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. RESUMEN

En condiciones normales las sales de calcio s@oigitan en los tejidos mineralizados
como huesos o dientes, mientras que, en condicigagéslogicas se presenta una
calcificacion ectopica en diferentes tejidos nom&ite no mineralizados como corazon,
valvulas cardiacas, arterias y rifiones, trayendmocaonsecuencia trastornos clinicos
severos. Por lo tanto, la biomineralizacion vascé@a considerada como un proceso
degenerativo, que implica la acumulacion de fostiocalcio en la tdnica intima de la
aorta. En este trabajo de tesis doctoral se detarom las condiciones de sintesis de los
cristales de hidroxiapatita (fosfato de calcio)gettes de agarosa y silice y el efecto de la
inhibicion de la osteopontina, sobre la formaci@estos cristaledn vitro). Aunado a
estos estudios, se empleo un modelo animal en a®n@Nueva Zelanda)
hipercolesterolémicos, con el objeto de aislaremtificar a la osteopontina, ya que fue la
principal proteina que inhibe el proceso de nuabeade los cristales de hidroxiapatita en
geles de agarosa y silice. Los resultados del iestadvivo, nos permitieron observar la
interaccion biomineral-biomolécula durante el deskr de la placa de ateroma y como
consecuencia a este proceso cronico patolégicalesarrollo de la biomineralizacion
vascular. Asimismo, se presenta un estudio sisteondel tipo de lesion en la aorta por
diferentes técnicas como: Microscopia electronedrdnsmision, Microscopia electronica
de barrido, tinciones histoquimicas especificasa pdetectar sales de calcio y
particularmente la inmunolocalizacion de la ostemipa, por medio de
inmunohistoquimica y observar los niveles de sofmexsion de osteopontina por western

blot. De forma paralela, se observo la sobreexgmede esta proteina localizada en los



centros de nucleacion de la hidroxiapatita, pdditoente en la neointima de la placa
aterosclerética. Aunado a los estudios antericsesdesarrolld un estudim vitro de

internalizacion de lipoproteinas oxidadas y aadgitaen células de musculo liso vascular
de humano, donde se observo por medio de Micrasampifocal y Western blot que estas

células sobre-expresan a la osteopontina en ureatehile estrés oxidativo.

ABSTRACT

The chemical behavior of calcium in living organssis quite interesting. For instance,
calcium salts rarely crystallize in different tissuapart than bones. However, in abnormal
conditions, the crystallization of calcium saltsoxs in soft tissues causing severe damage
in cardiac valves, arteries, and kidney. Howevascular biomineralization is considered a
degenerative process, which involves the accunaulaif calcium phosphate in the tunica
intima of aorta. In this study we determined criygi@wth of hydroxyapatite in agarose,
silica hydrogels, and the inhibitory effect of agtentin, chondroitin sulfate B and C on the
formation of these hydroxyapatite crystals. In &ddito these studies in vitro, we used an
animal model of hypercholesterolemic rabbits (NeealZnd), to isolate and to identify
osteopontin as the main protein involved in thikilitory process of hydroxyapatite
vitro. The In vivo involved in results allowed to observe the biaegtiral interaction
during development of the atherosclerotic plaquegd @onsequently the chronic and
pathological process, is related to vascular bielalization. It was performed a systematic
study of lesion type in the aorta followed by diffet techniques, such as transmission
electron  microscopy, scanning electron  microscopyhistochemistry  and

immunolocalization of osteopontin. In particulay, immunohistochemistry, and western



blot, the over-expression of this protein, the eatbn were observed of hydroxyapatite
centers, in the neointima of atherosclerotic pladfirally, in order to prove our hypothesis
that osteopontin is overexpressed in vascular dmwmoiscle cells, as well as in endothelial
cells in an environment of oxidative stress coodsi inhibiting the nucleation of

hydroxyapatite during the development of vasculdcification in atheroma plague. We
developed amn vitro internalization and visualization of oxidized Igoteins in vascular

smooth muscle cells from human, by means of cohfmderoscopy and western blot that
showed how these cells to over-express osteopantinparticipate in an oxidative stress

conditions.



II.  ABREVIATURAS

(Por sus siglas en inglés)

ATCC: Coleccion de cultivos de tipo americano
BASMC: Células de musculo liso de aorta de bovino
BMP: Proteina morfogenética 6sea

BMPs: Proteinas morfogenéticas dseas

BMP2: Proteina morfogenética 6sea tipo-2

BMP4: Proteina morfogenética 0sea tipo-4

BV: Biomineralizacion vascular

CAD: Enfermedad arterial coronaria

Cbfal: Factor de union central

CKD: Enfermedad renal cronica

CSB: Sulfato de condroitina tipo B

CSC: Sulfato de condroitina tipo C

CVC: Ceélulas vasculares calcificadas

Dil: 3,3'-dioctadecilindocarbocianina

DMSO: Sulféxido de dimetilo

ECGS: Suplemento de crecimiento celular endotelial
ECM: Matriz extracelular

HA-VSMC: Células de musculo liso vascular de adgdhumano
HAP: Hidroxiapatita

H&E: Hematoxilina y Eosina

HEPES: Acido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetarifesico



HSA: Albumina de suero humano

HSMC: Células musculo liso de humano

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLac: Lipoproteinas de baja densidad acetiladas
LDLn: Lipoproteinas de baja densidad nativas
LDLox: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
MMP: Metaloproteinasas

MGP: Proteina GLA de matriz acige carboxiglutamico
OPG: Osteoprotegerina

OPN: Osteopontina

PPi: Pirofosfato inorganico

RGD-region: region de union Arginina-Glicina-Aszd

ROS: Especies de oxigeno reactivo

TES: Acido N-[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetasalfonico

TGF{: Factor de crecimiento transformaifite-
TNF-a: Factor de necrosis tumoral-

SMC: Células de musculo liso

SR-A: Receptor basurero tipo A

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

VSMC: Células de musculo liso vascular
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l1l. INTRODUCCION

3.1 Antecedentes.

Muchos de los biominerales conocidos en la natzagbeesentan la propiedad de formarse
a presion y temperatura ambiente. Por lo cual, gpte de observaciones inspiraron
décadas de investigaciones, enfocadas siempre suld@# algunos de sus “secretos
estructurales”; especificamente, el o los mecaossmtilizados por los organismos para
formarlos. El primer trabajo formal de biominerak#n lo llevé a cabo Lowenstam en
1962, en él se describi6 la biomineralizacién de la metita en dientes de quitones
(moluscos). Desde entonces y hasta el momentorsddszrito mas de 70 tipos diferentes
de minerales en seres vivos (Weiner & Addadi, 2b0R3tos biominerales participan en
una amplia variedad de procesos biolégicos ejendelcestos son los huesos, dientes,
conchas, cascarones de huevos (Mann 30pai)en procesos patolégicos como las
calcificaciones cardiovasculares, los célculoslesngcalculos biliares (Anderson 1983)

En estudios ultraestructurales y bioquimicos de Osiéps de calcio en placas
ateroscleréticas, demostraron que la composicidesties cristales es principalmente de
hidroxiapatita (HAP) Ca(PQ,)s(OH),. [Schimid Ket al, 1980§.

En 2001, Beshensky y colaboradores (2001) observgue la presencia de algunas
macromoléculas biolégicas como el complejo glutaBetransferasa-OPN, la proteina
Tamm-Horsfall, el sulfato de condroitina “B” , allfato de condroitina “C”, la albumina
de suero humano, el acido poliaspartico y la ostetapa, inhibian el crecimiento de
cristales de HAP en calculos rendlePebido a lo anterior, en este trabajo nosotros
estudiamos el efecto de induccién o inhibicion gjegce la OPN en los cristales de HAP,

desarrollando dos modelos: uhlovitro en geles de silice y agarosa y otro modielaivo

12



desarrollado en conejos hipercolesterolémicos gsla manera ver cual es el efecto que
ejerce la OPN sobre la cristalizacién de la HAPgkemecanismo de la biomineralizaciéon

vascular.

3.1.1 Introduccion a la biomineralizacion.
La biomineralizacion se define como el estudio aléofrmacién, estructura y propiedades
de los sélidos inorganicos depositados en sistdrimégicos (Mann 200%) Desde hace
aproximadamente 3500 millones de afios, los orgasidmn estado usando minerales de
una forma u otra. La evidencia de esta manera terapde manipulacion mineral esta
preservada en los fosiles estromatoliticos. Logoesttolitos son comunidades de
organismos procarioticos que indirectamente induleeriormacion de minerales para
envolverse a si mismos, es decir, se agrupan @miaslformando rocas sedimentarias.
Desde esa época, los organismos lentamente démamola habilidad de controlar la
formacién mineral. Hace aproximadamente 540 miode afios, en un periodo de pocos
millones de afos, una multitud de organismos nalitlares empezaron a producir
estructuras esqueléticas mineralizadas. En esi@dpesrucial, las bases estructurales de la
biomineralizacién se establecieron (Addadi, 1999py en dia se conoce un gran nimero
de biominerales. Estos se encuentran en organismeelulares y multicelulares. La
mayoria contienen cationes divalentes de metatesirdtérreos (Mg, C&*, SF*, B&)
unidos a aniones como los carbonatos, oxalatofatesy fosfatos, e hidroxidos/oxidos.
Menos comunes son los metales como el Mn, Au, Ag,CR, Zn, Cd, y Pb que se
depositan en algunas bacterias, generalmente caifitos metalicos (Mann, 1989)En la
biomineralizacion, las formas cristalinas o amodaseralmente estan asociadas con una

funcion biolégica especifica, por ejemplo: fuerzacanica (dientes), soporte estructural,

13



para proteccion de tejidos blandos (esqueleto)oyepcion contra depredadores (huesos,
conchas, cascarones de huevos). También se utiizaninerales para incrementar la
densidad celular o como sensores magnéticos y aledmd (Mann, 1989; Chasteen &
Harrison, 1999; Wilt, 1998Y° hasta el momento se han descrito dos procesos de
biomineralizacion: el primero se conoce como miiEeidon “inducida
biolégicamente”, en donde la formacion de los biominerales es diddu por los
organismos, como resultado de la interaccion dosrenetabolitos bioldgicos y los iones
presentes en el medio ambiente. El segundo proses@onoce como mineralizacion
mediada por’matriz organica” y consiste en la formacion de la fase mineral solore
esqueleto estructural organico preformado, conocimmo matriz organica. Esta matriz
organica se compone principalmente de lipidos,spoéiridos y proteinas (Sarashina &
Endo, 1998Y. Las matrices organicas son producidas como ameazdnsolubles
constituidos por macromoléculas principalmentediibicas (coladgeno, quitina, celulosa),
sobre las cuales se encuentran sujetas macromaséeigrofilicas Estas Ultimas pueden

presentar una superficie de nucleacion activa héaisolucién externgMann, 20013.

3.1.2 Fosfato de calcio en su forma cristalina dedroxiapatita.
En la naturaleza se reconoce a las apatitas coprinelpal grupo de minerales de fosfato
de calcio. Todos los minerales de este grupo sotipdehexagonal o monoclinico. De
manera fisiologica, los huesos y los dientes elsémmos de fosfato de calcio en su forma
mineral de hidroxiapatita G#PO:)s(OH), (HAP) (Figl), interaccionando con un gran

namero de proteinas.
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Figura. 1 Cristales de hidroxiapatita crecidos en geles cecsg.

Por las sustituciones quimicas en el cristal lagit@s tienen una gran variedad de especies,
por lo que se conocen 6 especies de apatitas matdealeza. (Brown P. & Constantz B.,

1994)2,

3.1.3 Biomineralizacién no patoldgica.

Se le llama también mineralizacion biolégicameraatmlada, puesto que son procesos
altamente regulados que producen biomateriales coleates, huesos, conchas, todos
estos con funciones bioldgicas y estructuralesoifipaes. Estos biominerales se distinguen
por tener propiedades cristalo-quimicas especifiasacuerdo a su especie de origen,
Ejemplo:

» Tamafo uniforme de particula

» Estructura y composicion bien definida

» Niveles con alta organizacion espacial

» Morfologias complejas

15



» Agregacion y textura controlada
» Orientacion cristalografica preferencial
> Alto orden de ensamble bajo jerarquias estructsirale
La biomineralizacion no patolégica se lleva a cto en organismos unicelulares, pero

mayormente en organismos multicelulares.

3.1.4 Biomineralizacidn patologica de fosfato de 0.

La deposicidn y cristalizacion de sales de calsiorefendmeno natural en los organismos,
(huesos, dientes, conchas de moluscos, cascarenbsedos de aves). Sin embargo, en
condiciones anormales y patolégicas, las sales all@ocpueden causar devastadoras
consecuencias, desencadenando varias enfermedades cilculos renales, célculos
biliares, deposicion de cristales en las articolaes, varias formas de mineralizacion
ectopica, particularmente, este fenomeno se llegaba en dérganos y tejidos que por su
naturaleza no mineralizan, como la biomineralizaciascular, en la falla de catéteres y en
valvulas prostéticas (Anderson 1983)A pesar de todas estas diferencias, existe un gra
numero de similitudes entre los procesos de ddstEbn de tipo patologico y de tipo no
patoldgico, por ejemplo ambos tipos de cristalizagiequieren de sobre saturaciéon en el
sistema y presencia de sustratos que favorezcanclaacion y la influencia de una gran
variedad de moduladores (iones positivos y negsitivo

Por lo que en este trabajo de tesis doctoral ndscamemos a la biomineralizaciéon

vascular, que tiene gran impacto en la medicinagmogia a nivel mundial.
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3.2 Biomineralizacion vascular.

La biomineralizacion vascular (BV) es una consecizegomun del envejecimiento, la
diabetes, la hipercolesterolemia, la disfuncion dnem de las vélvulas cardiacas, y la
insuficiencia renal crénica (Olson et al., 2080Aunque la BV parece ser una respuesta
uniforme a la lesion vascular, es un trastorno rbgéneo, con solapamientos a
mecanismos distintos entre la iniciacion y prognesle este proceso patoldgico.

La BV se ha observado en la vasculatura de lagestdurante muchas décadas, pero hasta
hace poco, este fendmeno fue visto simplemente con@ consecuencia pasiva del
envejecimiento. Hoy en dia la acumulacion de prsebpunta hacia un proceso
estrictamente regulado, con una competencia eod¢réactores inhibidores y los factores
promotores de la mineralizacidn, pero los mecarngsprecisos moleculares y celulares que
describen la deposicion del mineral todavia nonestaros. Ademas, las consecuencias
clinicas especificas de la biomineralizacién vaacaiguen siendo controvertidas. En los
ultimos afios, un gran numero de estudios en bmlogiular y los estudios clinicos han
aportado importantes conocimientos sobre los mecws de la biomineralizacién
vascular. Todos estos hallazgos han demostraddagB¥ esta regulada por un proceso
mediado por células y no por sélo una precipitap@siva de fosfato de calcio en la matriz
extracelular, que es uno de los principales fastqree causa el problema. Lo cual sugiere
gue podria ser posible regular la calcificacioncubs y tendria un gran impacto en
pacientes con morbilidad y mortalidad cardiovascelavada. Una serie de estimulos en
los pacientes con dafio renal como hipercalcemieriosfatemia y dafios vasculares

causan la liberacion de vesiculas y lesiones asiadrociticas, que dan paso a la

17



conversion de las células de musculo liso vascydBMC) a células osteo-
condroprogenitoras. Los niveles bajos de los fastamhibidores de la biomineralizacion
vascular como la proteina GLA de matriz (MGP) yé&uina-A, incrementan el riesgo en
el proceso de biomineralizacion, ya que se forntanmayor facilidad vesiculas de matriz
y cuerpos apoptoticos que actian como nucleosladoamacion de cristales de HAP. A
su vez, existe un desbalance en cuanto los regekdmmo es el caso de la proteina
morfogenética 6sea-2 (BMP2), Cbhfal A, vitamina Dpfpsfato, osteopontina (OPN),
osteoprotegerina (OPG), y la MGP.

El depoésito de calcio en las células muertas ydiEsositos de las lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (LDLox), causan procesos dedgiwos endocondral (interviene un
modelo cartilaginoso que sirve como precursor 0ged)tramembranoso (no interviene
cartilago como precursor) que contribuyen a laiasifébn vascular, en respuesta a los
lipidos oxidados, la inflamacién y el dafio mecaniem células de musculo liso
provenientes de la microvasculatura arterial. Aoteate se sabe que la BV ha
evolucionado en los ultimos 15 afios, que resultard@roceso de desregulacién de las
moléculas inhibidoras y de las precursoras, a pisdas evidencias la etiologia de la BV
sigue siendo incierta, por lo que en este estudsohemos enfocado al estudio del papel
gue juega la OPN como una proteina reguladora,bigtdo el proceso de

biomineralizacién vascular.
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3.3 Osteopontina

La osteopontina (OPN) es una fosfoproteina gluadail de aproximadamente 300
aminoacidos rica en acido aspartico y acido siales N-glucosilada y/o O-glucosilada,
altamente fosforilada en serinas y treoninas (@hréen et al., 200%5)(Fig.2). La funcién
de esta proteina va a estar regulada por estadicacitines postraduccionales. En un
estudio desarrollado por Christensen et al., (200&nostraron que la hiperfosforilacion
(36 sitios fosforilados) de la OPN en leche de hwnmaromueve la cristalizacion de
cristales de HAP de tejido 0s80Sin embargo, en otro estudio se observé que M &P
orina (uropontina), con 30 sitios de fosforilacgsun potente inhibidor de la nucleacion y
crecimiento de cristales de oxalato de calcio &énsen et al., 2008), por lo tanto la
funcion de esta proteina esta regulada por estadificagiones postraduccionales, y
dependeréa del fluido, del tipo celular, del tejiglda especie de su origen. OPN es una
proteina sintetizada de 32kDa, pero de acuerds ansdlificaciones postraduccioneles su

peso molecular varia de 45 kDa hasta 75 kDa (Kakaee al 2007Y’.
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Figura 2. Secuencia de osteopontina de humano y localizaciénlas diferentes modificaciones

postraduccionales. P= fosforilaciér= Glucosilacion (Christensen et al, 2005).

A lo largo de su secuencia la OPN contiene unamnegirginina-glicina-aspartato (RGD),
este tripeptido se encarga de la adhesion de vaéesculas de matriz hacia la superficie
de receptores de integrinas (Hynes, R.O., 189P)g.3). La regién RGD es un dominio de
adhesion de la OPN que media interacciones a t@d@éspl, avp3, avp5, avp6, a8Bl,
a5l y las integrinas (Liaw et al., 1995; Yokosakakt 2005; Denda et al., 1998; Hu et al.,
1995)°?? Inmediatamente después de esta regién, contimubminio SVVYGLR hacia

la region C-terminal, esta secuencia queda expuEstaun sitio de reconocimiento a
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metaloproteinasas (MMP) y trombina encargada deiandds interacciones coa9p1,

04B1 y 047 integrinas (Yokosaki et al., 1999; Ito et al.020Green et al., 200%)%

Thrombin cleavage sife
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Figura 3. Diferentes dominios estructurales de OPN. En cedomuestran los sitios de adhesion celular: en
magenta se muestra la region RGD, que es el sitionibn especifico a integrinas y enseguida en sejo
encuentra la region SVVYGLR, que también es denumidntegrinas y de adhesién celular. Los sitios de
unién a calcio (Ca2 +) son dominios que se muesnacolor amarillo. Asi misma&e muestran los sitios de
fosforilacién (P). Las flechas indican los sitios @hién a trombina y MMP, en azul se muestra & si¢

exposicion a trombina y en verde a MMP (Lund et2009).

Funcionalmente, la OPN es una proteina reguladameetada con un papel importante en
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Esta prot&inaondiciones normales es secretada en
tejidos mineralizados como los huesos y los digrddemas de la orina y las células del
epitelio de diferentes 6rganos. Sin embargo enicams de lesion o enfermedad esta
asociada tambien a la reparacion de tejidos, fibrgscalcificaciones distroficas tras
lesiones inmunolégicas (Yumoto K, 2082)No obstante, la OPN participa en el

crecimiento tumoral, en el desarrollo de canceetéstasis (Wang KX, 2008)
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La OPN también tiene un papel fundamental en &rse& inmune ya que actia como una
molécula quimiotactica que promueve la migraciéréelas inflamatorias. Por lo tanto, la
OPN acttia como una citocina inflamatoria que pueddular la respuesta inmune bajo la
sobreexpresion de linfocitos Thl. Debido a estaacteristicas la OPN ha sido clasificada
como una citocina proinflamatoria.

En un estudio desarrollado por Giachelli y coladoras (1993), reportaron que la OPN se
presenta de forma abundante en los sitios de icaldibn de las placas ateroscleroticas
ademas de las calcificaciones en valvulas cardfadagos grupos también determinaron
gue la expresion del ARNm de OPN en placas atenagidas de humanos esta
estrechamente asociada con la severidad de lasenasis y el desarrollo de la
calcificacion vascular (Nakase et al., 1994, Aghhetl al., 2007 Debido a sus
caracteristicas la OPN es vista como una protetriafamcional que promueve la adhesién
y la migracién celular (Smith L. L., 1998) La OPN es una de las proteinas mas
abundantes expresadas por los macrofagos, y essaxiar debido a un potente estimulo
quimiotactico; por el contrario, la OPN no se espren los monocitos circulantes; de
hecho, la OPN parece regular la infiltracion de mbfagos en la respuesta inflamatoria
(Crawford 1998, Weber GF 1996¥% Un hallazgo importante es que la OPN inhibe la
formacion de los cristales de hidroxiapatitavitro (Jiménez-Corona et al., 2088)

En estudios llevados a cabo en humanos, se obgaeevta OPN se expresoé en las lesiones
ateroscleréticas en SMC, en células endoteliales,céulas angiogénicas, y en los
macréfagos (Giachelli CM 199%8) Estos hallazgos sefialan que existe una estrecha
correlacion entre la proliferacion y la migraciG@ 8MC y la sobreexpresion de OPN (Liaw
1995)°. En base a lo anterior todas estas evidenciasandjue, durante la lesién vascular

las SMC y las células endoteliales migran, praifery se acumulan en el proceso de
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reparacion y remodelacion de la vasculatura sakpeesando a la OPN, que a su vez actta
modulando el proceso de BV.

En estudios anteriores se reporté que la OPN @sportante regulador de la calcificacion
vascular y se asocia con los depdsitos de minacidia en los seres humanos (Isoda K
2002, Giachelli CM 20025’ En correlacién con las evidencias anterioresjreestudio

In vitro llevado a cabo por Jiménez-Corona et al., (208@83lemostré que la OPN inhibe la
formacién de cristales de hidroxiapatita en hidlesjele agarosa y sili¥e De acuerdo a
todos estos hallazgos se sugiere que la OPN sesaxgn la lesion vascular como inhibidor
del crecimiento de los cristales de HAP. ActualradatOPN esta siendo estudiada como
un agente potencial terapéutico local para linotatiminar la mineralizacion patolégica en

el sistema cardiovascular (Giachelli CM 2081)
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3.4 ALGUNOS FACTORES QUE INDUCEN LA

BIOMINERALIZACION VASCULAR

3.4.1 Aterosclerosis
La biomineralizacion vascular puede ocurrir enasgondiciones patoldgicas, una de ellas
es la aterosclerosis. Las lesiones aterosclerdiieasentemente traen como consecuencia
la mineralizacion vascular que se refiere a la diegin de fosfato de calcio, en su forma
cristalina de hidroxiapatita, en el endotelio dpadaed vasculatig 4B) (Rumberger et al.,
1995; Trion Astrid., 200453
La aterosclerosis se caracteriza por la presereiand placa de ateroma (constituida por
detritos celulares, trombos y un depdsito nodutaghsa, fundamentalmente de LDLoX)
en la tdnica fntima de la aorta (Lehto et al., 3$9@&demas se pueden precipitar sales de
calcio en la estria grasa primaria que desencagleaaalcificacion variable de la lesion
(Fig.4B). Los principales factores de riesgo que desamaste proceso patologico son los
niveles altos de lipoproteinas de baja densidadL{tdesterol), niveles bajos de
lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterolyelds altos de triglicéridos, obesidad,
hipertension, tabaquismo, diabetes, insuficieneralry factores genéticos (Mc Gill et al.,

1996},
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Figura 4. Microfotografias de dos cortes transversales dead@sias coronarias humanas tefiidas con una
tincion de tricromico de Masson. A) Correspond@a arteria coronaria humana en condiciones normjes
Corresponde a una arteria coronaria humana cotesitmn avanzada, que presenta la placa de aterdana y

mineralizacion. a: adventicia; i: intima; |: lumenm; media; min: mineralizacién; pa: placa aterasitlea.

La acumulacion de lipoproteinas de baja densid&l)lparece ser uno de los primeros
episodios asociados al desarrollo de lesiones saflerdticas. Las LDL retenidas en la
pared sufren procesos de oxidacién (LDLox) y gemepmoductos con actividad
quimiotactica para monocitos y SMC. Los mnocitosaaésan el endotelio, y se
diferencian a macrofagos captan de forma masivaokDy se transforman en células
espumosas cuya acumulacién en la intima origifiarfaacion de la estria grasa (Brown &
Goldstain 1983f. En la aterogénesis intervienen miiltiples factodes crecimiento,
citocinas y otras sustancias producidas por lasila®lendoteliales, las SMC, los
macrofagos y los linfocitos T, que regulan la respa inflamatoria y la proliferacion
celular (Ros 19935. El resultado de la interaccién de estos factoresires respuesta
fibroproliferativa que hace evolucionar la estniasg a placa aterosclerética mas compleja.

La rotura o ulceracion de las placas inestable® teomo consecuencia la exposicion de
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superficies procoagulantes y protromboéticas queqman la activacion de plaquetas y la
formacién de trombos, que pueden desencadenar icaciphes clinicas, o bien contribuir
al crecimiento de la placa de forma asintomaticad{Bion et al., 199%). En la estabilidad
de las placas desempefa un papel clave su cubiiedsa, formada fundamentalmente por
proteinas de matriz extracelular sintetizadas pms BMC como el colageno y
proteoglicanos. Las placas mas vulnerables comtianegran nucleo lipidico envuelto por
una cubierta fibrosa delgada. Este nucleo se coengermaterial lipidico intracelular, que
ha sido internalizado por macréfagos, SMC vy lipetracelular, que deriva de la retencion
de lipoproteinas circulantes y del liberado porciasilas que sufren necrosis.

Como se mencion6 anteriormente, en los procesossaterdticos estan implicados varios
tipos celulares, inicialmente los monocitos loslesigon atraidos al endotelio, otro tipo son
las células de musculo liso vascular (VSMC), quéi@pan en el desarrollo de las lesiones
aterosclerdticas por su migracion, proliferaciorsecrecion de componentes de matriz.
Debido a este hecho las VSMC son consideradas tasmesponsables en la formacion de
la biomineralizacién vascular (Trion Astrid, et 2004)°. Para elucidar este mecanismo se
han desarrollado estudibsvitro, los cuales han demostrado que el tejido vascuolaiene
células endoteliales que pueden diferenciarse hasiaoblastos (Severson AR, et al
1995¥° por lo cual estas células forman espontaneameddelos mineralizados, que
expresan importantes proteinas morfogenéticas esohy proteinas de matriz (Watson Ke,

19947,

3.4.2 Especies de oxigeno reactivo (ROS)
En general el desarrollo de la aterosclerosis capin aumento del estrés oxidativo (Carew

1987, Keaney 199%Y*° por lo que un factor muy importante en el dedarrde la
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aterosclerosis es la actividad de los macrofagda &sion ateroscleroética, que conlleva la
produccién de especies reactivas de oxigeno (RQ@8) el perdxido de hidrogeno {Bh)

y el anion superéxido O (Badwey 1980¥. Otro factor son las células endoteliales que
estan directamente asociadas en la sefalizaci®O&en la pared arterial en respuesta a
los diversos agentes y condiciones, tales como rididnina, la hipoxia, y la
hipercolesterolemia (Shimizu 1994, Yang 1995, OHE837'°% Del mismo modo, el
minimo aumento en la generacion de ROS intracekitatas células de musculo liso
vascular, activa la produccion de la NADPH oxidaea, respuesta a TNE-y la
angiotensina Il (Griendling 1998, Sundaresan 1888ser 1994)*°°. Dado estos hallazgos
presentados en las lesiones ateroscleroticas, dsancadenado importantes consecuencias
y trastornos clinicos como la BV.

La definicion precisa de estrés oxidativo y la sudente participacion de reacciones oxido-
reduccidon implica que cualquier forma de “inclit@abalanza” provoca un “desequilibrio”
en la homeostasis celular. Esto ha llevado a gemergaralelo otro concepto llamado
“estrés reductor”, que describe una situacién dagldequilibrio se modifica en favor de
agentes reductores (Wendel 1987 estrés reductor esta estrechamente relacioremlo

el estrés oxidativo. Por ejemplo, una sobreproducde especies reductoras, tales como
NAD(P)H, puede dar lugar a ciclos redox debidowmhento de las sustancias que pueden
someter a ciclos repetitivos de oxidacion/reducciém Ultima instancia estos hallazgos
conducen al aumento en la generacién del aniorcaladuperoxido (é-) y oxidantes

secundarios.
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3.4.3 LDLoxyROS
Es bien conocido, que la forma oxidada de las LODLEX) es la principal caracteristica
necesaria para el desarrollo de la aterosclerpsrislo que esta el tipo de LDLox son las
gue se han localizado en las lesiones aterosdasoti
Por otro lado, se sabe que el principal tipo celglee da lugar a células espumosas por la
internalizacion de LDL modificadas quimicamente $ms macrofagos, los cuales fueron
identificados en la aterosclerosis temprana. Em edtudio, se observo que estas no fueron
internalizadas por el receptor de las LDL de logndfagos, debido a una baja regulacion
del receptor de las LDL (Goldstein 1977)Asi, la formacién de células espumosas no
parece estar mediada por el receptor de LDL, pajue, en la busqueda de receptores
alternativos Goldstein et al., (1979) observarare ta acetilacion de las LDL lleva a la
mayor absorcidén de colesterol de los macréfagas gpnsiguiente la formacion de células
espumosas. Este fenomeno esta mediado por unoeespecifico, mas tarde llamado el
“receptor acetil-LDL®®. Actualmente se sabe que este receptor es unosdiamados
"receptores basureros" presentes en los macréfagosos tipos de células (Krieger
1993f°. Mas tarde Henriksert al, (1981) encontraron que las células endoteliales
incubadas con LDL, servian como ligando para ehmelo de macrofagos hacia células
espumosas. Desde entonces se ha establecido que, variostoees en los macréfagos y
en otras células funcionan como "receptores bassiréKrieger 1997%. En otros estudios
realizados demostraron que el receptor originaladetil-LDL fue identificado en dos
formas conocidas como receptores basureros défipoA2 (Kodama, 19965. Otro tipo
de receptores tales como CD68, CD36, SR-B1, y LOséXkonoce que también poseen
propiedades similares a los receptores basuredsgcat y que actian en diferentes tipos

celulares para internalizar a las LDLox (Shanalgg9§*.
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IV. HIPOTESIS

Algunas macromoléculas biolégicas como la ostedpanse encuentran interactuando con
los cristales de HAP encontrados en forma de ptadips cardiovasculares, por lo tanto
esta proteina esté implicada en los procesos déaoedn en la biomineralizacion vascular,

actuando como inhibidor o nucleador de estos &Esta
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V. OBJETIVOS

5.1 General
Estudiar el efecto de inhibicion o nucleacion, ogjerce la osteopontina sobre la

hidroxiapatita, en el mecanismo de biomineralizasi@scular.

5.2Particulares

» Establecer un métodam vitro de sintesis de HAP, simulando algunas condiciones
fisiologicas.

» Establecer un sistema de interaccion entre logat@sde HAP, formados en geles
de agarosa y silice, entre algunas macromoléculas;costeopontina, sulfato de
condroitina “B”, sulfato de condroitina “C” y albana de suero humano, para
observar el efecto que ejercen éstas en la formaados cristales.

> Desarrollar un modelo de estudin vivo del mecanismo de biomineralizacion
vascular en conejos Nueva Zelanda.

» Correlacionar los datos obtenidos en el modeiatro y los obtenidos en el modelo
in vivo, para establecer si la interaccion de la OPN coHA® en la BV, es de

inhibicidon o nucleacién en la formacion de lostaliss de HAP.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental que se desarroll6 paenzar los objetivos trazados en esta
tesis doctoral quedaron divididos en dos partes; parteln vitro y otra parten vivo. A
continuacién se describen todos los procedimiegtdécnicas que se emplearon para

alcanzar dichos objetivos.

In vitro

Crecim iento de los cristales de
hidroxiapatita (HA ) en geles de silice
gar

P
Yy agarosa

Caracteri
cristales
Difraccié

de

Efecto de la Osteopontina, sulfato de
condroitina B vy C y albdmina de suero
hum ano en el crecim einto de los

cristales de HAP.
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|| In vivo ||

Induccion de la CULTIYOD

biomineralizacion
vascular en conejos

CELULAR
T/G HA-YSMC

Ensayos de
internali-

Tratamiento: 2% colesterol
10% aceite de maiz (3 meses
zacion
Inmunodetec- Inmuno- l
cidn EI"""ES‘H“ histoquimica I
[1]
Medicion de

estrés oxidativo
{(microsocpia

- = - - confocal
Microscopia Microscopia
electronica electronica

de de

Purificacion y

oxidacion de LDL's

Inmuno-

deteccion

transmision barrido
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VII. Materiales y Métodos (Parteln vitro)

7.1 Sintesid n vitro de los cristales de hidroxiapatita en geles de agaa.

La sintesis de los cristales se realiz6 de acumyddos métodos reportados por y Hunter &
Goldberg (19937 y Eiden & Assmann (2009 con las siguientes modificaciones: se
construyeron cassettes de vidrio de 10 x 7, separados con caucho de 4 mm de espesor,
semejando una camara de electroforesis. Estosttessse sellaron perfectamente con
silicon y grasa de vacio para evitar la evaporad®fos reactantes y se llenaron de gel de
agarosa al 0.1% (w/v). Inicialmente se adiciona?an. de cloruro de calcio 0.4 M en
buffer de Tris-HCI pH 7.4 y 2 mL de agarosa. Despdeé que se formd la primera capa de
gel se adicionaron 2 mL de fosfato dibasico desO6dt M en buffer de Tris-HCI pH 7.4y

2 mL de agarosa 0.1%, formandose asi una segupdadeagel Fig.5). Estos sistemas se
mantuvieron a una temperatura controlada d€ 18ste experimento se hizo por triplicado.

Los cristales se formaron después de 5 dias.

Condradifusian

lT—>

Area de crerinmende

Pripwra capa | Seounda capa

Figura 5. Esquema queepresenta el cassette de vidrio construido paf@maacion de los cristales de HAP

en geles de agarosa.
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7.2 Sintesid n vitro de los cristales de hidroxiapatita en geles deis#.

Se construyeron cassettes de vidrio como se menaiateriormente. El crecimiento de los
cristales se realiz6 de acuerdo con el método tagmrpor Villacampa y Garcia-Ruiz
(2000%’, con las siguientes modificaciones: El gel fuepprado con una solucién de
silicato de sodio (Aldrich, 27% SpD14% NaOH, densidad del.06g/rasta solucién fue
acidificada con una solucién de acido fosférico 1BWpH final del gel fue de 10.42. La
polimerizacion del gel se llevo a cabo en aproxamagehte 1.12 min. Posteriormente, sobre
la capa de gel se puso una solucion de £8igma 98%) 1 M hasta llenar el cassette,
después se sell6 con silicén y grasa de vacié @dtar evaporacion de los reactantes,
siguiendo este procedimiento se permitio la difusiel cloruro de calcio y el acido
fosférico sobre la matriz del gel de silicig.6). Los cassettes se dejaron a una
temperatura controlada de °T8 Estos experimentos se repitieron por triplicados

cristales se formaron después de 7 dias.

Contradifusion

T
Area de crednieme

-

Figura 6. Esquema quespresenta el cassette de vidrio construido paf@taacion de los cristales de HAP

en geles de silice.
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7.3 Efecto de las macromoléculas biologicas en alopeso del crecimiento

de los cristales de hidroxiapatita.

La interaccion de las macromoléculas biologicaacelo a los dos sistemas de hidrogeles
antes mencionados. En el caso del sistema de bidsogle agarosa, se adicion6 una
concentracion 1(xM de proteina, mezclando con la solucion de clodeaalcio 0.4 My
agarosa, y sobre esta capa se puso la segundadeagal con la solucion de fosfato
dibasico de sodio. En el caso de los hidrogelesildz, se formo el gel que contiene los
iones fosfato y sobre de él se adicion6 una cormaoh 10uM de proteina mezclada con
la solucion de Ca@ll M. Las macromoléculas que se adicionaron en arslsbemas
fueron: Osteopontina PM: 31 kDa (Sigma-02260), &altle condroitina “B” PM: 40 kDa
(Sigma-C3788), Sulfato de condroitina “C” PM: 40 &Sigma-C4384), Albumina de
suero humano PM: 66.3 kDa (Sigma-A9511). Los expemtos se hicieron por triplicado y

mantuvieron a una temperatura controlada d€18

7.4 Caracterizacion por difraccion de rayos X de I® cristales de
hidroxiapatita.

Después de obtener los cristales de HAP, se dep sistemas alcanzar el equilibrio en un
tiempo aproximado de un mes. Transcurrido estepiietos cristales fueron colectados
mecéanicamente, y perfectamente lavados con etBosteriormente fueron analizados por
difraccion de rayos X de polvos. Para este anaisistilizd un difractometro de rayos X
(D8 Advance 2 Theta) con un monocromador de grgfitmn un tiempo de medicion de

0.5 segundos.
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VIIl. Materiales y Métodos (Parte In vivo)

8.1.1 Desarrollo de la placa aterosclerotica en cejos
Para este estudio se utilizaron 2 conejos machalsoadde la cepa Nueva Zelanda, de 6
meses de edad, con un peso aproximado de 2 kgariowles se alojaron en conejeras
individuales de acero inoxidable con una superfigeiso de 0.46 m y una altura de 0.40
m; con una temperatura controlada de 18 a 22° 1€ 160a 20 cambios de aire por hora,
humedad relativa de 40 a 50%, control de iluminadi® h de luz y 12 h de obscuridad. El
alimento que recibieron los animales fue un comadot comercial (Harlan 2031),
compuesto por 14.4% de proteina total, 2.7% dedfi21.10% de celulosa, 43.20% de
carbohidratos, 8.40% de ceniza, 1.14% de calcidb8% de fésforo El alimento de tipo
hipercolesterolémico se elabor6 mezclando 2% destarol (Sigma C-8503) y 10% de
aceite de maiz (p/p), esta dieta fue administradlande 3 meses, proporcionandoles agua y
alimento ad libitum. La eutanasia se practicO con una inyeccion iatrasa de

pentobarbital sédico 70 mg/kg de peso.

8.2 Coleccién y procesamiento de las muestras
Las aortas se extrajeron mediante una incisionitiasigal desde la cavidad toracica hasta
la abdominal, removiéndose asi el tejido conegtiegbadiposo. Inmediatamente después, a
las aortas se les hizo un corte longitudinal yagpado del endotelio de la tunica intima. El
extracto celular fue resuspendido y homogeneizadauéfer de lisis compuesto de; 50 mM
de Tris-HCI, 0.15 M de NaCl, 1% de Triton X-1002%% de Deoxicolato de sodio,
1pg/mL de leupeptina, 1@/mL de aprotinina, 1mM de PMSF, 0.5mM de ortovatadie

sodio, 1 mM de benzamidina, 1mM de EDTA. Se toma wdicuota de cada
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homogeneizado celular para la cuantificacion detefma usando acido bicinconinico

(PIERCE-23225).

8.3 Inmunodeteccién de OPN de las aortas de conej®estern blot)
Las proteinas extraidas del lisado celular de ¢o®jos, fueron analizadas por SDS-PAGE
al 12% en condiciones reductoras y desnaturaligahg transferencia se realiz6 en una
camara semiseca (Trans-blot SD semy dry transfiéBé®-RAD) a una membrana de
PVDF a 20 Volts durante 90 min, y se bloqueo coisTE0.1 M de Tris pH 7.5; 0.15 M de
NacCl; 0.1% Tween 20) y 5% de albumina de suerormsai temperatura ambiente durante
1 h, después se hicieron cuatro lavados de 15 om T BST. Posteriormente, la membrana
fue incubada con el primer anticuerpo anti-OPN atérr desarrollado en cabra (SIGMA
07635) en una relacion 1/500 &Adurante toda la noche. A la membrana se le bitier
cuatro lavados de 15 min con TBST y se incub6 cbrsegundo anticuerpo I1g-G
desarrollado en cabra HRP (1/10000), a temperamiziente durante 1 h, posteriormente
se lavo durante 2 h cada 15 min con TBST. La memabfae revelada con un kit de
guimioluminiscencia (Super Signal No cat: 3408ERRCE) de acuerdo a las instrucciones

especificadas. Como control positivo se us6 OPNmbinante de ratdn (Sigma-02260).

8.4 Histoquimica para la demostracién de calcio
Los fragmentos de la aorta toracica y de la adrtimainal de los conejos fueron fijados en
formaldehido al 10% amortiguado durante 24 h. Piosteente fueron lavados con agua

destilada y procesados para inclusion y corte eafipa. Los cortes, de pm de grosor
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fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, y contésicas de Von Kossa y rojo de

alizarina S, que son tinciones histoquimicas ninafiticas para demostrar calcio.

8.5 Localizacién de OPN mediante inmunohistoquimica
Los fragmentos de 5 mm de longitud, tanto de léaagel conejo control como del conejo
tratado, fueron incluidos en un polimero (OCT) meadiatamente se congelaron a —70°C.
Las aortas fueron orientadas para hacer cortesveesales, los cuales fueron montados o
adheridos a portaobjetos cargados positivamentearhanolocalizacion de OPN se realizo
con el sistema de estreptavidina-biotina-peroxidatdizando como anticuerpo primario
un anti-OPN (IgG de ratdn) y un anticuerpo secundaotinilado (anti-IgG de ratén hecho
en cabra). Al final, se revel6 con peroxido-dianbe@ocidina (DAB) y la contratincion se
hizo con hematoxilina de Mayer. Los controles d&étaica fueron cortes de ambas aortas

en los cuales se omitid el anti-OPN.

8.6 Analisis por microscopia electronica de barridy transmision
Después de sacrificar a los animales con sobres diesanestesia, se realizo la necropsia
para obtener dos fragmentos de 5 mm de longitucdcatia una de las aortas. Los
especimenes fueron fijados por inmersion en gliakaingdo al 2.5% en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1M (pH 7.4) durante 24 h €4 Posteriormente se lavaron en el
mismo amortiguador 3 veces durante 5 min a 4°Ceyofu post-fijados en tetréxido de
osmio al 1% diluido en amortiguador de cacodilacsddio 0.2M (pH 7.4) durante 45 min
a 4°C. Después de deshidratar los dos fragmentdasdaortas en etanoles mediante un
proceso de degradacion creciente hasta Oxido deilgmo, posteriormente estos

fragmentos fueron sometidos a desecado por puitimocy cubiertos con oro ionizado para
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su observacién con el microscopio electréonico deidm JEOL JSM5410LV. Los otros

fragmentos se infiltraron y polimerizaron en laimasepoxica de Araldita para obtener
cortes ultrafinos con cuchilla de diamante, loslesidueron contrastados con citrato de
plomo y acetato de uranilo. Por ultimo, el anal@s$tejido tanto del conejo control como
el tejido del conejo con tratamiento se llevo aocam un microscopio electronico de

transmisién Zeiss EM-10.

8.7 Linea celular T/G HA-VSMC
Esta linea de musculo liso se obtuvo por medio §€@ (CRL-1733). Esta cepa procede
de la vena aorta de un paciente femenino sanoumcarariotipo 46, XX, presentando una
tasa muy baja de poliploidias; edad de 11 mesesgbeda comd/G HA-VSMC.
Las células se sembraron en cajas de cultivo denl@e didametro inmediatamente después
de haberlas resuspendido. Posteriormente se dejlas|células se fijaran a su sustrato por

24h y se efectuaron de 2 a 3 recambios de medialtieo por semana.

8.8 Medio de Cultivo
La base para la preparacion del medio de cultivedde linea celular fue el medio F-12K
complementado con 0.05mg/mL de acido ascorbicd,n@gdmL de insulina, 0.01mg/mL
de transferrina, 10 ng/mL de selenita de sodid3 @@/mL de suplemento de crecimiento
celular endotelial (ECGS), 10 mM HEPES, 10 mM TE®) suero fetal bovino,

100 U/mL penicilina, 100 U/mL estreptomicina y comuatifingico 0.01% de anfotericina
B.

Los cultivos celulares fueron mantenidos en unastena himeda con 5% de £p37°C.

39



8.9 Purificacion, oxidacion y marcaje de las LDLs

8.9.1 Purificacién
Las lipoproteinas se aislaron de donadores sanpsima humano, después de un periodo
de ayuno de 12h o toda la noche. AproximadamenteO8emL de plasma se obtuvieron
150 mg de LDLs. Posteriormente para su preservaadagrego 0.01% de benzamidina,
0.01% de inhibidor de tripsina, 1.5mM de DTNB, 1INdrRPMSF y 160 mg de sulfato de
gentamicina.
Se ajustd la densidad a 1.019g/mL con KBr multgsido el volumen del plasma por el
factor 0.01906 y se centrifugo 49,000 rpm durafie & 4°C en un rotor 60Ti. Se descarta
la fraccion superior y se recupera la fraccionrinfe Se mide el volumen para ajustabla
1.053 con KBr multiplicando el volumen del plasn@ pl factor 0.0436. Posteriormente,
se centrifugd por 24h, 4°C, 49,000 rpm, en un ré6@rFi y se recuperaron las LDLs de la
fraccion superior. La se ajustd a 1.63 con KBr multiplicando el volundeh plasma por el
factor 0.034 y se centrifugd a 49,000 rpm duraBted 4°C, en un rotor 60Ti. Se recupero
nuevamente la fraccion superior con las LDLs y &dizd en 12 L de amortiguador
(150mM de NaCl y 0.24mM de EDTA pH 7.4) por 72 m ¢ees recambios. Finalmente, la
muestra se centrifugd a 10,000 rpm, 30 min a 4%€ {jltr6 a través de una membrana de
0.45um. Por ultimo, la muestra se cuantifico y almaceoin aeracion de Nen alicuotas a
4°C para evitar oxidacion.

8.9.2 Oxidacion de las LDLs
Se partié de una fraccion de lipoproteinas de tejesidad LDL (densidad 1.019 a 1.063)
separadas por ultra-centrifugacion secuencial ceendescribié anteriormente. Primero, se
elimino el EDTA mediante dialisis extensiva a 4%htca un amortiguador PBS libre de

EDTA. Se cuantifico la fraccion proteica de las Lpar BSA.
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La oxidacion se llevd a cabo incubando las LDLn I(te LDL’'s a 100mg/L) en una
soluciéon 1-10mM de CuS(en PBS libre de EDTA de 1-5h a 37°C. Una vez tamilo
el tiempo, el C& debe ser removido por medio de didlisis extensava®C contra un
amortiguador 150 mM de NaCl, 0.01% de EDTA, pH\8s@& cuantificé proteina.
El grado de oxidacion debe ser medida por reaamdnacido tiobarbitirico (TBARS) y/o
por la movilidad electroforética en geles de agassamortiguador barbitural a pH 8.6
8.9.3 Marcaje Fluorescente
El marcaje fluorescente de las LDLs se realizo alsijuiente manera: se preparo una
solucion de gg/mL de LDLs en 0.24 mM EDTA pH 7.4 150mM NacCl. Dodsto se
diluy6é en 2mL de suero deficiente de lipoproteipasmg de lipoproteina, se filtré6 por un
tamafio de poro de 0.4% y posteriormente se diluydo en 0de 1,1'-dioctadecyl-
3,3,3,3'-tetrametil-indocarbocianida (Dil) en DMS@3 npg/mL) por cada mg de
lipoproteina. Después se incubo durante 15h a 3{ra@scurrido ese tiempo se ajusto la
densidad a 1.63g/mL con KBr (20h, 4°C, 49,000 rp8%.recupero la fase media y la
interfase se resuspendio en gbh@le PBS. Se dializd contra 4L de amortiguador 460
NaCl y 0.24mM EDTA pH 7.4 por 24 h, posteriormeséefiltro a través de una membrana

de 0.4um y se cuantificd proteina.

8.10 Ensayos de internalizacion de las LDLs
Con la finalidad de preparar a las células paraelkggerimentos de internalizacion, se
incubaron en condiciones de ayuno para que ladasékxpusieran en su superficie la
mayor cantidad de receptores. Esto permitio qua tadnaquinaria endocitica celular se
activara cuando fueron estimuladas con las lipefmes. El procedimiento completo se

describe a continuacion.
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En cada caja se aspir6 el medio de cultivo con aydd una bomba de vacio.
Posteriormente se lavo 2 veces con PBS y se agtegdumen correspondiente de medio
sin suero. Cada cultivo celular se mantiene a 3@8€ 5% de C@durante 1h.

Se aspir6 el medio de ayuno y se afiadid mediodreiscsuero y sin factor mitogénico con
10 mg/mL de proteina de LDLox. Los diferentes ®oki se mantuvieron a 37°C, 5% £0

durante 2hrs.

8.11 Lisis Celular
Después de haber llevado a cabo los experimentodgataalizacion, se hicieron 5 lavados
con PBS/2mg de albumina. Posteriormente, se hitidrlavados mas solo con PBS. Las
células se despegaron de su sustrato incubanda & r8ir°C, 5% C@en PBS 5 mM
EDTA. Se recupero la pastilla celular por centréfcign, 2500 rpm y se resuspendio en un
amortiguador de lisis (1% de Triton X-100, 150mMNi&CIl, 10mM de Tris pH 7.4, 1mM
de EDTA pH 8.0, 1mM de EGTA pH 8.0, 2mM de Ortovdata de Sodio, 0.5% de NP40
(Igepal), 1 mM de Benzamidina, 37.5ug/mL de Leupept2ug/mL de Aprotinina y 1mM
de PMSF).
Las proteinas celulares se recuperaron por cegadfan (2500-3000 rpm durante 5 min) y
fueron resuspendidas en SDS al 0.1%. Se cuantifioteina por el método de acido

bicinconinico.

8.12 Inmunodeteccion de Osteopontina §-Actina por Western blot.

Se realizé una separaciéon de 30ug de proteinapotesDS-PAGE. Para esto, se emplean

geles de acrilamida a una concentracion del 12%teRormente se llevé a cabo una
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electrotransferencia en camara semihumeda (TransSi) semy dry transfer cell BIO-
RAD) a dos membranas de PVDF, aplicando una coerige 20 Volts durante 90 min.
8.12.1 Osteopontina
Para evitar inespecificidad, la membrana se blodguadando en una solucion TBST (0.1
M de Tris. pH 7.5; 0.15 M de NaCl; 0.1% de Tweel) Y8% albimina de suero bovino a
temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormeategaizaron 4 lavados de 15min con
TBS. Una vez lavada la membrana, se incubé comtedugrpo primario (IgG de cabra
contra OPN de raton SIGMA O7635) en una relaci®@/a 4C durante toda la noche.
Transcurrido ese tiempo, se hicieron tres lavadoslaamembrana con TBST.
Inmediatamente después se incub6 la membrana esni@lerpo secundario contra IgG de
ratén, acoplado a la peroxidasa de rabano (1:5@00ha temperatura ambiente por 1h e
inmediatamente después se lavo la membrana 8 \@resIBST durante 15min. La
reaccion de hidolisis de la HRP se realizd con lukitede quimioluminiscencia Super
Signal (No cat: 34080, PIERCE).
8.12.2f3-actina
La inespecificidad se bloqued incubando la membrdeaPVDF con las proteinas
transferidas, en una solucién TBST (Tris 0.1 M. paB; 0.15 M NacCl; 0.1% Tween 20) y
3% albumina de suero bovino a temperatura ambiéatante 1 h. Posteriormente, se
realizaron 4 lavados de 15 min con TBST. Una veada la membrana, se incubo con el
anticuerpo primario (IgG de ratdén confractina) en una relacion 1:500 aG71h.
Después de haber incubado la membrana con el argprimario, se lavo tres veces con
TBST. El anticuerpo secundario contra IgG de raé@oplado a la peroxidasa de rabano se

incubd a 37C en una dilucion de 1:5000 durante 1h e inmediataendespués se lavo la
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membrana 4 veces con TBST durante 15min. La reactiddlisis de la HRP se realizé

usando kit de quimioluminiscencia Super Signal ¢db 34080, PIERCE).
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IX. RESULTADOS (Parte In vitro)

9.1 SintesisIn vitro de los cristales de hidroxiapatita y su interaccid con las
diferentes macromoléculas en geles de agarosa.

La formacion de los cristales de HAP se llevé aca la segunda capa del §&. 7 (A),
por contradifusion de los iones calcio y fosfatsteeexperimento se usé como control
positivo. Tal fendmeno tuvo lugar después de gaadactantes contradifunden y llegan al
punto de meta-estabilidabilidad. Los cristales oidies tenian forma de dendritas los
cuales se forman inicialmente en la interfase dagrelos capas de geles.
En laFig. 7 (B) se observo que al adicionar la HSA en el siat&@o se observa ningun
efecto en la formacion de los cristales de HAP,esitbargo al adicionar la OPN, CSB y
CSC al sistema, interesantemente no se formaroaoristsles, lo cual significa que estas

macromoléculas inhibieron el crecimiento de lostates Fig. 7) (C, D, E).
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Figura. 7 Sintesis de cristales de HAP en hidrogeles debagafprimera capa 0.4 M de CaGkgunda capa
0.4 M de NaHPO, a pH 7.4 y su interaccidn con las diferentes maotéaulas bioldgicas. A) Cristales de

hidroxiapatita, sin adiciéon de las macromoléculaddgicas (control positivo). B) Hidrogeles de amgsa,
adicionados con albimina de suero humano 10 pMereése la formacién de cristales de HAP. C)
Hidrogeles de agarosa, adicionados con osteopofifinaM. D) Hidrogeles de agarosa, adicionados con

sulfato de condroitina “B” 10 uM. E) Hidrogeles dgarosa, adicionados con sulfato de condroitinaZ€”

UM. En C, D, y E se observa la inhibicion del crgieinto de los cristales de HAP.
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Los cristales que se formaron en los controlestigosien ambos sistemas de hidrogeles
fueron caracterizados por difraccion de rayos Xpdwos. En laFig. 8 se presentan los
difractogramas de dicho andlisis. En (A) se observan los picosaataristicos
correspondientes a la HAP y en (B) se observapitass caracteristicos a los precursores

de la HAP (octacalcio de fosfato y brushita).

2-Theta - Sidle

Figura. 8 Difractogramas de rayos X de los cristales de HAdtidos en geles de agarosa y silice, sin las
macromoléculas bioldgicas. A) Difractograma que str@een rojo los picos caracteristicos de la HAP. B
Difractograma que muestra en rojo los picos cartstieos del fosfato de octacalcio y en azul losopi

caracteristicos de la brushita. Ambos precursozda HAP.
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9.2 Sintesid n vitro de los cristales de hidroxiapatita y su interacciéron las diferentes
macromoléculas en geles de silice.

En este sistema la formacion de los cristales #@am&e llevo a cabo en la segunda fase del
sistema, los cuales se formaron con un mayor tareaftmmparacion a los crecidos en los
hidrogeles de agaroskig. 9 (A). Cuando se adicioné la HSA al sistema, no hubo
inhibicion en la formacion de los cristales, seenbs la presencia de un mayor nimero de
cristales en comparacion con el control positigoclial sugiere que la HSA podria estar
actuando como un precursor en la formacién deristates de HARFig. 9 (B). En el caso
particular de OPN, la inhibicion en la formacionlde cristales fue parcial, sin embargo, se
observé una disminucion considerable en el tamaéio ka cantidad de los cristalegy. 9

(C). Con el CSB, el efecto de inhibicion en la faoidn de los cristales fue menor
comparado con el efecto de inhibicion que preskEn@PNFig. 9 (D), en el caso del CSC,

no se observo el efecto de inhibicion.
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Figura. 9 Sintesis de cristales de HAP, en hidrogeles deesffirimera fase Caf£lM, segunda fase gel de
silice que contiene los iones fosfato). A) Cristatke hidroxiapatita, sin adicion de las macromdécu
biolégicas (control positivo). B) Hidrogeles deicd| adicionados con albumina de suero humano 10 pM
obsérvese que no existe inhibicién de los cristalgddidrogeles de silice, adicionados con ostetiparl0
UM, obsérvese la notable disminucién en la fornmraclé cristales, comparado con el control positivp.
Hidrogeles de silice, adicionados con sulfato dedomitina “B” 10 uM. E) Hidrogeles de silice, adinados
con sulfato de condroitina “C” 10 uM.
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X. Discusion (parteln vitro)

Por el método de crecimiento de cristales en halesgde agarosa se pudieron sintetizar
cristales de buena calidad, sin embargo en hidzegeé silice se aumento la calidad y
pureza de estos cristales, puesto que se ha dedwsjue la composicion del vidrio de tipo
NaO-CaO-SiQ, favorece la formacion de la hidroxiapatita, preteado el intercambio
de protones de Ngor protones de Caen el fluido del sistema aumentando los grupos Si-
OH, lo cual induce la nucleacién de la HAP en sfiesna (Kokubo 199%

Cuando se adicionaron las macromoléculas bioléginaambos sistemas de hidrogeles, se
observé que la OPN tiene un efecto de inhibiciGdente en el crecimiento de los cristales
de HAP, en comparacion con las otras macromoléchiagicas adicionadas a los
sistemas. Esto se explica debido a la alta fosfidh que tiene esta proteina, ya que los
grupos fosfato de la OPN adsorben la superficiéaddAP por reemplazo de los iones
ortofosfato con la celda del cristal, ocasionandamipedimento estérico en la deposicion
de los iones en la celda cristalina (Shimabayashi & 1998§°. En estudios recientes se
demostro que las diferencias en la fosforilacioniad©PN pueden ocasionar efectos de
inhibicién y/o nucleacién en los cristales de HAZ(icke A., et al 2005, por lo cual la
importancia de estos cambios en la fosforilacionad®PN esta directamente relacionada
en la regulacion de los procesos de biomineralizaci

En cuanto a la inhibicién en la formacién de Iastates de HAP que ejercen el CSB y el
CSC en los hidrogeles de agarosa, actian inhibilendacleacién y el crecimiento de los

cristales por impedimento estérico, lo cual se gnepcomo un posible mecanismo de

50



inhibicion de la HAP, ya que estos glucosaminoglisa ocupan extensos dominios
hidrodinamicos (Hunter G ket al 1985,

En los hidrogeles de silice, el CSB, tiene un mefiecto de inhibicion comparado con el
efecto de la OPN, en cambio con el sulfato de aotida C se promueve la formacion de
los cristales, por lo que se sugiere que estecefectiebe a la disminucion en la viscosidad

del gel y aumenta el proceso de difusién en laimatr
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XI. RESULTADQOS (Parte In vivo)

11.1 Deteccion de OPN en placas aterosclergticas

Como se menciond anteriormente, se sabe que elnpelecular de la OPN puede variar
desde 75 kDa hasta 32 kDa, debido a las modifinasipostraduccionales que presenta por
el tejido de su extraccién. (Rittling and Feng.98)%. Por lo tanto, la OPN presenta un
corrimiento erratico en SDS-PAGE.

Para observar la sobreexpresion de OPN, en elrdiésate la biomineralizacién vascular,
se llevo a cabo la inmunodeteccion de OPN medMf@stern blot, en las muestras de las
aortas del conejo control y del conejo con tratatoieEn dicho andlisis usamos como
control positivo a la OPN recombinante (SIGMA-O2R6Gfue migré en un doblete de 65
kDa y otro de 31 kDaHg. 109. De acuerdo al protocolo experimental descrito
anteriormente, se detecté a la OPN en la muestreodejo con tratamiento de colesterol
(Fig. 7b), sin embargo en la muestra del conejotrsitamiento no se observd ninguna

banda que correspondiera a los pesos moleculafegsenal control positivo de OPHig.

1039).
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Figura 10. Inmunodeteccién de Osteopontina por western b&t.Muestra de aorta conejo-control, (b)

Muestra de aorta de conejo con tratamiento. (c}@bde Osteopontina (SIGMA-02260).

11.2 Histopatologia
Después de tres meses de tratamiento, los animpaéesecibieron la dieta adicionada con
colesterol desarrollaron aterosclerosis como uropataracteristico e histopatolégico. La
aorta toracica y abdominal mostr6 un engrosamiel@da tunica intima del 50% del
perimetro normal de la luz. La capa subendotekaladneointima estaba compuesta de
células fusiformes, probablemente correspondiemt8MC y / o fibroblastos, y agregados
de células espumosas, todos integrados en el teaguntivo Fig. 11§. Estas
caracteristicas también se observaron en lesiceesnatosas en el interior de la capa
subendotelial de la aorta con aparentemente astaucbrmal de la tlnica intima.
Fueron identificados agrupaciones de granulos besd&n las proximidades de la tunica
media, cerca de la ldmina elastica. También senadosm granulos individuales dispersos
en la neointimaHig. 113, rodeados de células espumosas y células edtagllmostrando
un citoplasma vacuolado. Muchos granulos basofitmstraron una estructura con un

centro o blanco en lugar de luz y un centro eodn(fig. 110).
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Figura 11. Lesiones ateroscleréticas de las aortas de comejtzxlos con dieta hipercolesterolémica. La
neointima mostro las caracteristicas de una plecaszlaerética con la presencia de granulos Hasda, d,
flechas), que también fueron tefiidos por el méttel®on Kossa (b, €) en la frontera entre la neminty la
tdnica media (b, puntas de flecha). La tincion &wnjo de alizarina S, se uso también como una tincio
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alternativa para demostrar calcio, y confirmé gsta® estructuras en forma de células blanco (@dgaban
a las células espumosas (F, FC), lo que podria estiada a la mineralizacién de calcio. La tincio
inmunohistoquimica demostré una estrecha relacidreda presencia de OPN extracelular (g, fleclyas)
celular (g, células espumosas marcadas con puatiesctha) y los depdsitos de calcio. Barras: a&|2%; d-

g 50 pm.

11.3 Tinciones especificas para la demostracién dalcio
Los cortes de tejido de la aorta toracica y abdamiterosclerética, se tifieron con el
método de Von Kossa, donde se mostraron granul@slde marrén oscuro, los cuales se
visualizaron como puntos aislados y formando grupds largo y cerca de la lamina
elastica interna, y en la neointinfag. 11b, §. El diametro de los pequefios granulos de
plata metalica, corresponden a los depositos @s sallcio correspondientes a 142 de
didmetro, mientras que los granulos mas grandesspmmden a 1Am aproximadamente.
Muy pocos tenian un tamafio cercano @80y la mayoria de los granulos positivos con la
tincion de Von Kossa mostraron morfologias pareca@élulas diana, muy parecidas a lo
observado a los granulos basdfilos tefiidos con HE §Fig. 116, ambos ubicados en
lugares similares en la neointima.
Las muestras teflidas con rojo de alizarina S wesult ser similares a lo descrito
anteriormente, con la diferencia de que con rojoalizarina S el complejo de calcio

formado el proceso de quelacion da lugar a grarddalor naranjaHig. 11c, .

11.4 Localizacion de OPN por inmunohistoquimica
El analisis inmunohistoquimico de la sobre-expmesi®@ OPN en la aorta de conejos
tratados con dieta adicionada de colesterol, nrosiraque la neointima se tifio

intensamente y en general toda la placa aterofickerde acuerdo a estos resultados, la
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inmunoreactividad aparece en la tinica media y @sos1evidente en células dispersas de
la tinica adventiciaHig. 12 e, J. La sobre-expresion de la OPN apareci6 en lantiew,
principalmente en el citoplasma y en presencia élellas endoteliales, macrofagos
rodeados de células espumosas, y células fusifosingkares a SMC vy fibroblastos. La
mas extensa tincién extracelular, de células pesitia OPN, se observé alrededor de
estructuras esféricas morfologicamente compatilidles granulos basofilos que se
mostraron de igual forma con reaccion positiva ebmétodo de Von Kossa y con la
tincion de rojo de alizarinag={g. 11 9. Las muestras de las aortas de los animalesatontr
mostraron un nivel menor en la expresion de OPNstemayoria situados en las células

endoteliales y SMC de la tanica mediag( 12 a, d).

Figura. 12. (@) Muestra de aorta toracica de conejo control gfiidn Hematoxilina & Eosinab(y c).

Muestras de aortas toracica y abdominal de congjot@tamiento tefiidas con Hematoxilina & Eosina.
Inmunohistoquimica para detectar Osteopontina en atata toracica de conejo controld).(
Inmunohistoquimica para detectar Osteopontina eaolda toracicad) y abdominal f) de conejo con

tratamiento. Obsérvese, que las regiones de sqireeén de OPN se situaron en la mayor parte geata
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ateroscleroética, principalmente en la neointimaf), Las SMC de la tinica media también presentan una
débil expresion de OPN)(

11.5Analisis ultraestructural de las aortas ateroderoticas
A) Microscopia electronica de transmision

Se analizaron por medio de microscopia electréde&aransmision, los fragmentos de la
aorta normal (conejo sin tratamiento) y los fragroende las aortas aterosclerGticas
(conejos con tratamiento), y se encontr6 en lagasoateroscleréticas estructuras
extracelulares con anillos concéntricos electrasdeny la presencia de estructuras
parecidas a células diana electrodensas situadaklienite entre la neointima y la tanica
media Fig. 13a-9. Este hallazgo es consistente con los experimergalizados con las
tinciones especificas para detectar calcio, dorgtaseestructuras estan asociadas a la
biomineralizacién vascular (Senger et al., 1983)a mayoria de estas estructuras se
observaron cerca de las fibrillas de colageno gtixelmente cerca de material amorfo
rodeado de microfibras que corresponden a la ca@sapmfunda de la elastica, presentes

en la tunica media de la pared vascular de la.aorta
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Figura 13. Microscopia electronica de transmision de la rn@omen el limite con la tdnica media de aortas
ateroscleréticas de conejo. Obsérvese la preseleciestructuras extracelulares parecidas a célidas d
(flechas) muy cercanas a fibrillas de colageno fgmrde flecha), cerca de material amorfo rodeado de

microfibrillas asociado a la lamina elastica. (aMuestras tomadas de térax y (c) aorta abdominal.
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B) Microscopia electronica de barrido
El analisis por microscopia electronica de barddda superficie luminal del endotelio de
la tanica intima de la aorta de los conejos caarngento Fig. 14), comprobé la presencia
de cristales de fosfato de calcio (HAP), debiddesarrollo de aterosclerosis. Este proceso
provocéd la acumulacién de desechos celulares, iedpente de membrana los cuales

tienen un alto contenido en fosfolipidos que proreada nucleacion de la HAP.
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Figura 14. Fotomicrografias electrénicas de barrido de la superficie luminal de la tinica intima de la
aorta de conejos. (A y D) aortas de conejos sin tratamiento (B, C, D y E) aortas de conejos con

tratamiento hipercolesterolémico. Obsérvese en los cuatro campos la presencia de cristales.
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Con la finalidad de analizar la composicion quimitea los cristales encontrados en la
superficie luminal de los conejos con tratamierdge, llevo a cabo un analisis de
microscopia electronica de barrido acoplada a rXy(BEM-EDS). Donde se encontr6 que

estos cristales estan constituidos por fosforqKig) 15 y calcio (Ca) Fig.16).

15000 P
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Figura 15. Analisis por SEM-EDS de la composicién quimicdaecristales encontrados
en la superficie luminal de la tdnica intima en darta de conejo con tratamiento

hipercolesterolémico. Obsérvese el pico caraciaige P.
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Figura 16. Analisis por SEM-EDS de la composicion quimicdafecristales encontrados
en la superficie luminal de la tdnica intima en darta de conejo con tratamiento

hipercolesterolémico. Obsérvese el pico caraciewide Ca.
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11.6 Induccion de estrés oxidativo
Para comprobar nuestra hipétesis de que con lasex@o de las VSMC con LDLox y
LDLac se provoca un microambiente celular de estrédativo, se llevaron a cabo las
pruebas de internalizacion de las LDLox marcadasib (Dil-LDLox) y (Dil-LDLac), al
mismo tiempo se incubaron con un compuesto llandadarboxi-BDCFA, el cual permite
reaccionar con los radicales libres como ROS yiefhibrescencia. Se observo, que con la
internalizacion de las LDLox por las VSMC es praguilo un ambiente de estrés oxidativo
y por lo tanto la formacién de ROS, lo cual se oaselaramente con la colocalizacién de
ambos, ROS-fluorescencia (verde) y LDLox interradian (rojo)Figura 17. Asi mismo,

de manera muy similar se observo la reaccion désesixidativo en las VSMC con la

internalizacion de las LDLac.
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Figura 17. Internalizacion de las LDLox y la generacion deSR€n células de muasculo
liso vascular T/G HA-VSMC incubadas con Dil-oxLDpafa observar la internalizacion
de las LDLox/ac) (B), 6-carboxi4BDCFA (marcador de estrés oxidativo) (C) y Hoechst
33258 marcador (para etiquetar los nucleos ceb)ld). Imagen de contraste de fase que
muestra a T/G HA-CMLVA). LDLox internalizacion B). Marcadores de estrés oxidativo
asociado a la generacién de R@3. (Nucleos marcado®j. (E) Combinacion de B-D F)

Combinacion de A-DA Excitacion para 6-carboxi4BCFA, Dil y Hoechst, 488, 543 y

405, respectivament&.emision 519, 569 y 461 respectivamente. Barras80

11.7Deteccidén de OPN en células de musculo liso vasoutle humano (T/G HA-
VSMC).

Con el fin de demostrar la presencia de estrésatix@ en las VSMC fue provocada la
endocitosis de LDLox/ac, lo cual desarrollé una ification en la expresion de la OPN en
las VSMC. Mediante un analisis por Western blotdemostré que las VSMC tratadas con
LDLox y LDLac expresaron OPN, en cambio las célalalsivadas sin la internalizacion de
las lipoproteinas modificadas quimicamente no egvos OPN Kig. 18. Como se
describié anteriormente, la apoptosis puede semddta a través de la internalizacion de
las lipoproteinas por medio de los receptores kassirtipo A y B (SR-A y SR-B), en

paralelo con la presencia de estrés oxidativo (lsao_eon et al., 2006)
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Figura 18. Identificacion de OPN mediante analisis por Westaiot. Control de OPN
recombinante (carril 1); VSMC cultivadas en ausard las lipoproteinas modificadas
qguimicamente (control) (carril 2), CMLV después ldeinternalizacion de las LDLac y
LDLox (carriles 3-4, respectivamente). Immunobldesarrollado para osteopontina (a) y

B-actina como control de carga de proteina (b).
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XIl. DISCUSION (parte In vivo)

De acuerdo a nuestros resultados anterioredro, en este estudim vivo se demostré que

la OPN es una proteina inhibidora muy important@deicible, debido a una respuesta
adaptativa desarrollada por la hipercolesterolerhem. OPN se expresé gracias a la
proliferacion de las células vasculares y migratmsociadas a la neointima y también
asociadas a las lesiones ateroscleroticas. Edtezdalse correlaciona directamente con la
proliferacién de células de musculo liso vasculda yproduccién de metaloproteasas de
matriz (Castellano et al., 2008) Nuestros resultados pueden explicarse, de acterdo
evidencias presentadas anteriormente ya que losla®dalcificados parecen formarse
primero en las regiones de depdsitos lipidicogaticular los involucrados con los lipidos
oxidados (Olsson et al., 1998) Estos hallazgos se derivan en respuesta al emést
oxidado, al TGMB1 y a la BMP2 (Mohler et al., 1999] y RANKL (Kaden, et al., 2004

y la tasa de calcificacion aumenta favorecienddaa&irmacion de nodulos y la expresion
de los marcadores de osteoblastos. De acuerdo westros resultados observados por
microscopia electrénica de transmision los depésitmeralizados llamados calcosferitas,
demuestran que, la biomineralizacion vascular ang@n pequefias estructuras vesiculares
conocidas como "vesiculas de la matriz", donde me thetectado cristales de HAP,
similarmente a la formacion de tejido 6seo. Dadkieshallazgos es interesante observar
gue, estas "vesiculas de la matriz" se han enciméa las lesiones ateroscleroticas (Hsu et
al., 2002§°. Estas evidencias apoyan directamente nuestroka®ss y confirman que, la
OPN es una proteina inducida por el estrés oxiolativ células de musculo liso y células
espumosas en las lesiones aterosclerdticas ase@atigpositos de calcio vivo. En otros

estudios desarrolladads vitro eln vivo, se observo que las VSMC de humano presentan un
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cambio fenotipico, que esta asociado con su cadgidra adquirir caracteristicas de una
amplia gama de linajes celulares mesenquimalesploigisticas, condrociticas y adiposas
(Tyson et al., 2008y por lo que estos hallazgos correlacionan muy baenle observado
en la diferenciacion de las VSMC a CVC entre eitBnde la media con la neointima, de
las aortas de conejos hipercolesterolémicos. Emdiest anteriores se observo, que las
lipoproteinas estimulan la calcificacion de las USM el cambi6 en la expresion de los
genes de proteinas de hueso, que resulta en wdaendiferenciacion hacia células de tipo
osteogénicas (Parhami et al., 2002; Proudfoot e2@D2§*#2

Recientemente, se ha informado que la biomine@finavascular puede producirse a
traves de la induccion de la osteogénesis y elblesianiento de un fenotipo
osteocondrogénico regulado por BMPs. De acuerdmdast estos hallazgos se ha
demostrado que la BMP2, fomenta la utilizacién alfdto y promueve la calcificacion de
VSMC de humano (Li et al., 2008) todas estas evidencias sugieren que las BMPs se
encuentran promoviendo la diferenciacion celulacidnda formacion de hueso en las
lesiones aterocleréticas promoviendo asi la inducde la osteogénesis. Una vez que se
induce el fenotipo osteogénico, las células expréaatores de transcripcion especificos
como, MSX2. Cheng y colaboradores (2003), observagoe MSX2 promueve la
osteogénesis y suprime la diferenciacion adipogénide células progenitoras
mesenquimales pluripotenciales, en un modelo exeatal en ratones cuando presentan
hiperlipidemia y diabetes, a la par aportaron pagedte que los miofibroblastos pueden ser
desviadas a un linaje osteogénico mediante BMP2-&SXales factores de trascripcion
promueven la sefalizacion que puede contribuir @denineralizacion vascular. En otros
estudios se demostrd que la OPN se sobreexprepoéiede una lesion cardiaca llevada a

cabo por traumas mecanicos o0 agentes de oxidaci@queglo propuesta como una
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importante molécula en la reduccion de la inflaacy en la remodelacién de tejidos
(Kossmehlet al., 2005; Okamoto, 2007 Por lo tanto, de a cuerdo a nuestros resultados
obtenidodn vitro e Invivo, la OPN regula el proceso de inflamacion en Ipdds y repara

el tejido vascular y se encuentra asociada corelgaiestas especificas asociadas a células
T, macréfagos y fibroblastos. Esta evidencia es/age por el hecho de que la OPN se
expresa durante el proceso de la calcificacionrddist y esta correlacionada con la
infiltracién de tejidos de células T y los macrdfag(Giachelliet al., 1998, Asi,
dependiendo de las condiciones especificas cedlar®PN podria favorecer la influencia

o efectos anti-inflamatorios durante la experimedtaln vitro. Un claro ejemplo de este
fendmeno se observé al aumentar y disminuir loslesvde IL-12 e IL-10, respectivamente
(Ashkar et al., 2008f. Dado que la inflamacién ha sido directamentecteteada con un
estado de estrés oxidativo, nuestros experimengeren que a mayor nivel de ROS en las
células, se provoca la modulacion de la expresimcg de OPN. Varios estudios han
sugerido que ROS pueden considerarse como segumeltsajeros en la transduccién de
sefiales dependientes de ligandos llevado a calawéstde la fosforilacion de la tirosina y
la sefializacion del calcio, asi como la expres®gehes de proteinas especificas (Doan et
al., 1994; Finkel, 1998; Mietus-Snyder et al., 2080zuki & Ford, 1992§°% En el caso

de las LDLox, se demostro que estimulan la casdadsefalizacion de calcio, por lo tanto
aumenta la concentracion de calcio libre en elpasma de las células, este hallazgo
explica el porque las LDLox desencadenan el aumeetda concentracion de calcio
intracelular provocando asi un desequilibrio inglalar y de esta manera se promueve la
formacion de precipitados mineralizados. Otra eqgion a este fenbmeno fue lo
observado en un estudio desarrollado por Mietusi&ngt al., (2008¥, demostraron que

existe un bloqueo especifico en los canales deocalt la membrana plasmética de las
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células, asi como el uso de un ion6foro de calk&B8187), inhibiendo la expresion de SR-
A. Por tal evidencia se ha propuesto que la exjmede SR-A es dependiente de la
concentracion de calcio intracelular. Por lo taeto un estado de estrés oxidativo se
promueve un incremento en la expresion del SR-X®MC, tal proceso esta directamente
correlacionado con la activacion del factor de deaipcion AP1/c-Jun (Mietus-Snyder

al., 2000; Mietus-Snyder et al., 1988) En estudios llevados a cabo por Wang y
Denhardt, (2008} encontraron que, lositios defosforilados de AP-1 se unen a sitios
especificos en el promotor de TGF-[3, a la lamindha&plageno tipo 1, la angiotensina tipo
Il'y la OPN y se encuentran directamente relaciosazbn la sefializacion, proliferacion,
diferenciacion celular y respuesta a ROS. Partiméate las LDLox no solamente actian
en la transformacion de los macrofagos en céluspsireosas, sino también inducen la
produccién anormal de citocinas, dichos factoreswsoblanco importante en el desarrollo
de la aterosclerosis y como consecuencia deseraradi@rbiomineralizacion vascular. En
otro estudio desarrollado por Hetal., 200£°, reportaron que la interleucina 1 beta (IL-1)
y factor de necrosis tumoral (TN¥; los cuales son de las principales citocinas pro-
inflamatorias, se encuentran inducidas por varigantlos de tipo SR-A. Ademas, la
actividad del SR-A en las VSMC puede ser modulanlogsteres de forbol, junto con la
combinacién de bD- y vanadato (Mietus-Snyder et al., 1987[n este sentido, en nuestro
laboratorio hemos desarrollado un estudio en c®I@AEO (ovario de hamster chino) y
RAW (ratén leucémicas macrofagos monocitos) y etmaoros que en un estado de estrés
oxidativo esta directamente asociado con los eseptustraduccionales del SR-A sin
ninguna alteracién en el proceso de transcripciginreceptor. Partridge et al., (2098)
emplearon un programa computacional para la ideatibn de una amplia gama de genes

cuyos estados en la transcripcion fueron predistem la expresion génica de OPN, donde
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encontraron también que, varios de estos genes est@dciados y regulados por la
transcripcién en condiciones oxido-reduccion (MseBnyderet al., 2000; Partridget al.,

2008Y>97,
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XIlIl. DISCUSION GENERAL

En el presente estudio se demuestra por primergueel estrés oxidativo inducido por la
internalizacion de las LDLox y LDLac causa la setymesion de OPN en la neointima de
la aorta de los conejos con una dieta alta entest#s/ en las VSMC, estas evidencias son
correlacionados con nuestros resultaldositro (geles de agarosa y silice), donde la OPN
causa una notable inhibicién de los cristales d® H#or lo tanto cabe resaltar, que el papel
de la OPN es de un regulador inducible durantecgso de biomineralizacion vascular y
actta inhibiendo la nucleacion de los cristaleBlA® en la lesion aterosclerdtica. Nuestros
resultados se explican debido a los multiples dasien la secuencia de la OPN, ya que
tiene diversas funciones que puedan ser modulamtasspos dominios, asi también como
por diferentes fragmentos en la proteina (ChellMati. et al., 2003F. En otros estudios
realizados en cultivos celulares especificamenteé&umas de musculo liso de aorta de
bovino (BASMC) y células musculo liso de humano K3, se demostr6 que las
fosforilaciones de la OPN se encuentran directaen@sbciadas con el bloqueo en el
crecimiento de los cristales de hidroxiapatitaa estion se lleva a cabo por la region RGD,
la cual induce la resorcion de los minerales entéfidos cardiovasculares (Wada et al.,
1999; Jono S et al., 208}

Por otro lado, en estudios llevados a cabo por egret al., (2004* y Johnson et al.,
(2003)%2 sugieren que la OPN es un componente de sefiélizaelular y actia
antagonicamente en la deposicion de mineraleslopgue inhibe la calcificacion adrtica.
Por lo tanto, nuestros resultados, afirman que P& @s un regulador en la deposicion

mineral arterial bajo condiciones de lesion y/oeemiedad, entonces la OPN junto con
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otros inhibidores, pueden controlar la biominerdign vascular bajo estas condiciones
patolbgicas.

Debido a que, el principal objetivo de este estedi@ontribuir en la elucidacion del papel
gue ejerce la OPN en la biomineralizacion vasculeatamos de hacer evidente la
sobreexpresion de OPN en un ambiente de estréatimxiccausado por la internalizacion
celular de las LDLox y LDLac, sugerimos asi quefadtor principal por el cual se
sobreexpresa OPN bajo estas condiciones de less@uor la presencia del promotor AP-1
encontrado en el gen de OPN y que también se emauewolucrado en la diferenciacion
celular bajo la presencia de ROS segun lo repogptaddVang, D. et al., (2000},

Por otro lado, se sabe que las especies reacevasigeno (ROS) son productos naturales
gue inevitablemente se generan con el metabolisshdac. Debido a su capacidad de
reaccion extrema, puede dafiar el ADN, las protejrias lipidos. Por lo anterior, se sabe
gue la biomineralizacién vascular es desarrolladanménera similar a la formacion de
hueso y por tanto algunos factores de trascripcagino BMP-2 y Cbfal son estimulados
por el estrés oxidativo, ya que ROS induce la ssdH@bn de estos marcadores de
trascripcion y de otros marcadores para la diféeaein osteoblastica. En otro estudio
llevado a cabo por Steitz S.A&t al., (2001}°* en cultivos de BASMC, encontraron la
presencia de Cbfal el cual es un factor de trasérigle genes que normalmente codifica a
proteinas que se encuentran en el tejido 6seo.gChen et al., (20035° demostraron, que
Msx2 otro factor de trascripcidbn muy importantdeimiene en la calcificacién vascular y
se encuentra directamente relacionado con genpsdititios, células osteogénicas y los
miofibroblastos vasculares. Ademas, demostraronMgx? promueve la diferenciacion de
VSMC hacia miofibroblastos y osteoblastos, pordare regulacion d®sx inducido por la

transcripcion de BMP2, el cual es un factor dectipsion osteoblastico especifico en la
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formacién de hueso (Thomas, & al., 1999J°° Otras evidencias sugieren que la
sefalizacion de BMP2 puede ser mediada a travéds flemacion de ROS. En estudios
anteriores se observd, que cuando las células adiadies se exponen a LDL oxidadas,
expresan BMP2 (Mody Net al., 2001}°". Otros estudios demostraron que la BMP2
aumenta la expresion de la subunidad oxidasa nd¥ABDH, en las células endoteliales,
lo cual aumenta la formacién de superdxido y detos@fectos pro-inflamatorios rio abajo
del gen BMP2 de estas células, incluyendo el awnentla expresion de la molécula de
adhesion intracelular-1, lo cual tiene dependesciae el aumento de la expresion nox1y
de la actividad, segun lo confirmado por la inhiimicde siRNA y la expresion de noxl1
(Sorescu G Rt al., 2004}%. Por lo tanto ROS trae como consecuencia una dasbe
sefalizaciones que inducen la formacion de lafazcion vascular, lo cual sugiere que
existe un estrecho vinculo entre la inflamaciéa gdlcificacion vascular, que a menudo se
co-localiza en la lesion aterosclerética. En essmmiestudio llevado a cabo por Sorescu G.
P. et al., (20049® demostraron que BMP4 estimula la produccién deSR®@r los
mecanismos dependientes del gen p47 basados &xDIRHoxidasa. Por lo tanto ROS en
respuesta a BMP4, desempefia un papel critico easfauesta inflamatoria de células
endoteliales: activando la expresiébn de moléculassudperficie como la molécula de
adhesion celular intracelular (ICAM) y la adheside los monocitos; dando como
consecuencia que el flujo oscilatorio forzado auméa expresion de ARNm de nox1 y
nox2, y la disminucion de nox4; y ademas observauon sélo con el aumento de BMP4
aumenta el nivel de ARNm de ndfd En conjunto, estos hallazgos junto con nuestros
resultados observados sugieren, que BMP4 esta @doden células endoteliales en
respuesta al flujo oscilatorio forzado, que actéan@ un mecanismo pro-inflamatorio

estimulando la activacion de citocinas, la prodicoidle ROS y como consecuencia la
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expresion de nox1, desencadenando la respuestaaddésion de los monocitos. Por todo
lo anterior, un punto clave en nuestro estudio s ¢p induccién del estrés oxidativo
puede favorecer la osteogénesis en sub-poblacideesélulas vasculares calcificadas
(CVC). Un hallazgo importante de cémo poder explieatransformacion de las VSMC
hacia células vasculares calcificadas, fueron pe®@mentos llevados a cabo por el grupo
de Demeret al., (1993}%° quienes demostraron que, la biomineralizacién wlaspuede
desarrollarse a través de procesos molecularedamsiia los de la osteogénesis, y
demostraron que la BMP2 y algunos otros morfogeedsueso se expresaron en las placas
aterosclerdticas calcificadas de humanos. De acuarth anterior, la biomineralizacion
vascular a menudo se asocia con elementos morfoEgi bioquimicos que intervienen en
la osteogénesis.

De acuerdo a lo observado en nuestros resultadmsopemos que la sobreexpresion de
OPN esta directamente relacionada con el estr@éatx el cual constituye un estimulo
celular extrinseco y ademas es caracteristico tentipe de lesiones ateroscleréticas. Por
esta razon, en este estudio se ha demostradoagueglulas de musculo liso vascular, son
capaces de sobreexpresar OPN como respuestanalilestiel estrés oxidativo provocado
por la presencia de LDLox y LDLac. En este conteptmponemos que esta proteina es
exportada al medio ambiente extracelular (el edidoteascularin vivo), donde actla
inhibiendo la nucleacién de cristales de hidroxii@aPor lo tanto, la sobreexpresion de
OPN localizada en los depositos minerlizados dieden aterosclerotica de los conejos
con tratamiento hipercolesterolemico, junto conrksiltadodn vitro en los hidorgeles de
agarosa y silice, confirma nuestra hipotesis delg@PN en la biomineralizacion vascular
inhibe la nueclacion de los cristales de HAP. Asinno, el presente estudio demuestra que

el estrés oxidativo producido por la acumulaciorigelos oxidados, como las LDLox y
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LDLac, en la pared vascular puede ser el mecanisoliyacente comun detras del
desarrollo paralelo de la biomineralizacion vascuRor lo tanto, las diferencias en la
comprension de los mecanismos y las relacioneg émfiuncion anti-calcificante frente a
las propiedades proinflamatorias de OPN, podriamday a crear terapias especificas

dirigidas a la orientacion de estas funciones deensaselectiva.
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XIV. CONCLUSIONES

» Se demostré en el estudlo vitro en hidrogeles de agarosa y silice, que la

osteopontina es un potente inhibidor del crecinoiglat cristales de HAP.

» En el estudidn vivo se observo, que esta proteina se sobreexpresonemiintima
de las aortas de los conejos hipercolesterolémycse colocalizé en las células
positivas a calcio, con las técnicas especificasespondientes. Por lo tanto bajo
estas condiciones, la OPN es un importante regula@! proceso inflamatorio y

una proteina clave en el proceso de inhibiciéradsidmineralizacion vascular.

» A su vez, se demostr0 que el estrés oxidativo deludar promueve la

sobreexpresion de la OPN en las VSMC, aumentandiéeleenciacion celular hacia

células vasculares calcificadas, desarrolland@diomineralizacién Vascular.
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XV. PERSPECTIVAS

La proxima etapa de este estudio debe estar cangrada sobre-expresion, purificacion,
cristalizacion y resolucion estructural en 3D de osteopontina (OPN) a través de
difraccion de rayos X.

Adicionalmente, mediante el proceso de difusioriodeiones calcio y fosfato a través de
los cristales de la OPN, nos permitird determirsaménera estructural los sitios de union y
las interacciones entre el calcio y el fosfato@edtructura de la proteina. Por lo que este
estudio contribuird significativamente en la elacidn en el mecanismo de la

biomineralizacién vascular.

> ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA LA SOBRE-EXPRESION DE OPN
Y RESOLUCION ESTRUCTURAL.

1.- Aislamiento del RNA mensajero de células deasastos.
2.- Preparacion de cDNA.
3.- Amplificacion por PCR del gen de la OPN, metBasligonucledtidos especificos para
la region codificante del gen de la OPN.
4.- Clonacion del gen en un vector para la mangdilade DNA, ejemplo, pBluescript.
5.- Re-clonacién de la OPN en un vector de expned®E. coli pHLTEV (vector no
comercial derivado del pRSET-A). Este vector comdieel dominio dihidrolipoil
acetiltransferasa dBacillus stearothermophilus y un sitio de corte de la proteas&V

ENLYFQG.5.- Andlisis de la secuencia clonada p@agas de restriccion y secuenciacion.
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6.- Transformacion de célul&41 de expresion dE. coli con el plasmido pHLTEV-OPN
gue contiene el gen de la OPN.

7.- Purificacion de la OPN, mediante técnicas ctograficas convencionales, ejem;
afinidad a metales de Nj intercambio i6nico, filtracién en gel.

8.- Cristalizacion de la OPN, mediante métodos ennwnales de difusion en fase de
vapor.

9.- Difraccion de los cristales mediante radiagicrotron.

10.- Resolucién tridimensional de la estructura lde OPN mediante programas

computacionales.

» RESULTADOS PRELIMINARES DE LAS PERSPECTIVAS.

Sobre-expresion de OPN en células de coli.
Como se menciond anteriormente se utilizaron celdaE. coli C41 para la sobre-
expresion. Posteriormente, en el paso de la indocse usaron 0.5 mM de IPTG a una
temperatura de incubacion de 37 °C durante 4h.gdidse se recuperaron del medio de
cultivo las células C41. Enseguida, las célulasosgieron por sonicacion y se separ6 la
parte soluble de la parte insoluble mediante @ématrifugacion. Se tomaron muestras tanto
de la parte soluble y la insoluble (pellet) y spasaron en un gel de poliacrilamida en
condiciones reductoras y desnaturalizantes (Fig. 16
Después la parte soluble se paso a través de Wwmarepde Ni*, dondepor medio de un
proceso de afinidad se separé la OPN que conti@aecola de histidinas de forma

contraria a las demas proteinas (Fig. 19).
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Figura 19. SDS-PAGE que contiene las muestras de la sobresrprde la OPN A)
Marcadores de peso molecular, B) Fraccion soluBleFraccion insoluble (pellet), D)
Proteinas que no se unieron a la columna d& &) OPN mas la proteina de fusion

resultante de la elucién de la columna d& Ni

Continuando con la estrategia experimental plaateaderiormente, la siguiente etapa sera
la digestion de la OPN de la proteina de fusionlagoroteasa TEV, y se volvera a pasar
por una columna de afinidad para obtener a la ip@tdberada. Posteriormente, se

desarrollaran otros pasos de purificacion hastanata la proteina con una pureza mayor
al 98%.

Finalmente, para obtener la estructura en 3D ssefdava con las pruebas de cristalizacion,
difraccion de los cristales, la colecta y procesanoi de los datos y la resolucion

estructural en 3D.
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ABSTRACT: This contribution describes the nucleation and crystal growth behavior of hydroxyapatite (HAP) crystals grown in
agarose and silica hydrogels as well as their characterization via powder X-ray diffraction. The effect of several biological
macromolecules such as osteopontin, chondroitin sulfates B and C, and human serum albumin (HSA) on crystal growth behavior of
HAP is evaluated. From our results, osteopontin and chondroitin sulfates B and C inhibit the HAP crystal growth in agarose hydrogels.
Nevertheless, employing silica hydrogels, only osteopontin inhibits the crystal growth of HAP. On the other hand, HSA does not
show any effect on the formation of HAP crystals in both types of hydrogels.

1. Introduction

The chemical behavior of calcium in living organisms is quite
interesting. For instance, calcium salts rarely crystallize in
different tissues apart than bones. However, in abnormal
conditions, the crystallization of calcium salts occurs in soft-
tissues causing severe damage in cardiac valves, arteries, and
kidney. Atherosclerosis is characterized by the formation of
atheroma plaque in the tunica intima and tunica media of
arteries." Consequently, the main risk factors that promote
development of this thickening and hardening process are high
levels of low-density apolipoproteins (LDL) cholesterol, and
triglycerides, associated with diseases such as obesity, hyperten-
sion, nicotine poisoning, diabetes, renal failure, and genetic
predisposition.” One of the late mechanisms associated with the
formation of atheroma lesions is the vascular mineralization by
deposition of calcium phosphate.?

The onset and progression of calcification in arterial plaques
is poorly understood. However, accumulating evidence suggests
that pathologic calcification of atherosclerotic vessels shares
common features with normal bone growth such as cellular
proliferation, matrix deposition, and calcification. Type I col-
lagen is associated with bone formation, and it is the main
collagen found in atherosclerotic plaques.*> Another common
feature of bone and calcified atherosclerotic arteries is the
presence of phosphatases and calcium binding phospholipids
in matrix vesicles that serve as nucleants of crystal formation.®
The mineral deposits in arterial plaques consist of crystalline
hydroxyapatite (HAP), the major inorganic component of
bone.'!!

The most appropriate methodology to study the in vitro
formation of HAP crystals is to grow these crystals under
diffusion control. For a long time, crystal growth in gels has
been demonstrated to be the best media to work in well-
controlled conditions, perfectly emulating the crystal growth in
biological systems. Nevertheless, it took a quarter of a century
to apply crystal growth in gels using proteins in order to increase
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crystal quality. This enhancement in the crystal quality showed
also the important role of gels in the transport control as well
as in the crystal size of proteins and inorganic compounds.'?

Recently, several investigations have described proteins as
the main component of the organic matrices associated with a
variety of biominerals, including tooth enamel,'? the nacreous
layer in mollusk shells,'* and trout otoliths.'> Synthetically,
crystal growth in hydrogels'®° is an alternative to solution-
based strategies®'° for controlling the morphology (growth)
of crystals. One advantage of using gels as a media for crystal
growth is that this method provides a stable mass transport
mechanism dominated by diffusion processes.>’°

We grew HAP crystals in gels to test the crystal growth
behavior in two different systems of hydrogels, agarose and
silica. In this contribution, it is demonstrated that crystal growth
in gels improves the direction, morphology, and quality of HAP
crystals. Additionally, the effect of biological macromolecules,
such as osteopontin (OPN), chondroitin sulfate (CS), and human
serum albumin (HSA), on the formation of these crystals was
also evaluated due to their importance in kidney problems and
other medical reasons.®' Finally, the influence of the type of
gel matrix on the obtaining of HAP crystals was also studied.
These results could contribute to elucidation in part of the
mechanisms related to cardiovascular biomineralization, and the
role of several biological macromolecules on the formation of
mineral.

2. Experimental Procedures

2.1. In Vitro Synthesis of Hydroxyapatite in Agarose Hydro-
gels. The synthesis of HAP was performed following the procedures
reported by Hunter and Goldberg™? and Eiden-Assmann et al.>* with a
few modifications and adapted to our crystallization setup. The
experimental setup is described as follows: a crystallization box
(cassette) was constructed consisting of two siliconized glass slides of
10 x 7 cm? separated by a rubber separator of 4 mm thickness in order
to create a free space between glasses (in a similar way to the well-
known commercial protein electrophoresis cameras). It is recommended
to use a set of clamps around the cassette to fit the glasses and to avoid
dripping of the reactants or evaporation (drying off the cassette). After
building the cassette, this was filled with 2 mL 0.1% (w/v) agarose gel
containing 0.4 M calcium chloride prepared in Tris-HCI buffer pH 7.4.
After the gelling part of this first layer was obtained, 2 mL of 0.1%
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Figure 1. HAP crystal synthesis in agarose hydrogels and its interaction with different biological macromolecules. The first layer contained CaCl,,
while the second layer had Na,HPO, 0.4 M to pH 7.4. (A) Control HAP crystals, without addition of biological macromolecules. (B) Agarose
hydrogel, added with 10 uM HSA. (C) Agarose hydrogel, added with 10 uM OPN. (D) Agarose hydrogel, added with 10 uM CSB. (E) Agarose
hydrogel, added with 10 uM CSC. Note the inhibition of HAP crystal formation by biological macromolecules in the second layer (C—E). The
magnification is the same in all micrographs. The red scale bar corresponds to 1 mm.

(w/v) agarose gel containing 0.4 M of dibasic sodium phosphate was
prepared in the same buffer solution. The addition of the second layer
of gel (inside the cassette) was performed by using a couple of syringe
needles, one of them to avoid the air pressure and the second for
introducing the subsequent layer of gel.

2.2. In vitro Synthesis of Hydroxyapatite in Silica Hydrogels.
For these experiments, the crystallization cassettes were constructed
as it was previously mentioned. The synthesis of crystals was made
according to the procedure reported by Villacampa and Garcia-Ruiz in
2000,** with the following modifications: the gel was prepared with a
sodium silicate solution (Aldrich, 27% SiO,, 14% NaOH), density
1.06 g cm ™ acidified with a 1 M phosphoric acid solution. The final
pH of the gel was 10.42. The polymerization time of the gel ranged
between 1 and 2 min. On the gel layer, a solution of 1 M CaCl, was
added (Sigma 98%) until the cassette was filled, and later it was sealed
with silicone and high vacuum grease to avoid evaporation, allowing
the diffusion of the calcium chloride and the phosphoric acid through
the matrix of the silica gel. The crystallization cassettes were stored at
18 °C and crystals were formed after approximately seven days. These
experiments were made in triplicates.

2.3. The Interaction of Biological Macromolecules (Promo-
tion or Inhibition) on the Crystal Growth Process of Hydro-
xyapatite. The interaction of biological macromolecules with HAP
crystals was evaluated following the same experimental setup as
described above. For the agarose and silica hydrogels experiments, 10
uM of either one of the following proteins: OPN (SIGMA-02260),
chondroitin Sulfate “B” (CSB) (SIGMA-C3788), chondroitin sulfate
“C” (CSC) (SIGMA-C4384), and HSA (SIGMA-A9511) was added
to the CaCl, solutions. All experiments were done three- times and
performed at 18 °C.

2.4. X-ray Characterization of the Hydroxyapatite Crystals.
Once HAP crystals were obtained, the system was allowed to reach
equilibrium for one month. Afterward, crystals were separated, perfectly

washed with ethanol, and analyzed by X-ray powder diffraction in a
Bruker D8 Advantce 2-Theta powder X-ray diffractometer installed
with a graphite monochromator. Data were collected every 0.5 s.

3. Results and Discussion

3.1. Interaction of Biological Macromolecules (Promo-
tion or Inhibition) on the Crystal Growth Process of Hy-
droxyapatite in Agarose Hydrogels. From the analysis of the
crystal growth process, Figure 1 shows that all crystals of HAP
were obtained in the second layer of the gel by counter diffusion
of calcium and phosphate ions. The explanation is that calcium
ions are smaller and diffuse more easily. These crystals showed
a dendrite-like shape and were initially formed in the interface
of the two gel layers. When the crystal growth process of HAP
is happening (look to the right on each image), the number of
crystals is reduced because at the interface the supersaturation
settles first and is higher than elsewhere. Figure 1A shows the
crystallization of HAP in the absence of any protein (control
experiment). In the presence of HSA, HAP crystals grew with
a similar morphology as in the control experiment, indicating a
null effect on the morphology of crystals (Figure 1B). However,
when the experiments were carried out in the presence of OPN
(Figure 1C), CSB (Figure 1D), and CSC (Figure 1E), no crystals
were formed. Each of these biological macromolecules inhibits
the crystal growth of HAP.

The crystals obtained in the control experiment were char-
acterized by X-ray powder diffraction. All showed the typical
pattern of characteristic peaks for HAP (Figure 2A), as well as
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Figure 2. Powder X-ray diffractograms of HAP crystals grown in agarose gels, without biological macromolecules. (A) Typical diffractogram of
HAP. (B) Diffractogram showing the characteristic profile of octacalcium phosphate and brushite, precursors of the HAP.

octacalcium phosphate and brushite, which are the common
precursors of hydroxyapatite (Figure 2B).

3.2. Interaction of Biological Macromolecules (Promo-
tion or Inhibition) on the Crystal Growth Process of Hy-
droxyapatite in Silica Hydrogels. In the silica hydrogel as well
as in the agarose hydrogel system, the formation of the HAP
crystals took place in the second layer of the cassette. Interestingly,
the crystals in silica hydrogels were bigger than those grown in
agarose (Figure 3A). The reason why these crystals of HAP are
bigger in silica hydrogels than in agarose is that silica hydrogel
has a smaller viscosity. Recently, it has been shown that glasses
of the type Na,O-CaO-SiO; are materials that favor the formation
of HAP crystals. This is because this material interchanges Na*
and Ca”* ions with protons in the surrounding fluid, which gives
rise to Si-OH groups that induce the nucleation of HAP.*> Na*
and Ca** also accelerate the nucleation of HAP by increasing the
ionic activity of the product.*® Taking advantage of these features
of the silicate matrix, in the diffusive precipitation system used in

this work, we have obtained pure hydroxyapatite by diffusion of
Ca”" ions through a silica gel tritrated with phosphoric acid at high
pH values.

Silica hydrogels show that when HSA was added to the
system, no inhibition of the formation of HAP crystals is
observed. It is possible to observe the presence of a greater
number of crystals in comparison with the control, which
suggests that HSA could be acting as a precursor in the
formation of HAP crystals (Figure 3B). In the particular case
of OPN, the inhibition of the formation of HAP crystals was
remarkable since a considerable reduction in the size and number
of crystals was observed (Figure 3C). On the contrary, with
CSB there was less inhibition in the crystal growth than that
observed with OPN (Figure 3D). In the case of CSC, there was
no crystal growth inhibition (Figure 3E).

The effect of OPN in both systems, agarose and silica
hydrogels, was evident on the inhibition of the HAP crystal
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Figure 3. Synthesis of HAP crystal in silica hydrogels. The first phase contained 1 M CaCl,; the second phase silica hydrogel contained phosphate
ions. (A) Positive control for HAP crystals with no addition of biological macromolecules. (B) Silica hydrogel added with 10 uM HSA. (C) Silica
hydrogel, added with 10 uM OPN. (D) Silica hydrogel added with 10 uM CSB. (E) Silica hydrogel added with 10 «M CSC. Note the remarkable
inhibition of HAP crystals formation by OPN added to the system (C). The magnification is the same in all micrographs.

growth. The inhibition of HAP crystal growth by OPN is
explained in terms of a phosphorylation process, since OPN
phosphate groups are absorbed on the surface of HAP replacing
the orthophosphate ions causing a stereochemical effect on the
HAP crystal lattice.®® Recent studies have demonstrated that
differences in the phosphorylation of OPN cause inhibition and/
or nucleation of HAP crystals.37 Thus, the importance of these
changes in OPN phosphorylation is implied in the regulation
of biomineralization processes.

Glycosaminoglycans, CSB and CSC added to the agarose
hydrogels showed a considerable inhibition of HAP crystal
formation, maybe because their highly charged structure pre-
sented a strong chemical union with calcium and phosphate ions.
The chemical interaction of HAP with CSB and CSC as well
as with the solvent changes the hydrodynamic properties of the
solution.*®

In silica hydrogels CSB did not show the same effect on the
inhibition compared to the effect observed with OPN. Surpris-
ingly, CSC produced the opposite effect on the crystal growth
of HAP. This promoter effect is probably due to the decrease
of gel viscosity and therefore the increase of the diffusion
process in the gel matrix.

It has been also reported that chondroitin sulfates act to
promote the formation of HAP crystals in collagen gels under
physiological conditions.*® This observation could explain why
CSB and CSC promote the HAP crystallization in silica
hydrogels but not in agarose hydrogels.

4. Conclusion

By using this experimental setup, the gel method has been
demonstrated to be a plausible tool to promote the generation
of HAP crystals in well-controlled conditions. According to
these results, it can be possible to explain that a better quality
of crystals is obtained in silica hydrogels, and the effect of
proteins depends on the gel matrix. This study demonstrates
that OPN inhibits the formation of HAP crystals in agarose as
well as in silica hydrogels. On the other hand, CSB, CSC, and
HSA promotes HAP crystallization in silica hydrogels. Our next
step will be focused on crystallizing these proteins and gly-
cosaminoglycans and solving their 3D structure via X-ray
diffraction. The soaking procedure (diffusion through the
structure of protein crystals) of calcium and phosphate ions will
permit us to determine the binding sites where these inorganic—
protein interactions are taking place.
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ABSTRACT

Osteopontin (OPN) is a highly phosphorylated sialoprotein and a prominent component of
mineralised extracellular matrices of bones and teeth. OPN is characterized by the presence
of a polyaspartic acid sequence, several phosphorylation sites (Ser/Thr) that mediate
hydroxyapatite binding and a highly conserved arginine-glycine-aspartate motif (RGD) that
mediates cell attachment/signalling. Although from a structural point of view OPN is
starting to be elucidated, the role of OPN overexpression in tissues away from bones and
teeth is still poorly understood. In this study, employing an animal model of
hypercholesterolemic rabbits, we analysed the overexpression of OPN at the neointima of
atherosclerotic plaques and its relationship with the process of vascular calcification. Using
immunohistochemical and Western blot analysis, the overexpression of OPN was detected
in aortas of rabbits feed a high cholesterol diet. The ultrastructural analysis of the neointima
of these rabbits through transmission electron microscopy and the detection of calcium
phosphate precipitates employing histochemical specific techniques suggest that OPN may
be functionally important as a regulator of vascular calcification. This seems to be
particularly interesting when OPN is dramatically overexpressed by smooth muscle cells in
the presence of reactive oxygen species at the neointima of atherosclerotic plaques. As
already reported by us using in vitro experimentation, this study provides evidence that
OPN inhibits the nucleation of hydroxyapatite crystals in vivo and plays an important role

regulating the development of vascular calcification during oxidative stress.
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ascular calcification (VC) is defined as an inappropriate deposition of calcium
phosphate in cardiovascular structures, such as blood vessels and valves. VC is
commonly observed in atherosclerosis and diabetes, and it is considered to be a major
problem in patients with chronic kidney disease [London et al., 2003; Wayhs et al., 2002].
The extracellular matrix (ECM) regulates many physiological and pathological
processes [Adams and Watt, 1993] and in the physiological process of bone development,
specific ECM components are produced to create a unique microenvironment that allows
the precipitation of calcium and phosphate ions as hydroxyapatite mineral [Daniels and
Solursh, 1991]. Similarly, in the pathological condition of atherosclerosis, characteristic
ECM changes accompany the development of atheroma plaques [Canfield et al., 2002;
Rekhter, 1999]. Since VC is widespread in advanced atherosclerosis and shares many
histological features with bone development [Watson et al., 1998], this and other
observations [Mohler et al., 2001] led us to hypothesize that the development of arterial
calcification may be regulated in a similar manner to that found during the formation of
bone. This hypothesis is supported by findings of Fitzpatrick and co-workers in the aged rat
heart, where endochondral calcification carried out by chondrocytes takes place associated
to types Il, X, and pro-1 collagen, common proteins in bone formation [Fitzpatrick et al.,
2003].
Several in vitro studies have shown that smooth muscle cells (SMC) deficient in
OPN present an enhanced susceptibility to calcification [Giachelli et al., 1993; Speer et al.,
2005]. When present in agarose and silica hydrogels, we have demonstrated that OPN
inhibits the crystal growth of hydroxyapatite (HAP) in vitro [Jimenez-Corona et al., 2008],
in contrast to fibronectin and Type | collagen that promote calcification [Watson et al.,

1998]. Binding of OPN to integrin receptors through the highly conserved RGD motif has

John Wiley & Sons, Inc.
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been shown to promote cell adhesion, chemotaxis, and signal transduction in a variety of
cell types [Liaw et al., 1994]. This combination of ECM effects and intercellular signalling
suggest that OPN may also play an important role in tissue repair. Moreover, histological
studies have demonstrated a close association of lipids with the phenomenon of
calcification in atherosclerotic lesions. In this sense, Towler and co-workers reported that
hyperlipidemia in low density lipoprotein (LDL)-receptor knockout mice fed a high-fat diet
was associated with active induction of vascular calcification [Towler et al., 1998]. Since
these experimental animals present a high concentration of modified LDL particles in
circulation, a range of receptors collectively named scavenger receptors proposed to bind
and internalize excess lipid are up regulated and associated to the initiation of an oxidative
stress process [Aguilar-Gaytan and Mas-Oliva, 2003; Manzano-Leon et al., 2006].

These receptors are able to bind chemically oxidised LDL (oxLDL), methylated
bovine serum albumin (M-BSA), Taenia solium paramyosin [Guaderrama-Diaz et al.,
2005], lyinosinic acid, polyguanosinic acid, polysaccharides such as dextran sulfate,
fucoidin, lipoteichoic acid (LTA), lipopolysaccharide (LPS), advanced glycosylation end-
products (AGE) and amyloid-B peptide (AB), as well as a diverse variety of lipid and
lipoprotein-based ligands [de Winther et al., 2000; Manzano-Leon et al., 2006; Paresce et
al., 1996]. Mietus-Snyder and co-workers., reported that chemically oxidised LDL’S
increase SMC SR-A activity [Mietus-Snyder et al., 2000] induces up-regulation of SR-A
MRNA levels and increases 30-fold the uptake of modified lipoproteins by SMC. SR-A
gene expression mediated by cell-modified LDL resulted from increased levels in redox-
sensitive transcription factors such as AP-1/c-Jun, C/EBPb and JNK activity [Mietus-

Snyder et al., 2000]. These transcription factors are important for SMC SR-A up-regulation
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by phorbol esters and reactive oxygen species (ROS) [Mietus-Snyder et al., 1998]. The SR-
B type recognises diverse ligands including collagen, fatty acids, anionic phospholipids,
thrombospondin, apoptotic cells, native LDL, oxLDL, HDL and very low density
lipoproteins (VLDL) [Calvo et al., 1998; Rigotti et al., 1995]. The SR-E type has currently
been associated to a lectin-like oxidised LDL receptor (LOX-1). LOX-1 was originally
identified as an endothelial-specific scavenger receptor; however, it can be detected in
macrophages, SMC and platelets [Chen et al., 2002]. Aoyama and co-workers, reported that
LOX-1 mediates the action of oxLDL up-regulating the expression of LOX-1, indicating
the existence of a positive feedback loop between the uptake of oxLDL, and the expression
of LOX-1 in endothelial cells [Aoyama et al., 1999].

Together with the modulation of several proteins directly related to an oxidative
stress condition, based on our results we propose OPN as a key component of vascular
smooth muscle and endothelial cells associated to an up regulatory process mediated by
oxidative stress. Through this process, overexpression of OPN in the atherosclerotic lesion
can be strikingly associated to the inhibition of the formation of calcium deposits in the
tissue. These data implicate OPN as a potentially important up-regulated mediator design to
protect against the dystrophic calcification of the arterial neointima, in contrast with

collagen and elastin that could be considered as inductors of mineral nucleation.

EXPERIMENTAL ANIMALS
Male New Zealand white rabbits (£ 1.5 kg) were placed in individuals stainless steel cages,
in a room with controlled environmental conditions (temperature 18-22°C, humidity 40-

50% and a 12 to 12 h artificial light/dark cycles). All animals were housed for
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acclimatization in the laboratory for 10 days before initiation of the study. All
experimentation reported with animals followed recommendation from the declaration of
Helsinki and the guiding principles in the care and use of animals.

Animal feeding was carried-out using a well-balanced commercial feed (Harlan 2031)
composed of 14.4% total protein, 2.7% lipid, 21.10% cellulose, 43.20% carbohydrates,
8.40% ash, 1.14% calcium and 0.58% phosphorus. Cholesterol added feed was prepared
using the Kritchevsky method [Kritchevsky et al., 1962] by mixing 2% cholesterol (Sigma
C-8503) and 10% corn oil with regular feed. The administration of this diet was carried out
for a period of at least three months, providing water and feed ad libitum. Euthanasia was
practiced with an intravenous injection of sodium pentobarbital (70 mg/kg of weight).
Through a median longitudinal incision, the thoracic and peritoneal cavities of the
experimental animals were exposed and the complete aorta was dissected from the aortic
valve down to the aortic bifurcation. Adipose and connective tissues were removed from
the external surface of the aorta. Immediately, a longitudinal cut of the aorta is performed
and scraping of the endothelium carried out. This tissue was weighted and homogenized in
ice-cold lysis buffer (1:20 w/v) containing 50 mM Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 1% Triton X-
100, 0.25% sodium deoxycholate, 1 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM PMSF,
0.5 mM sodium orthovanadate, 1 mM benzamidine and 1 mM EDTA, at pH 8.0. An aliquot
of each homogenate was used to determine protein concentration using the bicinchoninic

acid method (PIERCE).

WESTERN BLOT ANALYSIS
Proteins contained in the homogenates of the control and treated rabbits were characterized

using 12% SDS polyacrylamide gels under reducing conditions. After electrophoresis, gels
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were transferred into PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories) at 20 volts during 90 min.
PVDF membranes were blocked with 4% bovine serum albumin (BSA) in a buffer
containing 0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5 (TBST) at room
temperature (RT) for 1 h. Afterwards, membranes were washed twice with TBST and
incubated overnight with the primary mouse antibody anti-OPN developed in goat (Sigma-
07635) using a 1:500 dilution and 4°C. Membranes were washed four times (15 min) using
TBST and incubated with a horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti goat IgG
secondary antibody (1:10000; Santa Cruz Biotechnology, Inc) at RT for 1 h. After washing
eight times (15 min) with TBST, membranes were developed by enhanced
chemiluminescence using a Super Signal kit according to manufacturer’s instructions
(PIERCE). Recombinant mouse OPN (Sigma-02260) was used in all experiments as a

positive control.

IMMUNOHISTOCHEMICAL PROCEDURES

Aorta of control and experimental rabbits were collected at necropsy employing 1 cm long
fragments and fixed with 10% buffered neutral formalin during 24 h before being processed
for paraffin embedding and sectioning. Tissue sections of aortas of 6-8 um thickness were
obtained, mounted on poly-L-lysine-coated slides and stained with hematoxylin and eosin.
The Von Kossa method (for bone and mineral salts of calcium as phosphates, carbonates,
and oxalates) and the Alizarin red S procedure (for calcium salts) were also employed
according to protocols from the Armed Forces Institute of Pathology [Allen, 1992;
Johnson, 1992].

Aorta sections prepared for immunohistochemistry were mounted on positive-charged

slides (Shandon Inc.), dewaxed with xylene, rehydrated with PBS and then transferred to
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plastic Coplin jars containing 0.1 M citrate buffer (pH 6.0) for antigen retrieval as described
by Shi et al [Shi et al., 1993]. In brief, slides were heated within the Coplin jar in a pressure
cooker for 20 min at the highest temperature of a hot plate (200°C, approximately) and 10
more minutes at an intermediate temperature (100°C, approximately). Afterwards, slides
remained in the Coplin jar for 15 min at RT and transferred to 0.15 M PBS (pH 7.2) until
required.

After antigen retrieval, endogenous peroxidase was inhibited by incubation with 3%
peroxide hydrogen diluted in methanol during 30 min at RT. Slides were then incubated
during 1 h at RT in PBS-2% BSA-0.01% Triton X-100 solution to reduce non-specific
background staining. This procedure was followed by overnight incubation at 4°C with
specific anti-OPN (mouse monoclonal antibody IgG) diluted 1:100 in PBS-0.1% BSA.
After three washes in PBS, slides were incubated in biotinylated—anti-mouse secondary
antibody for 1 h at RT. The avidin-biotin-HRP complex was used and the reaction
developed with 3’3’diaminobenzidine according to supplier’s instructions (all reagents
from Santa Cruz Biotechnology, Inc). Negative controls consisted of tissue sections

processed as mentioned above but incubated with normal mouse serum.

TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY

Two-mm thickness tissue fragments of aorta specimens, including the three tunics, were
obtained during necropsy and immediately fixed by immersion in 2.5% glutaraldehyde
diluted in a 0.2 M cacodylate buffer (pH 7.4) for 3 h at 4°C. After three washes, 10 min
each, aorta fragments contained in 0.15 M cacodylate buffer (pH 7.4) at 4°C were postfixed
with 1% osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer (pH 7.4) for 2 h at 4°C, dehydrated

in gradually increasing concentrations of ethanol and transferred to absolute toluene (two
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changes 10 min each). Infiltration was done with Araldite 6005-toluene solution (1:1)
during 24 h at RT and then in pure Araldite 6005 (two changes at 60°C) for 2 h. Specimens
were embedded in pure Araldite 6005 at 60°C for 36 h. Ultrathin sections obtained with a
diamond knife and contrasted with uranyl acetate and lead citrate were examined with a

Zeiss EM-109 electron microscope.

PREPARATION OF LIPOPROTEINS

The LDL fraction (density: 1.019-1.063g/mL) was isolated by sequential
ultracentrifugation from human plasma. LDL was oxidatively modified by exposure to 7.5
uM CuSOy in phosphate-buffered saline (PBS) without calcium and magnesium for about
20 h at 37°C as previously described [Sawamura et al., 1997]. Labelling of LDL with 1,1"-
dioctadecyl-3,3,3 3 -tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil) (Molecular Probes,
Eugene, OR) was performed as previously described, and further acetylated (Ac) or
oxidised as described [Dejager et al., 1993; Pitas et al., 1981]. LDL were also oxidised in
vitro with 10 uM CuSOQOq for 6 h at 37°C and oxidation stopped by adding EDTA. oxLDL

were dialysed against 150 mM NaCl containing 100 uM EDTA and stored at 4°C.

CELL CULTURE

The T/G HA-VSMC human cell line obtained through ATCC (CRL-1999) was developed
from the aorta of a healthy female. VSMC were maintained in F12K media containing 0.05
mg/mL ascorbic acid; 0.01 mg/mL insulin; 0.01 mg/mL transferrin; 10 ng/mL sodium
selenite; 0.03 mg/mL Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS); fetal bovine serum to a
final concentration of 10%, HEPES to a final concentration of 10 mM, TES to a final

concentration of 10 mM, 100 U/mL penicillin, 100 U/mL streptomycin and 0.01%
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amphotericin B. Cells were incubated in a humidified environment at 37°C in an

atmosphere of 95% air and 5% CO..

INTERNALIZATION ASSAYSAND OXIDATIVE STRESSMEASUREMENTS

T/G HA-VSMC was grown for 2—3 weeks prior to the experiment controlling density up to
10,000 cells/cm?. Lipoprotein internalization and oxidative stress assays were performed by
adding 2.5pug/mL ox/acLDL 10 uM 6-carboxy-H,DCFA for 5 h at 37°C and 5% CO; in
serum and supplements-free medium [Aguilar-Gaytan and Mas-Oliva, 2003; Innerarity et
al., 1986]. Cells were studied employing a confocal microscope (Olympus FluoView 1000).
A excitation for 6-carboxy-H,DCFA (488nm) and Dil (543nm). A emission 519nm and

569nm respectively.

IMMUNOBLOTS

Cells were treated during 5 h with 2.5 pg/mL of oxLDL and acLDL in serum-free media.
After internalization assays, cells were washed twice with PBS and lysed for 45 min at 4°C
in lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.5% NP40, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0.2 mM sodium orthovanadate, 10 mM benzamidine, 10 pg/mL
leupeptin, 10 ug/mL aprotinin, and 250 uM PMSF). Lysed cells were centrifuged at 1500¢g
for 10 min at 4°C and the supernatant recovered. Protein concentration was determined
using the Micro-BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL) and samples (30 ug/lane) from
the total protein fraction were analyzed by SDS-PAGE on 10% gels and further transferred
to PVDF membrane (Bio-Rad, Hercules, CA). Membranes were blocked 1 hr at 37°C with
a blocking buffer containing 0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl and 0.5% Tween-20, pH 7.6

(TBST) with 5% BSA. Afterwards, membranes were incubated overnight with the primary
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mouse antibody anti-OPN developed in the goat (Sigma-07635) using a 1:2500 dilution at
4°C. Membranes were washed four times (15 min) using blocking buffer and incubated
with HRP-conjugated anti-goat 1gG secondary antibody (1:10000; Santa Cruz
Biotechnology, Inc) at RT for 1 h. After washing eight times (15 min) with TBST,
membranes were subjected to treatment with an ECL Plus kit according to the supplier’s
instructions in order to develop chemiluminescence. Recombinant mouse OPN (Sigma-
02260) was used in all experiments as positive control. The same membranes were naked
and blocked overnight at RT with a solution containing 5% fat-free milk and 1% Tween 20
in Tris-buffered saline (TBS), pH 7.6. The following antibodies each diluted 1:500 were
used: monoclonal anti-f actin and secondary antibody consisted of a HRP-conjugate goat
anti-mouse 1gG. Secondary antibody was use employing 1:5000 dilution and was incubated
for 1 h at 37 °C in blocking buffer. Membranes were washed with 1% TBS-Tween, and

HRP activity detected using the ECL Plus kit according to supplier’s instructions.

DETECTION OF OPN IN THE ATHEROSCLEROTIC PLAQUE

OPN is the major phosphoprotein secreted by osteoblasts [Giachelli et al., 1993] and
synthesized at high levels in a number of transformed cells [Senger et al., 1983]. Due to its
postransductional modifications as well as its general acidic nature, OPN presents
anomalous migration patterns on SDS-PAGE gels. Moreover, the apparent molecular
weight of OPN varies from 31 to 65 kDa depending on the tissue from which the protein
has been extracted, and also by the conditions employed for its detection [Rittling and
Feng, 1998]. In the case of recombinant OPN (Sigma-02260), the protein migrates as a

double band at 65 kDa and 31 kDa in SDS-PAGE under reducing conditions [Miyazaki et
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al., 1990]. Under the experimental conditions used in this study, the endothelial tissue
recovered from normal aortas obtained from control animals do not show the presence of
OPN, whereas tissues obtained from animals subjected to the hypercholesterolemic

treatment show an important reaction for this protein (65 kDa) (Fig. 1).

HISTOPATHOLOGY

After three months of treatment, all animals on the cholesterol-supplemented diet
developed atherosclerosis with its characteristic pattern and histopathological features.
Thoracic and abdominal aortas showed a thickening of the intima up to 50% of the normal
perimeter of the lumen. The subendothelial layer of the neointima was composed of
spindle-shaped cells, probably corresponding to SMC and/or fibroblasts, and aggregated
foam cells, all embedded in connective tissue (Fig. 2a). These features were also observed
in slender atheromatous lesions inside the subendothelial layer of the aortas with apparently
a normal structure for the tunica intima. Disruption of the innermost elastic lamina was
observed at sites where atherosclerotic lesions had a well-developed neointima and
conserved at moderate atheromatous lesions.

Clusters of basophilic granules were identified in close proximity to the tunica
media, near to the disrupted innermost elastic lamina. Similar single granules were also
observed dispersed in the neointima (Fig. 2a), surrounded by foam cells and stellated cells
showing a vacuolated cytoplasm. Many basophilic granules showed a target-like structure

with a rather light and eosinophylic center (Fig. 2d).

CALCIUM STAINING
Tissue sections from atherosclerotic thoracic and abdominal aortas stained with the VVon

Kossa method showed black granules visualized as isolated dots or forming clusters along
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and near the internal elastic lamina, but also observed at the neointima (Fig. 2b,e). The
diameter of smaller granules of metallic silver, which correspond to deposits of calcium
salts, corresponded from 1 to 2 um, whereas the bigger granules corresponded to 10 um
approximately. Very few had a larger size close to 30 pum and most of Von Kossa-positive
granules showed a target—like structure appearance close to the basophilic granules stained
with H&E staining (Fig. 2e) both located in similar places at the neointima.

Specimens stained with Alizarin red S were shown to be similar to the ones
described above with the difference that the Alizarin Red S-calcium complex formed in a

chelation process gives rise to orange-colored granules (Fig. 2c,f).

OPN IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Immunohistochemical analysis of OPN expression in the aorta from rabbits subjected to
cholesterol-supplemented diets showed that the neointima of atherosclerotic plaques was
strongly stained. Immunoreaction shown at the tunica media and in scattered cells of the
tunica adventitia is less apparent (Fig, 3). Neointima OPN staining was localized mainly at
the cytoplasm of three cell types: endothelial cells, macrophages-derived or rounded foam
cells, and fusiform cells similar to SMC and fibroblasts. The most extensive extracellular
staining, in addition to OPN-positive cells, was observed surrounding spherical structures
morphologically compatible to basophilic granules that were also shown to be positive for
the Von Kossa and Alizarin red stains (Fig. 2g). Aortas from control animals showed a faint

level of OPN expression mostly located in endothelial cells and SMC of the tunica media.

ULTRASTRUCTURAL ANALYSISOF ATHEROSCLEROTIC AORTAS
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In comparison to normal aortas, when atherosclerotic aortas were analysed by electron
microscopy, we found the presence of target-like extracellular structures with concentric
electrondense and electronlucent rings located at the boundary between the neointima and
the tunica media (Fig. 4a-c). This finding is consistent with experiments reported elsewhere
where these structures are associated to vascular calcification [Senger et al., 1983]. Most of
these structures were observed in close apposition to collagen fibrils and near to relatively
amorphous material surrounded by microfibrils that correspond to the innermost of the

many elastic layers present in the tunica media of the aortic wall.

OXIDATIVE STRESSINDUCTION

To verify that exposure of VSMC to oxLDL causes oxidative stress, we conducted 5 h
internalization tests of oxLDL labelled with Dil (Dil-oxLDL) and Dil-AcLDL,
simultaneously incubated with 6 Carboxy-H2DCFA, label that gives away fluorescence by
reacting with free radicals including ROS. As shown in Figure 5, internalization of oxLDL
Is carried out at the same time the formation of ROS is being detected showing close co-

localization of both, Ros-related fluorescence and internalized oxLDLs.

DETECTION OF OPN IN T/G HA-VSMC

In order to demonstrate if the observed state of oxidative stress produced by endocytosis of
ox/acLDL causes a modification of OPN synthesis in VSMC, we performed internalization
experiments taking advantage of the ubiquitous expression of scavenger receptors SR-A
and SR-B in this cellular lineage. Using western blot analysis, we demonstrate that VSMC
treated with both oxLDL and acLDL express OPN in contrast to cells grown without
exposure to chemically treated lipoproteins (Fig. 6). Interestingly, the antibody reaction

differences observed between commercial OPN used as a control and OPN expressed by
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our cells in culture as also shown in Figure 1 for protein preparation from control and
cholesterol treated aortas, most probably are related to the degree of protein degradation
associated to the process of apoptosis. As previously reported by us, apoptosis can be
triggered through the internalization of modified lipoproteins in parallel with the presence
of oxidative stress (Manzano-Leon et al., 2006). It remains to be studied the potential

proteolytic enzymes activated in the process.

VC is a common consequence of aging, diabetes, hypercholesterolemia, and chronic renal
diseases. Supporting our previous in vitro results, this study shows OPN to be an important
inducible inhibitor of VC in an adaptative response to hypercholesterolemia. Also, OPN
was expressed in proliferating and migratory vascular cells associated with neointima
formation and directly associated to atherosclerotic lesions, finding that correlates well with
an increased SMC proliferation and production of matrix-metalloproteases [Castellano et
al., 2008; Isoda et al., 2002].

Calcified nodules appear to form first in regions of lipid deposition, particularly
those involved with oxidised lipids [Olsson et al., 1999]. In response to oxidised
cholesterol, transforming growth factor-B;, bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)
[Monhler et al., 1999], and RANKL [Kaden et al., 2004], increase the rate of calcified
nodule formation and the development of osteoblast markers. Since calcification in bone
tissue is known to initiate in small vesicular structures known as “matrix vesicles” where
HAP crystals are detected, it is interesting to note that the same “matrix vesicles” have been

found in atherosclerotic lesions [Hsu et al., 2002]. These observations are supported by our
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present findings showing that OPN is immunodetected in SMC and foam cells in
atherosclerotic lesions associated to calcium deposits.

In vitro and in vivo human VSMC present a phenotypic change often associated
with their ability to acquire characteristics of a diverse range of mesenchymal lineages;
including osteoblastic, chondrocytic and adipocytic cell lines [Tyson et al., 2003]. In vitro,
modified lipoproteins stimulate VSMC calcification and changed the time course of bone-
associated protein gene expression resulting in enhanced osteogenic differentiation
[Parhami et al., 2002; Proudfoot et al., 2002].

Recently, it has been reported that VC may occur through the induction of
osteogenesis and the establishment of an osteochondrogenic phenotype regulated by BMP.
BMP-2 has been shown to promote phosphate uptake and calcification of human VSMC
[Li et al., 2008]. Once the osteogenic phenotype is induced, cells gain a distinctive
molecular fingerprint marked by specific transcription factors, including Msx2. Cheng and
co-workers established that Msx2 promotes osteogenesis and suppresses adipogenic
differentiation of multipotent mesenchymal progenitors on a hyperlipidemic and diabetic
mice model for VC, and provided evidence that myofibroblasts can be diverted to an
osteogenic lineage through BMP2-Msx2 signalling that can contribute to VC [Cheng et al.,
2003]. OPN has been shown to be over-expressed after cardiac damage carried out by
mechanical traumas or oxidation agents and proposed to be important in the reduction of
inflammation and tissue remodelling [Kossmehl et al., 2005; Okamoto, 2007]. Therefore,
OPN has been suggested to regulate the process of tissue inflammation and tissue repair
and in particular responses associated to the presence of T cells, macrophages and
fibroblasts. This is supported by the fact that OPN expression during the process of

dystrophic calcification correlates well with tissue infiltration of T cells and macrophages
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[Giachelli et al., 1998]. Thus, depending on particular cellular conditions, OPN might
influence pro or anti-inflammatory effects during in vitro experimentation. For instance,
increasing or lowering the levels of 1L-12 or IL-10 respectively [Ashkar et al., 2000].

Since inflammation has been directly correlated to a state of oxidative stress, our
experiments suggest that an increased level of ROS inside the cell might be modulating
OPN gene expression. Several studies have suggested that ROS can be considered as
secondary messengers in the transduction of signals dependent on ligands carried out
through phosphorylation of tyrosines, calcium signalling as well as gene expression of
specific proteins [Doan et al., 1994; Finkel, 1998; Mietus-Snyder et al., 2000; Suzuki and
Ford, 1992]. In the case of oxLDL, it has been shown that a calcium signalling cascade is
stimulated and therefore the concentration of free calcium raised in the cytoplasm of cells.
Since specific blockage of calcium channels in the plasma membrane of cells as well as the
use of calcium ionophore such A23187, inhibits and potentates the expression of SR-A
respectively, it has been proposed that the expression is dependent on cytoplasmic calcium
concentration [Mietus-Snyder et al., 2000].

An increased expression of SR-A in VSMC under conditions that predisposes a
state of oxidative stress, correlate well with activation of the transcription factor AP1/c-Jun
[Mietus-Snyder et al., 1998; Mietus-Snyder et al., 2000]. Phosphorylated AP-1 binds to
specific sites in the promoter of TGF-B, laminin, collagen 1, angiotensin Il and OPN, all
related to proliferation, cellular differentiation and response to ROS [Wang and Denhardt,
2008]. oxLDL not only act in the transformation of macrophages into foam cells but also
induce the aberrant production of cytokines important in the development of
atherosclerosis. Among the pro-inflammatory cytokines expressed, investigators have

found interleukin 1 B (IL-1) and tumor necrosis factor (TNF-a), both induced by several
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ligands of SR-A [Hsu et al., 2001]. Moreover, activity of SR-A in VSMC can be modulated
by phorbol esters and the combination of H,O, and vanadate [Mietus-Snyder et al., 1997].
In this respect in our laboratory studying CHO (Chinese Hamster Ovary) and RAW (Mouse
leukemic monocyte macrophages) cells, we have found that an induced state of oxidative
stress directly affects posttranslational events of SR-A without any alterations in the
transcriptional processing of the receptor. Recently, Partridge and co-workers, employing
an extensive computational approach identified sets of genes whose transcriptional states
were predictive of OPN gene expression [Partridge et al., 2008]. From these genes several
were found to be associated to redox regulated transcription [Mietus-Snyder et al., 2000;
Partridge et al., 2008].

Our findings show OPN overexpression to be associated to the presence of oxLDL
and acLDL in the extracellular space, which in turn trigger a state of oxidative stress and
possibly the initiation of an apoptotic event. Therefore, we propose OPN as a key molecule
associated to oxidative stress and suggest that ROS promote overexpression of OPN in the
atherosclerotic plaque strikingly associated with the activation of scavenger receptors and
inhibition of calcified deposits. These data implicate OPN as a potentially important up-
regulated mediator design to protect against the dystrophic calcification of the arterial
neointima, in contrast with collagen and elastin that could be considered as inductors of

mineral nucleation.
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40 Fig. 1. OPN identification by Western blot analysis. Protein preparation from a control aorta (A);
41 control recombinant OPN (B); aorta obtained from animals feed with a high cholesterol diet (C).
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Fig. 2. Atherosclerotic lesions of aortas from rabbits treated with hypercholesterolemic diets. The
neointima showed the characteristic features of an atheroma plaque with the presence of basophilic
granules (a, d; arrows), also which were stained by the Von Kossa method (b, e) at the boundary
between the neointima and the tunica media (b, arrowheads). Alternative calcium staining with
Alizarin red S confirmed that these target -like structures (c, f) surrounded by foam cells (f, FC)
could be associated to calcium mineralization. Immunehistochemical staining demonstrated a close
association between extracellular (g, arrows) and cellular (g, foam cells marked with arrowheads)

OPN and the presence of calcium deposits. Bars: a-c 250 pm; d-g 50 um.
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35 Fig. 3. Immunohistochemistry to osteopontin in the thoracic (a, c) and abdominal (b, d) aorta from
36 experimental atherosclerotic rabbits. Aortas show atheroma plaques in both thoracic and abdominal
37 regions and the overexpression of OPN located at the neointima (c, d). Note that SMC of the tunica
38 media also express OPN weakly (d). Bars: a-c 250 um; d 100um.
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Fig. 4. Transmission electron micrographs of neointima at the boundary with the tunica media of
atherosclerotic rabbit aortas. Note the presence of target-like extracellular structures (arrows) in
apposition with collagen fibrils (arrowheads), near to amorphous material surrounded by microfibrils
associated to elastic lamellas. Samples taken from thoracic (a, b) and abdominal aorta (c).
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19 Fig. 5. Internalization of oxLDL and generation of ROS in vascular smooth muscle cells. T/G HA-

20 VSMC incubated during culture with DiI-oxLDL (to follow lipoprotein internalization), and 6-carboxy-

21 H2DCFA (oxidative stress marker). Phase contrast image showing T/G HA-VSMC (a). OxLDL

22 internalization (b). Oxidative stress marker associated to ROS generation (c). A excitation for 6-

carboxy-H2DCFA (448nm) and Dil (543nm). A emission 519nm and 569nm respectively. Bar 30
pm.

24 169x51mm (600 x 600 DPI)
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Fig. 6. OPN identification by Western blot analysis; control recombinant OPN (lane 1); VSMC
cultured in the absence of chemically modified lipoproteins (control) (lane 2); after internalization of
ox-LDL and acLDL (lanes 3-4 respectively). Immunoblots developed for osteopontin (a) and B-actin

as loading control (b).
84x65mm (300 x 300 DPI)
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