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I. RESUMEN 

En condiciones normales las sales de calcio solo precipitan en los tejidos mineralizados 

como huesos o dientes, mientras que, en condiciones patológicas se presenta una 

calcificación ectópica en diferentes tejidos normalmente no mineralizados como corazón, 

válvulas cardiacas, arterias y riñones, trayendo como consecuencia trastornos clínicos 

severos. Por lo tanto, la biomineralización vascular es considerada como un proceso 

degenerativo, que implica la acumulación de fosfato de calcio en la túnica intima de la 

aorta. En este trabajo de tesis doctoral se determinaron las condiciones de síntesis de los 

cristales de hidroxiapatita (fosfato de calcio) en geles de agarosa y sílice y el efecto de la 

inhibición de la osteopontina, sobre la formación de estos cristales (In vitro). Aunado a 

estos estudios, se empleo un modelo animal en conejos (Nueva Zelanda)  

hipercolesterolémicos, con el objeto de aislar e identificar a la osteopontina, ya que fue la 

principal proteína que inhibe el proceso de nucleación de los cristales de hidroxiapatita en 

geles de agarosa y sílice. Los resultados del estudio In vivo, nos permitieron observar la 

interacción biomineral-biomolécula durante el desarrollo de la placa de ateroma y como 

consecuencia a este proceso crónico patológico, el desarrollo de la biomineralización 

vascular. Asimismo, se presenta un estudio sistemático del tipo de lesión en la aorta por 

diferentes técnicas como: Microscopía electrónica de transmisión, Microscopía electrónica 

de barrido, tinciones histoquímicas específicas para detectar sales de calcio y 

particularmente la inmunolocalización de la osteopontina, por medio de 

inmunohistoquímica y observar los niveles de sobreexpresión de osteopontina por western 

blot. De forma paralela, se observó la sobreexpresión de esta proteína localizada en los 
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centros de nucleación de la hidroxiapatita, particularmente en la neointima de la placa 

aterosclerótica. Aunado a los estudios anteriores, se desarrolló un estudio In vitro de 

internalización de lipoproteínas oxidadas y acetiladas en células de músculo liso vascular 

de humano, donde se observó por medio de Microscopia confocal y Western blot que estas 

células sobre-expresan a la osteopontina en un ambiente de estrés oxidativo. 

 

ABSTRACT 

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. However, vascular biomineralization is considered a 

degenerative process, which involves the accumulation of calcium phosphate in the tunica 

intima of aorta. In this study we determined crystal growth of hydroxyapatite in agarose, 

silica hydrogels, and the inhibitory effect of osteopontin, chondroitin sulfate B and C on the 

formation of these hydroxyapatite crystals. In addition to these studies in vitro, we used an 

animal model of hypercholesterolemic rabbits (New Zealand), to isolate and to identify 

osteopontin as the main protein involved in this inhibitory process of hydroxyapatite In 

vitro. The In vivo involved in results allowed to observe the bioestructural interaction 

during development of the atherosclerotic plaque, and consequently the chronic and 

pathological process, is related to vascular biomirelalization. It was performed a systematic 

study of lesion type in the aorta followed by different techniques, such as transmission 

electron microscopy, scanning electron microscopy, histochemistry and 

immunolocalization of osteopontin. In particular, by immunohistochemistry, and western 
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blot, the over-expression of this protein, the nucleation were observed of hydroxyapatite 

centers, in the neointima of atherosclerotic plaque. Finally, in order to prove our hypothesis 

that osteopontin is overexpressed in vascular smooth muscle cells, as well as in endothelial 

cells in an environment of oxidative stress conditions, inhibiting the nucleation of 

hydroxyapatite during the development of vascular calcification in atheroma plaque. We 

developed an In vitro internalization and visualization of oxidized lipoproteins in vascular 

smooth muscle cells from human, by means of confocal microscopy and western blot that 

showed how these cells to over-express osteopontin and participate in an oxidative stress 

conditions. 
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II. ABREVIATURAS: 

(Por sus siglas en inglés) 

ATCC: Colección de cultivos de tipo americano 

BASMC: Células de músculo liso de aorta de bovino 

BMP: Proteína morfogenética ósea 

BMPs: Proteínas morfogenéticas óseas 

BMP2: Proteína morfogenética ósea tipo-2  

BMP4: Proteína morfogenética ósea tipo-4 

BV: Biomineralización vascular 

CAD: Enfermedad arterial coronaria 

Cbfa1: Factor de unión central-α1 

CKD: Enfermedad renal crónica 

CSB: Sulfato de condroitina tipo B 

CSC: Sulfato de condroitina tipo C 

CVC: Células vasculares calcificadas 

DiI: 3,3'-dioctadecilindocarbocianina 

DMSO: Sulfóxido de dimetilo 

ECGS: Suplemento de crecimiento celular endotelial 

ECM: Matriz extracelular 

HA-VSMC: Células de músculo liso vascular de aorta de humano 

HAP: Hidroxiapatita 

H&E: Hematoxilina y Eosina 

HEPES: Ácido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetanesulfonico 
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HSA: Albúmina de suero humano 

HSMC: Células músculo liso de humano 

LDL: Lipoproteínas de baja densidad 

LDLac: Lipoproteínas de baja densidad acetiladas 

LDLn: Lipoproteínas de baja densidad nativas 

LDLox: Lipoproteínas de baja densidad oxidadas 

MMP: Metaloproteinasas 

MGP: Proteina GLA de matriz ácido γ- carboxiglutamico 

OPG: Osteoprotegerina 

OPN: Osteopontina 

PPi: Pirofosfato inorgánico 

RGD-región: región de unión Arginina-Glicina-Aspartato 

ROS: Especies de oxigeno reactivo 

TES: Ácido N-[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanesulfonico 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante-β 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral-α 

SMC: Células de músculo liso 

SR-A: Receptor basurero tipo A 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 

VSMC: Células de músculo liso vascular 
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III. INTRODUCCIÓN  

3.1  Antecedentes. 

Muchos de los biominerales conocidos en la naturaleza presentan la propiedad de formarse 

a presión y temperatura ambiente. Por lo cual, este tipo de observaciones inspiraron 

décadas de investigaciones, enfocadas siempre en descubrir algunos de sus ‘’secretos 

estructurales’’; específicamente, el o los mecanismos utilizados por los organismos para 

formarlos. El primer trabajo formal de biomineralización lo llevó a cabo Lowenstam en 

19621, en él se describió la biomineralización de la magnetita en dientes de quitones 

(moluscos). Desde entonces y hasta el momento se han descrito más de 70 tipos diferentes 

de minerales en seres vivos (Weiner & Addadi, 2002)2. Estos biominerales participan en 

una amplia variedad de procesos biológicos ejemplo de estos son los huesos, dientes, 

conchas, cascarones de huevos (Mann 2001)3, o en procesos patológicos como las 

calcificaciones cardiovasculares, los cálculos renales y cálculos biliares (Anderson 1983)4. 

En estudios ultraestructurales y bioquímicos de depósitos de calcio en placas 

ateroscleróticas, demostraron que la composición de estos cristales es principalmente de 

hidroxiapatita (HAP) Ca10(PO4)6(OH)2. [Schimid K et al., 1980]5.  

En 2001, Beshensky y colaboradores (2001) observaron que la presencia de algunas 

macromoléculas biológicas como el complejo glutation-S-transferasa-OPN, la proteína 

Tamm-Horsfall, el sulfato de condroitina “B” , el sulfato de condroitina “C”, la albumina 

de suero humano, el ácido poliaspártico y la osteopontina, inhibían el crecimiento de 

cristales de HAP en cálculos renales6. Debido a lo anterior, en este trabajo nosotros 

estudiamos el efecto de inducción o inhibición que ejerce la OPN en los cristales de HAP, 

desarrollando dos modelos: uno In vitro en geles de sílice y agarosa y otro modelo In vivo 
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desarrollado en conejos hipercolesterolémicos y de esta manera ver cuál es el efecto que 

ejerce la OPN sobre la cristalización de la HAP, en el mecanismo de la biomineralización 

vascular. 

 

3.1.1 Introducción a la biomineralización. 

La biomineralización se define como el estudio de la formación, estructura y propiedades 

de los sólidos inorgánicos depositados en sistemas biológicos (Mann 2001)3. Desde hace 

aproximadamente 3500 millones de años, los organismos han estado usando minerales de 

una forma u otra. La evidencia de esta manera temprana de manipulación mineral está 

preservada en los fósiles estromatolíticos. Los estromatolitos son comunidades de 

organismos procarióticos que indirectamente inducen la formación de minerales para 

envolverse a sí mismos, es decir, se agrupan en colonias formando rocas sedimentarias. 

Desde esa época, los organismos lentamente desarrollaron la habilidad de controlar la 

formación mineral. Hace aproximadamente 540 millones de años, en un periodo de pocos 

millones de años, una multitud de organismos multicelulares empezaron a producir 

estructuras esqueléticas mineralizadas. En este periodo crucial, las bases estructurales de la 

biomineralización se establecieron (Addadi, 1992)7. Hoy en día se conoce un gran número 

de biominerales. Estos se encuentran en organismos unicelulares y multicelulares. La 

mayoría contienen cationes divalentes de metales alcalinotérreos (Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+) 

unidos a aniones como los carbonatos, oxalatos, sulfatos, fosfatos, e hidróxidos/óxidos. 

Menos comunes son los metales como el Mn, Au, Ag, Pt, Cu, Zn, Cd, y Pb que se 

depositan en algunas bacterias, generalmente como sulfitos metálicos (Mann, 1989)8. En la 

biomineralización, las formas cristalinas o amorfas generalmente están asociadas con una 

función biológica específica, por ejemplo: fuerza mecánica (dientes), soporte estructural, 
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para protección de tejidos blandos (esqueleto) y protección contra depredadores (huesos, 

conchas, cascarones de huevos). También se utilizan biominerales para incrementar la 

densidad celular o como sensores magnéticos y de gravedad (Mann, 1989; Chasteen & 

Harrison, 1999; Wilt, 1999)8,9,10. hasta el momento se han descrito dos procesos de 

biomineralización: el primero se conoce como mineralización ‘’inducida 

biológicamente’’, en donde la formación de los biominerales es inducida por los 

organismos, como resultado de la interacción entre los metabolitos biológicos y los iones 

presentes en el medio ambiente. El segundo proceso, se conoce como mineralización 

mediada por ‘’matriz orgánica’’ y consiste en la formación de la fase mineral sobre un 

esqueleto estructural orgánico preformado, conocido como matriz orgánica. Esta matriz 

orgánica se compone principalmente de lípidos, polisacáridos y proteínas (Sarashina & 

Endo, 1998)11. Las matrices orgánicas son producidas como armazones insolubles 

constituidos por macromoléculas principalmente hidrofóbicas (colágeno, quitina, celulosa), 

sobre las cuales se encuentran sujetas macromoléculas hidrofílicas. Éstas últimas pueden 

presentar una superficie de nucleación activa hacia la solución externa (Mann, 2001)3. 

 

3.1.2 Fosfato de calcio en su forma cristalina de hidroxiapatita. 

En la naturaleza se reconoce a las apatitas como el principal grupo de minerales de fosfato 

de calcio. Todos los minerales de este grupo son de tipo hexagonal o monoclínico. De 

manera fisiológica, los huesos y los dientes están hechos de fosfato de calcio en su forma 

mineral de hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2 (HAP) (Fig1), interaccionando con un gran 

número de proteínas. 
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Figura. 1 Cristales de hidroxiapatita crecidos en geles de agarosa. 

 

Por las sustituciones químicas en el cristal las apatitas tienen una gran variedad de especies, 

por lo que se conocen 6 especies de apatitas en la naturaleza. (Brown P. & Constantz B., 

1994)12. 

 

3.1.3 Biomineralización no patológica. 

Se le llama también mineralización biológicamente controlada, puesto que son procesos 

altamente regulados que producen biomateriales como; dientes, huesos, conchas, todos 

estos con funciones biológicas y estructurales específicas. Estos biominerales se distinguen 

por tener propiedades cristalo-químicas específicas de acuerdo a su especie de origen, 

Ejemplo: 

� Tamaño uniforme de partícula 

� Estructura y composición bien definida 

� Niveles con alta organización espacial 

� Morfologías complejas 
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� Agregación y textura controlada 

� Orientación cristalográfica preferencial 

� Alto orden de ensamble bajo jerarquías estructurales 

La biomineralización no patológica se lleva a cabo tanto en organismos unicelulares, pero 

mayormente en organismos multicelulares. 

 

3.1.4 Biomineralización patológica de fosfato de calcio. 

La deposición y cristalización de sales de calcio es un fenómeno natural en los organismos, 

(huesos, dientes, conchas de moluscos, cascarones de huevos de aves). Sin embargo, en 

condiciones anormales y patológicas, las sales de calcio pueden causar devastadoras 

consecuencias, desencadenando varias enfermedades como cálculos renales, cálculos 

biliares, deposición de cristales en las articulaciones, varias formas de mineralización 

ectópica, particularmente, este fenómeno se lleva a cabo en órganos y tejidos que por su 

naturaleza no mineralizan, como la biomineralización vascular, en la falla de catéteres y en 

válvulas prostéticas (Anderson 1983)13. A pesar de todas estas diferencias, existe un gran 

numero de similitudes entre los procesos de cristalización de tipo patológico y de tipo no 

patológico, por ejemplo ambos tipos de cristalización requieren de sobre saturación en el 

sistema y presencia de sustratos que favorezcan la nucleación y la influencia de una gran 

variedad de moduladores (iones positivos y negativos). 

Por lo que en este trabajo de tesis doctoral nos enfocaremos a la biomineralización 

vascular, que tiene gran impacto en la medicina hoy en día a nivel mundial. 
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3.2  Biomineralización vascular. 

La biomineralización vascular (BV) es una consecuencia común del envejecimiento, la 

diabetes, la hipercolesterolemia, la disfunción mecánica de las válvulas cardiacas, y la 

insuficiencia renal crónica (Olson et al., 2000)14. Aunque la BV parece ser una respuesta 

uniforme a la lesión vascular, es un trastorno heterogéneo, con solapamientos a 

mecanismos distintos entre la iniciación y progresión de este proceso patológico. 

La BV se ha observado en la vasculatura de las arterias durante muchas décadas, pero hasta 

hace poco, este fenómeno fue visto simplemente como una consecuencia pasiva del 

envejecimiento. Hoy en día la acumulación de pruebas apunta hacia un proceso 

estrictamente regulado, con una competencia entre los factores inhibidores y los factores 

promotores de la mineralización, pero los mecanismos precisos moleculares y celulares que 

describen la deposición del mineral todavía no están claros. Además, las consecuencias 

clínicas específicas de la biomineralización vascular siguen siendo controvertidas. En los 

últimos años, un gran número de estudios en biología celular y los estudios clínicos han 

aportado importantes conocimientos sobre los mecanismos de la biomineralización 

vascular. Todos estos hallazgos han demostrado que la BV está regulada por un proceso 

mediado por células y no por sólo una precipitación pasiva de fosfato de calcio en la matriz 

extracelular, que es uno de los principales factores que causa el problema. Lo cual sugiere 

que podría ser posible regular la calcificación vascular y tendría un gran impacto en 

pacientes con morbilidad y mortalidad cardiovascular elevada. Una serie de estímulos en 

los pacientes con daño renal como hipercalcemia, hiperfosfatemia y daños vasculares 

causan la liberación de vesículas y lesiones osteo-condrocíticas, que dan paso a la 
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conversión de las células de músculo liso vascular (VSMC) a células osteo-

condroprogenitoras. Los niveles bajos de los factores inhibidores de la biomineralización 

vascular como la proteína GLA de matriz (MGP) y la Fetuina-A, incrementan el riesgo en 

el proceso de biomineralización, ya que se forman con mayor facilidad vesículas de matriz 

y cuerpos apoptóticos que actúan como núcleos para la formación de cristales de HAP. A 

su vez, existe un desbalance en cuanto los reguladores como es el caso de la proteína 

morfogenética ósea-2 (BMP2), Cbfa1 A, vitamina D, pirofosfato, osteopontina (OPN), 

osteoprotegerina (OPG), y la MGP. 

El depósito de calcio en las células muertas y los depósitos de las lipoproteínas de baja 

densidad oxidadas (LDLox), causan procesos de tipo activos endocondral (interviene un 

modelo cartilaginoso que sirve como precursor óseo) e intramembranoso (no interviene 

cartílago como precursor) que contribuyen a la osificación vascular, en respuesta a los 

lípidos oxidados, la inflamación y el daño mecánico, en células de músculo liso 

provenientes de la microvasculatura arterial. Actualmente se sabe que la BV ha 

evolucionado en los últimos 15 años, que resulta de un proceso de desregulación de las 

moléculas inhibidoras y de las precursoras, a pesar de las evidencias la etiología de la BV 

sigue siendo incierta, por lo que en este estudio nos hemos enfocado al estudio del papel 

que juega la OPN como una proteína reguladora, inhibiendo el proceso de 

biomineralización vascular. 
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3.3  Osteopontina 

La osteopontina (OPN) es una fosfoproteína glucosilada de aproximadamente 300 

aminoácidos rica en ácido aspártico y ácido siálico, es N-glucosilada y/o O-glucosilada, 

altamente fosforilada en serinas y treoninas (Christensen et al., 2005)15 (Fig.2). La función 

de esta proteína va a estar regulada por estas modificaciones postraduccionales. En un 

estudio desarrollado por Christensen et al., (2005), demostraron que la hiperfosforilación 

(36 sitios fosforilados) de la OPN en leche de humano promueve la cristalización de 

cristales de HAP de tejido oseo15. Sin embargo, en otro estudio se observó que la OPN en 

orina (uropontina), con 30 sitios de fosforilación es un potente inhibidor de la nucleación y 

crecimiento de cristales de oxalato de calcio (Christensen et al., 2008), por lo tanto la 

función de esta proteína esta regulada por estas modificaciones postraduccionales, y 

dependerá del fluido, del tipo celular, del tejido y la especie de su origen. OPN es una 

proteína sintetizada de 32kDa, pero de acuerdo a sus modificaciones postraduccioneles su 

peso molecular varia de 45 kDa hasta 75 kDa (Kazanecki et al 2007)17. 
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Figura 2. Secuencia de osteopontina de humano y localización de las diferentes modificaciones 

postraduccionales. P= fosforilación ♦= Glucosilación (Christensen et al, 2005). 

 

A lo largo de su secuencia la OPN contiene una región: arginina-glicina-aspartato (RGD), 

este tripeptido se encarga de la adhesión de varias moleculas de matriz hacia la superficie 

de receptores de integrinas (Hynes, R.O., 1992)18 (Fig.3). La región RGD es un dominio de 

adhesión de la OPN que media interacciones a través de αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6, α8β1, 

α5β1 y las integrinas (Liaw et al., 1995; Yokosaki et al., 2005; Denda et al., 1998; Hu et al., 

1995)19-22. Inmediatamente después de esta región, continua un dominio SVVYGLR hacia 

la región C-terminal, esta secuencia queda expuesta con un sitio de reconocimiento a 
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metaloproteinasas (MMP) y trombina encargada de mediar las interacciones con α9β1, 

α4β1 y α4β7 integrinas (Yokosaki et al., 1999; Ito et al., 2009; Green et al., 2001)23-25. 

 

 

Figura 3. Diferentes dominios estructurales de OPN. En color se muestran los sitios de adhesión celular: en 

magenta se muestra la región RGD, que es el sitio de unión especifico a integrinas y enseguida en rojo se 

encuentra la región SVVYGLR, que también es de unión a integrinas y de adhesión celular. Los sitios de 

unión a calcio (Ca2 +) son dominios que se muestran en color amarillo. Así mismo, se muestran los sitios de 

fosforilación (P). Las flechas indican los sitios de unión a trombina y MMP, en azul se muestra el sitio de 

exposición a trombina y en verde a MMP (Lund et al., 2009). 

 

Funcionalmente, la OPN es una proteína reguladora secretada con un papel importante en 

procesos fisiológicos y patológicos. Esta proteína en condiciones normales es secretada en 

tejidos mineralizados como los huesos y los dientes, además de la orina y las células del 

epitelio de diferentes órganos. Sin embargo en condiciones de lesión o enfermedad esta 

asociada tambien a la reparación de tejidos, fibrosis y calcificaciones distróficas tras 

lesiones inmunológicas (Yumoto K, 2002)26. No obstante, la OPN participa en el 

crecimiento tumoral, en el desarrollo de cáncer y metástasis (Wang KX, 2008)27. 



 22

La OPN también tiene un papel fundamental en el sistema inmune ya que actúa como una 

molécula quimiotactica que promueve la migración de células inflamatorias. Por lo tanto, la 

OPN actúa como una citocina inflamatoria que puede modular la respuesta inmune bajo la 

sobreexpresión de linfocitos Th1. Debido a estas características la OPN ha sido clasificada 

como una citocina proinflamatoria. 

En un estudio desarrollado por Giachelli y colaboradores (1993), reportaron que la OPN se 

presenta de forma abundante en los sitios de calcificación de las placas ateroscleróticas 

además de las calcificaciones en válvulas cardiacas28. Otros grupos también determinaron 

que la expresión del ARNm de OPN en placas ateroscleróticas de humanos está 

estrechamente asociada con la severidad de la aterosclerosis y el desarrollo de la 

calcificación vascular (Nakase et al., 1994, Agnholt et al., 2007)29,30. Debido a sus 

características la OPN es vista como una proteína multifuncional que promueve la adhesión 

y la migración celular (Smith L. L., 1996)31. La OPN es una de las proteínas más 

abundantes expresadas por los macrófagos, y es expresada debido a un potente estímulo 

quimiotáctico; por el contrario, la OPN no se expresa en los monocitos circulantes; de 

hecho, la OPN parece regular la infiltración de macrófagos en la respuesta inflamatoria 

(Crawford 1998, Weber GF 1996)32,33. Un hallazgo importante es que la OPN inhibe la 

formación de los cristales de hidroxiapatita In vitro (Jiménez-Corona et al., 2008)34. 

En estudios llevados a cabo en humanos, se observó que la OPN se expresó en las lesiones 

ateroscleróticas en SMC, en células endoteliales, en células angiogénicas, y en los 

macrófagos (Giachelli CM 1993)28. Estos hallazgos señalan que existe una estrecha 

correlación entre la proliferación y la migración de SMC y la sobreexpresión de OPN (Liaw 

1995)35. En base a lo anterior todas estas evidencias indican que, durante la lesión vascular 

las SMC y las células endoteliales migran, proliferan, y se acumulan en el proceso de 
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reparación y remodelación de la vasculatura sobre-expresando a la OPN, que a su vez actúa 

modulando el proceso de BV. 

En estudios anteriores se reportó que la OPN es un importante regulador de la calcificación 

vascular y se asocia con los depósitos de mineralización en los seres humanos (Isoda K 

2002, Giachelli CM 2001)36,37. En correlación con las evidencias anteriores, en un estudio 

In vitro llevado a cabo por Jiménez-Corona et al., (2008), se demostró que la OPN inhibe la 

formación de cristales de hidroxiapatita en hidrogeles de agarosa y sílice34. De acuerdo a 

todos estos hallazgos se sugiere que la OPN se expresa en la lesión vascular como inhibidor 

del crecimiento de los cristales de HAP. Actualmente la OPN está siendo estudiada como 

un agente potencial terapéutico local para limitar o eliminar la mineralización patológica en 

el sistema cardiovascular (Giachelli CM 2001)37. 
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3.4  ALGUNOS FACTORES QUE INDUCEN LA 

BIOMINERALIZACION VASCULAR 

3.4.1 Aterosclerosis 

La biomineralización vascular puede ocurrir en varias condiciones patológicas, una de ellas 

es la aterosclerosis. Las lesiones ateroscleróticas frecuentemente traen como consecuencia 

la mineralización vascular que se refiere a la deposición de fosfato de calcio, en su forma 

cristalina de hidroxiapatita, en el endotelio de la pared vascular (Fig 4B) (Rumberger et al., 

1995; Trion Astrid., 2004)38,39. 

La aterosclerosis se caracteriza por la presencia de una placa de ateroma (constituida por 

detritos celulares, trombos y un depósito nodular de grasa, fundamentalmente de LDLox) 

en la túnica íntima de la aorta (Lehto et al., 1996)40. Además se pueden precipitar sales de 

calcio en la estría grasa primaria que desencadena una calcificación variable de la lesión 

(Fig.4B). Los principales factores de riesgo que desarrollan este proceso patológico son los 

niveles altos de lipoproteínas de baja densidad (LDL-colesterol), niveles bajos de 

lipoproteínas de alta densidad (HDL-colesterol), niveles altos de triglicéridos, obesidad, 

hipertensión, tabaquismo, diabetes, insuficiencia renal y factores genéticos (Mc Gill et al., 

1996)41. 
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Figura 4. Microfotografías de dos cortes transversales de dos arterias coronarias humanas teñidas con una 

tinción de tricrómico de Masson. A) Corresponde a una arteria coronaria humana en condiciones normales. B) 

Corresponde a una arteria coronaria humana con una lesión avanzada, que presenta la placa de ateroma y la 

mineralización. a: adventicia; i: íntima; l: lumen; m: media; min: mineralización; pa: placa aterosclerótica. 

 

La acumulación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) parece ser uno de los primeros 

episodios asociados al desarrollo de lesiones ateroscleróticas. Las LDL retenidas en la 

pared sufren procesos de oxidación (LDLox) y generan productos con actividad 

quimiotáctica para monocitos y SMC. Los mnocitos atraviesan el endotelio, y se 

diferencian a macrófagos captan de forma masiva LDLox y se transforman en células 

espumosas cuya acumulación en la íntima origina la formación de la estría grasa (Brown & 

Goldstain 1983)42. En la aterogénesis intervienen múltiples factores de crecimiento, 

citocinas y otras sustancias producidas por las células endoteliales, las SMC, los 

macrófagos y los linfocitos T, que regulan la respuesta inflamatoria y la proliferación 

celular (Ros 1993)43. El resultado de la interacción de estos factores es una respuesta 

fibroproliferativa que hace evolucionar la estría grasa a placa aterosclerótica más compleja. 

La rotura o ulceración de las placas inestables tiene como consecuencia la exposición de 
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superficies procoagulantes y protrombóticas que provocan la activación de plaquetas y la 

formación de trombos, que pueden desencadenar complicaciones clínicas, o bien contribuir 

al crecimiento de la placa de forma asintomático (Badimon et al., 1992)44. En la estabilidad 

de las placas desempeña un papel clave su cubierta fibrosa, formada fundamentalmente por 

proteínas de matriz extracelular sintetizadas por las SMC como el colágeno y 

proteoglicanos. Las placas mas vulnerables contienen un gran núcleo lipídico envuelto por 

una cubierta fibrosa delgada. Este núcleo se compone de material lipídico intracelular, que 

ha sido internalizado por macrófagos, SMC y lípido extracelular, que deriva de la retención 

de lipoproteínas circulantes y del liberado por las células que sufren necrosis.  

Como se mencionó anteriormente, en los procesos ateroscleróticos están implicados varios 

tipos celulares, inicialmente los monocitos los cuales son atraídos al endotelio, otro tipo son 

las células de músculo liso vascular (VSMC), que participan en el desarrollo de las lesiones 

ateroscleróticas por su migración, proliferación y secreción de componentes de matriz. 

Debido a este hecho las VSMC son consideradas como las responsables en la formación de 

la biomineralización vascular (Trion Astrid, et al. 2004)45. Para elucidar este mecanismo se 

han desarrollado estudios In vitro, los cuales han demostrado que el tejido vascular contiene 

células endoteliales que pueden diferenciarse hacia osteoblastos (Severson AR, et al 

1995)46, por lo cual estas células forman espontáneamente nódulos mineralizados, que 

expresan importantes proteínas morfogenéticas de hueso y proteínas de matriz (Watson Ke, 

1994)47. 

 

3.4.2 Especies de oxígeno reactivo (ROS) 

En general el desarrollo de la aterosclerosis implica un aumento del estrés oxidativo (Carew 

1987, Keaney 1995)48,49, por lo que un factor muy importante en el desarrollo de la 
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aterosclerosis es la actividad de los macrófagos en la lesión aterosclerótica, que conlleva la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) como el peróxido de hidrógeno (H2O2) 

y el anión superóxido O2
¯• (Badwey 1980)50. Otro factor son las células endoteliales que 

están directamente asociadas en la señalización de ROS en la pared arterial en respuesta a 

los diversos agentes y condiciones, tales como la bradicinina, la hipoxia, y la 

hipercolesterolemia (Shimizu 1994, Yang 1995, Ohara 1993)51-53. Del mismo modo, el 

mínimo aumento en la generación de ROS intracelular en las células de músculo liso 

vascular, activa la producción de la NADPH oxidasa, en respuesta a TNF-α y la 

angiotensina II (Griendling 1998, Sundaresan 1995, Meyer 1994)54-56. Dado estos hallazgos 

presentados en las lesiones ateroscleróticas, han desencadenado importantes consecuencias 

y trastornos clínicos como la BV. 

La definición precisa de estrés oxidativo y la subyacente participación de reacciones oxido-

reducción implica que cualquier forma de “inclinar la balanza” provoca un “desequilibrio” 

en la homeostasis celular. Esto ha llevado a generar en paralelo otro concepto llamado 

“estrés reductor”, que describe una situación donde el equilibrio se modifica en favor de 

agentes reductores (Wendel 1987)57. El estrés reductor esta estrechamente relacionado con 

el estrés oxidativo. Por ejemplo, una sobreproducción de especies reductoras, tales como 

NAD(P)H, puede dar lugar a ciclos redox debido al aumento de las sustancias que pueden 

someter a ciclos repetitivos de oxidación/reducción, en última instancia estos hallazgos 

conducen al aumento en la generación del anión radical superóxido (O2
¯•) y oxidantes 

secundarios. 
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3.4.3 LDLox y ROS 

Es bien conocido, que la forma oxidada de las LDL (LDLox) es la principal característica 

necesaria para el desarrollo de la aterosclerosis, por lo que esta el tipo de LDLox son las 

que se han localizado en las lesiones ateroscleróticas. 

Por otro lado, se sabe que el principal tipo celular que da lugar a células espumosas por la 

internalización de LDL modificadas químicamente son los macrófagos, los cuales fueron 

identificados en la aterosclerosis temprana. En otro estudio, se observó que estas no fueron 

internalizadas por el receptor de las LDL de los macrófagos, debido a una baja regulación 

del receptor de las LDL (Goldstein 1977)58. Así, la formación de células espumosas no 

parece estar mediada por el receptor de LDL, por lo que, en la búsqueda de receptores 

alternativos Goldstein et al., (1979) observaron, que la acetilación de las LDL lleva a la 

mayor absorción de colesterol de los macrófagos y por consiguiente la formación de células 

espumosas. Este fenómeno está mediado por un receptor específico, más tarde llamado el 

“receptor acetil-LDL”59. Actualmente se sabe que este receptor es uno de los llamados 

"receptores basureros" presentes en los macrófagos y otros tipos de células (Krieger 

1993)60. Mas tarde Henriksen et al., (1981) encontraron que las células endoteliales 

incubadas con LDL, servían como ligando para el desarrollo de macrófagos hacia células 

espumosas61. Desde entonces se ha establecido que, varios receptores en los macrófagos y 

en otras células funcionan como "receptores basureros" (Krieger 1997)62. En otros estudios 

realizados demostraron que el receptor original de acetil-LDL fue identificado en dos 

formas conocidas como receptores basureros de tipo A1 y A2 (Kodama, 1990)63. Otro tipo 

de receptores tales como CD68, CD36, SR-B1, y LOX-1 se conoce que también poseen 

propiedades similares a los receptores basureros clásicos y que actúan en diferentes tipos 

celulares para internalizar a las LDLox (Shanahan 1999)64. 
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IV. HIPÓTESIS 

Algunas macromoléculas biológicas como la osteopontina, se encuentran interactuando con 

los cristales de HAP encontrados en forma de precipitados cardiovasculares, por lo tanto 

esta proteína está implicada en los procesos de regulación en la biomineralización vascular, 

actuando como inhibidor o nucleador de estos cristales. 
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V. OBJETIVOS 

 

5.1 General 

Estudiar el efecto de inhibición o nucleación, que ejerce la osteopontina sobre la 

hidroxiapatita, en el mecanismo de biomineralización vascular. 

 
   5.2Particulares 

 

� Establecer un método in vitro de síntesis de HAP, simulando algunas condiciones 

fisiológicas. 

� Establecer un sistema de interacción entre los cristales de HAP, formados en geles 

de agarosa y sílice, entre algunas macromoléculas como; osteopontina, sulfato de 

condroitina “B”, sulfato de condroitina “C” y albúmina de suero humano, para 

observar el efecto que ejercen éstas en la formación de los cristales. 

� Desarrollar un modelo de estudio in vivo del mecanismo de biomineralización 

vascular en conejos Nueva Zelanda. 

� Correlacionar los datos obtenidos en el modelo in vitro y los obtenidos en el modelo 

in vivo, para establecer si la interacción de la OPN con la HAP en la BV, es de 

inhibición o nucleación en la formación de los cristales de HAP. 
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

La estrategia experimental que se desarrolló para alcanzar los objetivos trazados en esta 

tesis doctoral quedaron divididos en dos partes; una parte In vitro y otra parte In vivo. A 

continuación se describen todos los procedimientos y técnicas que se emplearon para 

alcanzar dichos objetivos.  
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VII. Materiales y Métodos (Parte In vitro) 

 

7.1 Síntesis In vitro de los cristales de hidroxiapatita en geles de agarosa. 

La síntesis de los cristales se realizó de acuerdo con los métodos reportados por y Hunter & 

Goldberg (1993)65 y Eiden & Assmann (2002)66, con las siguientes modificaciones: se 

construyeron cassettes de vidrio de 10 x 7 cm3, separados con caucho de 4 mm de espesor, 

semejando una cámara de electroforesis. Estos cassettes se sellaron perfectamente con 

silicón y grasa de vacío para evitar la evaporación de los reactantes y se llenaron de gel de 

agarosa al 0.1% (w/v). Inicialmente se adicionaron 2mL de cloruro de calcio 0.4 M en 

buffer de Tris-HCl pH 7.4 y 2 mL de agarosa. Después de que se formó la primera capa de 

gel se adicionaron 2 mL de fosfato dibásico de sodio 0.4 M en buffer de Tris-HCl pH 7.4 y 

2 mL de agarosa 0.1%, formándose así una segunda capa de gel (Fig.5). Estos sistemas se 

mantuvieron a una temperatura controlada de 18°C, este experimento se hizo por triplicado. 

Los cristales se formaron después de 5 días. 

 

 

 
Figura 5. Esquema que representa el cassette de vidrio construido para la formación de los cristales de HAP 

en geles de agarosa. 

 



 34

7.2 Síntesis In vitro de los cristales de hidroxiapatita en geles de sílice. 

 

Se construyeron cassettes de vidrio como se mencionó anteriormente. El crecimiento de los 

cristales se realizó de acuerdo con el método reportado por Villacampa y García-Ruiz 

(2000)67, con las siguientes modificaciones: El gel fue preparado con una solución de 

silicato de sodio (Aldrich, 27% SiO2, 14% NaOH, densidad de1.06g/cm3) esta solución fue 

acidificada con una solución de ácido fosfórico 1 M. El pH final del gel fue de 10.42. La 

polimerización del gel se llevo a cabo en aproximadamente 1.12 min. Posteriormente, sobre 

la capa de gel se puso una solución de CaCl2 (Sigma 98%) 1 M hasta llenar el cassette, 

después se selló con silicón y grasa de vació para evitar evaporación de los reactantes, 

siguiendo este procedimiento se permitió la difusión del cloruro de calcio y el ácido 

fosfórico sobre la matriz del gel de sílice (Fig.6). Los cassettes se dejaron a una 

temperatura controlada de 18°C. Estos experimentos se repitieron por triplicado. Los 

cristales se formaron después de 7 días. 

 

 

 
Figura 6. Esquema que representa el cassette de vidrio construido para la formación de los cristales de HAP 

en geles de sílice. 
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7.3 Efecto de las macromoléculas biológicas en el proceso del crecimiento 

de los cristales de hidroxiapatita. 

 

La interacción de las macromoléculas biológicas se acopló a los dos sistemas de hidrogeles 

antes mencionados. En el caso del sistema de hidrogeles de agarosa, se adicionó una 

concentración 10 µM de proteína, mezclando con la solución de cloruro de calcio 0.4 M y 

agarosa, y sobre esta capa se puso la segunda capa de gel con la solución de fosfato 

dibásico de sodio. En el caso de los hidrogeles de sílice, se formó el gel que contiene los 

iones fosfato y sobre de él se adicionó una concentración 10 µM de proteína mezclada con 

la solución de CaCl2 1 M. Las macromoléculas que se adicionaron en ambos sistemas 

fueron: Osteopontina PM: 31 kDa (Sigma-O2260), Sulfato de condroitina “B” PM: 40 kDa 

(Sigma-C3788), Sulfato de condroitina “C” PM: 40 kDa (Sigma-C4384), Albúmina de 

suero humano PM: 66.3 kDa (Sigma-A9511). Los experimentos se hicieron por triplicado y 

mantuvieron a una temperatura controlada de 18°C. 

 

7.4 Caracterización por difracción de rayos X de los cristales de 

hidroxiapatita. 

Después de obtener los cristales de HAP, se dejó a los sistemas alcanzar el equilibrio en un 

tiempo aproximado de un mes. Transcurrido este tiempo los cristales fueron colectados 

mecánicamente, y perfectamente lavados con etanol. Posteriormente fueron analizados por 

difracción de rayos X de polvos. Para este análisis se utilizó un difractómetro de rayos X 

(D8 Advance 2 Theta) con un monocromador de grafito y con un tiempo de medición de 

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

 
8.1.1 Desarrollo de la placa aterosclerótica en conejos 

Para este estudio se utilizaron 2 conejos machos adultos de la cepa Nueva Zelanda, de 6 

meses de edad, con un peso aproximado de 2 kg. Los animales se alojaron en conejeras 

individuales de acero inoxidable con una superficie de piso de 0.46 m y una altura de 0.40 

m; con una temperatura controlada de 18 a 22º C, con 10 a 20 cambios de aire por hora, 

humedad relativa de 40 a 50%, control de iluminación 12 h de luz y 12 h de obscuridad. El 

alimento que recibieron los animales fue un concentrado comercial (Harlan 2031), 

compuesto por 14.4% de proteína total, 2.7% de lípidos, 21.10% de celulosa, 43.20% de 

carbohidratos, 8.40% de ceniza, 1.14% de calcio y 0.58% de fósforo El alimento de tipo 

hipercolesterolémico se elaboró mezclando 2% de colesterol (Sigma C-8503) y 10% de 

aceite de maíz (p/p), esta dieta fue administrada durante 3 meses, proporcionándoles agua y 

alimento ad libitum. La eutanasia se practicó con una inyección intravenosa de 

pentobarbital sódico 70 mg/kg de peso.  

 

8.2 Colección y procesamiento de las muestras 

Las aortas se extrajeron mediante una incisión longitudinal desde la cavidad torácica hasta 

la abdominal, removiéndose así el tejido conectivo y el adiposo. Inmediatamente después, a 

las aortas se les hizo un corte longitudinal y un raspado del endotelio de la túnica íntima. El 

extracto celular fue resuspendido y homogeneizado en buffer de lisis compuesto de; 50 mM 

de Tris-HCl, 0.15 M de NaCl, 1% de Triton X-100, 0.25% de Deoxicolato de sodio, 

1µg/mL de leupeptina, 10µg/mL de aprotinina, 1mM de PMSF, 0.5mM de ortovanadato de 

sodio, 1 mM de benzamidina, 1mM de EDTA. Se tomo una alícuota de cada 
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homogeneizado celular para la cuantificación de proteína usando ácido bicinconinico 

(PIERCE-23225). 

 

8.3 Inmunodetección de OPN de las aortas de conejos (Western blot) 

Las proteínas extraídas del lisado celular de los conejos, fueron analizadas por SDS-PAGE 

al 12% en condiciones reductoras y desnaturalizantes. La transferencia se realizó en una 

cámara semiseca (Trans-blot SD semy dry transfer cell BIO-RAD) a una membrana de 

PVDF a 20 Volts durante 90 min, y se bloqueo con TBST (0.1 M de Tris pH 7.5; 0.15 M de 

NaCl; 0.1% Tween 20) y 5% de albúmina de suero bovino a temperatura ambiente durante 

1 h, después se hicieron cuatro lavados de 15 min con TBST. Posteriormente, la membrana 

fue incubada con el primer anticuerpo anti-OPN de ratón desarrollado en cabra (SIGMA 

O7635) en una relación 1/500 a 4°C durante toda la noche. A la membrana se le hicieron 

cuatro lavados de 15 min con TBST y se incubó con el segundo anticuerpo Ig-G 

desarrollado en cabra HRP (1/10000), a temperatura ambiente durante 1 h, posteriormente 

se lavó durante 2 h cada 15 min con TBST. La membrana fue revelada con un kit de 

quimioluminiscencia (Super Signal No cat: 34080, PIERCE) de acuerdo a las instrucciones 

especificadas. Como control positivo se usó OPN recombinante de ratón (Sigma-O2260).  

 

8.4 Histoquímica para la demostración de calcio 

Los fragmentos de la aorta torácica y de la aorta abdominal de los conejos fueron fijados en 

formaldehído al 10% amortiguado durante 24 h. Posteriormente fueron lavados con agua 

destilada y procesados para inclusión y corte en parafina. Los cortes, de 6 µm de grosor 
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fueron teñidos con hematoxilina y eosina, y con las técnicas de Von Kossa y rojo de 

alizarina S, que son tinciones histoquímicas no enzimáticas para demostrar calcio.  

 

8.5 Localización de OPN mediante inmunohistoquímica 

Los fragmentos de 5 mm de longitud, tanto de la aorta del conejo control como del conejo 

tratado, fueron incluidos en un polímero (OCT) e inmediatamente se congelaron a –70°C. 

Las aortas fueron orientadas para hacer cortes transversales, los cuales fueron montados o 

adheridos a portaobjetos cargados positivamente. La inmunolocalización de OPN se realizó 

con el sistema de estreptavidina-biotina-peroxidasa, utilizando como anticuerpo primario 

un anti-OPN (IgG de ratón) y un anticuerpo secundario biotinilado (anti-IgG de ratón hecho 

en cabra). Al final, se reveló con peroxido-diaminobencidina (DAB) y la contratinción se 

hizo con hematoxilina de Mayer. Los controles de la técnica fueron cortes de ambas aortas 

en los cuales se omitió el anti-OPN. 

 

8.6 Análisis por microscopía electrónica de barrido y transmisión 

Después de sacrificar a los animales con sobre dosis de anestesia, se realizó la necropsia 

para obtener dos fragmentos de 5 mm de longitud de cada una de las aortas. Los 

especímenes fueron fijados por inmersión en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1M (pH 7.4) durante 24 h a 4 °C. Posteriormente se lavaron en el 

mismo amortiguador 3 veces durante 5 min a 4°C y fueron post-fijados en tetróxido de 

osmio al 1% diluido en amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M (pH 7.4) durante 45 min 

a 4°C. Después de deshidratar los dos fragmentos de las aortas en etanoles mediante un 

proceso de degradación creciente hasta óxido de propileno, posteriormente estos 

fragmentos fueron sometidos a desecado por punto crítico y cubiertos con oro ionizado para 
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su observación con el microscopio electrónico de barrido JEOL JSM5410LV. Los otros 

fragmentos se infiltraron y polimerizaron en la resina epóxica de Araldita para obtener 

cortes ultrafinos con cuchilla de diamante, los cuales fueron contrastados con citrato de 

plomo y acetato de uranilo. Por ultimo, el análisis del tejido tanto del conejo control como 

el tejido del conejo con tratamiento se llevó a cabo en un microscopio electrónico de 

transmisión Zeiss EM-10. 

 

8.7 Línea celular T/G HA-VSMC 

Esta línea de músculo liso se obtuvo por medio de ATCC (CRL-1733). Esta cepa procede 

de la vena aorta de un paciente femenino sano, con un cariotipo 46, XX, presentando una 

tasa muy baja de poliploidias; edad de 11 meses. Designada como T/G HA-VSMC .  

Las células se sembraron en cajas de cultivo de 10 cm de diámetro inmediatamente después 

de haberlas resuspendido. Posteriormente se dejó que las células se fijaran a su sustrato por 

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

 

8.8 Medio de Cultivo 

La base para la preparación del medio de cultivo de esta línea celular fue el medio F-12K 

complementado con 0.05mg/mL de ácido ascórbico, 0.01mg/mL de insulina, 0.01mg/mL 

de transferrina, 10 ng/mL de selenita de sodio, 0.03 mg/mL de suplemento de crecimiento 

celular endotelial (ECGS), 10 mM HEPES, 10 mM TES, 10% suero fetal bovino, 

100 U/mL penicilina, 100 U/mL estreptomicina y como antifúngico 0.01% de anfotericina 

B. 

Los cultivos celulares fueron mantenidos en una atmosfera húmeda con 5% de CO2 y 37ºC. 
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8.9 Purificación, oxidación y marcaje de las LDLs 

8.9.1 Purificación 

Las lipoproteínas se aislaron de donadores sanos de plasma humano, después de un periodo 

de ayuno de 12h o toda la noche. Aproximadamente de 500 mL de plasma se obtuvieron 

150 mg de LDLs. Posteriormente para su preservación se agregó 0.01% de benzamidina, 

0.01% de inhibidor de tripsina, 1.5mM de DTNB, 1.0mM PMSF y 160 mg de sulfato de 

gentamicina. 

Se ajustó la densidad a 1.019g/mL con KBr multiplicando el volumen del plasma por el 

factor 0.01906 y se centrifugo 49,000 rpm durante 20h a 4°C en un rotor 60Ti. Se descarta 

la fracción superior y se recupera la fracción inferior. Se mide el volumen para ajustar la δ a 

1.053 con KBr multiplicando el volumen del plasma por el factor 0.0436. Posteriormente, 

se centrifugó por 24h, 4°C, 49,000 rpm, en un rotor 60Ti y se recuperaron las LDLs de la 

fracción superior. La δ se ajustó a 1.63 con KBr multiplicando el volumen del plasma por el 

factor 0.034 y se centrifugó a 49,000 rpm durante 18h a 4°C, en un rotor 60Ti. Se recuperó 

nuevamente la fracción superior con las LDLs y se dializó en 12 L de amortiguador 

(150mM de NaCl y 0.24mM de EDTA pH 7.4) por 72 h con tres recambios. Finalmente, la 

muestra se centrifugó a 10,000 rpm, 30 min a 4°C y se filtró a través de una membrana de 

0.45µm. Por ultimo, la muestra se cuantifico y almaceno con aeración de N2 en alícuotas a 

4ºC para evitar oxidación. 

8.9.2 Oxidación de las LDLs 

Se partió de una fracción de lipoproteínas de baja densidad LDL (densidad 1.019 a 1.063) 

separadas por ultra-centrifugación secuencial como se describió anteriormente. Primero, se 

elimino el EDTA mediante diálisis extensiva a 4ºC contra un amortiguador PBS libre de 

EDTA. Se cuantificó la fracción proteica de las LDL por BSA. 
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La oxidación se llevó a cabo incubando las LDLn (1ml de LDL’s a 100mg/L) en una 

solución 1-10mM de CuSO4 en PBS libre de EDTA de 1-5h a 37ºC. Una vez transcurrido 

el tiempo, el Cu2+ debe ser removido por medio de diálisis extensivas a 4ºC contra un 

amortiguador 150 mM de NaCl, 0.01% de EDTA, pH 8.0 y se cuantificó proteína. 

El grado de oxidación debe ser medida por reacción con ácido tiobarbitúrico (TBARS) y/o 

por la movilidad electroforética en geles de agarosa en amortiguador barbitural a pH 8.6 

8.9.3 Marcaje Fluorescente 

El marcaje fluorescente de las LDLs se realizó de la siguiente manera: se preparo una 

solución de 2µg/mL de LDLs en 0.24 mM EDTA pH 7.4 150mM NaCl. Todo esto se 

diluyó en 2mL de suero deficiente de lipoproteínas por mg de lipoproteína, se filtró por un 

tamaño de poro de 0.45µm y posteriormente se diluyó en 50µL de 1,1’-dioctadecyl-

3,3,3’,3’-tetrametil-indocarbocianida (DiI) en DMSO (3 µg/mL) por cada mg de 

lipoproteína. Después se incubó durante 15h a 37°C, transcurrido ese tiempo se ajustó la 

densidad a 1.63g/mL con KBr (20h, 4°C, 49,000 rpm). Se recupero la fase media y la 

interfase se resuspendió en 400µL de PBS. Se dializó contra 4L de amortiguador 150 mM 

NaCl y 0.24mM EDTA pH 7.4 por 24 h, posteriormente se filtró a través de una membrana 

de 0.45µm y se cuantificó proteína. 

 

8.10 Ensayos de internalización de las LDLs 

Con la finalidad de preparar a las células para los experimentos de internalización, se 

incubaron en condiciones de ayuno para que las células expusieran en su superficie la 

mayor cantidad de receptores. Esto permitió que toda la maquinaria endocítica celular se 

activara cuando fueron estimuladas con las lipoproteínas. El procedimiento completo se 

describe a continuación. 
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En cada caja se aspiró el medio de cultivo con ayuda de una bomba de vacío. 

Posteriormente se lavó 2 veces con PBS y se agregó el volumen correspondiente de medio 

sin suero. Cada cultivo celular se mantiene a 37ºC, con 5% de CO2 durante 1h. 

Se aspiró el medio de ayuno y se añadió medio fresco sin suero y sin factor mitogénico con 

10 mg/mL de proteína de LDLox. Los diferentes cultivos se mantuvieron a 37ºC, 5% CO2 

durante 2hrs. 

 

8.11 Lisis Celular  

Después de haber llevado a cabo los experimentos de internalización, se hicieron 5 lavados 

con PBS/2mg de albúmina. Posteriormente, se hicieron 3 lavados más solo con PBS. Las 

células se despegaron de su sustrato incubando 5 min a 37ºC, 5% CO2 en PBS 5 mM 

EDTA. Se recuperó la pastilla celular por centrifugación, 2500 rpm y se resuspendió en un 

amortiguador de lisis (1% de Triton X-100, 150mM de NaCl, 10mM de Tris pH 7.4, 1mM 

de EDTA pH 8.0, 1mM de EGTA pH 8.0, 2mM de Ortovanadato de Sodio, 0.5% de NP40 

(Igepal), 1 mM de Benzamidina, 37.5ug/mL de Leupeptina, 2µg/mL de Aprotinina y 1mM 

de PMSF). 

Las proteínas celulares se recuperaron por centrifugación (2500-3000 rpm durante 5 min) y 

fueron resuspendidas en SDS al 0.1%. Se cuantificó proteína por el método de ácido 

bicinconínico. 

 

8.12 Inmunodetección de Osteopontina y ββββ-Actina por Western blot. 

Se realizó una separación de 30µg de proteína total por SDS-PAGE. Para esto, se emplean 

geles de acrilamida a una concentración del 12%. Posteriormente se llevó a cabo una 
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electrotransferencia en cámara semihúmeda (Trans-blot SD semy dry transfer cell BIO-

RAD) a dos membranas de PVDF, aplicando una corriente de 20 Volts durante 90 min. 

8.12.1 Osteopontina 

Para evitar inespecificidad, la membrana se bloqueó incubando en una solución TBST (0.1 

M de Tris. pH 7.5; 0.15 M de NaCl; 0.1% de Tween 20) y 5% albúmina de suero bovino a 

temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 15min con 

TBS. Una vez lavada la membrana, se incubó con el anticuerpo primario (IgG de cabra 

contra OPN de ratón SIGMA O7635) en una relación 1/500 a 4°C durante toda la noche.  

Transcurrido ese tiempo, se hicieron tres lavados a la membrana con TBST. 

Inmediatamente después se incubó la membrana con el anticuerpo secundario contra IgG de 

ratón, acoplado a la peroxidasa de rábano (1:5000), a una temperatura ambiente por 1h e 

inmediatamente después se lavó la membrana 8 veces con TBST durante 15min. La 

reacción de hidólisis de la HRP se realizó con un el kit de quimioluminiscencia Super 

Signal (No cat: 34080, PIERCE). 

8.12.2 ββββ-actina 

La inespecificidad se bloqueó incubando la membrana de PVDF con las proteínas 

transferidas, en una solución TBST (Tris 0.1 M. pH 7.5; 0.15 M NaCl; 0.1% Tween 20) y 

3% albúmina de suero bovino a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, se 

realizaron 4 lavados de 15 min con TBST. Una vez lavada la membrana, se incubó con el 

anticuerpo primario (IgG de ratón contra β-actina) en una relación 1:500 a 37°C 1h.  

Después de haber incubado la membrana con el anticuerpo primario, se lavó tres veces con 

TBST. El anticuerpo secundario contra IgG de ratón, acoplado a la peroxidasa de rábano se 

incubó a 37°C en una dilución de 1:5000 durante 1h e inmediatamente después se lavó la 
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membrana 4 veces con TBST durante 15min. La reacción de hidólisis de la HRP se realizó 

usando kit de quimioluminiscencia Super Signal (No cat: 34080, PIERCE). 
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IX. RESULTADOS (Parte In vitro) 

 

9.1 Síntesis In vitro de los cristales de hidroxiapatita y su interacción con las 

diferentes macromoléculas en geles de agarosa. 

La formación de los cristales de HAP se llevó a cabo en la segunda capa del gel Fig. 7 (A), 

por contradifusión de los iones calcio y fosfato, este experimento se usó como control 

positivo. Tal fenómeno tuvo lugar después de que los reactantes contradifunden y llegan al 

punto de meta-estabilidabilidad. Los cristales obtenidos tenían forma de dendritas los 

cuales se forman inicialmente en la interfase entre las dos capas de geles.  

En la Fig. 7 (B) se observó que al adicionar la HSA en el sistema no se observa ningún 

efecto en la formación de los cristales de HAP, sin embargo al adicionar la OPN, CSB y 

CSC al sistema, interesantemente no se formaron los cristales, lo cual significa que estas 

macromoléculas inhibieron el crecimiento de los cristales (Fig. 7) (C, D, E). 
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Figura. 7 Síntesis de cristales de HAP en hidrogeles de agarosa, (primera capa 0.4 M de CaCl2, segunda capa 

0.4 M de Na2HPO4 a pH 7.4 y su interacción con las diferentes macromoléculas biológicas. A) Cristales de 

hidroxiapatita, sin adición de las macromoléculas biológicas (control positivo). B) Hidrogeles de agarosa, 

adicionados con albúmina de suero humano 10 µM, obsérvese la formación de cristales de HAP. C) 

Hidrogeles de agarosa, adicionados con osteopontina 10 µM. D) Hidrogeles de agarosa, adicionados con 

sulfato de condroitina “B” 10 µM. E) Hidrogeles de agarosa, adicionados con sulfato de condroitina “C” 10 

µM. En C, D, y E se observa la inhibición del crecimiento de los cristales de HAP. 
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Los cristales que se formaron en los controles positivos en ambos sistemas de hidrogeles 

fueron caracterizados por difracción de rayos X de polvos. En la Fig. 8 se presentan los 

difractogramas de dicho análisis. En (A) se observan los picos característicos 

correspondientes a la HAP y en (B) se observan los picos característicos a los precursores 

de la HAP (octacalcio de fosfato y brushita). 

 

 

Figura. 8 Difractogramas de rayos X de los cristales de HAP crecidos en geles de agarosa y sílice, sin las 

macromoléculas biológicas. A) Difractograma que muestra en rojo los picos característicos de la HAP. B) 

Difractograma que muestra en rojo los picos característicos del fosfato de octacalcio y en azul los picos 

característicos de la brushita. Ambos precursores de la HAP. 
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9.2 Síntesis In vitro de los cristales de hidroxiapatita y su interacción con las diferentes 

macromoléculas en geles de sílice. 

En este sistema la formación de los cristales también se llevó a cabo en la segunda fase del 

sistema, los cuales se formaron con un mayor tamaño en comparación a los crecidos en los 

hidrogeles de agarosa Fig. 9 (A). Cuando se adicionó la HSA al sistema, no hubo 

inhibición en la formación de los cristales, se observó la presencia de un mayor número de 

cristales en comparación con el control positivo, lo cual sugiere que la HSA podría estar 

actuando como un precursor en la formación de los cristales de HAP Fig. 9 (B). En el caso 

particular de OPN, la inhibición en la formación de los cristales fue parcial, sin embargo, se 

observó una disminución considerable en el tamaño y en la cantidad de los cristales Fig. 9 

(C). Con el CSB, el efecto de inhibición en la formación de los cristales fue menor 

comparado con el efecto de inhibición que presentó la OPN Fig. 9 (D), en el caso del CSC, 

no se observó el efecto de inhibición. 
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Figura. 9 Síntesis de cristales de HAP, en hidrogeles de sílice (primera fase CaCl2 1M, segunda fase gel de 

sílice que contiene los iones fosfato). A) Cristales de hidroxiapatita, sin adición de las macromoléculas 

biológicas (control positivo). B) Hidrogeles de sílice, adicionados con albúmina de suero humano 10 µM, 

obsérvese que no existe inhibición de los cristales. C) Hidrogeles de sílice, adicionados con osteopontina 10 

µM, obsérvese la notable disminución en la formación de cristales, comparado con el control positivo. D) 

Hidrogeles de sílice, adicionados con sulfato de condroitina “B” 10 µM. E) Hidrogeles de sílice, adicionados 

con sulfato de condroitina “C” 10 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

A) 
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X. Discusión (parte In vitro) 

 

Por el método de crecimiento de cristales en hidrogeles de agarosa se pudieron sintetizar 

cristales de buena calidad, sin embargo en hidrogeles de sílice se aumento la calidad y 

pureza de estos cristales, puesto que se ha demostrado que la composición del vidrio de tipo 

Na2O-CaO-SiO2, favorece la formación de la hidroxiapatita, promoviendo el intercambio 

de protones de Na+ por protones de Ca+2 en el fluido del sistema aumentando los grupos Si-

OH, lo cual induce la nucleación de la HAP en el sistema (Kokubo 1997)68. 

Cuando se adicionaron las macromoléculas biológicas en ambos sistemas de hidrogeles, se 

observó que la OPN tiene un efecto de inhibición evidente en el crecimiento de los cristales 

de HAP, en comparación con las otras macromoléculas biológicas adicionadas a los 

sistemas. Esto se explica debido a la alta fosforilación que tiene esta proteína, ya que los 

grupos fosfato de la OPN adsorben la superficie de la HAP por reemplazo de los iones 

ortofosfato con la celda del cristal, ocasionando un impedimento estérico en la deposición 

de los iones en la celda cristalina (Shimabayashi S, et al 1998)69. En estudios recientes se 

demostró que las diferencias en la fosforilación de la OPN pueden ocasionar efectos de 

inhibición y/o nucleación en los cristales de HAP (Gericke A., et al 2005)70, por lo cual la 

importancia de estos cambios en la fosforilación de la OPN esta directamente relacionada 

en la regulación de los procesos de biomineralización. 

En cuanto a la inhibición en la formación de los cristales de HAP que ejercen el CSB y el 

CSC en los hidrogeles de agarosa, actúan inhibiendo la nucleación y el crecimiento de los 

cristales por impedimento estérico, lo cual se propone como un posible mecanismo de 
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inhibición de la HAP, ya que estos glucosaminoglicanos ocupan extensos dominios 

hidrodinámicos (Hunter G K, et al 1985)71. 

En los hidrogeles de sílice, el CSB, tiene un menor efecto de inhibición comparado con el 

efecto de la OPN, en cambio con el sulfato de condroitina C se promueve la formación de 

los cristales, por lo que se sugiere que este efecto se debe a la disminución en la viscosidad 

del gel y aumenta el proceso de difusión en la matriz. 
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XI. RESULTADOS (Parte In vivo) 

 

11.1 Detección de OPN en placas ateroscleróticas 

Como se mencionó anteriormente, se sabe que el peso molecular de la OPN puede variar 

desde 75 kDa hasta 32 kDa, debido a las modificaciones postraduccionales que presenta por 

el tejido de su extracción. (Rittling and Feng., 1998)72. Por lo tanto, la OPN presenta un 

corrimiento errático en SDS-PAGE. 

Para observar la sobreexpresión de OPN, en el desarrollo de la biomineralización vascular, 

se llevó a cabo la inmunodetección de OPN mediante Western blot, en las muestras de las 

aortas del conejo control y del conejo con tratamiento. En dicho análisis usamos como 

control positivo a la OPN recombinante (SIGMA–O2260), que migró en un doblete de 65 

kDa y otro de 31 kDa (Fig. 10c). De acuerdo al protocolo experimental descrito 

anteriormente, se detectó a la OPN en la muestra del conejo con tratamiento de colesterol 

(Fig. 7b), sin embargo en la muestra del conejo sin tratamiento no se observó ninguna 

banda que correspondiera a los pesos moleculares en base al control positivo de OPN (Fig. 

10a). 
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Figura 10. Inmunodetección de Osteopontina por western blot. (a) Muestra de aorta conejo-control, (b) 

Muestra de aorta de conejo con tratamiento. (c) Control de Osteopontina (SIGMA-O2260). 

 

11.2 Histopatología  

Después de tres meses de tratamiento, los animales que recibieron la dieta adicionada con 

colesterol desarrollaron aterosclerosis como un patrón característico e histopatológico. La 

aorta torácica y abdominal mostró un engrosamiento de la túnica íntima del 50% del 

perímetro normal de la luz. La capa subendotelial de la neoíntima estaba compuesta de 

células fusiformes, probablemente correspondientes a SMC y / o fibroblastos, y agregados 

de células espumosas, todos integrados en el tejido conjuntivo (Fig. 11a). Estas 

características también se observaron en lesiones ateromatosas en el interior de la capa 

subendotelial de la aorta con aparentemente estructura normal de la túnica íntima.  

Fueron identificados agrupaciones de gránulos basófilos en las proximidades de la túnica 

media, cerca de la lámina elástica. También se observaron gránulos individuales dispersos 

en la neoíntima (Fig. 11a), rodeados de células espumosas y células estrelladas mostrando 

un citoplasma vacuolado. Muchos gránulos basófilos mostraron una estructura con un 

centro o blanco en lugar de luz y un centro eosinófilo (Fig. 11d). 
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Figura 11. Lesiones ateroscleróticas de las aortas de conejos tratados con dieta hipercolesterolémica. La 

neoíntima mostró las características de una placa aterosclaerótica con la presencia de gránulos basófilos (a, d, 

flechas), que también fueron teñidos por el método de Von Kossa (b, e) en la frontera entre la neoíntima y la 

túnica media (b, puntas de flecha). La tinción con Rojo de alizarina S, se uso también como una tinción 
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alternativa para demostrar calcio, y confirmó que estas estructuras en forma de células blanco (c, f), rodeaban 

a las células espumosas (F, FC), lo que podría estar asociada a la mineralización de calcio. La tinción 

inmunohistoquímica demostró una estrecha relación entre la presencia de OPN extracelular (g, flechas) y 

celular (g, células espumosas marcadas con puntas de flecha) y los depósitos de calcio. Barras: a-c 250 µm; d-

g 50 µm. 

 

11.3 Tinciones específicas para la demostración de calcio 

Los cortes de tejido de la aorta torácica y abdominal aterosclerótica, se tiñeron con el 

método de Von Kossa, donde se mostraron gránulos de color marrón oscuro, los cuales se 

visualizaron como puntos aislados y formando grupos a lo largo y cerca de la lámina 

elástica interna, y en la neoíntima (Fig. 11b, e). El diámetro de los pequeños gránulos de 

plata metálica, corresponden a los depósitos de sales calcio correspondientes a 1-2 µm de 

diámetro, mientras que los gránulos más grandes corresponden a 10 µm aproximadamente. 

Muy pocos tenían un tamaño cercano a 30 µm y la mayoría de los gránulos positivos con la 

tinción de Von Kossa mostraron morfologías parecidas a células diana, muy parecidas a lo 

observado a los gránulos basófilos teñidos con H & E (Fig. 11e), ambos ubicados en 

lugares similares en la neoíntima. 

Las muestras teñidas con rojo de alizarina S resultaron ser similares a lo descrito 

anteriormente, con la diferencia de que con rojo de alizarina S el complejo de calcio 

formado el proceso de quelación da lugar a gránulos de color naranja (Fig. 11c, f). 

 

11.4 Localización de OPN por inmunohistoquímica 

El análisis inmunohistoquímico de la sobre-expresión de OPN en la aorta de conejos 

tratados con dieta adicionada de colesterol, mostraron que la neoíntima se tiño 

intensamente y en general toda la placa aterosclerótica. De acuerdo a estos resultados, la 
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inmunoreactividad aparece en la túnica media y es menos evidente en células dispersas de 

la túnica adventicia (Fig. 12 e, f). La sobre-expresión de la OPN apareció en la neoíntima, 

principalmente en el citoplasma y en presencia de células endoteliales, macrófagos 

rodeados de células espumosas, y células fusiformes similares a SMC y fibroblastos. La 

más extensa tinción extracelular, de células positivas a OPN, se observó alrededor de 

estructuras esféricas morfológicamente compatibles con gránulos basófilos que se 

mostraron de igual forma con reacción positiva con el método de Von Kossa y con la 

tinción de rojo de alizarina (Fig. 11 g). Las muestras de las aortas de los animales control 

mostraron un nivel menor en la expresión de OPN, en su mayoría situados en las células 

endoteliales y SMC de la túnica media (Fig. 12 a, d ). 

 

 

Figura. 12. (a) Muestra de aorta torácica de conejo control teñida con Hematoxilina & Eosina. (b y c). 

Muestras de aortas torácica y abdominal de conejo con tratamiento teñidas con Hematoxilina & Eosina. 

Inmunohistoquímica para detectar Osteopontina en la aorta torácica de conejo control (d). 

Inmunohistoquímica para detectar Osteopontina en la aorta torácica (e) y abdominal (f) de conejo con 

tratamiento. Obsérvese, que las regiones de sobreexpresión de OPN se situaron en la mayor parte de la placa 
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aterosclerótica, principalmente en la neoíntima (e, f). Las SMC de la túnica media también presentan una 

débil expresión de OPN (f). 

 

11.5Análisis ultraestructural de las aortas ateroscleróticas 

A) Microscopía electrónica de transmisión 

Se analizaron por medio de microscopía electrónica de transmisión, los fragmentos de la 

aorta normal (conejo sin tratamiento) y los fragmentos de las aortas ateroscleróticas 

(conejos con tratamiento), y se encontró en las aortas ateroscleróticas estructuras 

extracelulares con anillos concéntricos electro-densos y la presencia de estructuras 

parecidas a células diana electrodensas situadas en el límite entre la neoíntima y la túnica 

media (Fig. 13a-c). Este hallazgo es consistente con los experimentos realizados con las 

tinciones especificas para detectar calcio, donde estas estructuras están asociadas a la 

biomineralización vascular (Senger et al., 1983)73. La mayoría de estas estructuras se 

observaron cerca de las fibrillas de colágeno y relativamente cerca de material amorfo 

rodeado de microfibras que corresponden a la capa más profunda de la elástica, presentes 

en la túnica media de la pared vascular de la aorta. 
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Figura 13. Microscopía electrónica de transmisión de la neoíntima en el límite con la túnica media de aortas 

ateroscleróticas de conejo. Obsérvese la presencia de estructuras extracelulares parecidas a células diana 

(flechas) muy cercanas a fibrillas de colágeno (puntas de flecha), cerca de material amorfo rodeado de 

microfibrillas asociado a la lámina elástica. (a, b) Muestras tomadas de tórax y (c) aorta abdominal.  
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B) Microscopía electrónica de barrido 

El análisis por microscopía electrónica de barrido de la superficie luminal del endotelio de 

la túnica íntima de la aorta de los conejos con tratamiento (Fig. 14), comprobó la presencia 

de cristales de fosfato de calcio (HAP), debido al desarrollo de aterosclerosis. Este proceso 

provocó la acumulación de desechos celulares, especialmente de membrana los cuales 

tienen un alto contenido en fosfolípidos que promueven la nucleación de la HAP. 

 

 

Figura 14. Fotomicrografías electrónicas de barrido de la superficie luminal de la túnica íntima 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 composición química de los cristales encontrados en la 

superficie luminal de los conejos con tratamiento, se llevo a cabo un análisis de 

microscopia electrónica de barrido acoplada a rayos-X (SEM-EDS). Donde se encontró que 

estos cristales están constituidos por fósforo (P) (Fig. 15) y calcio (Ca) (Fig.16). 

 

 

Figura 15. Análisis por SEM-EDS de la composición química de los cristales encontrados 

en la superficie luminal de la túnica intima en la aorta de conejo con tratamiento 

hipercolesterolémico. Obsérvese el pico característico de P. 
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Figura 16. Análisis por SEM-EDS de la composición química de los cristales encontrados 

en la superficie luminal de la túnica intima en la aorta de conejo con tratamiento 

hipercolesterolémico. Obsérvese el pico característico de Ca. 
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11.6 Inducción de estrés oxidativo 

Para comprobar nuestra hipótesis de que con la exposición de las VSMC con LDLox y 

LDLac se provoca un microambiente celular de estrés oxidativo, se llevaron a cabo las 

pruebas de internalización de las LDLox marcadas con DiI (DiI-LDLox) y (DiI-LDLac), al 

mismo tiempo se incubaron con un compuesto llamado 6 Carboxi-H2DCFA, el cual permite 

reaccionar con los radicales libres como ROS y emitir fluorescencia. Se observó, que con la 

internalización de las LDLox por las VSMC es propiciado un ambiente de estrés oxidativo 

y por lo tanto la formación de ROS, lo cual se observó claramente con la colocalización de 

ambos, ROS-fluorescencia (verde) y LDLox internalización (rojo) Figura 17. Así mismo, 

de manera muy similar se observó la reacción de estrés oxidativo en las VSMC con la 

internalización de las LDLac. 
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Figura 17. Internalización de las LDLox y la generación de ROS en células de músculo 

liso vascular T/G HA-VSMC incubadas con DiI-oxLDL (para observar la internalización 

de las LDLox/ac) (B), 6-carboxi-H2DCFA (marcador de estrés oxidativo) (C) y Höechst 

33258 marcador (para etiquetar los núcleos celulares) (D). Imagen de contraste de fase que 

muestra a T/G HA-CMLV (A). LDLox internalización (B). Marcadores de estrés oxidativo 

asociado a la generación de ROS (C). Núcleos marcados (D). (E) Combinación de B-D. (F) 

Combinación de A-D. λ  Excitación para 6-carboxi-H2DCFA, DiI y Höechst, 488, 543 y 

405, respectivamente. λ emision 519, 569 y 461 respectivamente. Barra= 30µm 

 

11.7 Detección de OPN en células de músculo liso vascular de humano (T/G HA-

VSMC). 

Con el fin de demostrar la presencia de estrés oxidativo en las VSMC fue provocada la 

endocitosis de LDLox/ac, lo cual desarrolló una modificación en la expresión de la OPN en 

las VSMC. Mediante un análisis por Western blot, se demostró que las VSMC tratadas con 

LDLox y LDLac expresaron OPN, en cambio las células cultivadas sin la internalización de 

las lipoproteínas modificadas químicamente no expresaron OPN (Fig. 18). Como se 

describió anteriormente, la apoptosis puede ser detonada a través de la internalización de 

las lipoproteínas por medio de los receptores basureros tipo A y B (SR-A y SR-B), en 

paralelo con la presencia de estrés oxidativo (Manzano-León et al., 2006)74. 
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Figura 18. Identificación de OPN mediante análisis por Western blot. Control de OPN 

recombinante (carril 1); VSMC cultivadas en ausencia de las lipoproteínas modificadas 

químicamente (control) (carril 2), CMLV después de la internalización de las LDLac y 

LDLox (carriles 3-4, respectivamente). Immunoblots desarrollado para osteopontina (a) y 

β-actina como control de carga de proteina (b). 
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XII. DISCUSIÓN (parte In vivo) 

 
De acuerdo a nuestros resultados anteriores In vitro, en este estudio In vivo se demostró que 

la OPN es una proteína inhibidora muy importante e inducible, debido a una respuesta 

adaptativa desarrollada por la hipercolesterolemia. La OPN se expresó gracias a la 

proliferación de las células vasculares y migratorias asociadas a la neoíntima y también 

asociadas a las lesiones ateroscleróticas. Este hallazgo se correlaciona directamente con la 

proliferación de células de músculo liso vascular y la producción de metaloproteasas de 

matriz (Castellano et al., 2008)75. Nuestros resultados pueden explicarse, de acuerdo a 

evidencias presentadas anteriormente ya que los nódulos calcificados parecen formarse 

primero en las regiones de depósitos lipídicos, en particular los involucrados con los lípidos 

oxidados (Olsson et al., 1999)76. Estos hallazgos se derivan en respuesta al colesterol 

oxidado, al TGF-β1 y a la BMP2 (Mohler et al., 1999]77, y RANKL (Kaden, et al., 2004)78, 

y la tasa de calcificación aumenta favoreciendo así la formación de nódulos y la expresión 

de los marcadores de osteoblastos. De acuerdo con nuestros resultados observados por 

microscopia electrónica de transmisión los depósitos mineralizados llamados calcosferitas, 

demuestran que, la biomineralización vascular inicia con pequeñas estructuras vesiculares 

conocidas como "vesículas de la matriz", donde se han detectado cristales de HAP, 

similarmente a la formación de tejido óseo. Dados estos hallazgos es interesante observar 

que, estas "vesículas de la matriz" se han encontrado en las lesiones ateroscleróticas (Hsu et 

al., 2002)79. Estas evidencias apoyan directamente nuestros resultados y confirman que, la 

OPN es una proteína inducida por el estrés oxidativo en células de músculo liso y células 

espumosas en las lesiones ateroscleróticas asociadas a depósitos de calcio In vivo. En otros 

estudios desarrollados In vitro e In vivo, se observó que las VSMC de humano presentan un 
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cambio fenotípico, que esta asociado con su capacidad para adquirir características de una 

amplia gama de linajes celulares mesenquimales; osteoblásticas, condrocíticas y adiposas 

(Tyson et al., 2003)80, por lo que estos hallazgos correlacionan muy bien con lo observado 

en la diferenciación de las VSMC a CVC entre el límite de la media con la neoíntima, de 

las aortas de conejos hipercolesterolémicos. En estudios anteriores se observó, que las 

lipoproteínas estimulan la calcificación de las VSMC y el cambió en la expresión de los 

genes de proteínas de hueso, que resulta en una notable diferenciación hacia células de tipo 

osteogénicas (Parhami et al., 2002; Proudfoot et al., 2002)81,82. 

Recientemente, se ha informado que la biomineralización vascular puede producirse a 

través de la inducción de la osteogénesis y el establecimiento de un fenotipo 

osteocondrogénico regulado por BMPs. De acuerdo a todos estos hallazgos se ha 

demostrado que la BMP2, fomenta la utilización de fosfato y promueve la calcificación de 

VSMC de humano (Li et al., 2008)83, todas estas evidencias sugieren que las BMPs se 

encuentran promoviendo la diferenciación celular hacia la formación de hueso en las 

lesiones aterocleróticas promoviendo así la inducción de la osteogénesis. Una vez que se 

induce el fenotipo osteogénico, las células expresan factores de transcripción específicos 

como, MSX2. Cheng y colaboradores (2003), observaron que MSX2 promueve la 

osteogénesis y suprime la diferenciación adipogénica de células progenitoras 

mesenquimales pluripotenciales, en un modelo experimental en ratones cuando presentan 

hiperlipidemia y diabetes, a la par aportaron pruebas de que los miofibroblastos pueden ser 

desviadas a un linaje osteogénico mediante BMP2-MSX284, tales factores de trascripción 

promueven la señalización que puede contribuir a la biomineralizacion vascular. En otros 

estudios se demostró que la OPN se sobreexpresó después de una lesión cardiaca llevada a 

cabo por traumas mecánicos o agentes de oxidación y quedo propuesta como una 
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importante molécula en la reducción de la inflamación y en la remodelación de tejidos 

(Kossmehl et al., 2005; Okamoto, 2007)85,86. Por lo tanto, de a cuerdo a nuestros resultados 

obtenidos In vitro e In vivo, la OPN regula el proceso de inflamación en los tejidos y repara 

el tejido vascular y se encuentra asociada con las respuestas específicas asociadas a células 

T, macrófagos y fibroblastos. Esta evidencia es apoyada por el hecho de que la OPN se 

expresa durante el proceso de la calcificación distrófica y esta correlacionada con la 

infiltración de tejidos de células T y los macrófagos (Giachelli et al., 1998)87. Así, 

dependiendo de las condiciones específicas celulares, la OPN podría favorecer la influencia 

o efectos anti-inflamatorios durante la experimentación In vitro. Un claro ejemplo de este 

fenómeno se observó al aumentar y disminuir los niveles de IL-12 e IL-10, respectivamente 

(Ashkar et al., 2000)88. Dado que la inflamación ha sido directamente relacionada con un 

estado de estrés oxidativo, nuestros experimentos sugieren que a mayor nivel de ROS en las 

células, se provoca la modulación de la expresión génica de OPN. Varios estudios han 

sugerido que ROS pueden considerarse como segundos mensajeros en la transducción de 

señales dependientes de ligandos llevado a cabo a través de la fosforilación de la tirosina y 

la señalización del calcio, así como la expresión de genes de proteínas específicas (Doan et 

al., 1994; Finkel, 1998; Mietus-Snyder et al., 2000; Suzuki & Ford, 1992)89-92. En el caso 

de las LDLox, se demostró que estimulan la cascada de señalización de calcio, por lo tanto 

aumenta la concentración de calcio libre en el citoplasma de las células, este hallazgo 

explica el porque las LDLox desencadenan el aumento de la concentración de calcio 

intracelular provocando así un desequilibrio intracelular y de esta manera se promueve la 

formación de precipitados mineralizados. Otra explicación a este fenómeno fue lo 

observado en un estudio desarrollado por Mietus-Snyder et al., (2000)91, demostraron que 

existe un bloqueo específico en los canales de calcio en la membrana plasmática de las 
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células, así como el uso de un ionóforo de calcio (A23187), inhibiendo la expresión de SR-

A. Por tal evidencia se ha propuesto que la expresión de SR-A es dependiente de la 

concentración de calcio intracelular. Por lo tanto en un estado de estrés oxidativo se 

promueve un incremento en la expresión del SR-A en VSMC, tal proceso esta directamente 

correlacionado con la activación del factor de transcripción AP1/c-Jun (Mietus-Snyder et 

al., 2000; Mietus-Snyder et al., 1998)91,93. En estudios llevados a cabo por Wang y 

Denhardt, (2008)94 encontraron que, los sitios defosforilados de AP-1 se unen a sitios 

específicos en el promotor de TGF-ß, a la laminina, al colágeno tipo 1, la angiotensina tipo 

II y la OPN y se encuentran directamente relacionados con la señalización, proliferación, 

diferenciación celular y respuesta a ROS. Particularmente las LDLox no solamente actúan 

en la transformación de los macrófagos en células espumosas, sino también inducen la 

producción anormal de citocinas, dichos factores son un blanco importante en el desarrollo 

de la aterosclerosis y como consecuencia desencadenan la biomineralización vascular. En 

otro estudio desarrollado por Hsu et al., 200195, reportaron que la interleucina 1 beta (IL-1) 

y factor de necrosis tumoral (TNF-α), los cuales son de las principales citocinas pro-

inflamatorias, se encuentran inducidas por varios ligandos de tipo SR-A. Además, la 

actividad del SR-A en las VSMC puede ser modulado por ésteres de forbol, junto con la 

combinación de H2O2 y vanadato (Mietus-Snyder et al., 1997)96. En este sentido, en nuestro 

laboratorio hemos desarrollado un estudio en células CHO (ovario de hámster chino) y 

RAW (ratón leucémicas macrófagos monocitos) y encontramos que en un estado de estrés 

oxidativo esta directamente asociado con los eventos postraduccionales del SR-A sin 

ninguna alteración en el proceso de transcripción del receptor. Partridge et al., (2008)97 

emplearon un programa computacional para la identificación de una amplia gama de genes 

cuyos estados en la transcripción fueron predictivos en la expresión génica de OPN, donde 
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encontraron también que, varios de estos genes están asociados y regulados por la 

transcripción en condiciones oxido-reducción (Mietus-Snyder et al., 2000; Partridge et al., 

2008)93,97. 
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XIII. DISCUSIÓN GENERAL 

 
En el presente estudio se demuestra por primera vez que el estrés oxidativo inducido por la 

internalización de las LDLox y LDLac causa la sobreexpresión de OPN en la neointima de 

la aorta de los conejos con una dieta alta en colesterol y en las VSMC, estas evidencias son 

correlacionados con nuestros resultados In vitro (geles de agarosa y sílice), donde la OPN 

causa una notable inhibición de los cristales de HAP, por lo tanto cabe resaltar, que el papel 

de la OPN es de un regulador inducible durante el proceso de biomineralización vascular y 

actúa inhibiendo la nucleación de los cristales de HAP en la lesión aterosclerótica. Nuestros 

resultados se explican debido a los múltiples dominios en la secuencia de la OPN, ya que 

tiene diversas funciones que puedan ser moduladas por estos dominios, así también como 

por diferentes fragmentos en la proteína (Chellaiah M. A. et al., 2003)98. En otros estudios 

realizados en cultivos celulares específicamente en células de músculo liso de aorta de 

bovino (BASMC) y células músculo liso de humano (HSMC), se demostró que las 

fosforilaciones de la OPN se encuentran directamente asociadas con el bloqueo en el 

crecimiento de los cristales de hidroxiapatita, esta unión se lleva a cabo por la región RGD, 

la cual induce la resorción de los minerales en los tejidos cardiovasculares (Wada et al., 

1999; Jono S et al., 2000)99,100.  

Por otro lado, en estudios llevados a cabo por Harmey et al., (2004)101 y Johnson et al., 

(2003)102, sugieren que la OPN es un componente de señalización celular y actúa 

antagónicamente en la deposición de minerales, por lo que inhibe la calcificación aórtica. 

Por lo tanto, nuestros resultados, afirman que la OPN es un regulador en la deposición 

mineral arterial bajo condiciones de lesión y/o enfermedad, entonces la OPN junto con 
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otros inhibidores, pueden controlar la biomineralización vascular bajo estas condiciones 

patológicas. 

Debido a que, el principal objetivo de este estudio es contribuir en la elucidación del papel 

que ejerce la OPN en la biomineralización vascular, tratamos de hacer evidente la 

sobreexpresión de OPN en un ambiente de estrés oxidativo causado por la internalización 

celular de las LDLox y LDLac, sugerimos así que el factor principal por el cual se 

sobreexpresa OPN bajo estas condiciones de lesión, es por la presencia del promotor AP-1 

encontrado en el gen de OPN y que también se encuentra involucrado en la diferenciación 

celular bajo la presencia de ROS según lo reportado por Wang, D. et al., (2000)103. 

Por otro lado, se sabe que las especies reactivas de oxígeno (ROS) son productos naturales 

que inevitablemente se generan con el metabolismo celular. Debido a su capacidad de 

reacción extrema, puede dañar el ADN, las proteínas y los lípidos. Por lo anterior, se sabe 

que la biomineralización vascular es desarrollada de manera similar a la formación de 

hueso y por tanto algunos factores de trascripción como BMP-2 y Cbfa1 son estimulados 

por el estrés oxidativo, ya que ROS induce la señalización de estos marcadores de 

trascripción y de otros marcadores para la diferenciación osteoblástica. En otro estudio 

llevado a cabo por Steitz S.A. et al., (2001)104, en cultivos de BASMC, encontraron la 

presencia de Cbfa1 el cual es un factor de trascripción de genes que normalmente codifica a 

proteínas que se encuentran en el tejido óseo. Cheng S.L. et al., (2003)105 demostraron, que 

Msx2 otro factor de trascripción muy importante, interviene en la calcificación vascular y 

se encuentra directamente relacionado con genes adipocíticos, células osteogénicas y los 

miofibroblastos vasculares. Además, demostraron que Msx2 promueve la diferenciación de 

VSMC hacia miofibroblastos y osteoblastos, por la sobre regulación de Osx inducido por la 

transcripción de BMP2, el cual es un factor de trascripción osteoblastico específico en la 
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formación de hueso (Thomas, T. et al., 1999)106. Otras evidencias sugieren que la 

señalización de BMP2 puede ser mediada a través de la formación de ROS. En estudios 

anteriores se observó, que cuando las células endoteliales se exponen a LDL oxidadas, 

expresan BMP2 (Mody N et al., 2001)107. Otros estudios demostraron que la BMP2 

aumenta la expresión de la subunidad oxidasa nox1 y NAPDH, en las células endoteliales, 

lo cual aumenta la formación de superóxido y detona los efectos pro-inflamatorios río abajo 

del gen BMP2 de estas células, incluyendo el aumento en la expresión de la molécula de 

adhesión intracelular-1, lo cual tiene dependencia sobre el aumento de la expresión nox1 y 

de la actividad, según lo confirmado por la inhibición de siRNA y la expresión de nox1 

(Sorescu G P et al., 2004)108. Por lo tanto ROS trae como consecuencia una cascada de 

señalizaciones que inducen la formación de la calcificación vascular, lo cual sugiere que 

existe un estrecho vínculo entre la inflamación y la calcificación vascular, que a menudo se 

co-localiza en la lesión aterosclerótica. En ese mismo estudio llevado a cabo por Sorescu G. 

P. et al., (2004)108, demostraron que BMP4 estimula la producción de ROS por los 

mecanismos dependientes del gen p47 basados en la NADPH oxidasa. Por lo tanto ROS en 

respuesta a BMP4, desempeña un papel crítico en la respuesta inflamatoria de células 

endoteliales: activando la expresión de moléculas de superficie como la molécula de 

adhesión celular intracelular (ICAM) y la adhesión de los monocitos; dando como 

consecuencia que el flujo oscilatorio forzado aumente la expresión de ARNm de nox1 y 

nox2, y la disminución de nox4; y además observaron que sólo con el aumento de BMP4 

aumenta el nivel de ARNm de nox1108. En conjunto, estos hallazgos junto con nuestros 

resultados observados sugieren, que BMP4 esta producido en células endoteliales en 

respuesta al flujo oscilatorio forzado, que actúa como un mecanismo pro-inflamatorio 

estimulando la activación de citocinas, la producción de ROS y como consecuencia la 
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expresión de nox1, desencadenando la respuesta de la adhesión de los monocitos. Por todo 

lo anterior, un punto clave en nuestro estudio es que, la inducción del estrés oxidativo 

puede favorecer la osteogénesis en sub-poblaciones de células vasculares calcificadas 

(CVC). Un hallazgo importante de cómo poder explicar la transformación de las VSMC 

hacia células vasculares calcificadas, fueron los experimentos llevados a cabo por el grupo 

de Demer et al., (1993)109 quienes demostraron que, la biomineralización vascular puede 

desarrollarse a través de procesos moleculares similares a los de la osteogénesis, y 

demostraron que la BMP2 y algunos otros morfogenes de hueso se expresaron en las placas 

ateroscleróticas calcificadas de humanos. De acuerdo a lo anterior, la biomineralización 

vascular a menudo se asocia con elementos morfológicos y bioquímicos que intervienen en 

la osteogénesis.  

De acuerdo a lo observado en nuestros resultados, proponemos que la sobreexpresión de 

OPN esta directamente relacionada con el estrés oxidativo el cual constituye un estímulo 

celular extrínseco y además es característico en este tipo de lesiones ateroscleróticas. Por 

esta razón, en este estudio se ha demostrado que, las células de músculo liso vascular, son 

capaces de sobreexpresar OPN como respuesta al estímulo del estrés oxidativo provocado 

por la presencia de LDLox y LDLac. En este contexto, proponemos que esta proteína es 

exportada al medio ambiente extracelular (el endotelio vascular In vivo), donde actúa 

inhibiendo la nucleación de cristales de hidroxiapatita. Por lo tanto, la sobreexpresión de 

OPN localizada en los depositos minerlizados de la lesion aterosclerotica de los conejos 

con tratamiento hipercolesterolemico, junto con los resultados In vitro en los hidorgeles de 

agarosa y silice, confirma nuestra hipotesis de que la OPN en la biomineralizacion vascular 

inhibe la nueclacion de los cristales de HAP. Así mismo, el presente estudio demuestra que 

el estrés oxidativo producido por la acumulación de lípidos oxidados, como las LDLox y 
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LDLac, en la pared vascular puede ser el mecanismo subyacente común detrás del 

desarrollo paralelo de la biomineralización vascular. Por lo tanto, las diferencias en la 

comprensión de los mecanismos y las relaciones entre la función anti-calcificante frente a 

las propiedades proinflamatorias de OPN, podrían ayudar a crear terapias específicas 

dirigidas a la orientación de estas funciones de manera selectiva. 
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XIV. CONCLUSIONES 

 
 
� Se demostró en el estudio In vitro en hidrogeles de agarosa y sílice, que la 

osteopontina es un potente inhibidor del crecimiento de cristales de HAP. 

 

� En el estudio In vivo se observó, que esta proteína se sobreexpresó en la neoíntima 

de las aortas de los conejos hipercolesterolémicos y se colocalizó en las células 

positivas a calcio, con las técnicas específicas correspondientes. Por lo tanto bajo 

estas condiciones, la OPN es un importante regulador en el proceso inflamatorio y 

una proteína clave en el proceso de inhibición en la biomineralización vascular. 

 

� A su vez, se demostró que el estrés oxidativo intracelular promueve la 

sobreexpresión de la OPN en las VSMC, aumentando la diferenciación celular hacia 

células vasculares calcificadas, desarrollando así la Biomineralización Vascular. 
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XV. PERSPECTIVAS 

 

La próxima etapa de este estudio debe estar centrada en la sobre-expresión, purificación, 

cristalización y resolución estructural en 3D de la osteopontina (OPN) a través de 

difracción de rayos X. 

Adicionalmente, mediante el proceso de difusión de los iones calcio y fosfato a través de 

los cristales de la OPN, nos permitirá determinar de manera estructural los sitios de unión y 

las interacciones entre el calcio y el fosfato en la estructura de la proteína. Por lo que este 

estudio contribuirá significativamente en la elucidación en el mecanismo de la 

biomineralización vascular. 

 

� ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA LA SOBRE-EXPRESIÓN DE OPN 

Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL.  

1.- Aislamiento del RNA mensajero de células de osteoblastos. 

2.- Preparación de cDNA. 

3.- Amplificación por PCR del gen de la OPN, mediante oligonucleótidos específicos para 

la región codificante del gen de la OPN.  

4.- Clonación del gen en un vector para la manipulación de DNA, ejemplo, pBluescript. 

5.- Re-clonación de la OPN en un vector de expresión de E. coli pHLTEV  (vector no 

comercial derivado del pRSET-A). Este vector contiene el dominio dihidrolipoil 

acetiltransferasa de Bacillus stearothermophilus y un sitio de corte de la proteasa TEV  

ENLYFQG.5.- Análisis de la secuencia clonada por ensayos de restricción y secuenciación. 
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6.- Transformación de células C41 de expresión de E. coli con el plásmido pHLTEV-OPN 

que contiene el gen de la OPN. 

7.- Purificación de la OPN, mediante técnicas cromatográficas convencionales, ejem; 

afinidad a metales de Ni2+, intercambio iónico, filtración en gel. 

8.- Cristalización de la OPN, mediante métodos convencionales de difusión en fase de 

vapor. 

9.- Difracción de los cristales mediante radiación sincrotrón. 

10.- Resolución tridimensional de la estructura de la OPN mediante programas 

computacionales. 

 

� RESULTADOS PRELIMINARES DE LAS PERSPECTIVAS. 

 

Sobre-expresión de OPN en células de E. coli. 

Como se mencionó anteriormente se utilizaron células de E. coli C41 para la sobre-

expresión. Posteriormente, en el paso de la inducción se usaron 0.5 mM de IPTG a una 

temperatura de incubación de 37 ºC durante 4h. Enseguida se recuperaron del medio de 

cultivo las células C41. Enseguida, las células se rompieron por sonicación y se separó la 

parte soluble de la parte insoluble mediante ultra-centrifugación. Se tomaron muestras tanto 

de la parte soluble y la insoluble (pellet) y se separaron en un gel de poliacrilamida en 

condiciones reductoras y desnaturalizantes (Fig. 16). 

Después la parte soluble se paso a través de una columna de Ni2+, donde por medio de un 

proceso de afinidad se separó la OPN que contiene una cola de histidinas de forma 

contraria a las demás proteínas (Fig. 19). 
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Figura 19. SDS-PAGE que contiene las muestras de la sobre-expresión de la OPN A) 

Marcadores de peso molecular, B) Fracción soluble, C) Fracción insoluble (pellet), D) 

Proteínas que no se unieron a la columna de Ni2+, E) OPN mas la proteína de fusión 

resultante de la elución de la columna de Ni2+. 

 

Continuando con la estrategia experimental planteada anteriormente, la siguiente etapa será 

la digestión de la OPN de la proteína de fusión con la proteasa TEV, y se volverá a pasar 

por una columna de afinidad para obtener a la proteína liberada. Posteriormente, se 

desarrollarán otros pasos de purificación hasta obtener a la proteína con una pureza mayor 

al 98%. 

Finalmente, para obtener la estructura en 3D se procederá con las pruebas de cristalización, 

difracción de los cristales, la colecta y procesamiento de los datos y la resolución 

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.1 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.2 One of the late mechanisms associated with the
formation of atheroma lesions is the vascular mineralization by
deposition of calcium phosphate.3

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.4,5 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.6–9

The mineral deposits in arterial plaques consist of crystalline
hydroxyapatite (HAP), the major inorganic component of
bone.10,11

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

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.12

Recently, several investigations have described proteins as
the main component of the organic matrices associated with a
variety of biominerals, including tooth enamel,13 the nacreous
layer in mollusk shells,14 and trout otoliths.15 Synthetically,
crystal growth in hydrogels16–20 is an alternative to solution-
based strategies21–26 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.27–30

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.31 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 Goldberg32 and Eiden-Assmann et al.33 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 × 7 cm2 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-HCl buffer pH 7.4.
After the gelling part of this first layer was obtained, 2 mL of 0.1%
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(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 García-Ruiz in
2000,34 with the following modifications: the gel was prepared with a
sodium silicate solution (Aldrich, 27% SiO2, 14% NaOH), density
1.06 g cm-3 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 CaCl2 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
µM of either one of the following proteins: OPN (SIGMA-O2260),
chondroitin Sulfate “B” (CSB) (SIGMA-C3788), chondroitin sulfate
“C” (CSC) (SIGMA-C4384), and HSA (SIGMA-A9511) was added
to the CaCl2 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

Figure 1. HAP crystal synthesis in agarose hydrogels and its interaction with different biological macromolecules. The first layer contained CaCl2,
while the second layer had Na2HPO4 0.4 M to pH 7.4. (A) Control HAP crystals, without addition of biological macromolecules. (B) Agarose
hydrogel, added with 10 µM HSA. (C) Agarose hydrogel, added with 10 µM OPN. (D) Agarose hydrogel, added with 10 µM CSB. (E) Agarose
hydrogel, added with 10 µM 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.
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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 Na2O-CaO-SiO2 are materials that favor the formation
of HAP crystals. This is because this material interchanges Na+

and Ca2+ ions with protons in the surrounding fluid, which gives
rise to Si-OH groups that induce the nucleation of HAP.35 Na+

and Ca2+ also accelerate the nucleation of HAP by increasing the
ionic activity of the product.35 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
Ca2+ 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

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.
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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.36 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.38

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.39 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 II, X, and pro-I 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 I collagen that promote calcification [Watson et al., 

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

V 
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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-β peptide (Aβ), 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. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 
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 18-22oC, 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-HCl, 0.15 M NaCl, 1% Triton X-

100, 0.25% sodium deoxycholate, 1 µg/mL leupeptin, 10 µg/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-HCl, 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 4oC. 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 µm 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 (200oC, approximately) and 10 

more minutes at an intermediate temperature (100oC, 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 4oC 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 

µM CuSO4 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 (DiI) (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 µM CuSO4 for 6 h at 37°C and oxidation stopped by adding EDTA. oxLDL 

were dialysed against 150 mM NaCl containing 100 µM 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% CO2. 

 

INTERNALIZATION ASSAYS AND OXIDATIVE STRESS MEASUREMENTS 

T/G HA-VSMC was grown for 2−3 weeks prior to the experiment controlling density up to 

10,000 cells/cm2. Lipoprotein internalization and oxidative stress assays were performed by 

adding 2.5µg/mL ox/acLDL 10 µM 6-carboxy-H2DCFA for 5 h at 37ºC and 5% CO2 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). 

λ excitation for 6-carboxy-H2DCFA (488nm) and DiI (543nm). λ emission 519nm and 

569nm respectively. 

 

IMMUNOBLOTS 

Cells were treated during 5 h with 2.5 µg/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 µg/mL 

leupeptin, 10 µg/mL aprotinin, and 250 µM PMSF). Lysed cells were centrifuged at 1500g 

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 µg/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 37ºC with 

a blocking buffer containing 0.1 M Tris-HCl, 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 

4oC. Membranes were washed four times (15 min) using blocking buffer and incubated 

with 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 subjected to treatment with an ECL Plus kit according to the supplier’s 

instructions in order to develop chemiluminescence. Recombinant mouse OPN (Sigma-

O2260) 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-β actin and secondary antibody consisted of a HRP-conjugate goat 

anti-mouse IgG. 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. 

 
RESULTS 

 

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-O2260), 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 Von 

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 µm, whereas the bigger granules corresponded to 10 µm 

approximately. Very few had a larger size close to 30 µm 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 ANALYSIS OF 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 STRESS INDUCTION 

To verify that exposure of VSMC to oxLDL causes oxidative stress, we conducted 5 h 

internalization tests of oxLDL labelled with DiI (DiI-oxLDL) and DiI-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 

Page 14 of 30

John Wiley & Sons, Inc.

Journal of Cellular Biochemistry

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 15 

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.  

 
DISCUSSION 
 
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-β1, bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) 

[Mohler 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 IL-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-ß, laminin, collagen 1, angiotensin II 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 ß (IL-1) and tumor necrosis factor (TNF-α), 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 H2O2 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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Fig. 1. OPN identification by Western blot analysis. Protein preparation from a control aorta (A); 
control recombinant OPN (B); aorta obtained from animals feed with a high cholesterol diet (C).  

84x84mm (600 x 600 DPI)  
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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 µm; d-g 50 µm.  
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Fig. 3. Immunohistochemistry to osteopontin in the thoracic (a, c) and abdominal (b, d) aorta from 
experimental atherosclerotic rabbits. Aortas show atheroma plaques in both thoracic and abdominal 
regions and the overexpression of OPN located at the neointima (c, d). Note that SMC of the tunica 

media also express OPN weakly (d). Bars: a-c 250 µm; d 100µm.  
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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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Fig. 5. Internalization of oxLDL and generation of ROS in vascular smooth muscle cells. T/G HA-
VSMC incubated during culture with DiI-oxLDL (to follow lipoprotein internalization), and 6-carboxy-

H2DCFA (oxidative stress marker). Phase contrast image showing T/G HA-VSMC (a). OxLDL 
internalization (b). Oxidative stress marker associated to ROS generation (c). λ excitation for 6-
carboxy-H2DCFA (448nm) and DiI (543nm). λ emission 519nm and 569nm respectively. Bar  30 

µm.  
169x51mm (600 x 600 DPI)  

 

Page 29 of 30

John Wiley & Sons, Inc.

Journal of Cellular Biochemistry

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 
  

 

 

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 β-actin 

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