica
dei pazienti uremici. L'iperomocisteinemia probabilmente costituisce un legame tra 'osso e
la calcificazione vascolare [113]; tuttavia, la terapia con l'acido folico e vitamine del gruppo
B ad alto dosaggio non ha ridotto I'incidenza di patologie vascolari né ha migliorato la so-
pravvivenza dei pazienti con ESRD [114] e il ruolo dell'iperomocisteinemia in relazione alla
comparsa di calcificazioni vascolari nella CKD rimane da definire. Recentemente, uno studio
ha evidenziato che FT3 (triiodotirossina libera) & strettamente associata all'irrigidamento
della arterie, alle calcificazione delle coronarie e alla mortalita, indicando un legame tra
1'ormone tiroideo e le calcificazioni vascolari (Meuwese et al in press, AJKD 2013).

Legami tra la via -RANK/RANKL/OPG ossea e vascolare e la via FGF-23

Negli ultimi dieci anni, l'evidenza clinica suggerisce che i deficit del metabolismo osseo e
minerale legati alle calcificazioni vascolari nei pazienti con CKD siano legati a certe pro-
teine osteo-correlate, come per esempio B-ALP, osteocalcina, OPN, e Runx2. La presenza di
tali proteine e stata osservata all'interno di lesioni vascolari calcificate. Pare sempre piti
probabile che la via RANK/RANKL/OPG, una regolatrice chiave nella formazione dell'osso,
sia anche coinvolta nelle calcificazioni vascolari. Osteoblasti e cellule T attive sintetizzano
RANKL, e RANK viene espresso dagli osteoclasti, dalle cellule endoteliali e dalle cellule
VSMC. In alcuni studji, si & osservato come il sistema RANKL sia legato agli eventi avversi
cardiovascolari e anche alla calcificazione delle arterie coronarie [115] (full text), [116] (full
text). 1l sistema RANK/RANKL promuove la calcificazione delle VSMC anche direttamente
[117] (full text) mediante 1'attivazione della via NF-«B e il rilascio di TNF e IL-6, mentre
1'0OPG inibisce la calcificazione vascolare [118] (full text). Nei pazienti in fase avanzata di
CKD, cellule osteoclasta-simili esprimono fosfatasi acida tartrato-resistente (TRAP) nelle le-
sioni calcificate e il sistema RANK/RANKL stimola direttamente la formazione di cellule
osteoclasta-simili positive per TRAP, indicando che siano gli osteoclasti a stimolare la cal-
cificazione vascolare [119] (full text). Alcuni trattamenti medici per 1'osteoporosi, come
i bifosfonati (pirofosfati-analoghi), il denosumab (un inibitore monoclonale del RANKL)
ed una proteina di fusione ricombinante dell'OPG, sembrano inibire le calcificazioni va-
scolari [120], [121] (full text). La CKD, e soprattutto 1'ESRD, sono associate ad alti livelli
sierici di FGF-23 e ad una ridotta attivita della proteina klotho. Il FGF-23 (e anche I' 1,
25-diidrossivitamina D) aumentano il rischio di fratture [122], la demineralizzazione ossea
post-trapianto [123] (full text) mentre la carenza della proteina klotho contribuisce ad
un'invecchiamento precoce con calcificazioni arteriose ed osteoporosi [124]. T legami fisio-
patologici e biologici tra le anormalita ossee e vascolari sembrano indicare 1'esistenza di
molteplici fattori regolatori comuni per entrambi i sistemi.

Conclusioni

La perdita di massa muscolare, 'osteoporosi e le calcificazioni vascolari sono tre problemi
molto comuni nei pazienti affetti da CKD. Singolarmente, ma soprattutto insieme, rappre-
sentano fattori prognostici negativi per questi pazienti e sono collegati fra loro mediante
molteplici vie biochimiche condivise. Pertanto, dato il legame tra i meccanismi che go-
vernano la regolazione sia della distruzione delle proteine, che la crescita ossea e le calci-
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ficazioni vascolari, sembra probabile che presto vedremo nuovi approcci diagnostici, pre-
ventivi e terapeutici per curare questa 'triade malefica', anche contemporaneamente.
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by numerous metabolic, nutritional and cardiovascular
complications including loss of muscle mass, osteoporosis and vascular calcification contributing to the
high mortality among these patients. Factors involved in the underlying pathology processes resulting
in these complications such as insulin-like growth factor-1 system, calcium and phosphate homeostasis,
fibrosis growth factor-23/parathyroid hormone pathway, receptor activator of nuclear-factor kB system
and osteoprotegerin pathway are closely interrelated and may act synergistically. Thus, the regulation
of protein degradation, bone loss and vascular calcification share several common mediators and mecha-
nisms, underlining the need for research approaches focusing on these shared mechanisms and pathways.
This brief review aims at summarizing advances in our current understanding of the basis for devel-
opment of muscle loss, osteoporosis and vascular calcification and also the possible connections among
them in the CKD patients.

Key words: chronic kidney disease, osteoporosis

Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by numerous metabolic and nutritional com-
plications including muscle loss, osteoporosis and vascular calcification, which separately -
and in synergy as will be discussed in the following - contribute to premature vascular aging
and high mortality among CKD patients [1] (full text), [2]. Whereas several specific mech-
anisms mediating pathology processes leading to each of these complications have been
identified, it has become apparent that some pathways also may act as bridges amplifying
the clinical and prognostic consequences of muscle loss, osteoporosis and vascular calcifi-
cation. Examples of such links include: insulin-like growth factor-1 (IGF-1) system, calcium
and phosphate homeostasis, fibrosis growth factor-23 (FGF-23) / parathyroid hormone
(PTH) pathway and receptor activator of nuclear-factor kB (RANK) system and osteoprote-
gerin (OPG) pathway. This brief review summarizes current advances in our understanding
of the often shared and sometimes synergistic mechanisms leading to the triple whammy of
muscle loss, osteoporosis and vascular calcification in CKD patients which we believe calls
out the need for novel treatment strategies.
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Muscle loss in chronic kidney disease

Patients with CKD have low visceral (i.e. low serum protein concentration) and low somatic
(i.e., loss of muscle mass) protein stores, caused by a decrease in protein synthesis or an
increase in protein degradation, or both. Observational reports suggest that a decrease of
skeletal muscle mass, an important component of protein-energy wasting (PEW) [3] fre-
quently found in CKD and dialysis patients [4] (full text), is associated with high morbidity
and mortality in CKD patients [5] (full text), [6] (full text). In catabolic conditions, lean body
mass, i.e., mainly skeletal muscle, degrades rapidly, resulting in skeletal muscle atrophy
(sarcopenia) and loss of muscle strength (dynapenia). In uremic patients, both inadequate
dietary protein intake [7] and increased protein degradation or reduced synthesis leading
to low efficiency of protein utilization are the major factors contributing to muscle atrophy
[8] (full text). Muscle and whole body protein turnover studies in stable CKD have con-
sistently shown that there is a balanced reduction in protein synthesis and degradation;
however, in end-stage renal disease (ESRD), and especially in patients on dialysis treatment,
a condition of net protein catabolism is induced [9], [10], resulting in accelerated net muscle
protein loss [11]. Dialysis treatment is associated with catabolic factors such as chronic
losses of blood and nutrients, such as glucose, amino acids, peptides, proteins and soluble vi-
tamins, during dialysis contributing to loss of protein stores in ESRD. However, the intracel-
lular amino acid concentration can be maintained during hemodialysis (HD) by augmented
release of amino acids from muscle protein catabolism [12] (full text).

Ubiquitin-proteasome pathway in muscle loss

There is evidence that loss of lean body mass is mediated by the action of the adenosine
triphosphate (ATP)-dependent ubiquitin-proteasome system (UPS) in muscle. [13] In fasting
state, and in patients with uncontrolled diabetes mellitus, cancerous cachexia, sepsis or
uremic, the breakdown of protein increases and muscle protein balance becomes negative
[14]. Three enzymatic components are required to link ubiquitin (Ub) proteins that are des-
tined for degradation. Besides E1 (Ub-activating) enzyme and E2 (Ub-carrier) enzyme, E3 is
the key enzyme accounting for the specificity of proteins to be degraded [15]. Myofibrilla
proteins comprise most of muscle protein, representing the major store of amino acids for
new protein synthesis and gluconeogenesis. UPS readily degrades the myofibrilla proteins
through the protein-cleaving action of caspase-3 [16].

Thus, a principal mechanism involved in muscle atrophy in CKD involves activation of UPS
which is induced by acidosis [17] (full text). Higher levels of mRNAs of certain components
of the UPS system and a similar pattern of expression of atrophy-related genes (named
atrogenes) have been found in CKD patients [18] (full text). In vitro, it has been shown
that proteasome inhibitors block the increased protein degradation in rats with chronic
uremia. Insulin resistance (see below) also causes loss of muscle protein and muscle atrophy
through activation of the UPS system [19] (full text).

GH/IGF-1 pathway in muscle loss

Patients with CKD display a variety of metabolic and nutritional abnormalities, including
abnormalities in insulin resistance and growth hormone (GH)/insulin-like growth factor
(IGF) -1 axis. Insulin is an anabolic hormone and exerts a powerful inhibitory effect on
protein catabolism [20]. Insulin resistance has been shown to strongly associate with muscle
breakdown in non-diabetic chronic HD patients [21]. Many CKD patients show signs of PEW
reflected by sarcopenia and dynapenia which at least in part could be due to abnormal-
ities in the GH/IGF-1 axis. Impaired insulin signaling or insulin resistance [22], together
with abnormalities in the interplay between insulin and IGF-1 [23], contribute to the loss
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of lean body mass loss in ESRD patients. Meanwhile, the IGF-1/phosphoinositide 3-kinases
(PI3K)/Akt pathway inhibits the up-regulation of muscle atrophy genes which encode ubig-
uitin ligases [24]. IGF-1 is able to stabilize the effects of myostatin, a major factor involved
in muscle atrophy [25] (full text). Another mechanism closely linked to impaired IGF-1 sig-
naling in CKD is dysfunction of satellite cells, resident stem cells of skeletal muscle serving
as skeletal muscle precursors [26] (full text). Testosterone deficiency, which commonly ap-
pears in CKD patients, might cause muscle catabolism by altering IGF-1 signaling and in-
creasing myostatin expression leading to suppressed muscle growth [27].

Decreased or impaired action of GH, in part representing defects in GH/IGF-1 signaling, is
another uremic endocrine disturbance associated with CKD that is a key driver of muscle
protein catabolism and muscle growth retardation [28]. Administration of GH increases the
growth in children with CKD and may also improve protein balance in HD patients in-
creasing lean body mass [29], and decreasing the cardiovascular risk [30] (full text). In ad-
dition, exercise and use of ghrelin receptor agonists, apart from their other effects such as
improved appetite and therefore increased dietary intakes, also may reduce muscle loss by
influencing the GH/IGF-1 system in CKD patients [31], [32] (full text) further underlining the
potential value of strategies aiming at improving the GH/IGF-1 system.

Other regulatory pathways of muscle loss in chronic kidney
disease

Several common metabolic abnormalities in CKD, such as metabolic acidosis, insulin re-
sistance and anorexia promote muscle protein degradation and loss of muscle mass [33].
One way by which acidosis stimulates muscle mass loss is by irreversible oxidation of es-
sential branched-chain amino acids and activation of the ATP-dependent pathway [34]. In
acidosis, amino acids from muscle protein are converted to glutamine, which is used by
the kidneys to facilitate acid excretion. Inflammation triggers protein degradation and ad-
vanced stages of CKD are associated with increased levels of circulating catabolic cytokines,
such as IL-6 [35]. CKD is characterized also by activation of the renin-angiotensin system,
and angiotensin-?infusion has been shown to induce skeletal muscle atrophy through in-
creases of oxidative stress and myostatin mediated up-regulation of the muscle-specific
E3 ligases, Atrogin-1 and muscle ring finger protein 1 (MuRF1), leading to ubiquitin-pro-
teasome mediated proteolysis, and decreased levels of circulating and skeletal muscle IGF-1
[36], [37]. The nuclear factor-«B (NF-kB) protein complex inhibits myogenesis by promoting
myoblast growth and inducing loss of MyoD, which stimulates skeletal muscle differen-
tiation and repair [38]. Myostatin is up-regulated in the skeletal muscle of patients with
CKD and this together with an accelerated loss of myonuclei by apoptosis and changes in
protein synthesis and degradation induced by altered signaling through the PI3-kinase/
Akt pathway represent key mechanisms driving the onset and progression of muscle loss
in CKD patients [39]. Recently, microRNAs, i.e., relatively short (21 to 24 nucleotides), non-
coding RNAs that function as negative regulators of gene expression, have been found
to be important mediators in processes leading to muscle wasting. Wang et al. [40] (full
text) reported that down-regulation of miRNAs (miR-29a and miR-29b) and subsequent in-
crease of the transcription factor Ying Yang-1 interferes with the normal differentiation of
muscle progenitor cells, a process that is necessary for muscle growth, the maintenance of
protein synthesis, and the repair of injuries in muscle. Studies by Xu et al. [41] showed that
a miR-486 mimetic ameliorated muscle wasting in mice with CKD, suggesting that use of
miR mimetics could represent a new therapeutic frontier for treatment of muscle wasting
in CKD. Thus, multiple novel pathways have recently been discovered and are thought to be
of key importance for the induction of processes leading to muscle atrophy in patients with
CKD.
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Osteoporosis in CKD

Disruption in mineral metabolism occurs already at an early stage of CKD, leading to alter-
ations in bone mass, bone turnover, mineralization and bone strength. Osteoporosis is de-
fined as a skeletal disorder characterized by loss of bone strength and micro-architectural
deterioration of bone tissue, leading to increased risk of fractures - the main clinical man-
ifestation of osteoporosis [42] (full text). There is an increased prevalence of vertebral and
hip fractures among CKD patients compared with the general population in all age groups,
with profound effects on morbidity and mortality, possibly reflecting also links with nutri-
tional status and vascular calcification [43]. Age is a risk factor for osteoporosis and fracture
risk, both in the general population and in CKD patients [44] (full text). The high incidence
of hip fractures in CKD stage 5 patients, 17 times higher incidence than in the general pop-
ulation in the United States [45], is most likely linked to the high prevalence of osteopenia
and osteoporosis in ESRD patients [46] (full text), [47].

The diagnosis of osteoporosis is usually based on reduction in bone mineral content re-
flected by reduced bone mineral density (BMD) as assessed by dual energy X-ray absorp-
tiometry (DXA). However, it should be noted that bone fragility is due also to many other
factors that cannot fully be described by BMD such as abnormal bone turnover and remod-
eling, leading to impairments of bone micro-architecture. Thus, the use of BMD as a di-
agnostic tool for osteoporosis and fracture risk in CKD patients is controversial. Jamal et
al. [48] failed to find correlation between BMD measured by DXA and fractures in 104 el-
derly HD patients, whereas Atsumi et al. [49] showed a good predictive value of lumbar-
spine BMD for vertebral fractures in HD patients. Recently, some studies underlined that
the standard WHO classification of osteoporosis or osteopenia to classify bone status in CKD
stage 4 or 5 patients may not be appropriate, since BMD determined by DXA may be falsely
elevated in these patients due to sclerosis of posterior elements and calcification of large
arteries [50] (full text). Thus, whereas DXA is not an ideal tool for assessing bone quality and
bone strength [51] (full text), bone biopsy, followed by histomorphometric analysis, pro-
vides qualitative and quantative information about bone remodeling and bone status, in
particular regarding the micro-architectural changes in bone tissue, but this invasive ap-
proach is not widely used in the evaluation of osteoporosis in CKD patients [52]. Instead,
new noninvasive imaging techniques for assessment of bone health, such as quantitative
computed tomography (QCT), high resolution magnetic resonance imaging (HR-MRI) and
high resolution peripheral quantitative computed tomography (HR-pQCT) are increasingly
used in clinical studies [53].

RANK/RANKL/OPG pathway in osteoporosis

The RANK/RANKL/OPG system plays an important role in the regulation of osteoclast for-
mation, activity, and survival in normal and pathological states of bone remodeling. Bio-
chemical markers, such as C-telopeptide crosslaps (CTX) and bone-specific alkaline phos-
phatase (B-ALP), are currently used in clinical research as markers of bone resorption and
bone formation and for prediction of fracture risks, independent of other methods for mon-
itoring osteoporosis, such as BMD [54]. OPG is a cytokine that plays an important role in
the negative regulation of osteoclastic bone resorption thereby increasing BMD and bone
volume by decreasing the active osteoclasts as demonstrated by in vitro studies [55]. The
OPG level increases with increasing age, and this age-dependent increase in OPG might be
a counter-regulatory mechanism preventing further bone loss in elderly subjects. OPG, and
also FGF-23, are independently associated with myocardial damage and aortic pulse wave
velocity in CKD patients, thus linking CKD-BMD with cardiovascular disease [56]. OPG and
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leptin are both related with osteoporosis, linking losses of bone mass and muscle mass as
well as with fat mass [57]. The finding that there is a positive relation between OPG and
femoral neck BMD in HD patients, indicates that OPG perhaps could be used as an early
screening tool of bone loss and presence of CKD-MBD in ESRD patients [58], [59]. OPG has
been proposed as a practical bone biomarker to grade the severity of coronary calcification
in non-dialysis CKD patients [60] (full text). Unlike OPG, free RANKL and total RANKL de-
crease with age, possibly due to a general age-related decrease of cell activity [61]. Circu-
lating OPG is increased in uremic patients independent of serum PTH [62]. In pre-dialysis
CKD stage 1-5 patients, serum RANKL was negatively while OPG was positively related with
femoral neck BMD [63].

Linkage between muscle loss and osteoporosis

The literature describing the relationship of skeletal muscle and bone loss is equivocal.
Some studies demonstrated a clear association between bone mass and lean tissue [64]
[65] [66], but others could not confirm this [67], [68]. Osteoporosis is associated with sar-
copenia in elderly people [69] (full text), putatively due to an impact on bone remodeling
through increased mechanical load forces of lean tissue [70] (full text). IGF-1 is also an im-
portant regulator of bone growth and has been suggested as an early marker for low bone
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Figura 1.

Ingthe uremic milieu, the clinical correlates of muscle loss, osteoporosis and vascular calcification often appear together reflecting close in-
terrelations via multiple common mechanisms and perturbations in pathways such as IGF/GH, calcium and phosphate metabolism,
Klotho/FGF23/PTH and RANK/RANKL/OPG pathways which act together to induce muscle atrophy, bone loss and vascular calcification in
patients with CKD.

Abbreviation: BMP, bone morphogenetic protein; CTX, C-telopeptide cross-laps; FGF-23, fibrosis growth factor-23; GH, growth hormone;
MGP, matrix gla protein; IGF-1,insulin-like growth hormone-1; OPG, Osteoprotegerin; Pi, phosphate; PTH, parathyroid hormone; RANK, re-
ceptor activator of nuclear-factor 7B, RANKL, receptor activator of nuclear-factor kB ligand; VitD, vitamin D; VitB, vitamin B; VitK, Vi-
tamin K; Ca, calcium; VSMC, vascular smooth muscle cell; PI3K, phosphoinositide 3-kinases.
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mass in pre- and post-menopausal women [71]. A recent study showed that the IGF-1/Akt
pathway is involved in osteoporosis-related muscle atrophy, suggesting that BMD could
be used as a nutrition marker of muscle atrophy in osteoporotic patients [72]. In CKD and
ESRD, only a few studies have so far demonstrated a positive relationship between IGF-1
concentration and BMD ( [73] (full text). Appropriate regular physical activity and espe-
cially weight-bearing exercise could be recommended as measures aiming at maintaining
muscle mass and muscle strength and thereby improving bone quality and possibly re-
ducing fracture risk [31].

As dietary phosphate overloading in CKD mice increases the trabecular and cortical bone
structures, leading to high fracture risk [74], it is possible that this could be of relevance also
for CKD patients. Anti-osteoporosis treatment with bisphosphonates which have been used
for preventing fractures in patients with CKD have been suggested to reduce progression
of extra-osseous calcification and inhibit the development of atherosclerosis; however, in
severe CKD, bisphosphonates should only be used with caution in carefully selected patients
[75] (full text). Whereas vitamin D has not been demonstrated to reduce fracture incidence
in patients with ESRD, animal studies show that vitamin D may reduce serum PTH levels and
improve bone strength [76] (full text), suggesting that vitamin D might improve BMD in pa-
tients with CKD.

Vascular calcification

Vascular calcification, also called “ossification” as alterations in the vasculature are bone-
like, is the consequence of mineralization imbalance occurring at a much earlier age in
CKD patients as compared with subjects with similar age but with normal renal function
[77] (full text). In all stages of CKD, vascular calcification associates with a marked increase
of mortality risk [78] (full text). Arterial vessel calcification takes place in the intima or in
the media (Monckeberg sclerosis), or most commonly, in both these locations. The medial
layer of the vessel wall is composed of vascular smooth muscle cells (VSMC) and elastin-
rich matrix. Because medial calcification alters the elasticity of peritoneal arteries, leading
to stiffening of the arterial wall, thereby increasing the carotid-femoral pulse wave velocity
(PWV), and raising blood pressure in CKD patients, it is strongly associated with increasing
risks of bone loss and mortality [79] (full text), [80] (full text). Extraskeletal soft-tissue calci-
fication, and in particular vascular calcification, are important manifestations of the clinical
syndrome of systemic mineral and bone disorders in CKD, collectively named as the CKD-
MBD syndrome [81].

Role of FGF-23/PTH and Ca/Pi homeostasis in vascular
calcification

The phosphate-FGF-23-PTH pathways play an important role in the regulation of phosphate
metabolism and vascular calcification in CKD patients. In population-based studies, FGF-23
is independently and positively associated with aortic and coronary calcification in ESRD
patients [82] (full text), but negatively associated with the progression of aortic calcification
[83] (full text), indicating a protective role of FGF-23 against hyperphosphatemia. However,
resistance to the action of FGF-23 effect during the course of CKD progression, leads to ex-
tremely high levels of FGF-23 in CKD patients, who nevertheless still are unable to nor-
malize the hyperphosphatemia [84]. Interestingly, studies documenting a clear predictive
value of FGF-23 on PWV are lacking [85] although a weak crude association between FGF-23
and PWV was seen in one study; however, its statistical significance disappeared after ad-
justment in a multivariate analysis [56]. Whereas according to another study, FGF-23 was
not associated with and did not induce arterial calcification [86]. both phosphate and FGF-23
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appear to be linked with cardiovascular disease through distinct mechanisms. A combi-
nation of phosphate binder and restricted phosphate intake was reported to reduce the
FGF-23 levels in a synergetic way, suggesting that this could be possible intervention for
regulation of the high FGF-23 levels in CKD patients [87].

The expression of Klotho, a trans-membrane and secreted protein acting as a co-factor
of the FGF receptor and expressed mostly in the kidney in humans, decreases with CKD
progression [88]. This could explain at least in part the resistance to FGF-23, and also
the elevated concentrations of FGF-23 and plasma phosphate in CKD patients. Klotho sup-
presses the sodium-dependent phosphate uptake and cell differentiation in VSMC [89] (full
text). Thus, a decrease of klotho gene expression may contribute to increased phosphate
levels and arterial calcification in CKD. FGF-23 induces left ventral hypertrophy (LVH) inde-
pendent of klotho, suggesting that high FGF-23 levels may contribute to LVH and increased
mortality in CKD patients [90]. Interestingly, klotho also interferes with the insulin/IGF-1
pathway through regulating the IGF-receptor [91] (full text); this represents another novel
bridge linking bone health, vascular calcification, and muscle loss in CKD patients.

Calcium-phosphate deposition, mostly in the form of apatite, is present in the myocardium,
cardiac valves and aortae in patients with ESRD [92]. Whereas PTH is a key regulator of
mineral and bone disorders and calcium-phosphate deposition in CKD patients, the results
of studies regarding the effects of PTH on vascular calcification is conflicting. PTH-(1-34)
was shown to inhibit the VSMC calcification in vivo and vascular calcification in low-density
lipoprotein receptor (LDLR)-deficient mice [93] (full text), [94] (full text). Another animal
study showed that PTH therapy stimulated intense aortic median calcification in rats [95].
Prevention of vascular calcification through a strict control of phosphate and the calcium-
phosphate product is a major goal for new therapeutic agents. Sevelamer has been reported
to reduce the serum phosphate, calcium-phosphate product and PTH levels, as well as pre-
venting ectopic calcification of soft tissues and aortic calcification in animal models of renal
failure [96]. The complicated relationships between calcium-phosphate control and PTH in
relation to vascular calcification need further studies.

Epidemiological studies found vitamin D levels to be inversely associated with endothelial
function and aortic calcification in ESRD patients [97]. The active form of vitamin D,
1,25-dihydroxyvitamin D3 (calcitriol), was found to induce VSMC calcification by effecting
PTH-related peptide (PTHrP) secretion, but also by negative regulation of the renin-an-
giotensin (RAS) system [98] (full text), [99]. Hirate et al [100] (full text) reported the efficacy
of 22-oxacalcitriol (OCT), a 1, 25(0H)2 D3 analogue with lesser calcemic activity than 1,
25(0H)2 D3, in suppressing secondary hyperparathyroidism and soft tissue calcification in
5/6 nephrectomized rats; the rats treated with OCT had less aortic calcification and less de-
cline of renal function. Meanwhile, the vitamin D analogue paricalcitol was reported to be
associated with a survival advantage, compared with calcitriol, in a large community-based
study [101] (full text). On the other hand, the use of calcitriol, a negative endocrine regu-
lator of theRAS, results in milder elevation of serum phosphate and calcium, down-regu-
lation of renin-angiotensin system, and inhibition of smooth muscle proliferation [99].

Other regulators of vascular calcification in CKD

Besides the classical risk factors such as phosphate, PTH, and presence of diabetes mellitus,
there are several novel risk factors for vascular calcification, besides the classic risk factors.
The adipocytokine leptin has been proposed to promote osteogenic differentiation and
vascular calcification, leading to high cardiovascular risk in CKD patients [102] (full text).
Fetuin-A (Ahsg) is an important inhibitor of ectopic calcification; a high level of fetuin-
A prevents the accelerated extra-skeletal calcification observed in CKD patients [103] (full
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text). Osteopontin (OPN) acts as an inhibitor of calcification of VSMC [104] (full text), while
Jono et al. [105] (full text) demonstrated that the phosphorylation of OPN was a mandatory
step to inhibit VSMC calcification. In contrast, high levels of osteocalcin, ALP, osteonectin
and bone morphogenetic protein (BMP)-2a were associated with myofibroblasts and VSMCs
being diverted to osteogenic lineage, resulting in induction of calcification [106] (full text),
[107], [108] (full text). More studies are needed to clarify the impact of altered expression
and function of these gene products in the vascular calcification in ESRD. Vitamin K de-
ficiency, which is common in all stages of CKD, is associated with an inactive form of
matrix Gla protein (MGP), which has been linked to increased risk for vascular calcification
[109] (full text). This is because vitamin K serves as a co-factor in the enzymatic reaction
that allows specific glutamate (glu) residues in MGP to be changed into gamma-carboxyglu-
tamate (gla) residues, which inhibit the calcification of the arterial wall [110] (full text). Vi-
tamin K supplementation inhibits the vascular calcification in a CKD mice model [111] and
in ESRD patients [112], suggesting a potential therapeutic role of vitamin K in the man-
agement of uremia patients. Hyperhomocysteinemia is thought to represent a link between
bone status and vascular calcification [113]; however, treatment with high doses of folic
acid and B vitamins did not reduce the incidence of vascular disease, or improve survival,
in patients with ESRD [114], but the role of hyperhomocysteinemia in relation to vascular
calcification in CKD is still largely unexplored. Recently, one study showed that free tri-
iodothyronine associated strongly with arterial stiffness, coronary artery calcification and
mortality, which could suggest a link between thyroid hormone and vascular calcification
(Meuwese et al in press, AJKD 2013).

Links between bone and vascular -RANK/RANKL/OPG pathway and
FGF-23 pathway

In the last decade, evidence suggests that the disturbances in mineral and bone metabolism
in patients with CKD that associate with vascular calcification are linked to bone-related
proteins such as B-ALP, osteocalcin, OPN, and Runx2; these proteins have been observed
in calcified vascular lesions. Increasing evidences suggest that the RANK/RANKL/OPG
pathway, a key regulator of bone formation, may be involved in vascular calcification. Os-
teoblasts and active T cells synthesize RANKL, and RANK is expressed by osteoclasts, en-
dothelial cells and VSMC. The RANKL system has been reported to be related to cardiovas-
cular events and coronary artery calcification in several studies [115] (full text), [116] (full
text). The RANK/RANKL directly promotes VSMC calcification [117] (full text) through ac-
tivating NF-kB pathway and release of TNF and IL-6, while OPG inhibits the vascular cal-
cification [118] (full text). In patients with advanced stages of CKD, osteoclast-like cells
express tartrate-resistance acid phosphatase (TRAP) in calcified lesions, and the RANK/
RANKL directly stimulates TRAP positive osteoclast-like cell formation, suggesting that os-
teoclasts might actually promote vascular calcification [119] (full text). Some osteoporosis
therapies, such as bisphosphonates (pyrophosphate analogs), denosumab (a monoclonal in-
hibitor of RANKL) and a recombinant fusion protein of OPG have been shown to inhibit
vascular calcification [120], [121] (full text). CKD and especially ESRD are associated with el-
evated circulating FGF-23 and reduced klotho activity; FGF-23 (and 1, 25-dihydroxyvitamin
D) influence fracture risk [122] and post-transplant bone mineral loss [123] (full text) while
klotho protein deficiency contributes to accelerated aging with arterial calcifications and
osteoporosis [124]. The pathophysiology and biological links between bone and vascular ab-
normalities suggest the existence of multiple common regulatory factors shared by vascular
and bone systems.
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Conclusions

Muscle loss, osteoporosis and vascular calcification, three common complications in CKD
patients that one by one and even more so together herald a poor prognosis, are closely
linked to each other via multiple shared pathways. Thus, as the regulation of protein degra-
dation, bone growth and vascular calcification share several common mechanisms, this sug-
gests that novel diagnostic, preventive and therapeutic approaches could emerge that could
treat this triple whammy of severe complications simultaneously.
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