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Resumen

La calcificacion cardiovascular (CCV) afecta a arterias y valvulas
comprometiendo su normal funcionamiento y aumentando el riesgo de sufrir
accidentes cardiovasculares y de desarrollar hipertrofia cardiaca e insuficiencia
cardiaca, entre otros. Actualmente no existen tratamientos eficaces que
prevengan o reduzcan la CCV. Nuestro grupo habia descrito la sobreexpresion
del receptor nuclear NOR-1 en lesiones aterosclerdticas humanas y su induccion
en células endoteliales y células musculares lisas vasculares (CMLVs) por
estimulos que promueven disfuncion endotelial y potencian la migracion y
proliferacion de ambos tipos celulares. La Lisil Oxidasa (LOX) es una enzima que
cataliza el entrecruzamiento de las fibras de coldgeno y elastina en el proceso de
maduracion de la matriz extracelular (MEX). Nuestro grupo habia caracterizado
la implicacion de LOX en la disfuncién endotelial y el remodelado vascular, y
como la actividad LOX contribuye al estrés oxidativo y a la rigidez vascular. En
el presente trabajo hemos profundizado en el estudio de los mecanismos
celulares y moleculares por los que NOR-1 y LOX participan en la CCV.
Detectamos aumento de los niveles de expresion de NOR-1 tanto en valvulas
aorticas como en lesiones aterosclerdticas humanas calcificadas, en las que
colocalizo con marcadores de calcificacion como RUNX2 (Runt-related
transcription factor 2) y osteopontina (OPN). La expresidon endogena de NOR-1
aumento al incubar células intersticiales de valvula aortica (VICs) o CMLVs
humanas con un medio con alto contenido en fosfato que indujo calcificacion. La
sobreexpresion de NOR-1 en VICs expuestas a este medio limit6 la induccion de
los marcadores de diferenciacion osteoblastica/calcificacion y la mineralizacion
de la MEX. Ademas, al exponer a medio osteogénico CMLVs o anillos adrticos de
ratones que sobreexpresan NOR-1 en las CMLVs (TgNOR-1MLV) ]a expresion de
los marcadores de calcificacion y la mineralizacion de la MEX fue menor que en
células o anillos adrticos de animales control. Finalmente, al inducir
hiperlipidemia y aterosclerosis experimental (mediante la administracion de
AAV-PCSK9™7#Y y dieta aterogénica) observamos que la transgénesis de NOR-1
disminuye el desarrollo de aterosclerosis a nivel de la aorta y la calcificacion de
las lesiones aterosclerdticas. Las lesiones aterosclerdticas de animales TgNOR-
1MLV eran de menor tamafio y tenian menor infiltrado inflamatorio; ademas,
estaban menos calcificadas y presentaban menor expresiéon de marcadores
osteogénicos, menor grado de entrecruzamiento del coldgeno y menor contenido
de glucosaminoglicanos que las de los animales control. Por lo tanto, NOR-1
reduce la calcificacion de células en cultivo y la calcificacion de la intima asociada
a la aterosclerosis. En relacion al impacto de LOX en la CCV, observamos una
mayor expresion de esta enzima tanto en valvulas adrticas calcificadas como en
placas aterosclerdticas humanas en las que colocalizaba con RUNX2. Al inducir
la calcificacion de VICs con un medio rico en fosfato observamos un aumento de
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Resumen

la secrecion de la LOX que promovié la maduracion de la MEX y su
mineralizacién de forma dependiente de su actividad catalitica. Al inducir
aterosclerosis mediante la administracion de AAV-PCSK9™# vy djeta
aterogénica, los ratones que sobreexpresan LOX en las CMLVs de la pared
vascular (TgLOXMLY) presentaron mayor desarrollo de aterosclerosis en la aorta
y mayor calcificacion de las lesiones. Las lesiones aterosclerodticas de ratones
TgLOXMLY tenian mas infiltrado inflamatorio y una cubierta fibrosa mas rica en
CMLVs y mas engrosada. El andlisis de la calcificacion evidencié que las placas
de ratones TgLOXLV estaban mas calcificadas y presentaban mayor expresion
de marcadores osteogénicos, mayor grado de entrecruzamiento de coldgeno y
mayor contenido de glucosaminoglicanos que las de los animales control. Por lo
tanto, nuestro estudio proporciona evidencias tanto in vitro como in vivo del papel
clave de la LOX en la CCV.
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Introduccion

1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son la principal causa de morbilidad
y mortalidad a nivel mundial, suponen una importante carga econémica para el
sistema nacional de salud y se encuentran entre las principales causas que
provocan la pérdida de productividad a nivel global (1). La prevalencia de estas
enfermedades casi se duplico entre 1990 y 2019 pasando de 271 a 523 millones de
casos. Ademas, el nimero de muertes por ECVs aumentd de manera continua
(de 12,1 millones en 1990 a 18,6 millones en 2019) (2). La Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) estima que las ECVs representan el 32% de las muertes que se
producen en todo el mundo.

Entre las enfermedades cardiovasculares mads frecuentes destaca la
aterosclerosis que es la causa subyacente de gran parte de las patologias
cardiovasculares de origen isquémico (3).

1.1. Aterosclerosis

La aterosclerosis es el denominador comun de las ECVs de componente
isquémico y el sustrato patoldgico de complicaciones clinicas como el infarto de
miocardio y el accidente cerebrovascular (4-6). No es una enfermedad moderna
puesto que se describié hace mas de 4.000 afios. En 1904, Felix Marchand propuso
el término aterosclerosis para referirse a esta enfermedad vascular que considerd
responsable de los procesos obstructivos de las arterias (5). El término
aterosclerosis deriva del prefijo “atero” que en griego significa papilla para
indicar el deposito de lipidos en la pared arterial y el sufijo “esclerosis” que se
refiere al endurecimiento (5,7,8).

La aterosclerosis es una patologia multifactorial en la que influyen
factores genéticos y ambientales (9). Aunque la aparicion de lesiones
aterosclerdticas puede remontarse a la infancia, tienen que pasar varias décadas
hasta que la patologia de lugar al desarrollo de complicaciones clinicas (5).

1.1.1. Anatomia de la arteria

El sistema arterial estd formado por arterias eldsticas de gran calibre y arterias
musculares periféricas de menor didmetro. La pared arterial se compone de tres
capas: la tiinica adventicia, la tinica media y la tinica intima (Figura 1). La capa
mas interna, en contacto con la sangre, es la intima formada por una monocapa
de células endoteliales y una ldmina de fibras eldsticas (lamina eldstica interna)
(10). En un individuo sano, la intima es una capa muy fina compuesta
fundamentalmente por matriz extracelular (MEX), sobre todo colageno y
proteoglicanos. La media estd conformada por células musculares lisas
vasculares (CMLVs) y MEX bien organizada compuesta fundamentalmente por
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colageno y elastina (7). Las fibras de elastina juegan un papel clave en la
resistencia mecanica de los vasos a bajas presiones mientras que las fibras de
colageno juegan un papel mas importante a presiones altas (11). La capa mas
periférica es la adventicia que se compone por tejido conectivo con fibroblastos y
CMLVs (9). En esta capa se encuentran también las terminaciones nerviosas, los
mastocitos y los vasa vasorum (7).

Arteria

Endotelio
Tejido
conectivo
/~Membrana
eldstica interna
Fibras
musculares
involuntarias
Fibras
eldsticas

Capa intima

Capa

adventicia Membrana

“elastica externa

Tejido
conectivo

Figura 1. Representacion de la anatomia de una arteria sana. La arteria se compone de tres capas:
intima, media y adventicia. Imagen adaptada de The Editors of Encyclopedia Britannica (12).

1.1.2. Patologia de la aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad cronica de progresion lenta caracterizada
por la acumulacién de lipidos y células inflamatorias que conducen a la
formacion de las placas de ateroma en la intima de las arterias (3,4,6,9,10).
Tradicionalmente se consideraba que era el resultado de la acumulacion pasiva
de lipidos en la pared vascular. Sin embargo, la vision actual de su patogénesis
es mas compleja ya que se entiende como un proceso en el cual participan el
sistema inmune y la inflamacién en conjuncién con factores de riesgo
potenciadores como la hiperlipidemia, en especial las lipoproteinas de baja
densidad (LDLs) (3,7,13,14).

1.1.2.1. Factores de riesgo

Estudios clinicos y epidemioldgicos han permitido asociar ciertos factores
genéticos y ambientales con la aterosclerosis. Se ha descrito que concentraciones
elevadas de LDLs favorecen el desarrollo de lesiones aterosclerdticas. De hecho,
algunos autores como Peter Libby et al sugieren que el desarrollo de éstas
probablemente no ocurriria si las concentraciones de LDLs no estuvieran por
encima de las necesidades fisioldgicas (7). Sin embargo, el estilo de vida de la
poblacién tiende a excederlas, exponiendo de manera continua el vaso a niveles
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elevados de LDLs lo que favorece su desarrollo (7). Otros factores de riesgo
asociados a la aterosclerosis y a sus complicaciones tromboticas son la
hipertension, el tabaquismo y los factores que engloba el sindrome metabdlico
que incluye la presion arterial elevada, la grasa visceral y los niveles altos de
lipoproteinas ricas en triglicéridos, la resistencia a la insulina y el desarrollo de
diabetes mellitus (7).

También se ha atribuido un importante papel al sistema inmunoldgico
en el desarrollo de la aterosclerosis (6). La inflamacion y la hematopoyesis clonal
se han descrito como factores de riesgo emergentes (7). Ademas, estudios
recientes proponen otros factores de riesgo como la alteracion del sueno, la
inactividad fisica, el microbioma, la contaminacion del aire y el estrés ambiental
(15).

Por lo tanto, entre los factores de riesgo modificables debe subrayarse la
importancia de hacer una dieta saludable, practicar ejercicio fisico de manera
regular y no fumar para prevenir la patologia aterosclerodtica.

1.1.2.2. El progreso de la aterosclerosis

El endotelio vascular actia como una primera barrera fisica frente a moléculas y
células que circulan por el torrente sanguineo (6). Sin embargo, la exposicion
continua a factores de riesgo aterosclerdticos produce alteraciones en la
monocapa endotelial, activdandola y disminuyendo sus funciones
ateroprotectoras (6,7). Todo ello favorece que moléculas circulantes penetren en
la intima, desencadenen el inicio y favorezcan la progresién de las lesiones
aterosclerdticas (Figura 2).

Linfocito T @ Célula endotelial
Particula LDL Monocito Macréfago IS = TN
clasico ) (;/—;)/:ffi,(:/ = @ —
~ = =
. o} o= g N Macréfago
O Célula espumosa
-/Q”’f;(" \_/L (
= e Molécula de %
. adhesion i
intima o o Membrana elastica interna
—/\O Vaso sanguineo
Media Células musculares lisas
— <<-—Nervio

Adventicia Mastocito Membrana eléstica externa

Figura 2. Inicio y progresion de la aterosclerosis. La imagen muestra como penetran LDLs,
monocitos y linfocitos a través de la monocapa de células endoteliales activadas hacia la intima de
la pared vascular lo que desencadena la formacion de la lesiéon aterosclerética. Ademas, se
representa la migraciéon de CMLVs de la media y la transformacion de los monocitos a macrofagos
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que al captar LDLs modificadas se convierten en células espumosas. Figura adaptada de Libby et al
).

La presencia cronica de niveles elevados de LDLs circulantes promueve
el inicio de la aterosclerosis ya que penetran y se acumulan en la intima
(6,9,15,16), donde experimentan oxidaciones y otras modificaciones que las
convierten en particulas mas proinflamatorias e inmunogénicas (15,17). Los
monocitos circulantes interaccionan con las moléculas de adhesidon expresadas
por las células endoteliales activadas y se infiltran en la intima (6). Diferentes
quimiocinas y citoquinas pueden promover la migracion de los monocitos a la
intima donde se convierten en macrdéfagos (10). Estos macréfagos expresan
receptores scavenger que tienen capacidad para unir y captar lipoproteinas
modificadas transformandose en células espumosas. Otras células del sistema
inmunitario adaptativo como los linfocitos T también pueden migrar a la intima
donde ejerceran funciones reguladoras sobre el sistema inmunitario innato, las
células endoteliales y las CMLVs (6). Ademas, las CMLVs de la media pueden
migrar hacia la intima en respuesta a la acumulacion de leucocitos y al efecto
quimiotactico de diferentes moléculas como MCP1 o PDGF (Platelet derived
growth factor) (7,18). En la intima, las CMLVs también pueden internalizar LDL
oxidadas a través de receptores scavenger para convertirse en células espumosas

(6).
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Figura 3. Progresion de la aterosclerosis. La imagen muestra como las CMLVs y las células
espumosas pueden sufrir muerte celular generando restos celulares que junto con las LDLs forman
el ndcleo necrético. Ademas, se forma la cubierta fibrosa a partir de la sintesis de colageno por parte
de las CMLVs. Al progresar la enfermedad se puede producir degradacion de la cubierta fibrosa
por la accién de las enzimas metaloproteinasas (MMPs). Figura adaptada de Libby et al (7).

En la progresion de la placa aterosclerotica, las CMLVs que han migrado
a la intima producen MEX (coldgeno, elastina, proteoglicanos y
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glucosaminoglicanos) que contribuyen a su engrosamiento y forman lo que se
conoce como cubierta fibrosa (Figura 3) (6,19). Esta capa tiene un importante
papel estructural ya que evita la exposicion del material protrombético presente
en el nacleo de la lesion (6). Sin embargo, mediadores como interferén y (IFNy)
liberados por células como los linfocitos T pueden inhibir la produccién de
coldgeno y la capacidad de las CMLVs de mantener esta cubierta fibrosa (7).
Ademas, los macrofagos activados producen también MMPs, proteasas capaces
de degradar el colageno de la cubierta. Este debilitamiento estructural de la
cubierta fibrosa aumenta la susceptibilidad de la placa a romperse (7,20).

A medida que avanza la lesion, las CMLVs y los macrdfagos pueden
sufrir muerte celular, de manera que los restos celulares se acumulan formando
el nucleo necrético de la placa aterosclerdtica (7,19). Durante la evolucion de la
placa, este nicleo va aumentando de tamafio debido a la muerte celular y a una
eliminacion deficiente de restos celulares por eferocitosis. Ambos eventos junto
con la inflamacion y el estrés oxidativo incrementan la vulnerabilidad de la placa
y aumentan su trombogenicidad (6).

1.1.2.3. Complicaciones de la aterosclerosis

En fases iniciales de la aterosclerosis, el crecimiento de las lesiones no
compromete la luz arterial. Sin embargo, la placa aterosclerética en crecimiento
continuo puede empezar a invadir el lumen arterial y conducir a la formacién de
lesiones que limitan el flujo sanguineo. Cuando la oclusién afecta a la arteria
coronaria, en situaciones en las que el miocardio demanda mds oxigeno como
sucede al realizar ejercicio fisico, puede desencadenar isquemia y sintomas
tipicos de angina pectoris (7,9,10).

La rotura de la cubierta fibrosa es la complicacion mas frecuente por la
cual la sangre entra en contacto con el nucleo lipidico protromboético. Como
consecuencia, sustancias procoagulantes, como el factor tisular, pueden
desencadenar una trombosis que puede causar la oclusion del vaso y conducir a
un evento isquémico agudo (7,9). Muchos trombos murales pueden no ocluir
totalmente el vaso o bien sufrir lisis debido a las defensas fibrinoliticas enddgenas
(7). En el proceso de reorganizacion del trombo, el factor de crecimiento
transformante 3 (TGFP) y el PDGF pueden estimular la migracién y la
proliferacion de las CMLVs que, junto a la produccion descontrolada de MEX,
conducen a un aumento del volumen de la lesion que invade la luz arterial (7).
De hecho, estudios de lesiones aterosclerdticas humanas avanzadas muestran la
presencia de “capas enterradas” lo que proporciona evidencia de procesos
anteriores de rotura y remodelado.

37



Introduccion

1.2. Calcificacion cardiovascular

La calcificacion cardiovascular (CCV) se caracteriza por la deposicion de
complejos de fosfato calcico (hidroxiapatita) en la vasculatura (21-23). Segun su
localizacion anatomica puede clasificarse en diferentes tipos: calcificacion de la
intima, calcificacion de la media, calcificacion de las valvulas cardiacas y
calcifilaxis o arteriolopatia urémica calcificante (CUA) cuyas caracteristicas se
explicaran en mayor detalle en la seccion 1.2.4.

Inicialmente, la calcificacion se consideraba un proceso pasivo y
degenerativo relacionado con lesiones aterosclerdticas en estados muy
avanzados. Sin embargo, evidencias mas recientes sugieren que la CCV es un
proceso activo y complejo en el cual participan multiples vias y mecanismos
responsables de la deposicion de calcio en la pared vascular andlogos a los que
intervienen en la formacion del hueso (24,25). La CCV también puede producirse
en la media especialmente en pacientes diabéticos y pacientes con insuficiencia
renal cronica (25,26).

Los resultados de diversos estudios clinicos indican que la CCV presagia
un mal prondstico y augura futuros eventos cardiovasculares graves en los
pacientes. De hecho, la presencia de calcio en las arterias coronarias es un
marcador para calcular el riesgo de sufrir un evento coronario agudo a corto
plazo, y en este sentido se ha usado desde 1940 (27-29). Ademas, se ha descrito
que el riesgo de padecer un evento cardiovascular grave, definido como infarto
de miocardio o muerte provocada por enfermedad coronaria, es
significativamente mayor en aquellos pacientes que tienen un valor de coronary
artery calcium score superior a 300 en comparacion a aquellos cuyo valor oscila
entre 1y 100 (30).

En el estudio Multi-étnico de aterosclerosis (MESA), se describid que la
prevalencia de calcificacion de las arterias coronarias se veia afectada por el
género y la etnia ya que en hombres caucasicos era del 70% mientras que, en
hombres afroamericanos, hispanos y asiaticos era aproximadamente del 52%,
56% y 59%, respectivamente. En el caso de las mujeres la incidencia era so6lo del
45%, 37%, 35% y 42% respectivamente (30). La prevalencia también se veia
afectada por la edad ya que en mayores de 70 afios se producia calcificacién en
mas del 90% de hombres y del 67% de mujeres (28,31).

1.2.1. Factores de riesgo de la CCV

La calcificacion vascular incrementa el riesgo de mortalidad y por lo tanto se
encuentra dentro de los factores de riesgo “Framingham” tradicionales.
Diferentes estudios clinicos han investigado los factores de riesgo que se asocian
con la calcificacion de las arterias coronarias y arterias periféricas (32).
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La hipertension, que estd muy relacionada con el remodelado
cardiovascular y la aterosclerosis, es un factor de riesgo de la CCV (21,33). De
hecho, se ha descrito la relacién entre el sistema renina-angiotensina y la
patogénesis de la CCV a través de su impacto en la apoptosis, el crecimiento y la
diferenciacion de las CMLVs (33). Ademas, se ha descrito un incremento del
receptor de angiotensina 1 en regiones calcificadas y que su bloqueo
farmacolodgico previene la CCV en animales de experimentacion (34).

La diabetes mellitus es otro factor de riesgo de la CCV. La CCV en los
pacientes diabéticos es muy superior a los no diabéticos (24,35). Este incremento
de la CCV se acompania de una mayor expresion de marcadores de calcificacion
como osteopontina (OPN), colageno y fosfatasa alcalina (ALPL) en la media de
las arterias (36). Varios estudios sugieren que el incremento de CCV en estos
pacientes se debe a la hiperglucemia que promueve la transformacion
osteoblastica de las CMLVs (32). Aunque no esta muy clara la relacion entre la
dislipemia y la CCV, se conoce que durante la diferenciacion osteogénica las
células vasculares calcificantes no solo depositan hidroxiapatita sino también
lipidos como triglicéridos (21,25,32). Por ello, se considera que la dislipemia, mas
que los niveles elevados de LDL, participa en el proceso de la CCV.

Uno de los factores no tradicionales asociado con la CCV en modelos
animales es la inflamacion ya que se ha descrito que durante la osteogénesis se
produce inflamacion local e infiltracion de macrofagos en las lesiones
aterosclerdticas (37). El estrés oxidativo es otro de los factores no tradicionales
relacionado con el desarrollo de CCV (38). Asi, se ha descrito que la presencia de
ROS (Reactive Oxigen Species) como el H:0: favorece la diferenciacion
osteoblastica (39,40). El estrés oxidativo podria explicar la relacion entre la
calcificacion de las arterias coronarias y la osteoporosis descrita en la poblacion
general (32,41). Algunas proteinas pueden verse modificadas de manera
indirecta mediante compuestos reactivos de carbonilo formando los productos
de glicacion avanzada (AGEs) que se localizan en zonas de calcificaciéon y
realizan modificaciones en la elastina que pueden favorecen el proceso de
mineralizacién (42).

Alteraciones en los mecanismos que mantienen la homeostasis mineral,
como sucede en el caso de la hiperfosfatemia, se han relacionado con una mayor
propension al desarrollo y progresion de la CCV(23,32). En este sentido, los
pacientes con niveles de fosfato en el cuartil superior presentan mayor riesgo de
CCV y de muerte (43,44). También existe una asociacion entre la hipercalcemia y
la presencia de CCV(45,46). En general, se ha descrito un efecto sinérgico del
calcio y del fosfato sobre la CCV(45).
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1.2.2. Proceso de biomineralizacion

Las concentraciones de calcio y fosfato presentes en el suero y los fluidos tisulares
en condiciones fisioldgicas resultan suficientes para la mineralizaciéon y la
formacion de cristales de hidroxiapatita (23,25). De hecho, la biomineralizacion
de los tejidos duros se produce de forma fisiologica, como el caso del hueso o la
dentina (47). Sin embargo, cuando esta acumulacion de minerales inorganicos
ocurre en los tejidos blandos (como vasos sanguineos, musculo, higado o cerebro)
es patoldgica y hablamos de biomineralizacion ectdpica (23,48).

Se han descrito dos procesos que conducen a la biomineralizacién
vascular: un proceso pasivo, independiente de actividad celular, y un proceso
activo.

1.2.2.1. Biomineralizacién pasiva

Tradicionalmente, la CCV se considerd un proceso pasivo en el que se producia
deposicion de iones fosfato y calcio sobre la elastina y el coldgeno segtn la teoria
de neutralizacién de cargas (23). De acuerdo con ésta, el elevado contenido de
glicinas de la elastina y el coldgeno favorece la formacion de giros beta que
interaccionan con iones calcio, para neutralizar cargas, lo que inicia el proceso de
mineralizacion. Esta interaccidon permite la formacion de cristales de
hidroxiapatita a nivel extracelular que normalmente, precipitan de forma amorfa
(23). La hidroxiapatita (Caw(POs)s(OH)) es el producto final de la reaccién entre
iones calcio y fosfato y es conocida también como resultado de la agregacion de
clusters de Posner (23). La deposicidn de estas sales ocurre sobre las proteinas de
MEX (23). En la pared de la aorta, la deposicion se produce sobre la elastina,
principal componente de las fibras eldsticas de la media (23).

1.2.2.2. Biomineralizacion activa

En la actualidad, la biomineralizacion activa es la teoria mds aceptada que
entiende la calcificacién como un proceso dindmico y regulado que depende de
la actividad celular (49,50). En este proceso participan diferentes tipos de células
que secretan vesiculas extracelulares (VEs) y diferentes mediadores como
coladgenos, fosfoproteinas, glicoproteinas, proteolipidos, pirofosfatos, iones
magnesio y carbonato (25,44,51,52).

El inicio del proceso de biomineralizacidon requiere la presencia de
nucleadores de cristalizacion, que desencadenan la formacién del ntcleo
cristalino primario, y la ausencia de los inhibidores de la mineralizacion (25). De
manera fisiologica, las VEs secretadas por las CMLVs, VICs o macréfagos
contienen inhibidores de la mineralizaciéon como fetuina A o proteina gla de
matriz (MGP) que protegen a las arterias de la deposicion de cristales de fosfato
calcico (53). Sin embargo, bajo estimulos procalcificantes, las VEs contienen
inductores de la mineralizacion que interaccionan con el colageno de la MEX lo
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que permite formar un foco nucleador de la mineralizacion (44,51,54). Estas VEs
secretadas contienen ALPL, miembros de la familia de las anexinas, MMPs,
pirofosfatasa, ATPasa, 5-AMPasa, glucosa-6-fosfatasa y fosfolipasa A: que
permiten liberar sustratos y formar intermediaros que facilitan la precipitacién
del fosfato célcico (44). La ALPL aumenta los niveles de fosfatos inorganicos en
las vesiculas y degrada el pirofosfato, inhibidor de la precipitacion de fosfato
calcico y del crecimiento de cristales de hidroxiapatita (51). Ademas, las VEs
contienen grandes cantidades de colesterol libre, fosfolipidos y fosfatidilserina
(51). La anexina V, en presencia de iones de fosfato y de calcio, se une a la
fosfatidilserina para formar un complejo lipido-fosfato-calcio dentro de la
vesicula extracelular (44). Estos complejos nucleadores, que se originan a partir
de soluciones inestables de calcio y fosfato, forman los centros primarios de los
cristales hidroxiapatita (44). Una vez generados estos focos de inicio de la
calcificacion, los componentes procalcificantes de las VEs podran interaccionar
con ellos promoviendo el crecimiento, la progresion y la extension de la
calcificacion.

1.2.3. Patogénesis y calcificacion ectdpica

Las consecuencias a nivel funcional de la calcificacion pueden resultar muy
graves y comprometer el correcto funcionamiento de los vasos sanguineos. De
manera fisioldgica las fibras elasticas confieren elasticidad a las arterias
permitiendo que éstas puedan estirarse durante la sistole almacenando energia y
contraerse durante la didstole (25). Sin embargo, la capacidad contractil de las
fibras se ve comprometida por la rigidez arterial que ocasiona la CCV
(40,46,53,55). Esta rigidez favorece el desarrollo de hipertension sistolica,
hipertrofia del ventriculo izquierdo, disfuncion diastdlica e incompetencia
valvular (25,46). Ademas, la disminucion de la elasticidad debido a la
calcificacion tiene una estrecha relaciéon con el dafo de 6rganos ya que provoca
la relajacion alterada del musculo liso y la disfuncidon endotelial (23,25). En la
media, la calcificaciéon avanzada, estd estrechamente relacionada con un mayor
riesgo de muerte subita cardiaca y de amputacion de miembros inferiores en
pacientes con enfermedad arterial periférica (25).

Respecto a la calcificacion asociada a la aterosclerosis, no hay consenso
claro sobre cémo afecta a la estabilidad de la placa (40,56). Algunos
investigadores relacionan la calcificacion con la presencia de placas
aterosclerdticas mas estables mientras que otros autores destacan la fragilidad y
el mayor riesgo de rotura que éstas presentan cuando estan calcificadas (21,56).
En efecto, se ha propuesto un riesgo bifasico de la calcificacion en estas lesiones.
Inicialmente, la calcificacion suele ser irregular y se relaciona con la
desestabilizacion de la placa y con una mayor propension a la rotura (56). Sin
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embargo, a medida que ésta evoluciona puede ser mas estable y por lo tanto
presenta un menor riesgo de rotura (40). Se requiere continuar investigando para
conocer de forma mas precisa en que contextos la calcificacion estabiliza o no las
lesiones ateroscleroticas.

Finalmente, la calcificacion de las valvulas cardiacas, valvula aortica y
mitral, es la principal causa de insuficiencia cardiaca y la primera de reemplazo
valvular en Europa y Ameérica del Norte (40,57). Cuando la calcificacion valvular
es grave produce un estrechamiento de la valvula adrtica (estenosis adrtica)
puede llegar a requerir cirugia de reemplazo. Esta calcificacion puede
interpretarse como un signo temprano de enfermedad cardiaca (21). De hecho,
este tipo de calcificacién se relaciona con una mayor incidencia de infarto,
fibrilacion auricular y muerte stbita (40).

1.2.4. Clasificacion de la CCV

La clasificacion ampliamente utilizada para la CCV se basa en su localizacion
anatomica. Asi, se definen diferentes tipos de calcificacion dependiendo de la
capa de la pared vascular o la valvula en la que se depositan los cristales de
hidroxiapatita.

1.2.4.1 Calcificacion de la capa intima

Se trata del tipo de calcificacion habitual en pacientes que tienen placas
aterosclerdticas (25). En este caso, participan los mecanismos comunes en la
aterosclerosis como la acumulacion de lipidos, la invasién de macréfagos, la
proliferacion de CMVLs, la alteracion de proteinas de la MEX en respuesta a la
inflamacion crénica arterial y la transdiferenciacion osteoblastica de diferentes
tipos celulares que liberan las VEs (21,27,31,40). Mudltiples estudios han
demostrado que las citoquinas proinflamatorias, las LDLs oxidadas (LDLox) y
otros productos de liberacion de monocitos/macréfagos promueven la
osteogénesis y la acumulacion de depositos de calcio (25).

En la intima aterosclerdtica, la calcificacion se inicia en forma de
microcalcificaciones. Estas se definen como pequefios depdsitos de calcio (< 5
um), cerca de los focos necrdticos o apoptdticos del nticleo lipidico (21,25,58). Este
tipo de calcificacion es tipico de placas de alto riesgo de rotura (27). Se ha
hipotetizado que en este proceso juega un papel clave la apoptosis de CMLVs y
las VEs liberadas por estas células en las proximidades de la ldmina elastica
interna (21,59). El aumento de sitios de nucleacidon puede facilitar la precipitacion
de sales de calcio a escala micrométrica y estas microcalcificaciones juegan un
papel patoldgico en el inicio y progresion de la enfermedad vascular (21). En
cambio, en el caso de reorganizacion de la placa tras un episodio trombético se
produce la cicatrizacion del nucleo necrético y la formacion de
macrocalcificaciones (> 5 um), que puede favorecer la estabilidad de la placa.

42



Introduccion

Factores antioxidantes como los dcidos grasos omega 3 y las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) promueven una disminucion de la
mineralizacion ya que reducen la expresion de ALPL y previenen la induccion
de la calcificacion mediada por IL-1, IL-6 y LDLox (25).

1.2.4.2. Calcificacion de la capa media arterial (Calcificacion media de
Moénckeberg)

La calcificacién de la media esta estrechamente relacionada con la edad, la
diabetes, la enfermedad renal cronica, la hipertension y la osteoporosis
(21,25,27,30). La acumulaciéon de fosfato calcico en la media provoca rigidez
vascular (21,25,60). Este proceso resulta posible debido a la disminucion de los
inhibidores de la calcificacion, al incremento del estrés oxidativo y del estrés del
reticulo endoplasmatico, a la apoptosis, al dafio en el ADN promovido por el
desequilibrio en la homeostasis del calcio y fosfato y a una regulacion anormal
del sistema hormonal (21,30).

En la calcificacion de la media, en el contexto de la diabetes, participa la
via BMP2/MSX-2/WNT, tipica de la formacion del hueso. En pacientes diabéticos,
los radicales libres inducen inflamacién en la adventicia con infiltracion de
macrofagos y linfocitos T. Ademas, la hiperglucemia y los AGEs incrementan la
produccion de TNFa (Tumor Necrosis Factor ), BMP-2 (Bone Morphogenic Protein
2), OPN y la expresion de MSX-2 (Msh homeobox homolog 2). Los mediadores de
la inflamaciéon estimulan la proliferacién, la diferenciacién osteogénica y la
migracién de miofibroblastos a la media dando lugar a su engrosamiento,
remodelado y calcificacion (25). Las MMPs, secretadas por las células
inflamatorias en la adventicia y la media, tienen un importante papel en la
calcificacion ya que incrementan los metabolitos de elastina los cuales activan
monocitos e intensifican el proceso inflamatorio. Asimismo, los productos de
degradacion de la elastina pueden convertirse en nucleadores de la cristalizacion.
De hecho, la inhibicién de MMPs rompe el circulo vicioso de la activacion de
monocitos y restringe la CCV (25).

En etapas finales de la enfermedad renal, los niveles anormalmente altos
de calcio y fosfato estimulan la diferenciacion osteogénica mediada por RUNX2
(Runt-related transcriptor factor 2) (25). Los niveles elevados de fosfato promueven
la transicion de CMLVs a CMLVs de fenotipo osteoblastico activando el
transportador PiT-1 (Sodium-dependent phosphate transporter 1) y la subsiguiente
cascada de la via RUNX2 (25).

En el contexto de la hipertension se produce un remodelado de la MEX
que acelera la acumulacion de colageno tipo I, fibronectina y proteoglicanos en
la media. Ademas, se acumulan productos anomalos de elastina. Esta cascada
promueve un cambio fenotipico de las CMLVs y favorece la mineralizacion.
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Todo ello acelera atin mas la rigidez vascular y el aumento de la presion arterial.
En comparacion con pacientes normotensos, los pacientes con hipertension
manifiestan un aumento de la calcificacion en la aorta abdominal y la toracica
descendente (21).

1.2.4.3. Calcificacion valvular

El continuo estrés mecanico al que estan sometidas las valvulas del corazén y la
inflamacion exacerbada son los responsables de la calcificacion distrofica de las
valvulas cardiacas (25,27,40). Las valvulas mas afectadas son la valvula adrtica y
la mitral. Entre los factores de riesgo asociados a este tipo de calcificacion
encontramos la edad, la predisposicion genética, el sexo masculino, la
insuficiencia renal, la hipertension arterial, la aterosclerosis, la dislipemia y la
diabetes (21,27). El tejido conjuntivo del estroma de la valvula aortica calcificado
presenta una alteracion en la organizacion de la elastina, depdsitos de lipidos,
inflamacién cronica, fibrosis, depositos de calcio e infiltracion de macréfagos y
linfocitos T (25,61).

En el proceso de la calcificacidon valvular, se produce osteoblastogénesis,
induccidn crénica de marcadores de inflamacidn e incremento de marcadores de
calcificacién que conducen a la formacion de tejido éseo maduro (25,27). El
estimulo inflamatorio impulsa también el remodelado de la MEX mediante la
modulaciéon de la expresion de MMPs y sus inhibidores (TIMPs). Este
remodelado de la MEX influye en las propiedades mecanicas, la proliferacion, la
motilidad de diferentes tipos celulares y la diferenciacion osteogénica de las VICs
(27). En concreto, los depdsitos de fosfato cdlcico de las valvulas adrticas se
localizan predominantemente en la superficie adrtica mas que en la ventricular
lo que sugiere que las fuerzas hemodindmicas pueden contribuir al proceso de
diferenciacion fenotipico de las células endoteliales (27). Ademas, la alteracion
de las fuerzas hemodindmicas y/o los cambios inducidos por la presion
determinan una expresion alterada de moléculas de adhesion (VCAM1 [Vascular
Cell Adhesion Molecule 1] e ICAM1 [Intercellular Adhesion Molecule 1]), citoquinas
proinflamatorias y proteasas. Por lo tanto, la calcificacion valvular no es un
proceso pasivo, sino que conlleva la combinacién de la actividad y secrecion de
las células junto con sefiales mecanicas y hemodindmicas (27,61).

Asimismo, se ha descrito la presencia de depdsitos de calcio en la
valvula mitral sobre todo en el contexto de la metaplasia cartilaginosa del anillo
valvular (25). Esta calcificacion se ha relacionado con el incremento en la
incidencia de enfermedades de la valvula mitral y arritmias (62).

1.2.4.4. Calcifilaxis
La arteriolopatia urémica calcificante es un tipo de calcificacion que afecta a la
capa media de pequenas arteriolas (didmetro < 0,6 mm). Los factores de riesgo
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descritos con este tipo de calcificacion son niveles elevados de fosfato y calcio,
niveles elevados de hormona paratiroidea, hipoalbuminemia, diabetes, sexo
femenino, obesidad y sobredosis de warfarina (21).

Esta patologia afecta principalmente a pacientes dializados con
enfermedad renal crénica, en particular a aquellos que se les administra
warfarina (21,25). La warfarina bloquea la y-carboxilacién dependiente de
vitamina K de proteinas inhibidoras de la calcificacion como MGP (63). Asi, la
concentracion de MGP se ve disminuida y junto al exceso de fosfato y calcio
circulantes que presentan estos pacientes se favorece la mineralizacion. Se trata
de un tipo de calcificacion rara pero con graves consecuencias ya que la tasa de
mortalidad es excepcionalmente alta y la de curacion muy baja, incluso si se
diagnostica en una etapa temprana (21). La causa exacta del desarrollo de
calcifilaxis se desconoce, pero se puede describir como una calcificacion de la
media combinada con la proliferaciéon de la intima, la fibrosis, la oclusion
trombdtica y en consecuencia provoca isquemia y necrosis de la piel, tejido
subcutdneo, érganos internos y musculos (21,25).

1.2.5. Diagnostico y manejo clinico de la CCV

A pesar de que la CCV se considera un indicador robusto de morbilidad y
mortalidad cardiovascular, en la practica clinica el diagndstico de CCV no esta
bien establecido y no existe un consenso de cdmo aplicar las diferentes técnicas
(64). En la actualidad la Sociedad Americana del Corazon y la Sociedad Europea
conjunta de Cardiologia recomiendan determinar la presencia de calcificacion en
la arteria coronaria sélo en aquellos individuos que presenten un riesgo medio
(riesgo evento cardiovascular grave del 10-20% en 10 afos) y el resultado
determinaria si realizar un seguimiento mas activo y frecuente para prevenir
eventos cardiovasculares futuros (64,65).

Existe una amplia gama de técnicas invasivas y no invasivas para
determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de CCV (Tabla 1). Las
pruebas diagnosticas ideales para la CCV tienen que cumplir los siguientes
requisitos: (I) ser especificas para minerales de fosfato célcico, (II) no invasivas,
(II) completamente cuantitativas, (IV) reproducibles, (V) estandarizadas, (VI)
con suficiente resolucion para distinguir la calcificacion de la media y de la
intima, y (VII) suficientemente sensibles como para detectar microcalcificaciones
o mineralizacion activa (64).
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1.2.5.1. Tomografia computerizada (TC): calcificacion de la arteria coronaria
Actualmente se considera que la técnica de imagen gold estandar para la
identificacion y cuantificacion de la CCV es la TC (64,66). Si bien la calcificacién
de los tejidos blandos se puede visualizar con cualquier tipo de TC, la
introduccidn del haz de electrones en esta técnica permitid cuantificar con mayor
precision la calcificacion de las arterias coronarias (CAC). Se trata de una técnica
que tiene suficiente resolucion temporal (suficiente velocidad de imagen para
compensar los movimientos cardiacos y respiratorios) y resolucion espacial
(cortes suficientemente delgados al realizar las imagenes) para visualizar la CAC
(Figura 4). En algunos hospitales, se ha visto reemplazada por la TC
multidetector que tiene una resolucion espacial superior y una resolucion
temporal comparable (66).

Se han desarrollado varios algoritmos para cuantificar la CAC y
proporcionar un valor conocido como coronary artery calcium score, aunque el
algoritmo de referencia es el desarrollado por Agatson et al en 1990 (67). Un
incremento del coronary artery calcium score podria deberse a un aumento de
volumen, de densidad o de ambos, lo que tiene implicaciones prondsticas
diferentes. En varios estudios multi-étnicos se ha descrito que un incremento en
la densidad de la CAC se correlaciona inversamente con el riesgo de padecer un
evento cardiovascular grave, mientras que un incremento en el volumen del CAC
se relaciona positivamente con eventos cardiovasculares graves (68,69). Una de
las limitaciones de este método es que no diferencia entre volumen y densidad
de la CAC ya que en la evaluacion del riesgo resulta imprescindible conocer
ambos puesto que se relacionan de forma opuesta con el riesgo cardiovascular
(64).

- - Gl :
Figura 4. Imagenes representativas de TC en diferentes planos. (A) Imagen de TC axial del
corazon. La flecha amarilla sefala la raiz aértica y la valvula aodrtica calcificada (VA) y la fecha
verde la valvula mitral calcificada (VM). (B) Imagen de angiografia por TC multiplanar del corazén.
La flecha sefiala una placa blanda no calcificada entre dos areas calcificadas densas en la arteria
coronaria descendiente anterior izquierda. Figura adaptada de Raggi et al (66).

Finalmente, cabe destacar el elevado coste que tienen estas técnicas de
imagen (75 a 500 dolares por paciente) lo que supone un elevado gasto por
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individuo para el sistema sanitario. Ademas, se ha descrito que la realizacion de
una sola TC a los 40 afios conlleva una exposicion a la radiacion que incrementa
el riesgo de padecer cancer. Riesgo que se estima causante de 9 cdnceres de cada
100.000 hombres y 28 de cada 100.000 mujeres que se someten a esta prueba.
Ademas, se estima que después de cada procedimiento 1 de cada 4 pacientes
experimenta nefrotoxicidad (64,70).

1.2.6. Tratamientos actuales de la CCV

Actualmente no existe tratamiento farmacoldgico para revertir la CCV. Los
objetivos sobre los que se puede actuar son los reguladores clave del proceso de
calcificacion como la precipitacion de los complejos fosfato-calcio, los
calcimiméticos, la vitamina D, los bifosfonatos, la vitamina K o la reduccion de la
ingesta de calcio con la finalidad de retrasar o atenuar el proceso (24,49,71).

Debido a que la CCV se ve favorecida por concentraciones elevadas de
fosfato, uno de los tratamientos mas usados son los quelantes de fosfato. Entre
ellos destaca el Sevelamer que atenuaria la progresion de la CCV aunque solo
parece eficaz si se administra en etapas muy tempranas de la enfermedad (72). El
tiosulfato de sodio es un quelante del calcio y a la vez antioxidante que podria
prevenir el desarrollo de CCV. Sin embargo, se necesitan mas estudios que
analicen la eficacia de esta estrategia (73). También la vitamina D ha suscitado
interés ya que regula una gran variedad de vias fisioldgicas y metabdlicas (74,75).
Existen varios andlogos de vitamina D comerciales como el calcitriol, alfacalcidol,
calcidiol, paricalcitol, maxacalcitriol y doxercalciferol. Algunos ensayos clinicos
han concluido que dosis bajas de calcitriol y paricalcitol podian proteger de la
CCV (24).

Otra de las estrategias terapéuticas para la CCV seria el uso de
bifosfonatos (analogos de los pirofosfatos) que podrian entorpecer la nucleacion
y el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita (73). Estos andlogos se usan para
el tratamiento de la osteoporosis y en ensayos experimentales el Etidronato ha
conseguido atenuar la CCV (53,73). Los suplementos de vitamina K resultan
esenciales para la coagulacion sanguinea y el mantenimiento de la homeostasis
de la calcificacion. De hecho, el tratamiento de la enfermedad renal crénica con
warfarina (antagonista de la vitamina K) incrementa significativamente el riesgo
de desarrollar CCV (73). En algunos estudios se reporté que la suplementacion
de vitamina K no previno la calcificacién adrtica, pero si atenuo la calcificacién
de las valvulas (24).

El uso de calcimiméticos, que mimetizan la accion del calcio en las
células, se encuentra entre las estrategias estudiadas para retrasar la CCV con
éxito. Algunos calcimiméticos como R-568 o0 AMG-641 han sido probados para
prevenir la CCV (24). El mioinositol hexafosfato (IP6), conocido como Sanifit’s
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SN472, ha sido descrito para el tratamiento de la CCV (76). Este compuesto, que
se encuentra de manera fisiologica dentro de las células, inhibe la formacion y el
crecimiento de cristales de hidroxiapatita sin interferir de manera directa con los
niveles circulantes de fosfato y calcio (76). Finalmente estd en desarrollo el
farmaco Denosumab, un anticuerpo monoclonal que puede inhibir la via RANKL
y mimetizar la accion natural de la osteoprogeterina. También estd en desarrollo
un inhibidor de la ALPL, enzima con un papel clave en la CCV (24).

2. Receptores nucleares (NRs)

La superfamilia de receptores nucleares representa el grupo mas numeroso de
factores de transcripcion en eucariotas y regula programas bioldgicos implicados
en un amplio espectro de procesos fisioldgicos (77,78). Su estudio filogenético
sittia su aparicion en la evolucion de los metazoos, mucho antes de la divergencia
entre vertebrados e invertebrados (79). En la actualidad, se han descrito 48
miembros de esta superfamilia gracias a la secuenciacion del genoma humano
(77,79,80).

Los NRs modulan la transcripcion de genes diana a través de una
variedad de mecanismos que incluyen tanto mecanismos de activacién como de
represion. La sefializacion de los NRs es notablemente compleja ya que puede ser
gendmica o no-gendmica, dependiente o independiente de ligando y puede
mediar la represion génica, la liberacion de la represion génica, la activacion
génica o bien la transrepresion génica (79,80). Ademas, los NRs también pueden
ser dianas de otras vias de senalizacion que los modifican post-
traduccionalmente afectando a su funcién (79). De manera general, los NRs se
unen al ADN en secuencias especificas del genoma y desencadenan el
reclutamiento de proteinas correguladoras, remodeladores de cromatina y
magquinaria transcripcional activando o reprimiendo la expresion de los genes
(78).

Los NRs juegan un papel clave en una gran variedad de procesos
fisioldgicos como el metabolismo, el equilibrio de electrolitos, la proliferacion
celular, la respuesta inmune, la actividad enzimatica, el desarrollo y la
reproduccion (77,81). Asimismo, se han relacionado con una gran variedad de
procesos patologicos como el cancer, los sindromes neuroldgicos y psiquiatricos,
la inmunosupresion, la diabetes, la artritis reumatoide, el asma, las enfermedades
cardiovasculares y el sindrome metabdlico, entre otras (77,78,82). Es por ello que
aunque la primera evidencia bioquimica de la presencia de NRs se remonta al
1960 y la clonacion del primer NRs al 1985, la investigacién sobre los NRs
continda suscitando gran interés biomédico como base del desarrollo de nuevos
farmacos (77,78,83).
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2.1. Clasificacion de los NRs

Aunque la funcién y el modo de accion de los NRs es muy diverso, todos ellos
presentan una organizacion estructural muy conservada en la evolucion (79). La
alineacion de secuencias y la construccion de un arbol filogenético permitio la

clasificacion de la superfamilia de los NRs humanos en siete subgrupos (Tabla 2)
(78,79):

-Subgrupo 0: incluye NRs atipicos con un solo dominio de unién a
ligando, como el gen DAX y el gen SHP.

-Subgrupo 1: gran subfamilia formada por receptores de hormonas
tiroideas.

-Subgrupo 2: subfamilia que incluye receptores similares a los receptores
de retinoides X.

-Subgrupo 3: grupo de NRs que incluye receptores de esteroides.

-Subgrupo 4: subgrupo que contiene los receptores nucleares huérfanos
indispensables para el desarrollo neuroldgico.

-Subgrupo 5: incluye los NRs esteroidogénicos.

-Subgrupo 6: incluye un tiico receptor nuclear, GCNF (Germ Cell Nuclear
Factor) imprescindible para el correcto desarrollo.

2.2. Estructura de los NRs

Una de las caracteristicas comunes que comparten todos los miembros es su
estructura en dominios modulares. Esta, en general, se compone de seis dominios
(A-F) cada uno de los cuales juega un papel biologico clave (Figura 5). El peso
molecular de los NRs es variable y oscila entre los 66 y los 100 kDa.

AF-1 AF-2
VI ] e[ I -
——-A/B { | C DI E {

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura canonica de los NRs. Estructura modular
de los NRs compuesta por un dominio N-terminal (NTD) que contiene la region activadora de
funcién 1 (AF-1), un dominio en dedos de zinc de unién a ADN (DBD), una region flexible que
actla de bisagra y un dominio de unién a ligando (LBD) que interacciona con proteinas
correguladoras a través de la region activadora de funciéon 2 (AF-2). Figura adaptada de Martinez-
Gonzilez et al (81).

2.2.1. Dominio A/B

El dominio A/B o dominio N-terminal (NTD) tiene una secuencia poco
conservada y con un tamafio muy dispar entre los NRs. E1 NTD contiene la region
activadora de Funcion 1 (AF-1) que interacciona con las proteinas correguladoras
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de manera célula especifica (78,79,81). Se trata de una region con estructura alfa-
helicoidal que es susceptible de experimentar splicing alternativo. Ademas, es la
region donde se producen las modificaciones post-traduccionales como la
fosforilacion, la acetilacion y la SUMOilacion (78).

2.2.2. Dominio C

Contiene el dominio de unién al ADN (DBD), se encuentra en la parte central de
los NRs y es la region mas conservada (78,79). Los NRs se unen a secuencias
especificas de ADN denominadas elementos de respuesta a hormonas (HREs)
que comprenden seis nucledtidos (5'-AGAACA-3" o0 5'-AGGTCA-3’) dispuestos
como monomeros, repeticiones invertidas o repeticiones directas (79,82).

El DBD a su vez se divide en dos subdominios cada uno de los cuales
estd formado por cuatro residuos de cisteina que se coordinan con un ion de zinc
para formar el motivo de dedo de zinc de union al ADN (78,82). El primer
subdominio contiene la hélice de reconocimiento del ADN y realiza interacciones
especificas con algunas bases del ADN mientras que el segundo dominio
establece contactos no especificos (78).

2.2.3. Dominio D

Se trata de una region bisagra corta que hace de puente entre la region DBD y la
de unidn a ligando. Esta region esta codificada por la secuencia muy corta y poco
conservada entre los NRs. La sefial de localizacién nuclear de los NRs puede estar
en este dominio (78,79).

2.2.4. Dominio E

Dominio de unién a ligando (LBD) que contiene un dominio de sefalizacién
alostérica complejo que, ademas de unirse a ligandos, interacciona directamente
con proteinas correguladoras. Este dominio estd conservado de manera general
y contiene once hélices o y cuatro ldminas B para formar una estructura de
sandwich helicoidal tipo alfa. Este empaquetamiento permite crear un bolsillo
hidrofébico para la unién a ligando en la base del receptor (78,82).

Ademas, contiene la region activadora de Funcion 2 (AF-2) compuesta
por las hélices 3, 4 y 12. Se ha demostrado que la hélice 12 es la
conformacionalmente dindmica tras la unién del ligando (78,79,82). Finalmente,
también se ha descrito que los NRs pueden interaccionar con correpresores
transcripcionales mediante este dominio (79).

2.2.4. Dominio F

Se trata del dominio situado en el extremo C-terminal de los NRs. Debido a su
variabilidad de secuencia entre los diferentes NRs, se conoce poco sobre su
estructura y su funcionalidad (84). Aunque muchos NRs pueden no tener este
dominio, se trata de una regién que no tiene actividad independiente y esta
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implicado en la unién a ligando y en la modulaciéon de la actividad
transcripcional (84,85).

2.3. Mecanismos de accion

En base a sus mecanismos de accion, los NRs se han clasificado en cuatro subtipos
(I-1V) (Figura 6):

-NRs tipo I: el NR representativo de este tipo seria el receptor de
estrdgenos. Estos receptores se activan por hormonas esteroideas derivadas del
colesterol como estrogenos, andrdgenos, progestagenos y corticoides. Este tipo
de NR se encuentra “secuestrado” unido a chaperonas en el citoplasma. Cuando
se produce la activacion por union del ligando, las chaperonas se intercambian y
el NR se transloca al ntcleo donde se une al ADN en forma de homodimeros a
secuencias palindrémicas HREs.

A oS0 See Tipo |

O Tipo 1l

4~ Complejo
NR-Proteina de
choque térmico

— Repeticion directa Repeticién directa N

Repeticion palindromica

- @) Tipo 1l

Corepresores \ Coactivadores

1 3

Sitio de union al ADN Sitio de union al ADNN

Repetici6n directa Repeticion directa
Figura 6. Representacion grafica de los distintos mecanismos de sefializacion de los NRs. (A)
NRs de tipo I inactivos en el citoplasma unidos a chaperonas, tras la unién a ligando se liberan y se
translocan al ntcleo donde regulan la transcripcion en forma de homodimeros. (B) NRs de tipo II
localizados en el nticleo unidos a correpresores. Tras su activacion, interaccionan con coactivadores
e interaccionan con el ADN de forma heterodimérica. (C) NRs tipo III parecidos a los de tipo II pero
se unen como homodimeros al ADN. (D) NRs de tipo IV idénticos a los de tipo III pero
interaccionan de manera monomérica con el ADN. Figura adaptada de Weikum et (78).
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Tabla 2. Clasificacion de los NRs humanos descritos. Se indica la familia, el
grupo, el simbolo, la abreviatura y el ligando de cada uno de ellos. Tabla

adaptada de Weikum et al. (78).

Familia Grupo  Simbolo  Abreviatura Ligando
0 B NROBI DAX1 Huérfano
NROB2 SHP
NRIA1L TRa Hormonas tiroideas
NR1A2 TR
NR1B1 RARa
B NR1B2 RARB Acido retinoico
NR1B3 RARy
NR1C1 PPARa
C NR1C2 PPARB Acidos grasos
NR1C3 PPARy
NR1D1 REV-ERBa
D Hemo
1 NR1D2 REV-ERBB
NR1F1 RORa
F NR1F2 RORB Esteroles
NR1F3 RORy
o Eﬁiﬁi II:)):EE ,Oxiesteroles
NR1H4 FXRa Acidos biliares
NR1H5P FXRB Huérfano
NR1I1 VDR 1a,25-dihidroxivitamina D3
I NR1I2 PXR Endobidticos y xenobidticos
NR1I3 Xenobidticos
A EEZZ; I;El:i(; Acidos grasos
NR2B1 RXRa
B NR2B2 RXRpB Acido 9-cis retinoico
NR2B3 RXRy
NR2C1 TR2 ,
2 C NR2C2 TRa Huérfano
E Eﬁigé 1315])1: Huérfano
NR2F1 COUP-TFa
F NR2F2 COUP-TFB Huérfano
NR2F6 COUP-TFy
A NRSAL ERa Estrogenos
NR3A2 ERB
NR3B1 ERRo
B NR3B2 ERRB Huérfano
3 NR3B3 ERRYy
NR3C1 GR Glucocorticoides
NR3C2 MR Gl.ucocortin)id.es y
C mineralcorticoides
NR3C3 PR Progesterona
NR3C4 AR Andrégenos
NR4A1 NGF1-B Huérfano
4 A NR4A2 NURR1 Acidos grasos insaturados
NR4A3 NOR-1 Huérfano
5 ﬁigi; L?(l;?—l Fosfolipidos
6 A NR6A1 GCNF Huérfano
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-NRs tipo II: se incluyen en este grupo los RAR (Retinoic Acid Receptor)
y LXR (Liver X Receptor) que estan presentes en el nticleo independientemente del
ligando que los activa. Cuando se activan por la union a ligando, el receptor se
libera del complejo con el correpresor y lo intercambia por coactivadores que
interaccionan con otros componentes de la maquinaria transcripcional. Este tipo
de receptores forman heterodimeros con RXR (Retinoid X Receptor) y se unen a
elementos HREs de repeticion directa.

-NRs tipo III: se trata de NRs, como el receptor de la vitamina D (VDR),
que tienen un mecanismo de accion muy similar a los de tipo II pero se unen de
forma homodimérica a elementos HREs de repeticion directa.

-NRs tipo IV: se trata de NRs con un mecanismo de accion muy similar
a los de tipo III que se unen como mondmeros a elementos HREs. Es ejemplo de
este tipo el factor esteroidogénico 1 (SF1) implicado en la determinacién del sexo.

2.4. Subfamilia NR4A
La subfamilia cuatro de los NRs subtipo A (NR4A) esta representada por tres
miembros: NR4A1 (o NGFI-B/Nur77; gen B inducido por el factor de crecimiento
nervioso), NR4A2 (o Nurrl; proteina 1 relacionada con el receptor nuclear) y
NR4A3 (0o NOR-1, también conocido como TEC, MENOR, CHN; Neuron-derived
Orphan Receptor 1) (81,86).

Los tres miembros de esta subfamilia presentan una alta homologia en
su DBD (81,87). Se trata de NRs huérfanos ya que no se ha identificado un ligando
fisiolégico que se una a ellos. Se considera que los NR4As estan
constitutivamente activos y su actividad es independiente de ligando (81,87). Los
receptores NR4A regulan la transcripcion a través de la union del DBD a
secuencias especificas del promotor de sus genes diana. Una de las mas comunes
es el elemento octamérico NBRE (NGFI-B Response Element) cuya secuencia
consenso es AAAGGTCA (Figura 7). Ademas, a través de los dominios NTD y
LBD, los NR4A interaccionan y regulan la actividad, la estabilidad y la
degradaciéon de muchos otros factores de transcripcion y proteinas
correguladoras (87). Su actividad transcripcional se regula fundamentalmente
por sus niveles de expresidon, aunque también juegan un papel importante las
modificaciones post-traduccionales y las interacciones proteina-proteina (81,87).
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Figura 7. Estructura y funcidon de los NR4A. Los receptores NR4A activan la transcripcién a través
de la unién del DBD a secuencias especificas del promotor de sus genes diana, entre las mas
comunes destaca el elemento octamérico NBRE cuya secuencia consenso es AAAGGTCA. El NTD
es importante para la regulacion de la actividad de estos factores de transcripcion y para la
interaccion con cofactores y otros factores de transcripcion. El LBD es un dominio multifuncional
necesario para la dimerizacién y la interaccion con otras proteinas. Figura adaptada de Ballester-
Servera et al (88).

Los NR4As son genes de respuesta temprana y se inducen radpidamente
por una gran variedad de estimulos en tejidos y células en las que su expresion
basal es muy baja (Figura 8) (88-90). Entre ellos destacan los factores de
crecimiento (91,92), las LDLs nativas y oxidadas (93-95), las citoquinas
angiogénicas e inflamatorias (93,96,97), las hormonas (98), la trombina (99,100),
la hipoxia (99,101,102), los factores fisicos y mecanicos (103,104), asi como los
factores neuronales de despolarizacion de membrana (81,105). Las
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion, la acetilacion y la
SUMOilacién también pueden alterar la actividad de los NR4A (106-108). Estos
NRs se expresan en una gran variedad de tejidos, pero la mayor expresion de
NR4As se localiza en cerebro, corazén, musculo esquelético, tejido adiposo, rifién
e higado (81,109,110).

55



Introduccion

Factores
de

Citoquinas crecimiento | pL oxidadas
proinflamatorias y

proangiogénicas y oxiesteroles
Trombina \ / LDL nativas

Acidos grasos
libres

Hipoxia =———> NR4A

magnéticos

Neurotransmisores

Agitacion
Despolarizacion mecanica
de la
membrana

Figura 8. La expresion de los receptores NR4A es inducida por multitud de estimulos. Los tres
miembros NR4A (Nurrl, Nur77 y NOR-1) son genes cuya expresion aumenta de forma muy rapida
en respuesta a un gran nimero de estimulos fisiopatologicos y fisicos. Figura adaptada de Ballester-
Servera et al (88).

La subfamilia NR4A ejemplifica la amplia gama de funciones que
cumple la superfamilia de NRs ya que participan en multiples procesos celulares
como la proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis, la supervivencia, la
inflamacion, el desarrollo embrionario y neuronal, el metabolismo lipidico y de
carbohidratos asi como la adaptacion fisioldgica al ejercicio o la regeneracion
hepatica (81,111-117). Esto permite explicar la participacion de los NR4As en una
gran variedad de patologias humanas con elevada incidencia como las
enfermedades cardiovasculares (89,118,119), la obesidad (120,121), la diabetes
(122), el cancer (123,124) o la enfermedad del Parkinson (Figura 9) (81,125).
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Figura 9. Resumen de algunos de los efectos de los receptores NR4A en diferentes 6rganos. Se
indican los procesos en los que intervienen estos receptores y las patologias con las que se ha
asociado su desregulacion. Figura adaptada de Ballester-Servera et al (88).

Abreviaturas: UCP-1: uncoupling protein one; PAH: Hipertension pulmonar arterial; HPA: Eje
hipotaldmico-pituitario-adrenal; CRH: hormona liberadora de corticotropina; POMC: proopiomelanocortina.

2.4.1. Union al ADN

Tras la induccion de la expresion de los receptores NR4A, éstos se pueden unir a
secuencias especificas del ADN en forma monomérica o dimérica. Cuando la
union es en forma monomérica se unen a una secuencia especifica denominada
elemento NBRE formada por una secuencia consenso de ocho nucleétidos (5'-
AAAGGTCA-3) (Figura 10) (126).

Monémeros NR4A Homo- o Heterodimeros de NR4A NR4A1 o NR4A2 / RXR
B B 633 Bl DB
MAAAGGTCAdﬁ (DVTGACCTTTACCTCCARAGGTC MGGTTCAnSAAAGGTCAﬁﬁ
NBRE NurRE DRS

Figura 10. Union de los NR4A a los elementos de respuesta de los promotores. Los receptores
NR4A se unen especificamente a los motivos de ADN del promotor de sus genes diana. Se pueden
unir al elemento NBRE del ADN en forma de monoémeros, al elemento NurRE en forma de
homodimeros o heterodimeros y, los NR4A1l y NR4A2, como heterodimeros con el receptor de
retinoides (RXRs) a un motivo DR-5. Figura adaptada de Martinez-Gonzilez et al (81).

En cambio, cuando la union es en forma de homodimeros se unen a
secuencias denominadas NurRE (Nur-Response Element) compuestas por dos
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octameros invertidos de secuencia similar a la del elemento NBRE (5-
TG(G/A)(C/T)ATTTn6AAAT(G/A)(C/T)CA-3’) separados por un ndamero
limitado de nucledtidos (Figura 10) (127). El receptor NOR-1 presenta menor
afinidad por este elemento y menor capacidad para iniciar la transcripcion (128).
Asimismo, los receptores Nurrl y Nur77, pero no NOR-1, pueden unirse al ADN
en forma de heterodimeros junto con el RAR a una secuencia imperfecta de tipo
repeticion directa separada por cinco nucledtidos (5'-GGTTCAccgaaAGGTCA-
3’) denominada DR-5 (Figura 10) (129,130).

2.4.2. Estructura genética y proteica de los NR4A

El gen humano que codifica para NOR-1, ubicado en el brazo corto del
cromosoma 9, estd compuesto por mas de 35 Kb y estd constituido por ocho
exones y siete intrones. Ademas, se ha identificado que el gen se transcribe en
forma de dos transcritos que codifican para 626 aminodcidos con una masa
molecular aproximada de 68 kDa (131). Su elevada homologia con los receptores
Nurrl y Nur77 lo convirtio en el tercer miembro de la subfamilia NR4A.

Los tres miembros de la subfamilia NR4A contienen la estructura tipica
de los NRs caracterizada por la presencia de un dominio de transactivacion AF-
1 en la regiéon N-terminal, un dominio conservado DBD y un dominio de unién
a ligando LBD en su extremo C-terminal. Todos los miembros muestran un
elevado grado de homologia en su dominio DBD (90-95%) y en su dominio LBD
(60%); sin embargo, divergen mucho en su extremo N-terminal (conservacion 20-
30%) (132,133).

Aungque los receptores NR4A comparten la estructura tipica de los NRs,
esta subfamilia presenta ciertas particularidades, especialmente en el dominio
LBD. De hecho, analisis cristalograficos de rayos X del domino LBD revelan la
presencia de grandes residuos hidrofdbicos y estrechamente empaquetados que
ocupan el espacio que deberia corresponder al bolsillo de unién a ligando
(134,135). Sin embargo, se ha descrito que la citosporona B, un compuesto fiingico
presenta una elevada afinidad por el dominio LBD del receptor NR4A1 (133,136).
Asimismo, se ha propuesto que las prostaglandinas E1 y Al y el 56-
dihydroxyindole podrian ser ligandos enddgenos para NR4A2 (137).

2.4.3. Papel de los receptores NR4A a nivel cardiovascular

Los receptores NR4A son genes cuya expresion se induce por dafio intravascular,
en respuesta a diferentes estimulos aterogénicos y en lesiones ateroscleroticas
avanzadas (89,133). De manera general, en las células expuestas a factores
ambientales que implican remodelado vascular la expresion de los NR4A se
induce rapidamente (133). Estos receptores pueden regular genes implicados en
el control de la inflamacidén, la proliferacion, la apoptosis, la trombosis y la
angiogénesis (89,133). Sin embargo, el papel de estos receptores en las diferentes
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enfermedades cardiovasculares no se conoce totalmente. De hecho, se han
atribuido funciones aparentemente contrarias a los receptores NOR-1 y Nur77,
como por ejemplo funciones pro- y anti-aterogénicas de uno y otro (138).

2.4.3.1. NR4A en la aterosclerosis

Nuestro grupo describié por primera vez el aumento de la expresion de NOR-1
en lesiones ateroscleroticas humanas y lesiones vasculares de un modelo porcino
sometido a una dieta aterogénica o sujeto a dafio mecanico intravascular (88).
Ademas, los tres miembros NR4A (Nurrl, Nur77 y NOR-1) se sobreexpresan en
respuesta a estimulos que promueven el desarrollo de la aterosclerosis en todos
los tipos celulares que participan en el proceso, lo que sugirié el papel
proaterogénico de estos receptores (88,89,97,100,139). Los primeros abordajes
experimentales realizados para conocer el papel de NOR-1 en el remodelado
cardiovascular generaron cierta controversia ya que se observdo un mayor
engrosamiento de la neointima en un modelo murino de ligacion de arteria
carotida en el que se suprimid la actividad transcripcional de los tres receptores.
Estudios posteriores, permitieron aclarar que los receptores NR4A no son
redundantes y que ejercen efectos opuestos sobre la proliferacion de células
endoteliales y CMLVs (88).

A continuacion, se resumen los estudios que han permitido conocer el
papel de NOR-1 en los diferentes tipos celulares implicados en la aterosclerosis.

Las células endoteliales expresan NOR-1 y esta expresion aumenta en respuesta
a estimulos que perturban la funciéon endotelial y promueven la migracion, la
proliferacion y la supervivencia celular. De hecho, cuando las células endoteliales
se exponen a concentraciones crecientes de VEGF o de trombina, la induccion de
NOR-1 aumenta de manera transitoria y muy acentuada, mientras la inhibicion
de este NR bloquea la migracién y la proliferacion celular inducida por estos
estimulos (97,100,140). El estrés hipoxico también induce la expresién de NOR-1
mediante la regulacion directa de su promotor por HIF-1 (Hypoxia-Inducible
Factor 1). En este caso, la sobreexpresion de NOR-1 promueve la supervivencia
celular mientras que su inhibicién incrementa la proporcién de células que
mueren por apoptosis (88,101). En este efecto antiapoptotico de NOR-1 juega un
papel crucial la proteina antiapoptotica clAP2 (Cellular Inhibitor Apoptosis 2) ya
que NOR-1 la regula a la actividad transcripcional de la cIAP2 de manera directa
a través de la unién al elemento NBRE de su promotor (101). Respecto la
angiogénesis, se ha propuesto que NOR-1 regula la expresion de endotelina 1
(ET-1), péptido vasoconstrictor con actividad proangiogénica, mientras que la
inhibiciéon de este factor de transcripcién disminuye la migracion celular y la
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formacion de angiotubos de células HBMEC (Human Brain Micro Endotelial Cells)
(88,141).

Los estimulos proinflamatorios también aumentan la expresion
endotelial de NOR-1 lo que se ha asociado con la induccion de VCAM-1 (142). En
esta regulacion estarian implicados de forma indirecta dos microRNAs que
modulan los niveles de NOR-1 (miR-17 y miR-20a) (143). Asimismo, la
deficiencia de NOR-1, y la consiguiente reduccion de la expresion de VCAM-1,
disminuyen el contenido de macrofagos y el desarrollo de placas aterosclerdticas
en modelos de animales de aterosclerosis experimental (142). En este contexto, se
describié que NOR-1 regula el receptor RIP3 (Receptor-Interacting Protein Kinase
3) en los macréfagos de lesiones ateroscleroticas lo que modula la produccion de
citoquinas, induce inflamacion y exacerba la aterosclerosis (144). NOR-1 también
estd inducido en pacientes diabéticos y se ha relacionado con los efectos
proinflamatorios y proaterogénicos de la apolipoproteina A-IV glicada (g-ApoA-
IV) (145). De hecho, esta apolipoproteina induce la expresion de NOR-1 y al
silenciarlo se previene la respuesta inflamatoria producida por g-ApoA-IV.
Sorprendentemente, NOR-1 podria tener efectos antiinflamatorios en el
endotelio a través de la regulacion de la trombomodulina, proteina con actividad
anticoagulante, antiinflamatoria y antifibrinolitica (146).

Recientemente, se ha descrito la regulacion post-traduccional de NOR-1
a nivel endotelial mediada por ROS. En efecto, la privacion de glucosa y oxigeno
y la posterior reoxigenacion de células endoteliales produce una disminucion de
los niveles proteicos de NOR-1 (147). Este efecto se previene por el tratamiento
con el antioxidante TRIOL, de manera que en modelos experimentales tratados
con este compuesto se produce una recuperacion de los niveles de NOR-1 que se
asocia con la mejora de la permeabilidad de la barrera endotelial promovida por
la hipoxia hipobarica (147).

Las CMLVs no proliferativas (quiescentes) tienen una expresion de NOR-1 muy
baja. Sin embargo, este factor de transcripcion se induce fuertemente en respuesta
a diferentes estimulos como factores de crecimiento, trombina, LDLs nativas y
oxidadas y citoquinas proinflamatorias (88,91). NOR-1 participa en los
mecanismos moleculares que regulan la migracion y la proliferacién de estas
células, asi como su respuesta inflamatoria (92). Efectivamente, la inhibicion de
su expresion reduce la respuesta migratoria y proliferativa de las CMLVs en
cultivo (92,140).

La generacion de animales modificados genéticamente ha sido crucial
para estudiar la funcion de NOR-1 en la pared vascular. Nuestro grupo generd
un modelo de raton transgénico que sobreexpresa el receptor nuclear NOR-1
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humano de manera especifica en las CMLVs (TgNOR-1MLV) (148). Al inducir
lesion vascular mediante ligadura de carétida a estos animales, se observa un
remodelado exacerbado que desencadena un mayor engrosamiento de la
neointima (148). Ademads, las CMLVs de animales transgénicos tienen
caracteristicas de CMLVs menos diferenciadas, como una mayor expresion de
SMemb (Embryonic Smooth Muscle Myosin Heavy Chain) y mayor capacidad
proliferativa (148). Estos resultados son coherentes con los hallazgos obtenidos
en un modelo deficiente para NOR-1 sometido a dafio arterial en el que se
observo que la formacion de la neointima disminuye significativamente respecto
a los ratones salvajes y, ademas, las CMLVs son menos proliferativas (149). Este
efecto a favor de la proliferacion se asocia con la capacidad de NOR-1 de regular
la expresion de ciclina D1 a nivel transcripcional, imprescindible para la
transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular en la que se produce la
replicaciéon del ADN (149).

Ademas de genes y proteinas esenciales del ciclo celular regulados de
manera directa o indirecta por NOR-1, en los tltimos afios, se ha involucrado la
regulacion por NOR-1 de varios genes de la MEX implicados en el remodelado
vascular. NOR-1 regula la expresion y actividad de las MMPs a través de varios
mecanismos, entre ellos la regulacion transcripcional de la alfa-2-macroglobulina
(A2M) (150). También cabe destacar la regulacién de la expresién de la
vitronectina (VIN), una glicoproteina que participa en la adhesion, la migracion
y la proliferacion celular, asi como en la trombosis y la fibrinolisis (81). De hecho,
se ha descrito la colocalizacion de NOR-1 y la VTN en lesiones aterosclerdticas
humanas y que NOR-1 promueve la induccion de VIN y de este modo
contribuye a la migracion de las CMLV (151).

Ademas, NOR-1 se ha relacionado con el control de la homeostasis
redox mediante la regulacion de enzimas involucrados en la produccion de ROS.
La sobreexpresion de NOR-1 en CMLVs humanas incrementa la produccion de
ROS de manera simultdnea a un aumento en los niveles de NADPH oxidasa 1
(NOX1) (88,152). La regulacion de NOX1 por NOR-1 se confirmé mediante
silenciamiento génico y por la colocalizacion de ambas proteinas en lesiones
aterosclerodticas humanas (88,152). Mas recientemente, se ha identificado un ARN
largo no codificante (IncRNA, long coding RNA) que se induce en CMLVs
estimuladas con angiotensina II (Angll) a través de NOR-1. Se observd una
regulacion coordinada de NOR-1 y Lnc-Ang164 por la Angll y otros factores de
crecimiento, y cémo el silenciamiento de este LncRNA inhibid tanto el estrés
oxidativo como la proliferacion inducidos por AnglI (153).
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La inflamacion resulta esencial para la proteccion frente a estimulos fisicos,
quimicos y bioldgicos, sin embargo, una inflamacién inapropiada o exacerbada
causa dafio tisular en una gran variedad de enfermedades inflamatorias como la
artritis reumatoide, la psoriasis o la aterosclerosis (154).

Diferentes  estimulos  inflamatorios como  IL-1B, LDLox,
lipopolisacaridos (LPS) y TNFa inducen la expresion de NOR-1 en CMLVs
(93,142). A su vez, la sobreexpresion lentiviral de NOR-1 disminuye la expresion
basal de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias (IL-1(3, IL-6, IL-8, MCP1 y
CCL20) y su expresion, en cambio, aumenta al silenciar NOR-1 (93). En
concordancia, en animales transgénicos para NOR-1 se observa una atenuacion
de la respuesta inflamatoria de la aorta en respuesta a la administracién de LPS
(93). Este efecto parece relacionado con la atenuacién de las vias de sefializacion
dependientes de quinasas activadas por mitégenos (ERK1/2, p38 MAPK y Jun N-
terminal quinasa) cuya activacién es menor en animales que sobreexpresan
NOR-1 (88). Ello se traduce en una menor fosforilacién y degradacion de IxBa,
menor fosforilacion y translocacién de p65 al ntcleo y en consecuencia menor
activacion de la via NFkB y de sus genes diana (88,93).

2.4.3.1.3.1. NOR-1 en monocitos y macrdfagos

Los primeros estudios que abordaron el papel de los receptores NR4A en lineas
celulares de macrofagos como THP-1 y RAW264.7 describieron su induccion por
estimulos inflamatorios y lipidos oxidados a través de un mecanismo mediado
por NF«B por lo que se consideraron factores proinflamatorios (117).

Sin embargo, estudios posteriores han permitido establecer que estos
receptores ejercen una funcion antiinflamatoria. En efecto, los tres miembros
NR4A se expresan en los macrofagos de lesiones aterosclerdticas humanas y en
experimentos de ganancia y pérdida de funcién en células in vitro se demuestra
su capacidad para inhibir la activacion de los macréfagos y su respuesta
proinflamatoria (155). Los NR4A reducen la produccion de citoquinas y
quemoquinas asi como la expresion de SR-A (Scavenger Receptor type A) y CD36,
lo que disminuye la captacion de LDLox y la formacion de células espumosas
(155).

Este papel antiinflamatorio en monocitos y macréfagos se ha visto
reforzado por los estudios que relacionan a NOR-1 con la polarizaciéon de
macrofagos a un fenotipo M2/antiinflamatorio (88). De hecho, la expresion de
NOR-1 aumenta durante el proceso polarizacion de monocitos humanos a
macrdéfagos M2 mediante IL-4 (156). Ademads, su expresiéon en placas
aterosclerdticas humanas es mayor en dreas enriquecidas en macréfagos CD68+
MR+(156). Recientemente, el efecto proaterogénico de la ET-1, péptido
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vasoconstrictor expresado principalmente en células endoteliales, pero también
en CMLVs y macrofagos, se ha involucrado con los receptores NR4A (157). La
sobreexpresion de ET-1 en células endoteliales promueve mayor secrecion de
miRNA-33 que atenta la expresion de los receptores NR4A en macréfagos y asi
permite la activacion del fenotipo proinflamatorio de éstos lo que favorece el
desarrollo de aterosclerosis (158). La mayoria de los estudios indican un papel
antiinflamatorio y antiaterogénico de NOR-1 en los monocitos y macréfagos. En
consonancia, la deficiencia de NOR-1 especifica de células madre
hematopoyéticas acelera el reclutamiento de macréfagos y aumenta la
aterosclerosis (159).

2.4.3.1.3.2. NOR-1 en linfocitos Ty B

Los receptores NR4A tienen un papel clave en el desarrollo y la activacion de los
linfocitos T (160). En efecto, la apoptosis inducida por TCR (T Cell Receptor) en la
seleccion negativa durante la diferenciacion de los linfocitos T en el timo esta
regulada tanto por NOR-1 como por Nur77 (88,161). Los NR4A también son
imprescindibles para el desarrollo de los linfocitos T reguladores (Treg). La
especificacion de su linaje y su funcion es controlada por el factor de
transcripcion Foxp3, cuya expresion es regulada por los receptores NR4A,
especialmente por Nur77 y NOR-1 (162) . Asi, animales deficientes en los
receptores NR4A en linfocitos no generan células Treg y mueren de manera
prematura a causa de autoinmunidad sistémica (88).

Estudios recientes enfatizan el papel de la inmunidad y la importancia
del balance entre Th17, Treg y sus citoquinas en el desarrollo de la aterosclerosis
y en la rotura de las placas vulnerables (163,164). Nuestro grupo ha caracterizado
un nuevo receptor de las LDLox en los linfocitos T, el CD69, que resulta
imprescindible para la induccion de los receptores NR4A y la diferenciacion de
los Treg (95). A través de la unién a CD69, las LDLox inducen la expresion de los
NR4A especialmente la de NOR-1 y desencadenan wuna respuesta
antiinflamatoria, sobre todo NOR-1, e inhiben la formacién de linfocitos Th17
(88). Ademas, los andlisis en muestras de individuos participantes en el estudio
PESA (Progression of Early Subclincial Atherosclerosis), sujetos con aterosclerosis
subclinica, mostraron una menor expresion de CD69 y de los receptores NR4A,
en leucocitos de sangre periférica lo que permite proponer a estos receptores
como indicadores precoces de la enfermedad aterosclerdtica (95,165).

En relacion con los linfocitos B, cabe destacar que varios subtipos estan
implicados en la regulaciéon de funciones tanto ateroprotectoras como
proaterogénicas (166). Recientemente, se ha demostrado que la estimulacion del
receptor de antigenos de los linfocitos B induce rapidamente a NOR-1 y Nur77
(167). En cambio, un estudio en animales LDLR*/Nur77-- alimentados con una
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dieta aterogénica se determiné que la delecion de Nur77 en linfocitos B conlleva
un aumento de la aterosclerosis (168).

2.4.3.1.3.3. NOR-1 en mastocitos, neutroéfilos y células dendriticas

Los productos liberados por los mastocitos juegan un papel clave en la
progresion de la aterosclerosis (88,169). Los procesos de degradacion de la MEX,
la muerte celular y el reclutamiento de mediadores inflamatorios en la pared
vascular se ven favorecidos por la liberacion de proteasas y factores de
crecimiento secretados por mastocitos activados (88). Asimismo, se ha observado
la induccion de NOR-1 en el proceso de activacion de éstos (170). De hecho, frente
a ciertas infecciones, NOR-1 es el gen mas inducido de todo el genoma de los
mastocitos y también es el principal receptor nuclear inducido por LPS en estas
células (88,170,171). Aunque la secrecion de citoquinas/quemoquinas de los
mastocitos parece ser regulada por NOR-1, no se ha profundizado en el estudio
del papel de NOR-1 en otros procesos en los cuales participan estas células como
la vasodilatacion, la homeostasis vascular, la angiogénesis y las respuestas
inmunes innata y adaptativa (172,173).

También los neutrdfilos y las células dendriticas estan implicadas en los
procesos de remodelado cardiovascular (174). Los neutrofilos son la primera
linea de defensa del organismo y resultan fundamentales en la inmunidad innata
(88). Uno de los genes mas inducidos en estas células en respuesta a la proteina
quinasa A (PKA) es NOR-1. Esta expresion de NOR-1 se ve aumentada en zonas
de inflamaciéon donde se acumulan neutréfilos y se ha descrito que su
silenciamiento reduce la apoptosis de estas células, alargando su vida media
(175).

Con relacion a las células dendriticas, éstas participan en cada uno de
los estadios de la aterosclerosis, que van desde la captacion de lipidos a la
secrecion de citoquinas pro- y antiinflamatorias (88). NOR-1 participa en el
proceso de activacidn e induccion de la expresion génica mediado por TLR (Toll-
Like Receptors) y en la migracion de estas células parece clave el papel que juega
el eje NOR-1/FOXO1/CCR7 (176,177). También, se ha descrito que NOR-1 resulta
crucial en la diferenciacion de monocitos a células dendriticas (178).

2.4.3.2. NR4A en la CCV

Existen muy pocos estudios en los que se asocie la CCV con los NR4A.
Recientemente, se ha descrito la induccion de Nur77 en lesiones calcificadas de
modelos animales. En efecto, estudios in vitro describen un posible papel de
Nur77 en la diferenciacion osteobldstica de CMLVs inducida por lactato (179).
Asi, la diferenciacion a célula osteoblastica se relaciona con la activacion de la via
NR4A1/DNA-PKcs/p53, una mayor apoptosis y una aceleraciéon de la transicion
fenotipica CMLV-osteoblasto y, finalmente, la deposicion de calcio (57).
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En el remodelado 6seo, se ha relacionado a Nur77 con la migracion y el
reclutamiento de precursores osteoclasticos. Asi, la activacion de este receptor
nuclear inhibe la expresion de OPN lo que desencadena una acumulacion de
osteoclastos y una pérdida de hueso (180). Ademas, se ha sugerido un papel
relevante de Nurrl en la formacion del esqueleto, ya que regula la expresion de
genes implicados en la diferenciacion osteoblastica y, concretamente, se ha
descrito la expresion de este receptor nuclear en células mesenquimaticas que
son precursoras del esqueleto (181).

Pese a estos hallazgos, actualmente se desconoce si los NR4A y en
particular NOR-1 podrian estar implicados en el proceso de la CCV.

3. Lisil Oxidasa

Los miembros de la familia Lisil Oxidasa (LOX) son enzimas responsables de
iniciar el entrecruzamiento covalente entre las fibras de coldgeno y elastina,
contribuyendo asi a las propiedades mecanicas de la MEX (182-184). Estos
enzimas catalizan la deaminacion oxidativa de grupos amina primarios que
conducen a la formacion de residuos de a-aminoadipico &-semialdehido y
perdxido de hidrogeno (Figura 11) (182-187). El cobre presente en estos enzimas
estd involucrado en la transferencia de electrones hacia y desde el oxigeno para
facilitar esta deaminacién (188). Los aldehidos que se generan son muy reactivos
y de manera espontdnea pueden condensarse con otros aldehidos o con grupos
g-amino de otras lisinas e hidroxilisinas para formar entrecruzamientos
covalentes intra- e inter-moleculares en las fibras de coldgeno y elastina (182,186).

Peptidi ‘
= 0 0 p—
m +0, +H,0 : a-amlr)oadlpwo + NH,* + H,0,
y-semialdehido
Figura 11. Reaccién enzimatica catalizada por los enzimas de la familia LOX. La actividad LOX

permite la oxidacion de los residuos de peptidil lisina en las cadenas de colageno y elastina para
convertirse en peptidil aldehidos. Figura adaptada de Rodriguez et al (185).

En mamiferos la familia de proteinas de las lisil oxidasas esta compuesta
por cinco miembros, la LOX y cuatro proteinas LOX-like (LOXL1-LOXL4) que
comparten con LOX el 85 58, 65 y 62% de similitud de su secuencia
respectivamente (189). Se trata de aminooxidasas dependientes de cobre que
poseen un sitio de coordinacion con cobre, un dominio catalitico altamente
conservado y necesitan como cofactor a la LTQ (lisina tirosil quinona) (182). Estas
enzimas tienen como sustratos el coldgeno y la elastina, aunque también se han
descrito algunos sustratos solubles como el factor de crecimiento de fibroblastos
2 (FGEF-2) y el TGF-B, sobre los que la LOX acttia inhibiendo su sefializacion.
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La LOX y la LOXL2, los dos miembros de la familia mas estudiados se
han localizado a nivel nuclear. De hecho, la histona H1 parece ser un sustrato
especifico de la LOX y su oxidacion por este enzima podria tener un efecto al
modular el grado de compactacion de la cromatina que tendria un impacto sobre
la transcripcion génica (182,183). Ademas de su papel fundamental en la
maduracion de la MEX, los diferentes enzimas de la LOX participan en una gran
variedad de procesos como el desarrollo, la reparacion y el remodelado tisular
(182,189). Alteraciones en el procesamiento de la MEX se han involucrado con
enfermedades como el glaucoma, la fibrosis, el cancer, la aterosclerosis, la
insuficiencia cardiaca, la cirrosis hepatica, los aneurismas y el sindrome de
Menkes (183,189-191).

Todos los miembros de la familia LOX tienen el dominio catalitico muy
conservado y difieren en el extremo N-terminal (Figura 12) (182,185). Mientras la
LOX y la LOXL1 contienen un propéptido en su extremo N-terminal, la LOXL2,
la LOXL3 y la LOXL4 carecen de €l y tienen cuatro dominios SCRC (Scavenger
Receptor Cysteine-Rich). La LOX y la LOXL1 se sintetizan en forma de
prepropéptidos, se secretan como proenzimas y para su activacion resulta
imprescindible la escision del propéptido (182,183,185). En el extremo C-terminal
contienen un dominio CRL (Cytokin Receptor Like) que exhibe un motivo C-Xo-C-
X-W-X3-C-X13-C, tipico de los receptores de citoquinas de clase I, aunque se
desconoce su funcién (182).

El dominio catalitico de los cinco miembros de la familia comparte mas
de un 50% de identidad de secuencia y contiene un sitio de coordinacién con
cobre. Este ion se incorpora a la LOX en el aparato de Golgi (Figura 13). Se ha
descrito que la ATP7A (ATPase copper transporting alpha) es la encargada de
transportarlo ya que su inhibicién conlleva la pérdida de actividad de la LOX
(189). El ion de cobre se coordina con tres residuos de histidina (H292, H294 y
H296) que resultan esenciales para la formacion del cofactor LTQ, necesario para
la correcta actividad enzimatica.
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Figura 12. Organizacion de los dominios de los miembros de la familia LOX y la homologia entre
las isoenzimas LOX humanas. Las regiones C-terminal de las LOXs se corresponden con el
dominio catalitico muy conservado, que contiene un motivo de coordinacion con cobre y la region
lisina tirosil quinona (LTQ), cofactor necesario para su actividad catalitica. En la imagen se indican
los sitios susceptibles de escision por BMP-1 (Bone Morphogenic Protein 1) en el propéptido de LOX
y LOXL1 lo que permite el correcto procesamiento proteolitico de estas isoenzimas liberando sus
formas activas. Los sitios de N-glicosilacién en el propéptido se representan en forma de diamante
amarillo en la LOX. Se indican también los cuatro dominios SRCR (Scavenger Receptors Cysteine Rich)

que contienen las isoenzimas LOX en la region N-terminal. Figura adaptada de Martinez-Gonzilez
et al (183).

3.1. Procesamiento proteolitico de 1a LOX

La LOX y la LOXL1 se sintetizan y secretan al espacio extracelular en forma de
precursores inactivos. Entonces sufren un procesamiento proteolitico mediado
por la BMP-1 (Bone Morphogenetic Protein-1) y otras proteinasas (procollagen C-
proteinases) que liberan las formas cataliticamente activas de ambas enzimas y sus
correspondientes propéptidos (Figura 13) (183,192). La LOX, la isoforma mejor
caracterizada, se sintetiza como un precursor de aproximadamente 46 kDa que
se procesa a la forma enzimaticamente activa de 32 kDa (185).

De manera mas detallada, la BMP-1 cataliza la escisién del enlace entre
las posiciones Gly'®-Asp'® en la LOX humana. En la proLOX murina se ha
identificado otro sitio de escision en el enlace entre la Arg!*? y la Pro'*® liberando
otra isoforma de la LOX (35 kDa) (182). Al ser una secuencia también conservada
en la especie humana se sugiere que también pueda producirse esta escision. La
MMP2 también procesa la proLOX al catalizar la escision del enlace Asn'>-Leu'.
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Recientemente, se ha descrito que la proLOX es procesada por ADAMTS (ADAM
Metallopeptidase with Thrombospondin Type 1 Motif) 2'y 14 entre el Asp?8 y la Tyr2.
La parte N-terminal de la isoforma de la LOX generada por BMP-1 contiene
varios residuos de tirosina conservados, que no estan presentes al ser procesadas
por ADAMTS2 y 14. Algunos de estos residuos de tirosina estan O-sulfatados y
contribuyen a la unién de la LOX al colageno. De hecho, la isoforma de LOX
generada por ADAMTS?2 se une al coldgeno con menor afinidad que la isoforma
de LOX generada por BMP-1 (182).

Espacio extracelular
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Figura 13. Sintesis y funciones biolégicas de la LOX. La LOX es sintetizada como pre-proenzima
y sufre modificaciones post-traduccionales en el reticulo endoplasmatico (ER) y Golgi. Tras la
escision del péptido sefal, se produce la incorporacion de cobre, la formacion LTQ y la glicosilacion
y, finalmente, la forma pro-LOX es secretada al espacio extracelular. Alli, BMP-1 la proteoliza
liberado la forma catalitica madura, implicada en el remodelado de la MEX, y el propéptido, que
también tiene actividad bioldgica independiente de la actividad enzimatica LOX. La LOX
extracelular puede translocarse a diferentes compartimentos del interior celular mediante
mecanismos desconocidos. Alli, la LOX citosdlica se ha relacionado con la adhesién y motilidad de
las células tumorales. Las formas de LOX nucleares se han vinculado con la regulacién de la
expresion génica utilizando las histonas Hi/H2 como sustratos. Figura adaptada de Martinez-
Gonzilez et al (183).

En este procesamiento también participan componentes de la MEX
como la fibronectina, la fibulina 4 y la trombospondina 1. La fibronectina se une
ala LOX y al BMP-1 lo que favorece el procesamiento proteolitico de ésta (183).
La fibulina 4 también estimula el procesamiento de la proLOX ya que estudios in
vivo corroboran que la deficiencia de ésta reduce la activacion proteolitica de la
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proLOX. La trombospondina 1 es capaz de inhibir el procesamiento de la
proenzima por parte de BMP-1 mediante su union al propéptido (182,193).

3.2. Patologias relacionadas con alteraciones en la actividad LOX
Los estudios realizados tanto in vitro como en modelos animales sugieren una
asociacion entre la alteracion de la expresion y la actividad LOX con el desarrollo
de diferentes patologias.

La fibrosis es una de las enfermedades que mas estrechamente se ha
relacionado con la familia de enzimas de la LOX ya que se caracteriza por la
acumulacién aberrante de MEX. Esta puede afectar a una gran variedad de
organos como el pulmon, el higado, el rifidén o la piel (192). Algunos estudios en
modelos animales reflejan que la inhibicion de la LOX revierte la respuesta
fibrotica del higado frente a tetracloruro de carbono o a bleomicina (192,194,195).
Ademas, se ha propuesto la LOX como biomarcador de ciertas enfermedades
como la esclerosis sistémica y la fibrosis pulmonar idiopatica en la que la
secrecion de LOX aumenta significativamente (192,196,197).

También se ha relacionado la alteraciéon del entrecruzamiento de
colageno mediado por LOX con el desarrollo de enfermedades ¢seas como la
osteogénesis imperfecta o los sindromes Ehlers-Danlos y Bruck o con el
desarrollo de la patologia ocular del glaucoma ya que la actividad LOX resulta
clave en la formacién y mantenimiento de las estructuras oculares (192,198-200).

Asimismo, la LOX se ha asociado con el cancer ya que la maduracion de
la MEX resulta critica en el inicio y metastasis de esta enfermedad. De hecho, se
ha descrito un papel funcional de la LOX en el cdncer de mama, colorectal,
prostatico y gastrico, entre otros (191,192,201). Sin embargo, el papel de la LOX
en el contexto del cancer no estd muy claro ya que se ha descrito tanto un efecto
supresor como potenciador tumoral in vitro. Sin embargo, en pacientes
oncologicos niveles elevados de LOX y LOXL2 se correlacionan con un
incremento de la metdstasis y menor supervivencia mientras que el
silenciamiento de la LOXL1 y la LOXL4 se correlacionan con un mejor prondstico
(192).

Ademads, se ha propuesto que la alteracion de la actividad de LOX
podria estar implicada en el desarrollo de ECVs. En estudios tempranos
asociaron el fenotipo cardiovascular de latirismo (caracterizado por la diseccién
o rotura adrtica) con la inhibicion de la actividad LOX. El latirismo es una
intoxicacion cronica producida por el consumo excesivo de semillas de almorta
con altos niveles de alcaloides que inhiben la actividad de la enzima LOX
(202,203). Entre los alcaloides, destaca el f-aminoproprionitrilo (BAPN) que tiene
un grupo amino primario que inhibe la LOX de manera irreversible (182,204-206)
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y como consecuencia, su efecto promueve la formacion de fibrillas de coldgeno
anormales (182). La asociacion entre la inhibicion de la actividad LOX junto con
el desarrollo de complicaciones cardiovasculares permitié poner el foco en la
relevancia de la familia LOX en el sistema cardiovascular (185,192).

3.2.1. LOX en el sistema cardiovascular

Las LOX/LOXLs se expresan en la pared vascular y en el corazén y resultan
fundamentales para su correcto funcionamiento y desarrollo. Asi, los ratones
LOX’ mueren perinatalmente y presentan graves anormalidades en el sistema
vascular tales como aneurismas adrticos, tortuosidad aodrtica, fragmentacion
excesiva de laminas eldsticas, alteraciones morfoldgicas y adhesivas de las células
endoteliales y discontinuidad de las CMLVs de la capa media de la pared
vascular (183,185).

3.2.1.1. La LOX y la disfuncion endotelial

En arterias sanas, el endotelio presenta una elevada expresion de LOX y existen
multiples evidencias que asocian la disminucion de dicha expresién con la
disfuncién endotelial (184,185,207). En presencia de estimulos que inducen dafio
endotelial como el incremento de LDLs, la hiperhomocisteinemia y las citoquinas
proinflamatorias, la expresion endotelial de LOX esta significativamente
disminuida (183,184,208,209). De hecho, la inhibicién de LOX tanto por BAPN
como por concentraciones aterogénicas de LDLs incrementan la permeabilidad
endotelial sugiriendo que la menor expresiéon de LOX en el endotelio puede
alterar la integridad de la barrera endotelial (210).

La hiperhomocisteinemia, factor que induce disfuncién endotelial y
altera las propiedades elasticas de la pared, también inhibe la actividad LOX y
regula negativamente su expresion a nivel transcripcional (211). Esta inhibicion
depende del grupo tiol de la molécula de homocisteina y del estrés oxidativo que
produce (211). Analogamente citoquinas proinflamatorias que también alteran la
funcion endotelial reducen la expresion LOX tanto in vitro como in vivo. De hecho,
se ha descrito que TNFa disminuye el nivel de ARNm y la actividad enzimatica
LOX a través de la activacion del receptor TNFR2 (Tumor Necrosis Factor Receptor
2). Cabe destacar que el tratamiento con estatinas, farmaco que disminuye los
lipidos y mejora la funcion endotelial, normaliza la expresion de LOX disminuida
por la hipercolesterolemia y el TNFa y atentia la alteracion de la permeabilidad
endotelial inducida por ambos (212).

Pese a que estos trabajos sugieren que la inhibicion de la LOX es un
proceso comun a la disfunciéon endotelial se ha descrito que en células
endoteliales humanas, esta enzima se induce por AGEs a través de la via de
senalizacion RAGE/MAPK, NF«B y AP-1 (183,213).
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3.2.1.2. La regulacion LOX en las CMLVs y remodelado vascular

Las CMLVs juegan un papel clave en el remodelado vascular, un proceso que
engloba la migracion y la proliferacion celular, asi como la produccién y la
reorganizacion de la MEX. Diferentes factores de crecimiento y citoquinas activan
las CMLVs, aumentan la sintesis de la MEX y la expresion de LOX, entre ellos el
TGFB que aumenta la expresion de LOX y de este modo favorece la sintesis de
componentes de la MEX (185,214). La LOX también se induce por la estimulacion
de CMLVs con PDGF, mitégeno que promueve la migracion y la proliferacion de
las CMLVs, promueve la oxidacién del receptor PDGFRP que activa vias
relacionadas con la respuesta quimiotactica, angiogénesis y remodelado vascular
de las CMLVs (183,215). Ademads, la LOX participa en el remodelado
cardiovascular en ratas alimentadas con una dieta rica en grasa y media los
efectos profibroticos de la leptina (216).

En las ultimas décadas, se ha asociado la LOX con procesos que van mas
alla de su papel en la estabilizacion de la matriz como la respuesta quimiotactica
de las células, la proliferacion, la adhesion y la migracion celular (217). En efecto,
un método computacional identifico a este enzima como el gen responsable del
estimulo proliferativo en CMLVs (218). En consonancia con esto, se ha
relacionado la induccion de LOX con patologias caracterizadas por una elevada
migracion y proliferacion de CMLVs (218). Asi, en modelos experimentales de
dafio vascular, se produce un incremento de los niveles de ARNm y proteina de
la LOX que precede la acumulaciéon de coldgeno y el engrosamiento de la
neointima (219). La expresion de las isoformas LOX/LOXLs se altera en la
hipertensiéon pulmonar, caracterizada por un incremento en la migracién y
proliferacion de las CMLVs y por una estructura anémala de la MEX (220).

Sin embargo, algunos estudios describen efectos contradictorios acerca
de la contribucion de LOX a la proliferacion de las CMLVs. Se ha descrito una
correlacién inversa entre la expresion de la LOX y la proliferacion de las CMLVs
neonatales. Estudios de nuestro grupo realizados en ratones que sobreexpresan
LOX en las CMLV (TgLOX®LV) mostraron una atenuacion del engrosamiento de
la neotintima en respuesta a ligadura de la arteria cardtida que se revirtio por el
tratamiento con el inhibidor BAPN (221). Este efecto se relaciond con una
reduccion significativa de la proliferacion de las CMLVs, niveles bajos de Myh10
(marcador de cambio fenotipico en las CMLV), PCNA (marcador de proliferacion
celular) y MCP1 en las CMLVs de los animales transgénicos (221,222).

Por ultimo, hay que destacar la presencia de formas activas de LOX en
el nacleo de las CMLVs (223). Aunque la actividad bioldgica de éstas no esta
clara, si que se ha relacionado con la reorganizaciéon de cromatina y con la
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regulacion de la expresion génica de componentes de la MEX, como la elastina y
el colageno, y la proliferacion de las CMLVs (224,225).

3.2.1.3. El papel de la LOX en la progresion de la aterosclerosis e inestabilidad
de placa

El conocimiento del papel de la LOX en el inicio, la progresion y la inestabilidad

de la placa aterosclerdtica se ha visto obstaculizado por la falta de estudios en

muestras humanas. Sin embargo, diferentes aproximaciones en modelos

animales indican un papel de la LOX en la aterosclerosis (Figura 14).

Resultados de nuestro grupo mostraron que la hipercolesterolemia
disminuye la expresion vascular de LOX en un modelo de aterosclerosis
temprana en cerdo (210). Sin embargo, en lesiones aterosclerdticas avanzadas de
conejos sometidos a dieta aterogénica (suplementada con 8% aceite de cacahuete
y 2% de colesterol) se observé un incremento significativo de su expresion,
especialmente en el arco adrtico (226). Analogamente la LOX se induce en las
lesiones de ratones ApoE+, al igual que genes que codifican para componentes
de la MEX, como el colageno y la fibronectina (227). La administraciéon de BAPN
reduce la formacion de lesiones aterosclerdticas en respuesta a dieta aterogénica
aproximadamente a la mitad y disminuye el contenido de macrofagos en estas
lesiones en ratones ApoE- (183,227). Sin embargo, cabe senalar que la ApoE per
se inhibe la expresion de LOX para asegurar la correcta elasticidad vascular y
proteger el vaso contra la aterosclerosis lo que descarta al raton knockout para
ApoE como modelo adecuado para analizar el papel de LOX en la aterosclerosis
(228).

Disfuncion endotelial
Remodelado vascular ROS a nivel vascular

Estabilidad de la placa Aterosclerosis

Calcificacion vascular Angiogénesis

Figura 14. Efectos del desequilibrio de las LOX/LOXLs en el inicio y progresion de la
aterosclerosis. Los procesos indicados pueden verse influenciados por la desregulacion de las
LOX/LOXLs y afectar a la progresion aterosclerotica. Figura adaptada de Martinez-Gonzilez et al
(183).

En placas aterosclerdticas avanzadas, la actividad LOX puede impactar
sobre la estabilidad de la placa que depende de la integridad de la cubierta fibrosa
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que recubre el nucleo lipidico. En este contexto, una baja actividad LOX y el
consiguiente defecto en el entrecruzamiento del coldgeno, podria debilitar la
cubierta fibrosa y favorecer la presencia de formas solubles de colageno que
puedan ser degradadas por las MMPs. Asi, se ha sugerido que niveles elevados
de LOX aumentarian la estabilidad de la placa aterosclerdtica (183,229). Resulta
interesante que niveles altos de ARNm de LOX en placas carotideas humanas se
asociarian con una mayor estabilidad de las lesiones y como consecuencia un
menor riesgo de infarto de miocardio (230). En consonancia, la contribucion del
IFNy a la rotura de las placas ateroscleréticas estaria vinculada con la capacidad
de esta citoquina de inhibir la expresion de LOX y la sintesis de colageno I en
CMLVs (231,232). Por el contrario, la presencia de osteoprogeterina (OPG) en
regiones susceptibles al desarrollo de placas aterosclerdticas promueve la
acumulacién de CMLVs, la induccion de LOX, la maduracion de fibras de
colageno y la formacion de una cubierta fibrosa estable (229). Asi, el
entrecruzamiento de colageno dependiente de LOX podria jugar un papel
relevante limitando las complicaciones clinicas y estabilizando las lesiones
aterosclerdticas previniendo la rotura de la cubierta fibrosa.

3.2.1.4. El papel de la LOX en la CCV

En las ultimas décadas, se ha propuesto la LOX como elemento fundamental en
la mineralizacion vascular (183). El cultivo de CMLVs humanas y murinas en un
medio osteogénico induce la deposicion de calcio acompanado por un aumento
de LOX. Diferentes aproximaciones tanto de ganancia como pérdida de funcién
de LOX in vitro demostraron que la LOX contribuye a la calcificacion de las
CMLVs inducida por medio rico en fosfato ya que favorece la transdiferenciacion
de las CMLVs un fenotipo osteoblastico (233). Las CMLVs de ratones TgLOXMLY
mostraron una deposicion de calcio exacerbada en comparacion con células de
ratones salvajes (WT). De manera similar, anillos adrticos de ratones TgLOXMLY
expuestos a medio osteogénico evidenciaban una mayor mineralizacion de la
media respecto a los WT (233). Ademas, esta mineralizacion se acompafiaba de
una mayor deposicion de coldgeno insoluble, destacando la importancia de la
calidad de la MEX en este proceso (233). Asimismo, este trabajo muestra la
existencia de una correlacion positiva entre la expresion de LOX y la presencia
de calcio en lesiones aterosclerdticas humanas (233). De forma similar, se ha
evidenciado el incremento de la expresion de la LOX y del entrecruzamiento de
coldgeno en las valvulas adrticas humanas calcificadas (233,234). Sin embargo, no
se ha analizado la contribucién de la LOX a la calcificacidon valvular al tiempo
que es fundamental establecer hasta qué punto LOX participa en la calcificacion
vascular asociada a la aterosclerosis en modelos animales adecuados.
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Las ECVs son la principal causa de mortalidad a nivel mundial y la aterosclerosis
es el denominador comun de las ECVs de componente isquémico (235). Junto a
la inflamacion, el estrés oxidativo y la apoptosis celular, la CCV es uno de los
principales procesos asociados a la aterosclerosis (236,237). En la CCV se produce
la mineralizaciéon de la MEX a través de mecanismos no bien descritos que
conducen a la diferenciacion osteoblastica de CMLVs en la que intervienen
factores de transcripcion y proteinas que modulan las propiedades de la MEX
(236). La mineralizacion de la MEX incrementa la rigidez vascular, afecta a la
vulnerabilidad de las placas aterosclerdticas y produce estenosis de la valvula
aortica desencadenando hipertrofia cardiaca que puede llegar a causar
insuficiencia cardiaca (28,238). Actualmente no existen tratamientos que
prevengan o reduzcan la CCV.

Nuestro grupo describié por primera vez la presencia de NOR-1 en
lesiones aterosclerdticas de placas coronarias (91). Su expresion es critica para
procesos clave del remodelado cardiovascular ya que regula la migracion, la
proliferacion y la apoptosis-supervivencia de las CMLVs, la respuesta
inflamatoria y el estrés oxidativo y la expresion de componentes de la MEX,
mecanismos todos ellos implicados en la fisiopatologia de la aterosclerosis y la
CCV (81,93,101,152). Por lo tanto, NOR-1 podria regular genes clave en el
remodelado y la CCV asociada a la aterosclerosis y la calcificacion valvular.

Nuestro grupo también describié la relevancia de la LOX a nivel
vascular asi como su presencia en lesiones ateroscleréticas calcificadas (233).
Ademads, se ha descrito que esta enzima estd modulada por lipoproteinas,
citoquinas y condiciones procalcificantes y que regula el remodelado vascular, el
estrés oxidativo y la rigidez vascular (183,210-212,222,233). Recientemente,
nuestro grupo ha descrito la participacion de LOX en la diferenciacion
osteoblastica y calcificacion de las CMLYV in vitro y ex vivo. LOX es inducida por
medios osteogénicos ricos en fosfato y su pérdida o ganancia de funcién afecta
de manera sustancial a la mineralizaciéon de la MEX (233). Actualmente, se
desconoce si la LOX es relevante en la calcificacion valvular y la calcificacion
asociada a la aterosclerosis en modelos animales.

De acuerdo con los antecedentes expuestos, y con nuestros resultados
preliminares, nuestra hipdtesis de trabajo es que el receptor nuclear NOR-1 y la
enzima LOX juegan un papel fundamental en el remodelado cardiovascular
asociado a la aterosclerosis y a la CCV y que modelos animales modificados
genéticamente para NOR-1 y LOX podrian resultar ttiles para el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares implicados en esta patologia. En este
contexto se han planteado los siguientes objetivos:
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Objetivos

Objetivo 1. Analizar el papel del receptor nuclear NOR-1 en la aterosclerosis

y la calcificacion cardiovascular.

1.1.

1.2.

1.3.

Caracterizar como afecta la calcificacion a la expresion de NOR-1 en
muestras de valvulas y arterias humanas calcificadas.

Determinar el papel de NOR-1 en la transdiferenciacion osteoblastica
de VICs y CMLVs y en la deposicion de calcio en células en cultivo.
Estudiar el efecto de la sobreexpresion especifica de NOR-1 en CMLV

sobre la calcificacidén vascular en modelos ex vivo e in vivo.

Objetivo 2. Profundizar en el analisis de los mecanismos que vinculan a la

LOX con la aterosclerosis y la calcificacion cardiovascular.

2.1.

2.2.

2.3.
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Caracterizar la expresion de la LOX y otras isoenzimas de esta familia
en muestras de valvulas y arterias humanas calcificadas.

Analizar como afecta la maduracion de la MEX dependiente de la
actividad LOX a la calcificacion ectdpica.

Estudiar el efecto de la transgénesis de LOX dirigida a CMLV en la
calcificacion asociada a la aterosclerosis.
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Material y métodos

1. Modelos de experimentacion animal

En este trabajo se utilizaron dos colonias de ratones transgénicos disefiadas para
sobreexpresar NOR-1 humano (TgNOR-1MV) o LOX humana (TgLOX®MLV)
especificamente en CMLVs.

El cuidado y alojamiento de los animales se llevé a cabo en un area libre
de patdgenos de la Unidad de Experimentacion Animal de I'Institut de Recerca
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (IRHSCSP, Barcelona). Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité ético del IRHSCSP (Ley 5/Junio
21, 1995; Generalitat de Catalufia) y durante su desarrollo se cumplié de manera
estricta la normativa europea y nacional vigente para la proteccion animal
(Directiva Europea 2010/63/EU y Real Decreto 53/2013).

1.1. Modelo de ratén transgénico que sobreexpresa NOR-1
humano dirigido a CMLVs

Para dirigir la sobreexpresion de NOR-1 a CMLVs se utilizo la construccion
pPCAGGS - pSM22a-hNOR-1 detallada en la Figura 15. Tras la digestion de esta
construccion y la purificacion del ADN, éste se insert6 en el prontcleo de un
cigoto fertilizado mediante microinyeccidn. Los cigotos viables se transfirieron al
oviducto de hembras pseudogestantes y la descendencia que habia incorporado
el transgén en su genoma se considero6 fundador de la colonia (148).

Promotor ADNCc Cola poli (A)
SM22a NOR-1 humano B-globina
653bp 219bp 626aa 263bp 546 bp
5; _| m 3/
[ A
Sall  Xbal Xhol EcoRI EcoRI Hindlll

Figura 15. Esquema de la construccion del transgén que dirige la expresion de NOR-1 humano a
CMLV. El transgén esta formado por el ADNc de NOR-1 humano (N? Acceso GenBank D78579;
posiciones 513-2872) fusionado a la secuencia de Poli (A) de la 3-globina de conejo; y dirigido por
el promotor SM22a (N° Acceso GenBank U36589; posiciones 2145-2797).

Los fundadores de la colonia se cruzaron con ratones C57BL6/] (Charles
River) durante 10 generaciones para poder establecer la familia y asi obtener
animales transgénicos con fondo C57BL6/J con una pureza superior al 99,9%. Con
una periodicidad de tres o cuatro meses, los ratones transgénicos se cruzaron con
ratones salvajes C57BL6/J con la finalidad de generar descendencia transgénica,
mantener la colonia y evitar la deriva genética.

Toda la descendencia se genotipd mediante PCR a partir de ADN
gendmico extraido de la cola obtenido mediante digestiéon con un tampdn
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Tris/KCl (50 mM Tris pH 8, 50 mM KCl, 2,5 mM EDTA, 0,45% NP40) junto con 1
uL de proteinasa K (600 mAU/mL) incubado a 55 °C durante toda la noche. Este
ADN se cuantificd y se utilizo para realizar la PCR en la que se utilizaron los
cebadores detallados en la Tabla 3.

Tabla 3. Cebadores usados para el genotipado de los ratones TgNOR-1cM-V

Cebadores para genotipar TgNOR-1MLV Region reconocida
Directo 5-GACAGACTGCTCCAACTTGG-3 Promotor SM22«
Reverso 5-GGTTCATGATCTCCGTGGTG-3’ ADNc NOR-1 humano

Para la reaccion de PCR se utiliz6 la enzima MyTaq polimerasa (Bioline)
y las condiciones indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de PCR para el genotipado de los ratones TgNOR-1MLY,

Reaccion de PCR:

ADN 50 ng 95 °C 1 min
Cebadores 0,4 uM cada uno 95 °C 15 seg
Tampdn 5x MyTaq 2,5ul 55°C 15 seg x 30
Taq Polimerasa 0,125 U/ul 72 °C 10 seg

H:0 Hasta 12,5 ul 72 °C 10 min

El producto amplificado se visualiz6 en un gel de agarosa al 1%
expuesto a luz UV. En los animales portadores del transgén se amplificaba una
banda de 579 pb.

En este estudio, se utilizaron ratones macho de genotipo salvaje (WT, n=
38) y TgNOR-1MLV (n= 38) de quince semanas de edad.

1.2. Modelo de raton transgénico que sobreexpresa LOX humana
dirigida a CMLVs

Para dirigir la sobreexpresiéon de LOX a CMLVs se utilizé la construccién
pPCAGGS - SM22a-hLOX detallada en la Figura 16. La estrategia para generar los
ratones fundadores de esta colonia fue la misma que la descrita en el apartado
1.1. de esta misma seccién (222).

Promotor ADNCc Cola poli (A)
SM22«x LOX humana B-globina
653bp 230 bp ————— 417aa ———  273bp 546 bp
5" — m 3
A~
Sall Xhol EcoRI EcoRI HindlIIL

Figura 16. Esquema de la construccion del transgén que dirige la expresion de LOX humana a
CMLYV. El transgén esta formado por ADNc de la LOX humana obtenido partir de la digestion del
plasmido pBlueScript-LOX (cedido por el Dr. Méki, Universidad de Oulu, Finlandia) fusionado a
la secuencia de Poli (A) de la 3-globina de conejo; y dirigido por el promotor SM22a (N® Acceso
GenBank U36589; posiciones 2145-2797).
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Para mantener la colonia, los ratones transgénicos se cruzaron con
ratones salvajes C57BL6/] cada tres o cuatro meses.

Toda la descendencia se genotipé6 mediante PCR a partir del ADN
genomico obtenido como se ha indicado anteriormente (véase apartado 1.1. de
esta seccion). Este ADN se cuantificé y se amplificé por PCR con el uso de
cebadores detallados en la Tabla 5.

Tabla 5. Cebadores usados para el genotipado de los ratones TgLOX MLV
Directo 5-GACAGACTGCTCCAACTTGG -3 Promotor SM22a
Reverso 5-AGCACGGGTATCTCAGTCTCC -3’ ADNc LOX humana

Para la reaccion de PCR se utilizé la enzima MyTag polimerasa (Bioline)
y las condiciones indicadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de PCR para el genotipado de los ratones TgLOXMLY,

ADN 50 ng 95 °C 3 min
Cebadores 0,4 uM cada uno 95 °C 1 min

DMSO 3% 56 °C 1 min x 30
Tampon 5x MyTaq 2ul 72°C 50 seg

Taq Polimerasa 0,125 U/ul 72°C 7 min

H:0 Hasta 10 pl

El producto amplificado se visualizd6 en un gel de agarosa al 1%
expuesto a luz UV. En los animales portadores del transgén se amplificaba una
banda de 360 pb.

En este estudio, se utilizaron ratones macho de quince semanas de edad
de genotipo salvaje (WT, n=31) y TgLOXMLY (n=30).

1.3. Procedimientos de experimentacion animal

1.3.1. Induccidon de aterosclerosis e hiperlipidemia mediante inyeccion de

AAV-PCSK9P¥#Y y dieta rica en grasa y colesterol
Se indujo hiperlipidemia, aterosclerosis y calcificacion mediante la inyeccion, a
través de la vena de la cola, de vectores virales adenoasociados (AAV) que
codifican para una forma mutada de ganancia de funcién de la proproteina
convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9P¥4Y) humana (239). A los grupos
control se les administré suero salino. A las 24 horas de la inyeccion, se inici6 la
administracion de una dieta rica en grasa (21%) y colesterol (1,25%) (D12108C,
Research Diets).
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Asi para cada familia se establecieron 4 grupos experimentales.

* Familia TgNOR-1MLV:
o WT hermanos de camada con suero salino y dieta aterogénica
o WThermanos de camada con AAV-PCSK9P¥*Yy dieta aterogénica
o TgNOR-1MLV con suero salino y dieta aterogénica
o TgNOR-1MLY con AAV-PCSK9™7#Y y dieta aterogénica

* Familia TgLOXMLV:
o WT hermanos de camada con suero salino y dieta aterogénica
o WT hermanos de camada con AAV-PCSK9P¥#Yy dieta aterogénica
o TgLOX®LV con suero salino y dieta aterogénica
o TgLOXMLY con AAV-PCSK9P¥# y dieta aterogénica

1.3.2. Ultrasonografia de los arcos adrticos

La semana previa al inicio del estudio y trascurridas 20 semanas después de la
administracion de los virus adenoasociados y la dieta aterogénica, se analizd
mediante ultrasonografia la presencia de lesiones aterosclerdticas en el arco
aortico de los ratones y sus tres principales ramificaciones. Para ello, los ratones
se anestesiaron con una mezcla de oxigeno e isofluorano al 2%. Se depil6 la zona
tordcica con crema depilatoria y se colocé al animal en posicion supina sobre una
plataforma atemperada a 37°C para mantener la temperatura corporal. Se aplicd
gel de ecografia sobre el térax y se visualiz6 el arco adrtico en un tnico plano
mediante el ecografo Vevo 2100 con un transductor de 30 MHz (Figura 17)
(Visualsonics, Toronto).

Seguidamente, se midié el didmetro de la luz de la arteria
braquiocefélica en el punto mas proximo al origen de la ramificacion y en el eje
perpendicular al flujo sanguineo. Estas medidas se realizaron a partir de
imagenes capturadas de videos de 100 frames utilizando el software del equipo.
La reduccion del didmetro de la arteria braquiocefdlica es indicativa de la
presencia de lesiones ateroscleréticas que se visualiza como una region de alta
refringencia.
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Figura 17. Imagen representativa del arco adrtico con lesion aterosclerdtica de raton obtenida
mediante ultrasonidos. Imagen representativa de un arco aértico (AA)y la arteria braquiocefalica
(AB) con presencia de lesion aterosclerdtica (LA) con mayor refringencia en la imagen.

1.3.3. Extraccion sanguinea

Una semana antes del inicio del estudio y 1, 5 y 13 semanas tras la administracion
de los virus adenoasociados se extrajo sangre de los ratones, por via
submandibular previo ayuno de 4 horas. A tiempo final (20 semanas) se extrajo
sangre por puncion cardiaca. La sangre heparinizada se centrifug6 a 2000 x g
durante 5 min y se almacen¢ el plasma a -80 °C para posteriores andlisis.

Los niveles plasmaticos de colesterol total y de triglicéridos se midieron
utilizando el kit colorimétrico Wako Cholesterol E (Wako Pure Chemicals) y el kit
L-type Trygliceride M (Wako Pure Chemicals), respectivamente. En ambos casos
se siguieron las especificaciones del fabricante.

Ademas, se determinaron los niveles de calcio en plasma mediante el kit
colorimétrico Quanti chrom Calcium Assay (Bioassay Systems) y de fosfato
mediante el kit Phosphate Colorimetric Assay Kit (Biovision), siguiendo en ambos
casos las especificaciones del fabricante.

1.3.4. Tratamiento farmacologico de los animales

A las 20 semanas del inicio del experimento, se administr6 una sobredosis
anestésica a los ratones (i.p.; intraperitoneal, medetomidina (1 mg/Kg) y
ketamina (75 mg/Kg)). Después de comprobar la pérdida total de reflejos, se
extrajo sangre por puncion cardiaca. Seguidamente, se perfundié con suero
salino a través del ventriculo izquierdo y se extrajeron diferentes érganos que se
congelaron rdpidamente en N: liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su
procesamiento.  Aquellos tejidos que iban dirigidos a estudios
inmunohistoquimicos se fijaron para ser incluidos posteriormente en parafina o
bien se embebieron en OCT y se congelaron.

De cada grupo experimental las muestras vasculares se distribuyeron
segun se indica a continuacion: un grupo de aortas se fijaron para realizar la
tincion Oil Red O (O.R.O.) en face y la arteria braquiocefdlica se fij6 para
posteriormente incluirla en parafina o embeberla en OCT y congelarla; un
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segundo grupo de aortas se recogio para extraer RNA y proteina y el arco adrtico
se fijo y congelé en OCT o se incluy6 en parafina para posteriores analisis
histolégicos e inmunohistoquimicos. Para el estudio de la raiz adrtica, se corto el
corazon de manera paralela a la entrada de la aorta al corazon y la parte superior
se embebio en OCT y se congeld rapidamente o bien se fijo para incluirla en
parafina.

1.3.5. Tincién Oil Red O (O.R.0.) en aortas en face

Las aortas extraidas y limpias de grasa perivascular se fijaron durante 24 horas
en paraformaldehido al 4% y posteriormente se dejaron en PBS al 0,04% de azida
sodica hasta su procesamiento. Previamente a la tincién O.R.O., las aortas se
incubaron con metanol al 78% (5 min; 2 veces). Seguidamente, se tifieron con una
solucion 0,2% p/v de O.R.O. preparada en fresco (0,07 g de O.R.O. en 25 mL de
metanol al 100% con 10 mL de NaOH 1 M) durante 1 hora. Transcurrido este
tiempo, las aortas se lavaron con 1 mL de metanol al 78% (5 min; 2 veces) y se
transfirieron de nuevo a PBS-Azida sédica 0,04%.

Las aortas tefnidas se abrieron longitudinalmente y, con la ayuda de
agujas minucias, se montaron sobre una superficie negra exponiendo la cara
luminal de la arteria. Finalmente, se captaron imagenes de las aortas utilizando
la cdmara digital Retiga R3 color acoplada al adaptador Optem Zoom 70XL. El
porcentaje de drea lesion aterosclerodtica respecto el drea de toda la aorta se
determind mediante el software Fiji.

1.3.6. Analisis de la calcificacion microscopica mediante NIRF (Near-Infrared
Fluorescence)

A los ratones a los que se indujo aterosclerosis y calcificaciéon vascular, se les
administré por via intravenosa 24 horas antes del sacrificio una sonda
fluorescente, Osteosense 680 EX (Perkin Elmer) (20 mM), que se une con alta
afinidad a cristales de hidroxiapatita. A las 24 horas, los animales se sacrificaron
y se extrajo el conjunto aorta-corazén que una vez eliminada la grasa se fijo
durante 24 horas con paraformaldehido al 4%. Seguidamente, la fluorescencia
emitida por la aorta se capto utilizando el sistema IVIS Spectrum In vivo Imaging
System (Perkin Elmer) con una longitud de onda de excitacion de 675 nm y una
longitud de onda de emision de 720 nm. La eficiencia total de la radiacion emitida
por las aortas se cuantifico usando el software del equipo (Living Image Software
4.3.1.).
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2. Muestras humanas

Se recogieron muestras de valvulas adrticas humanas de pacientes sometidos a
reemplazo valvular del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) gracias a la
colaboracion con el servicio de cirugia cardiaca. Dependiendo de su grado de
calcificacion a nivel macroscépico las valvulas fueron clasificadas en dos grupos:
aquellas en las que la calcificacion ocupaba una superficie igual o inferior al 20%
(poco calcificadas; PC) y aquellas en las que la calcificacion ocupaba mas del 80%
de su area (muy calcificadas; MC). Las muestras en fresco se utilizaron para: el
aislamiento de células valvulares intersticiales (VICs), se congelaron en N2 para
la posterior extraccion de ARN/proteina o bien se fijaron y se procesaron para
realizar andlisis inmunohistoquimicos. La recogida de muestras fue aprobada
por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del HSCSP (N° 19/267).
Ademas, se utilizaron muestras de valvulas aorticas calcificadas de otra cohorte
de pacientes intervenidos para la cirugia de reemplazo valvular en el Hospital
Universitario de Navarra (N® aprobacion CEIC 17/2013) gracias la colaboracion
de la Dra Natalia Lépez Andrés (Navarrabiomed). En este caso, se usaron
muestras de valvulas adrticas sanas obtenidas de autopsias como referencia en
los andlisis de esta segunda cohorte.

Las muestras de arterias coronarias proceden de pacientes sometidos a
trasplante de corazon, realizado en el servicio de Cirugia Cardiaca del HSCSP
(N? de aprobacion CEIC 12/267). Finalmente se realizaron estudios en arterias
femorales procedentes de pacientes sometidos a cirugia vascular en el Hospital
Clinico de la Virgen de la Arrixaca (N° de aprobacion CEIC 02/10).

Todos los estudios con muestras humanas se han realizado de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 2013, y todos los pacientes o
sus representantes legales firmaron un consentimiento informado.

3. Cultivos celulares

En este estudio se utilizaron cultivos celulares de: CMLVs murinas y humanas,
VICs y lineas celulares (HeLa, Lenti-X 293T). Todas las células se cultivaron a 37
°C y 95% de humedad, 21% O2y 5% CO..

3.1. Obtencion y mantenimiento de cultivos primarios de
CMLVs de aorta y coronarias humana

Las CMLVs humanas usadas en este estudio provienen de aortas y arterias

coronarias de pacientes sometidos a trasplante cardiaco en la Unidad de

Trasplante cardiaco del servicio de Cirugia Cardiaca del HSCSP. Las células se

obtuvieron mediante la técnica descrita anteriormente por nuestro grupo (240).
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En condiciones de esterilidad, se elimino el tejido conjuntivo y graso adherido a
la aorta o coronaria, se abri6 longitudinalmente el vaso y se eliminé el endotelio
mediante raspado con un bisturi. Con la ayuda de unas pinzas, se elimind la
adventicia y la capa media se fracciond en pequenos fragmentos (explantes) de
aproximadamente 2 mm? que se colocaron en placas de cultivo con medio
completo (Tabla 7). El medio se cambi¢ cada 3 dias y cuando las células llegaron
a la confluencia se tripsinizaron y subcultivaron.

Para la tripsinizacién, las células se lavaron dos veces con PBS
atemperado a 37 °C y a continuacion se afiadi6 el volumen minimo de tripsina-
EDTA 0,05% (Gibco BRL) para que toda la superficie quedara cubierta. Al cabo
de 2 min, la tripsina se inactivé afladiendo medio completo atemperado (5 veces
el volumen de tripsina afnadido) y se centrifugd a 290 x ¢ durante 10 min. El
sedimento celular obtenido se resuspendio en el volumen adecuado de medio de
cultivo. Se contd el namero de células, previa tincion con azul de tripano al 0,4%
(Trypan Blue, Sigma), utilizando la cdmara de Neubauer y las células se
resembraron a una densidad de 10.000 células/cm?.

3.2. Obtencion y cultivo de CMLVs de aorta murina
Anadlogamente, se obtuvieron CMLVs de aortas de ratones jovenes (8-10 semanas
de edad; cepa C57BL6/]). Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y,
con la ayuda de una lupa binocular, se extrajo la aorta que se introdujo en un
tubo tipo Falcon con PBS suplementado con 2% de penicilina/estreptomicina.
Bajo campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, las aortas se
transfirieron a una solucion de digestiéon que contenia colagenasa tipo II (175
U/mL; Worthington) y elastasa (1,25 U/mL) en medio de cultivo DMEM y se
incubaron a 37 °C durante 10 min. Bajo lupa se separo la adventicia de la media
con la ayuda de unas pinzas curvas. La media se incubd en medio de cultivo
completo (Tabla 7) 2 horas a 37 °C al 5% COs2. Transcurrido este tiempo, la aorta
se cortd en anillos de entre 1-2 mm de grosor y de nuevo se dejé en solucion de
digestion durante 2 horas en agitacion suave constante a 37 °C. Seguidamente, se
anadieron 5 mL de medio completo y se centrifugé a 200 x g durante 5 min. El
sedimento celular se sembrd en un frasco de 25 cm? con medio completo. El
medio se cambidé cada 3 dias y cuando las células llegaron a confluencia se
tripsinizaron y subcultivaron.

Para la tripsinizacién se siguié el protocolo descrito en el apartado
anterior centrifugando estas células a 200 x g durante 5 min. El sedimento celular
obtenido se resuspendié en el volumen adecuado, se realizd el contaje del
numero de células que se resembraron a una densidad de 10.000 células/cm?.
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Tabla 7. Medios de cultivo de las CMLV humanas y murinas y VICs humanas.

Componentes: CMLYV humanas CI,VILV murnas y VICs humanas
lineas celulares
Medio base M199 (Gibco) DMEM (Gibco) DMEM/F12 (Gibco)
Suero Fetal Bovino (FBS)
(Biological Industries) 20% 10% 20%
Suero humano 29, i )
(Banco de Sangre y Tejidos) ’
L-Glutamina (Gibco) 2 mM
Penicilina-Estreptomicina 100 U/mL (penicil.) + 100 pg/mL (estrept.)
(Gibco) ) )
FGF2 (Factor de crecimiento
de fibroblastos 2) (Novus - - 10 ng/mL
Biologicals)
Insulina (Sigma) - - 50 ng/mL

3.3. Obtencion y cultivo primario de VICs humanas

Las valvulas humanas procedentes de pacientes sometidos a cirugia de
reemplazo valvular se lavaron con abundante PBS y se trocearon en pequefios
fragmentos de 0,5 cm? en condiciones de esterilidad. Los fragmentos se digirieron
con 1 mg/mL de colagenasa tipo II (Worthington) disuelta en PBS durante 1 hora
a 37 °C y en agitacion constante, como se ha descrito (241). Tras la digestion, el
tejido se centrifugo a 500 x ¢ durante 5 min y el sedimento celular se resuspendio
en medio completo (Tabla 7). Las células se sembraron en frascos recubiertos con
gelatina a los que se cambi6 el medio cada 2-3 dias hasta que las células
alcanzaron la confluencia.

Seguidamente las células se tripsinizaron y se subcultivaron. Las células
se caracterizaron como VICs mediante inmunohistoquimicas por su marcaje
positivo para a-actina de musculo liso (a-SMA) y vimentina (Figura 18).
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Figura 18. Comprobacion de los marcadores tipicos de VICs en nuestros cultivos primarios.
Fotografias representativas de VICs con marcaje positivo para vimentina y a-SMA (imagen de la
izquierda y central). El control negativo corresponde a una preparacion que sélo se incub6 con
anticuerpo secundario anti-IgRaton (imagen de la derecha). Las preparaciones se contratifieron con
hematoxilina. Barra: 100 pum.
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3.4. Cultivo de lineas celulares

Para la produccion de particulas lentivirales, se usd la linea celular Lenti-X 293T
(procedentes de la transformacion de la linea celular HEK293 derivada de rifidon
embrionario humano; ATCC) y HeLa (células epiteliales derivadas de cancer de
cérvix humano; ATCC). Se cultivaron segun las especificaciones del ATCC (Tabla
7).

3.5. Induccion de calcificacion in vitro

Las células VICs humanas se sembraron a razon de 25.000 células/cm? y cuando
alcanzaron la confluencia deseada (90-95%) se inicid la induccion de la
calcificacion. Para ello, el medio de cultivo se reemplazé por DMEM con glucosa
a4 g/Ly 5% de FBSYy las células se expusieron a un medio osteogénico (OM) que
contenia 2 mM de NaH2POsy 50 ug/mL de acido L-ascorbico. El medio se cambid
cada 3 dias. En algunos experimentos las células se incubaron con el inhibidor
selectivo de la actividad LOX (B-aminopropionitrilo, BAPN, 500 uM) 24 horas
antes de la induccion osteogénica que también se repuso con el OM en cada
cambio de medio. Ademas, se llevo a cabo la induccidn de calcificacion en células
que habian sido transducidas lentiviralmente (véase el apartado 5 de esta
seccion) o en las que se habia realizado silenciamiento génico (véase apartado 6
de esta seccion).

Otra de las estrategias usadas para inducir calcificacion en estas células
fue suplementar el medio OM con sobrenadantes condicionados de VICs que
habian sido transducidas previamente con pLVX o pLVX/hLOX (Véase apartado
5 de esta seccion). Asi, las VICs se expusieron a medio OM previamente
suplementado con un 33,33% de medio condicionado proveniente de células
(25.000 células/cm?; 100 pL/cm?) transducidas con pLVX o pLVX/hLOX.

Las CMLVs humanas de aorta y coronarias y las CMLVs murinas se
sembraron a razon de 20.000 células/cm? y cuando alcanzaron la confluencia
deseada (90-95%) se inicid la induccién de calcificacién. Para ello, se reemplazo
el medio de las células por medio DMEM con glucosa a 4 g/L y 10% de FBS y
expusieron a un medio rico en fosfato (medio osteogénico; OM) que contenia 10
mM de B-glicerofosfato, 50 pg/mL acido L-ascdrbico y 10 nM de dexametasona.

3.6. Analisis de la calcificacidon de células en cultivo

Para visualizar macroscdpicamente la calcificacion, las células sembradas en
monocapa y expuestas a medio OM (véase apartado 3.5.) se lavaron brevemente
con PBS (5 min; 2 veces) y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con agua destilada y se
tifieron con el colorante rojo de alizarina al 1% durante 5 min. Transcurrido este
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tiempo, se lavaron con agua destilada abundante minimo 4 veces y se visualizd
la tincion en el microscopio Zeiss axiovert 200M.

Ademas, se analizo la actividad fosfatasa alcalina no especifica de tejido
(TNAP) a partir de lisados de estas células utilizando el kit colorimétrico Alkaline
Phosphatase Activity (K412, Biovision). Para ello las células se lisaron con el
tampdn de lisis provisto por el kit, se realizé una recta patrén a partir de p-
nitrofenilfosfato (pNPP) y se ley6 el producto de la reaccion colorimétrica a la
longitud de onda de 405 nm en el espectrofotometro Spectra Max 250 (Molecular
Devices).

3.7. Descelularizacion de VICs para generar scaffolds de MEX
Para evaluar el papel de la MEX en el inicio y la propagacion de la deposicion de
cristales de hidroxiapatita generamos matrices a partir de células sometidas a
diferentes condiciones: VICs transducidas con pLVX/hLOX, tratadas con BAPN
o bien suplementadas con medios condicionados de células infectadas con
pLVX/hLOX. Estas células se lisaron, la MEX se lavd exhaustivamente y sobre
ella se sembraron VICs que se sometieron a OM y evaluamos la calcificacion,
siguiendo un protocolo adaptado de Franco-Barranza et al (242). Brevemente, el
protocolo seguido en estos estudios consistié en sembrar las VICs a razon de
25.000 células/cm? en una superficie recubierta de gelatina y se dejaron en cultivo
minimo 5 dias en medio completo para que se generase una MEX suficientemente
consistente. Las células se lavaron con PBS (2 veces) y se anadio un tampdn que
lisa las células y preserva la MEX (PBS con 20 mM de NH4«OH y 0,05% de Triton
X-100). Se incub¢ el tiempo necesario para que en el microscopio se visualizara
la lisis de las células. Seguidamente, el tampodn de lisis se diluyo6 con el doble de
volumen de PBS y se realizaron 2 lavados de PBS. Finalmente, las placas se
dejaron en PBS con 1 mM de MgSO: y 1 mM CaCl: para preservar la MEX hasta
su utilizacion. Paralelamente, las VICs se tripsinizaron y se sembraron sobre estas
matrices y transcurridas 24 horas se indujo calcificaciéon como se ha indicado en
el apartado 3.5.

4. Analisis de la calcificacion vascular ex vivo

Se analiz6 la calcificacion en anillos adrticos de ratones WT y TgNOR-1 en
estudios ex vivo. Para ello, la aorta limpia de grasa perivascular se seccion6 en
anillos de 1 mm de grueso. Estos anillos se cultivaron en medio DMEM con 4 g/L
de glucosa (Biowest), 1 mM L-glutamina, 15% de FBS y 3 mM de NaH:PO4 como
se describio previamente (233). Después de 6 dias de incubacion en medio rico
en fosfato, los anillos adrticos se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
incluyeron en parafina (véase apartado 9). Se realizaron cortes de 5 um utilizando
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un micrétomo (JUNG RM 2005; Leica). Los portaobjetos se rehidrataron y se
tifieron con rojo alizarina al 1% durante 5 min. Seguidamente, se lavo el exceso
de colorante con agua destilada, se volvieron a deshidratar y se montaron con
DPX (Casa Alvarez). Finalmente, se captaron imagenes en el microscopio
Olympus BX 51 y se cuantifico el area tefiida con la ayuda del software Fiji.

5. Sobreexpresion génica en células en cultivo
mediante transduccion lentiviral

El proceso por el cual se introduce material genético exdgeno en una célula
utilizando como vector un virus se conoce como transduccion. Los lentivirus se
caracterizan por poder transducir células tanto quiescentes como proliferativas,
permiten introducir insertos de tamano medio (aproximadamente 8 Kb) y se
integran en el genoma de la célula huésped, desencadenando una expresion
estable del transgén. Esta técnica se utilizo para sobreexpresar de forma estable
en VICs las formas humanas del receptor nuclear NOR-1 y la enzima LOX.

En primer lugar, se cloné el ADNc humano de NOR-1 y de LOX en el
vector de expresion pLVX- puro y se produjeron las particulas virales mediante
el sistema Lenti-X™ Lentiviral Expression System (Clontech). Como controles, se
obtuvieron particulas virales a partir del vector pLVX-puro vacio.

Este sistema de sobreexpresion desarrollado por Clontech incluye un
vector de expresion pLVX-puro que contiene secuencias LTR (Long Terminal
Repeats) necesarias para la integracion del transgén en el genoma de la célula
diana, asi como una secuencia de empaquetamiento . Ademas, presenta un sitio
de multiclonacion con diferentes dianas de restriccion que permiten clonar el gen
de interés bajo el control del promotor del citomegalovirus. Finalmente, el
plasmido pLVX —puro presenta un gen de resistencia a la puromicina, antibiotico
utilizado para la seleccion de las células infectadas.

5.1. Construccion de los vectores de expresion lentiviral

El plasmido pLVX/hNOR-1 se obtuvo a partir de la clonacién en el vector pLVX-
puro del ADNc de NOR-1 humano (93,150,152). EL ADNc de NOR-1 fue cedido
por el Dr. Naganari Ohkura (Growth Factor Division, National Cancer Center
Research Institute, Tokio, Japdn) en el plasmido pBluescript SK-. Este vector se
digiri6 con el enzima de restriccion EcoRI durante 1 hora a 37 °C. El plasmido
pLVX-puro se digirié de igual manera y se desfosforil6. El ADNc de NOR-1 y el
plasmido pLVX—puro previamente digeridos se separaron por electroforesis en
gel de agarosa, se purificaron por columna de afinidad y se ligaron. La ligacion
se realiz6 con la ADN ligasa T4 (1 U/10uL de reaccion, Fermentas), la reaccion
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incluia 50 ng de vector vacio y una cantidad determinada de inserto siguiendo
una proporcion molar a favor del inserto (inserto: pldsmido, 3:1) con la finalidad
de favorecer la insercion:

(ng plasmido - kb inserto)

ng inserto = 3 x
9 kb vector

La reaccion de ligacion se incubd durante 1 hora a 22 °C y seguidamente
a 16 °C durante 16 horas. El producto de la ligacion se transformd en bacterias
competentes mediante choque térmico a 42 °C durante 40 segundos.
Seguidamente, se recuperaron en medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite
repression) durante 1 hora a 37 °C, se centrifugaron y el sedimento celular se
sembro en placas LB-agar con ampicilina (0,1 mg/ mL). Transcurridas 16 horas,
se tomo una de las colonias y se inoculé en 3 mL de LB-ampicilina durante toda
lanoche a 37 °C. A partir de 2 mL de este precultivo se extrajo el ADN plasmidico
utilizando las columnas mi-Plasmid Miniprep kit (Metabion). Se comprob¢ si la
construccion era correcta mediante digestion con enzimas de restriccion y
analisis en gel de agarosa. A partir del precultivo de los clones correctos, se
inocularon 100 pL en 50 mL de medio LB con ampicilina y se incub6 a 37 °C toda
la noche. A la mafana siguiente se prepard un glicerolado (20% de glicerol) a
partir de 1 mL de cultivo que se guardé a -80 °C. El resto se centrifugd a 4000 x g
a 4 °C durante 15 min y el sedimento celular se utiliz6 para obtener ADN
plasmidico libre de endotoxinas mediante el ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep kit
(Zymo).

También se genero6 el plasmido pLVX/hLOX que se obtuvo a partir de la
clonacion en el vector pLVX-puro del ADNc de LOX humana (221,233). El ADNc
de LOX fue cedido por el Dr. Maki (Universidad de Oulu, Finlandia) en el
plasmido pBluescript-LOX. Se siguié un procedimiento similar al indicado para
pLVX/hNOR-1 hasta obtener ADN plasmidico libre de endotoxinas.

5.2. Produccion de lentivirus

Las células Lenti-X 293T se utilizaron como células empaquetadoras de particulas
viricas para producir virus con capacidad infectiva pero no replicativa, de
manera que las células infectadas incorporan el transgén pero no producen virus.
Las células se sembraron en placas de 100 mm de didmetro (4-10° células/placa)
en medio completo sin antibidticos y con un FBS sin tetraciclina. Al dia siguiente,
se transfectaron con los pladsmidos pLVX correspondientes segun las
especificaciones del kit Lenti-X™ Lentiviral Expression system (Clontech),
juntamente con una mezcla de plasmidos que contenia el kit, los cuales codifican
para las proteinas viricas necesarias para la produccién de virus. Después de 16
horas de incubacion, el medio de transfeccion se substituy6 por medio completo,
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sin tetraciclina, y se incubd durante 48 horas, tiempo necesario para la
produccion y liberacion de particulas viricas al medio. Transcurrido este tiempo,
el sobrenadante se paso por filtros de membrana de SFCA (Acetato de celulosa
libre de tensiactivos) de 0,45 um de poro (Corning) y se alicuoto en viales de
criocongelacion para almacenarlos a -80 °C hasta su uso.

5.3. Determinacion de la concentracion de puromicina y

polibreno

Las células que son infectadas se seleccionan con puromicina ya que el vector
aporta un gen de resistencia a este antibiotico. La concentracion de puromicina
adecuada varia dependiendo del tipo celular y es necesario ajustarla para
seleccionar eficientemente las células. Con este objetivo se trataron VICs
humanas con diferentes concentraciones de puromicina y se selecciond, en cada
tipo celular, aquella concentracion que provocd la muerte celular masiva (70-
80%) en las primeras 24-48h y la muerte de todas las células a los 3-4 dias. En el
caso de las VICs fue de 0,6 pg/mL.

También se determino la concentracion 6ptima de polibreno (bromuro
de hexadimetrina), polimero catidnico que neutraliza las cargas que provocan la
repulsion entre virus y célula y, por lo tanto, mejora la eficiencia de infeccion. Se
determind que la concentracion de uso para los diferentes tipos celulares era de
8 ug/mL.

5.4. Determinacion del titulo viral

Una vez producidas y recogidas las particulas virales, se calculd la capacidad
infectiva o titulo viral mediante la infeccion de células HeLa con un banco de
diluciones (107, 10 103, 10# 105 10°) de los sobrenadantes celulares que
contenian los virus y posterior seleccion por puromicina, siguiendo el protocolo
de la casa comercial. Brevemente, las células Hela se infectaron durante 24 horas
con medio completo con polibreno (8 pg/mL) y las diluciones de los
sobrenadantes ricos en particulas virales generados. Transcurrido ese tiempo, se
inicio la seleccion con puromicina durante 7-10 dias hasta la aparicion de clones
individuales. De esta manera se obtuvo el valor de cfu (Colony Forming Units)
para cada produccidn virica, el cual se utilizo para calcular el volumen de virus
necesario para infectar las células con una MOI (Multiplicity of Infection)
determinada, siendo la MOI el nombre de particulas viricas por célula.

5.5. Transduccion de VICs

Las VICs se sembraron en placas de diferente tipo (6, 12 0 24 pocillos) a razén de
25.000 células/cm? segtin se fuesen a usar para la purificacion de proteina, ARN
o0 para tincion en la placa, respectivamente. Se infectaron con lentivirus con una
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MOI= 15 con 8 ug/mL de polibreno, como indica la casa comercial. A las 24 horas,
el medio con virus se substituyé por medio completo y las células se incubaron
24 horas mas antes de anadir puromicina (0,6 pg/mL en VICs). La selecciéon de
células infectadas se realiz6 durante una semana.

6. Silenciamiento génico mediante siRNA

El siRNA (ARN de interferencia) es una molécula de ARN de 20 a 25 nucleétidos
disefiada para bloquear especificamente ARNm de un gen concreto, interfiriendo
asi en su expresion. El siRNA se vehiculizo en células VICs mediante lipofeccion
(DharmaFECT-1™ Transfection Reagent, Horizon).

La expresion de NOR-1 se inhibié mediante silenciamiento génico
usando una combinacion de 4 siRNAs On-Target Plus SmartPool (Human NR4A3
L-003428-00-0005 20; GE Healthcare Dharmacon). Como control se usé6 ON-
TARGET plus Non-targeting Control Pool (D-001810-10-05; GE Healthcare
Dharmacon). El siRNA especifico se usé a una concentracion final de 30 nM.
Brevemente, las células se sembraron en medio completo sin antibidticos a razén
de 25.000 células/cm?en placas multipocillo durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se cambio el medio de cultivo por la mezcla de transfeccién que contenia
70% medio freso, idéntico al de siembra, y el 30% restante estaba formado por la
combinacion de OptiMEM (Gibco), el siRNA a una concentracion final de 30 nM
y 4 uL de liposoma por mL de volumen de medio de transfeccién. Se mezcld
suavemente, se incub6 durante 20 min a temperatura ambiente y seguidamente
se afiadio a las células. Las células se incubaron con esta solucion durante 8 horas,
si era la primera vez que se silenciaban, o bien 4 horas, si se trataba de resilenciar
en el caso que el experimento excediera los 6 dias de duracion. Pasadas las horas
de silenciamiento, se cambio el medio de transfeccion por medio completo y al
dia siguiente se cambid por medio osteogénico (véase apartado 3.5. de esta
seccidn). El bloqueo de la expresion génica se comprob6 mediante PCR a tiempo
real.

7. Analisis de expresion de ARNm
7.1. Extraccion de ARN

El ARN se obtuvo mediante dos técnicas diferentes: la extraccion basada en
solventes organicos y el uso de columnas de afinidad.

7.1.1. Extraccion de ARN mediante solventes organicos
En la mayoria de los casos, el ARN de células y tejidos se extrajo con el reactivo
TRIsure™ (Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta técnica se basa
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en el uso de sales de guanidina, urea, fenoles y cloroformo para separar el ARN
en medio acuoso, dejando el ADN vy las proteinas en fase organica.

Las células cultivadas en monocapa se lisaron con TRIsure™ (1 mL/10
cm?) y se recogieron con la ayuda de un raspador. Las muestras de tejido se
trituraron en N2 liquido en un mortero de porcelana frio hasta conseguir un polvo
fino. Seguidamente, se pesaron en frio entre 20 y 25 mg de polvo de tejido al cual
se anadié 1 mL de TRIsure™ y se homogeneizé (Kinematica Homogeneizador
Polytron™ 2500E). En el caso de aortas de raton se utilizo el reactivo de TriPure
Isolation Reagent (Roche), el cual permiti¢ aislar ARN, ADN y proteinas de una
misma muestra.

Ambos tipos de lisados se congelaron a -80 °C y se descongelaron para
facilitar la lisis. El protocolo continuo segun las especificaciones del fabricante.

Finalmente, el ARN obtenido y resuspendido en agua libre de ARNasas
se mantuvo en hielo para su uso inmediato o bien se congeld a -80 °C.

7.1.2. Extraccion mediante columnas de afinidad

Se usd esta técnica para la extraccion de ARN de células sometidas a
silenciamiento génico con siRNA ya que permite eliminar moléculas de ARN de
pequeno tamafo que podrian interferir en un posterior andlisis por PCR a tiempo
real. Se realizd la extraccion mediante el kit comercial MicroElute Total RNA kit
(Omega) cuya extraccion se basa en la capacidad de adhesion del ARN a una
membrana de silice, en presencia de altas concentraciones de sales y etanol.

Para ello, se prepard el reactivo de lisis RLT (tampdn que contiene
tiocianato de guanidinio) suplementado con 3-mercaptoetanol (10 uL/mL de
RLT). El lisado celular se recogié con la ayuda de un raspador y se realizo6 la
extraccion segtin las indicaciones del fabricante.

Finalmente, el ARN eluido en agua libre de ARNasas se mantuvo en
hielo para su uso inmediato o bien se congeld a -80 °C.

7.2. Determinacion de la calidad y cantidad de ARN

El ARN extraido se cuantifico mediante espectrofotometria (NanoDrop, Thermo
Scientific). La pureza del ARN viene determinada por los cocientes 260/280 y
260/230, que para considerarse dptimos deben tener valores entre 1,8-2,0 y 1,8-
2,2, respetivamente.

Con la finalidad de evaluar la integridad del ARN se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en tampon MOPS y condiciones
desnaturalizantes y libres de ARNasas. Las muestras se calentaron a 65 °C
durante 10 min en tampdén de carga con bromuro de etidio y los geles se
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desarrollaron durante 1 hora a 60 V antes de examinarlas en luz UV. El estado de
ARN se estimo segun la integridad de las bandas correspondientes a los ARN
ribosomales 185 y 28S.

7.3. PCR atiempo real

La cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de los genes de interés se
realiz6 por PCR a tiempo real. E1l ARNm se retro-transcribié a ADNc utilizando
el High Capacity cDNA reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Este método
utiliza secuencias aleatorias como oligonucledtidos cebadores (random primers) y
la trancriptasa reversa Multiscribe™. Las reacciones se realizaron a partir de 500
ng de ARN en un volumen total del 10 pL de reaccion, siguiendo las instrucciones
de la casa comercial (Tabla 8). E1 ADNc obtenido se diluyd en agua libre de
nucleasas (1/10) y se almacend a -20 °C hasta su amplificacion por PCR a tiempo
real que se realizo mediante el equipo de deteccion ABIPRISM 7900 HT (Applied
Biosystems).

Tabla 8. Condiciones de reaccion de retro-transcripcion.

ARN total 0,5 g 25°C 10 min
Tampon de reaccion 10X 1X 37°C 120 min
Hexameros aleatorios 1X 85°C 5 min
Mezcla de dNTPs 4 mM

(1 mM cada uno)
Enzima MultiScribe™ 250
H:O desionizada libre de nucleasas Hasta 10 ul

7.3.1. PCR a tiempo real con sistema TagMan®

Este método permite determinar en tiempo real la amplificacion de productos
mediante un sistema de dos oligonucledtidos cebadores y una sonda especifica
para la secuencia diana. La sonda tiene un fluorocromo en su extremo 3" y una
molécula amortiguadora o quencher en su extremo 5 que, por proximidad,
bloquea la emisién de fluorescencia de la primera. La sonda hibrida en la parte
central del amplicdn, pero no emite fluorescencia hasta que la polimerasa la
hidroliza liberando la molécula quencher, la cual deja de realizar su funcion
amortiguadora. De esta manera se detecta la amplificaciéon de un determinado
producto con una elevada especificidad. En el Apéndice se incluye un listado de
sondas TagMan utilizadas. Las condiciones de PCR fueron las siguientes (Tabla
9):
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Tabla 9. Condiciones de reacciéon de PCR a tiempo real (Tagman®)

Componenies:

ADNc (reaccion de retro-transcripcion; 1/10) 4,0 uL 95°C 2min
SensiFAST Probe Hi-ROX Mix, 2x 1X 95°C 10s

Sonda especifica 1X 60°C 40s x40
H:O desionizada libre de nucleasas Hasta 20 pl

Para cada 20 pL de reaccion se realizaron dos réplicas de lectura de 9 pLL
cada una, que se amplificaron en placas de 384 pocillos. Los niveles de ARNm se
determinaron a partir de los valores Ct (Cycle threshold) obtenidos en la reaccion
de PCR a tiempo real mediante la interpolacion con una recta patréon preparada
con diluciones seriadas de ADNc o por el método 244, y se normalizaron por la
expresion de un gen de referencia como la proteina de unién a TATA (TBP) o la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

7.3.2. PCR a tiempo real con el sistema SYBR-Green

El SYBR-Green es una molécula organica que se intercala en la doble hélice de
ADN y se acopla energéticamente a los dcidos nucleicos que lo forman de manera
que se incrementa notablemente la tasa de emision de fluorescencia. El complejo
resultante presenta un pico de absorcion a 498 nm y un pico de emision a 522 nm.
En este método, la reaccion de amplificacion incorpora SYBR® Green ademas de
los oligonucleétidos especificos disefiados mediante la herramienta NCBI/Primer-
BLAST. Se utiliz6 como mezcla de reaccion el SYBR® Premix Ex Taq 1I (Takara) y
los oligonucledtidos especificos (descritos en el apéndice) segin se indica (Tabla
10).

Tabla 10. Condiciones de reaccion de PCR a tiempo real (SYBR-Green):

componeies G
ADNc(reaccion de retro-transcripcion; 1/10) 4,0 uL 95°C  30seg
SYBR® Premix Ex Taq I1 1X 95 °C 5s 20
X
Oligonucleétido Sentido 300 nM 60 °C 30s
Oligonucleétido Antisentido 300 nM 95 °C 15s
H:0 desionizada libre de nucleasas Hasta 20 pl 60 °C 1 min .Curx'za de
disociacion
95 °C 15s
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8. Analisis de los niveles de proteina

8.1. Obtencion de extractos proteicos

8.1.1. Extractos celulares totales

Las células cultivadas en monocapa se lavaron dos veces con PBS y se lisaron con
el tampon de lisis (véase apéndice) en ebullicién (8-10 uL/cm?) con la ayuda de
un raspador. El lisado se congelo a -80 °C, se descongeld para optimizar la lisis y
se disgregd mecanicamente con la ayuda de una jeringa con aguja de 29G.
Seguidamente se centrifugd a 16.000 x g durante 5 min para eliminar el material
no disgregado y se recogi6 el sobrenadante. La concentracion de proteina se
evalud siguiendo el método del &cido bicinconinico (BCA) (véase apartado 8.2.
de esta seccion). Los extractos proteicos se almacenaron a -20 °C hasta su
posterior utilizacién.

8.1.2. Extractos proteicos de sobrenadante

Las células se cultivaron en medio libre de FBS y transcurridas 48 horas se recogio
el sobrenadante (3-5 mL) y se concentrd y dializé con PBS mediante las columnas
de exclusion (Amicon Ultra 10.000 MWCO, Millipore), las cuales descartan las
proteinas con un peso molecular inferior a 10 kDa. Los sobrenadantes (4 mL) se
concentraron hasta un volumen de 150 uL mediante centrifugaciones sucesivas
(240 x g; 15 min; 4 °C). La cuantificacion proteica se realizé siguiendo el método
de BCA (véase apartado 8.2. de esta seccidn).

8.1.3. Extractos proteicos de tejido

Los tejidos congelados se trituraron en N2 liquido con un mortero de porcelana
hasta conseguir polvo fino. Seguidamente, se pesaron entre 20-25 mg de polvo
de tejido al cual se aniadié un tampdn de lisis con inhibidores de proteasas (véase
apéndice). La mezcla se homogeneiz6 (Kinematica Homogeneizador Polytron™
2500E) en frio y se congel6 a -80 °C, se descongeld y se centrifugd a maxima
potencia durante 10 min a 4 °C con la finalidad de descartar el tejido no
disgregado. Este ultimo paso se repitid sucesivamente hasta no observar
precipitado de tejido no disgregado. El sobrenadante se recuperd y la
concentracion de proteinas solubles se cuantifico por el método BCA (véase
apartado 8.2. de esta seccion).

En el caso de aortas de ratén se utilizd el reactivo TriPure Isolation
Reagent (Roche), el cual permite aislar el ARN, ADN y proteinas de una misma
muestra. A la muestra triturada se afiadié 1 mL de tejido, se homogenizé en frio
y se congelé a -80 °C. La extracciéon de proteinas se realizd siguiendo las
indicaciones del fabricante.
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8.1.4. Extractos nucleares de células en cultivo

Los extractos de proteinas nucleares y citosolicas se obtuvieron mediante
incubaciones sucesivas en tampones hipotonicos e hipertonicos. Se partio de
CMLVs murinas sembradas en placas de 100 mm. Todo el proceso se realizé a 4
°C. Cada placa se lavo con PBS frio (2 veces) y la monocapa celular se recogié con
la ayuda de un raspador en PBS frio suplementado con un cdctel inhibidor de
proteasas. La suspension celular se centrifugé a 1800 x g durante 7 min, el
precipitado celular se resuspendio en 300 uL de tampdn hipoténico (Tabla 11) y
se incubd durante 15 min en hielo, agitandolo periddicamente. A continuacion,
se anadid Nonidet P40 hasta una concentracion de 0,6% y se agitd con vortex
durante 10 segundos para facilitar la lisis celular. El lisado se centrifugé a 16.000
x g a 4 °C durante 30 segundos, y el sobrenadante resultante, correspondiente a
las proteinas citoplasmaticas, se guard6 a -80 °C. El precipitado de ntcleos
resultante de la centrifugacion anterior se resuspendié con 500 pL de tampon A
para eliminar el detergente. En este punto del protocolo y a partir de una alicuota
de 20 pL se comprobd la integridad de los nucleos en el microscopio.
Seguidamente, se centrifugd nuevamente a 16.000 x g a 4 °C durante 30 segundos
y se descart¢ el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 50 uL de tampodn
hiperténico frio (Tabla 11) y se incubd durante 30 min a 4 °C en rotacion orbital.
Finalmente, se centrifugd a 16.000 x g a 4 °C durante 5 min y el sobrenadante
obtenido se guard6 a -80 °C, siendo la fraccion de proteinas nucleares. La
cuantificacidn proteica se realizé siguiendo el método de BCA (véase apartado
8.2. de esta seccion).

Tabla 11. Composicion de los tampones para los extractos de proteinas nucleares en
cultivo

Componentes: Tampon hipotéonico Tampon hiperténico
HEPES 10 mM 25mM

KCl 10 mM 50 mM
MgCl: 1,5 mM 1,5 mM

DTT 1 mM 1 mM

Coctel inhibidor de proteasas 1X 1X

NaCl - 400 mM
Glicerol - 10%

8.2. Determinacion de la concentracion de proteina por BCA

La concentracion de proteina se determind mediante el método del acido
bicinconinico (BCA™ protein assay reagent, Pierce). En este método, la
concentracion de proteinas de cada muestra se calculd interpolando los valores
de absorbancia obtenidos en una recta patrén a partir de proteina de albumina
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de suero bovino (BSA). La absorbancia de la reaccion colorimétrica que se generd
se determind mediante el espectrofotometro Spectra Max 250 (Molecular Devices)
a una longitud de onda de 562 nm.

8.3. Western Blot

Se realiz6 la electroforesis de los extractos proteicos en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (geles entre 7,5-15% de acrilamiada:bisacrilamida 37,5:1) en
condiciones desnaturalizantes.

Las muestras se llevaron a la ebullicion durante 10 min en tampon
Laemmli en condiciones reductoras y desnaturalizantes, cuyos componentes se
muestran en el apéndice.

La electroforesis se realizd a 100 V en tampon de recorrido (3g/L de Tris-
base; 14,5 g/L de glicina; 0,1% de SDS). En un carril de la electroforesis se incluyd
un marcador de peso molecular HyperPAGE Prestained Protein Marker (BIO-33066,
Bioline). Posteriormente, las proteinas se trasfirieron a membranas de fluoruro
de polivinido (Immobilon®-P Transfer Membrane, Pore size: 0,45 uM; Millipore) en
tampdn de transferencia (25 mM de Tris-HCL 192 mM de glicina; 20% de
metanol), a 200 mA constantes durante 90 min a 4 °C. A continuacion, las
membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion
suave con una solucion que contenia un 5% de leche desnatada en polvo en TBS-
Tween 0,05%. Seguidamente, se incubaron con los anticuerpos primarios
pertinentes durante 16 horas a 4 °C en agitacion suave. Después de la incubaciéon
con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron con TBS-Tween 0,05% (2
veces; 5 min), seguido de 2 lavados con TBS (5 min) a temperatura ambiente y
agitacion constante. La unién del anticuerpo primario a la proteina de interés se
detecté mediante la adicidon de un anticuerpo secundario que reconoce las IgG de
la especie animal donde se generd el anticuerpo primario (la lista de anticuerpos
usados estad detallada en el apéndice). Este anticuerpo secundario estd unido a
peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase), de manera que al afiadir el
sustrato adecuado (Immobilon® Forte Western HRP Substrate, Millipore) emite
quimioluminiscencia, la cual se detect6 mediante peliculas autoradiograficas
Curix rp2 plus (Agfa) reveladas mediante procedimientos fotograficos estandar.
Se verificé que la carga de proteina fuera homogénea mediante la determinacion
de los niveles de {-actina o nucleolina en el caso de extractos nucleares. Las
peliculas se escanearon en el densitometro GS-800 (BIO-RAD) y la cuantificacion
relativa de las bandas se realiz6 mediante el programa Quantity One (BIO-RAD).

8.4. Inmunocitoquimica
Se realizaron tanto inmunocitoquimicas por deteccién fluorescente como por
deteccidon con diaminobenzidina (DAB).
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8.4.1. Deteccion fluorescente

Las VICs se sembraron a una densidad de 25.000 células/cm? en cdmaras Nunc™
Lab-Tek™ Chamber Slides (Lab-Tek®) previamente recubiertas de gelatina. A
continuacion, se indujo calcificacion con medio OM y al cabo de los dias se realizd
la inmunotincién para colageno I. Las células se lavaron rdpidamente con PBS (2
veces; 5 min) y se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 15 min a
temperatura ambiente. Seguidamente, se lavaron con PBS (2 veces; 5 min) y se
permeabilizaron con PBS-Tween al 0,5%. Las preparaciones se incubaron con una
solucion de bloqueo que contenia PBS-Tween 0,1%-BSA 2% (2 veces; 30 min).
Seguidamente, se incubaron con Image-IT™ FX Signal Enhancer (Invitrogen)
durante 30 min. Después de dos lavados con PBS, se afiadieron los anticuerpos
primarios pertinentes (Tabla 12) en solucion de PBS-Tween 0,1%-BSA 1% durante
16 horas a 4 °C en agitacion constante. Transcurrido este tiempo, las
preparaciones se lavaron con PBS (2 veces; 5 min) y se anadio una mezcla de
anticuerpo secundario (Tabla 12), tincion de ntucleos Hoescht (1:1000, 33342,
Molecular Probes) protegido de la luz durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de esta incubacidn, las placas se lavaron con PBS (2 veces; 5 min) y se
montaron con el medio ProLong® gold antifade reagent (Molecular Probes). Las
preparaciones se visualizaron en el microscopio de fluorescencia Oympus BX51.

8.4.2. Deteccion con diaminobenzidina (DAB)

Las VICs se sembraron a una densidad de 25.000 células/cm? en cdmaras Nunc™
Lab-Tek™ Chamber Slides (Lab-Tek®) previamente recubiertas con gelatina. A
continuacion, se dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia deseada y realizar
la inmunotincion. Las células se lavaron rapidamente con PBS (2 veces; 5 min) y
se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 15 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, las preparaciones se permeabilizaron con PBS-Tritén X-100 al
0,4% y se bloquearon e incubaron con el correspondiente anticuerpo primario y
después el secundario, siguiendo las indicaciones descritas en el apartado 8.4.1.
Tras una hora de incubacion con el anticuerpo secundario, las placas se lavaron
con PBS (2 veces; 5 min) y se incubaron con una solucién de bloqueo de
peroxidasa (H202 al 3% de PBS) durante 30 min. Posteriormente, se lavaron las
preparaciones con PBS (3 veces; 5 min) y se incubaron con el reactivo ABC del
VESTACTIN Elite ABC kit (PK-6100, Vector Laboratories, INC.) durante 30 min.
Finalmente, se lavaron las preparaciones con PBS (3 veces; 5 min). Seguidamente,
las preparaciones se revelaron utilizando diaminobenzidina como sustrato de la
peroxidasa (DAB Subtrate, Roche). La reaccidn se pard con agua del grifo, seguido
de un lavado con agua destilada y finalmente las muestras se montaron en
Glicergel. Las preparaciones se visualizaron en el microscopio Oympus BX51.
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Tabla 12. Anticuerpos utilizados en inmunocitoquimica de fluorescencia y DAB.
Anticuerpo

Antigeno e Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién Deteccion
i uoweboiogetn 1% o Ao Flsoragg 1200 Fuorescenci
NOUT e g AWGanemnd o
Vimentina Izg?i? 1:500 Anﬁ'iiij;:f;?gfﬁz)erado 1:200 DAB
a- SMA (‘Z‘igiﬁ 1:500 Anﬁ'lgei Saebcr(:g;fs)“erado 1:200 DAB
8.5. ELISA

Los niveles plasmaticos de la proteina PCSK9 humana, la OPG murina y la
proteina Dickkopf-verwandtes-1 (DKK-1) murina se determinaron mediante los
ELISAs Human PCSK9 Quantikine ELISA kit, Mouse Osteoprogeterin Quantikine
ELISA kit, Mouse Dkk-1 Quantikine ELISA kit, (R&D Systems, USA),
respectivamente. En todos los casos se siguieron las instrucciones del fabricante

y absorbancia del producto de la reaccidon colorimétrico se determiné en el
espectrofotometro Spectra Max 250 (Molecular Devices).

9. Histologia

9.1. Procesado de las muestras

Las muestras de tejidos recogidas en el sacrificio se fijaron en paraformaldehido
al 4% justo después de su extraccion y se incubaron durante 24 horas a
temperatura ambiente. Los arcos aorticos longitudinales y un grupo de
braquiocefdlicas se embebieron en OCT tras la fijacién y se congelaron a -80 °C
hasta su utilizacion. Estas muestras congeladas se microseccionaron utilizando el
criostato CM3050 S (Leica) para preparar cortes de 5 um que se almacenaron a -
80 °C hasta su posterior tincion.

El grupo restante de arterias braquiocefdlicas, un grupo de raices
aorticas asi como el resto de tejidos recogidos completaron su fijacion hasta llegar
a la inclusién en parafina. Para ello, se realiz6 una deshidratacion progresiva en
2 banos sucesivos de Gliofix (30 min), 4 bafios de etanol absoluto (30 min),
seguido de 3 bafios en xileno (45 min) y finalmente 2 bafios en parafina liquida (1
hora/ 60 °C). A continuacion, las muestras se incluyeron en bloques de parafina
utilizando el dispensador EG1150H (Leica). De estos bloques se hicieron
secciones de 5 um de grueso con el micrétomo JUNG RM 2005 (Leica) y se
acomodaron en portaobjetos tratados comercialmente para optimizar la adhesién
del tejido (Flex IHC Microscope Slides, Dako).
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9.2. Tinciones e inmunohistoquimicas

Las secciones de tejido parafinado se estufaron a 60 °C durante 10 min,
seguidamente se desparafinaron con 2 bafos sucesivos de xileno (7 min) y, a
continuacion, se rehidrataron mediante pases sucesivos por etanol 100%, etanol
95%, etanol 70% y agua destilada (2 veces; 3 min, respectivamente).

Las secciones de tejido preservado en OCT se estufaron a 40 °C durante
40 min, se fijaron en acetona fria durante 10 min y finalmente se hidrataron en
agua destilada (2 veces; 5 min).

Una vez terminada la tincién o inmunohistoquimica correspondiente se
realizo la deshidratacion de todas las preparaciones mediante 3 bafios de etanol
95%, 2 de etanol 100% y finalmente 2 mas de xileno (3 min/bafio). Las
preparaciones se montaron utilizando el medio de montaje DPX (Casa Alvarez).

9.2.1. Tincion de hematoxilina-eosina

Esta tincion tifie los nuicleos en color azul y el citoplasma celular de color rosa.
Las muestras se incubaron con hematoxilina de Mayer durante 5 min y se lavaron
con agua del grifo 5 min mas. A continuacion, se tifieron con eosina durante 30
segundos y se lavaron con agua del grifo 5 min mas. Finalmente se procedi¢ a la
deshidratacion y montaje de los portaobjetos.

9.2.2. Tincidn de rojo sirio

La tincion de rojo sirio es selectiva para el colageno y al ser observada con luz
polarizada permite diferenciar el grado de entrecruzamiento de las fibras, para
inferir su grado de madurez. Cuando se observan las preparaciones bajo luz
polarizada aparece un gradiente de color que depende del grueso de la fibra; a
medida que aumenta el entrecruzamiento de coldgeno el color cambia de
verde/amarillo (fibras poco entrecruzadas) hasta naranja rojo (fibras muy
entrecruzadas).

Las preparaciones se tifieron con una solucion de rojo sirio durante 1
hora. Pasado este tiempo, se lavaron dos veces durante 3 min con agua acética 'y
se deshidrataron y montaron.

9.2.3. Tincion de von Kossa

Esta tincion se utiliza para detectar la presencia de depdsitos y sales de calcio. El
principio de esta tincion se basa en la sustitucion de los iones de calcio (presentes
en la calcificacién) por iones de plata de una solucion de nitrato de plata que bajo
la exposicidn a una fuente de luz conduce a la observacion de depositos de calcio
en color negro. Como contratincion y para observar los nticleos se usa el Nuclear
Fast Red que los tifie de color rosa.

104



Material y métodos

Se siguieron las instrucciones especificadas en el kit (Silver plating kit acc.
to Von Kossa, Merck): Las preparaciones se tifleron con una solucion de nitrato de
plata con exposicion a la luz de una bombilla de 20 V durante 30 min.
Transcurrido este tiempo las preparaciones de lavaron con agua del grifo y se
incubaron 5 min con la solucion de tiosulfato sddico para evitar falsos positivos.
Seguidamente, se lavaron con agua del grifo y se tifieron 5 min con el reactivo
rojo nuclear en soluciéon de aluminio sulfato al 0,1% (Nuclear Fast Red, Sigma).
Finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron.

9.2.4. Tincion fluorescente OsteoSense™ 680 EX

El OsteoSense™ es una sonda fluorescente que tiene la capacidad de unirse de
manera especifica a cristales de fosfato calcico en fase solida, preferentemente, en
su forma cristalina como la hidroxiapatita. Esta sonda nos permite detectar la
presencia de calcificacion en las muestras que al excitar a 675 nm emiten
fluorescencia a 720 nm.

Para esta tincion se partié de secciones de tejido preservado en OCT
previa fijacion y se hizo una adaptacion de las instrucciones de fabricante para
aplicarlo a secciones en portaobjetos. Se hicieron lavados con PBS (2 veces; 5 min)
y se incubaron con 200 nM de la sonda OsteoSense™ 680 EX a 4 °C durante 16
horas en agitacion suave. Transcurrido este tiempo, las preparaciones se lavaron
con PBS (3 veces; 5 min) y se tifieron con Hoescht diluido en PBS durante 3 min.
Finalmente se volvieron a lavar con PBS (3 veces; 5 min) y se montaron con
ProLong® gold antifade reagent (Molecular Probes).

9.2.,5. Tincion de lipidos con Oil Red O (O.R.O.)

El Oil Red O (O.R.O.) es un colorante lipofilico que debido a su solubilidad
difunde hacia la grasa del tejido lo que permite detectar el contenido lipidico de
las muestras y, en este estudio, el contenido lipidico de las placas de ateroma.

Para esta tincion se partié de secciones de tejido preservado en OCT
previa fijacion que se estufaron y se volvieron a fijar durante 1 hora con la
solucion formaldehido calcico (40% paraformaldheido con 10% CaClz en H20).
Las preparaciones se dejaron secar y se lavaron con isopropanol al 60%.
Seguidamente, las secciones se tifieron durante 15 minutos con una solucién
O.R.O. preparada en fresco (solucién saturada de O.R.O. en isopropanol 100% [2
g de colorante en 200 mL de isopropanol] con 1% de dextrina). Las secciones se
pasaron por dos bafos de isopropanol 60% (1 min/ bafio) para después lavarlas
con agua destilada (5 min). Finalmente, se realizé la contratinciéon con
hematoxilina de Mayer durante 3 min, se elimind el exceso de colorante con un
lavado de agua del grifo (5 min) y un lavado de agua destilada (5 min). Por
ultimo, se montaron con el medio de montaje Glicergel.
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9.2.6. Tincion de pentacromico de Movat

La tincion de pentacrémico de Movat se utiliza para destacar los componentes de
tejido conectivo (colageno, elastina, musculo, fibrina y mucina) para lo que se
usan 5 colorantes (azul alcian, hematoxilina Verhoeff, escarlata de Biebrich,
fucsina acida y azafran).

Se siguid el protocolo descrito en el kit (Electron Microscopy Science): las
preparaciones se incubaron a 50 °C durante 10 min en Soluciéon de Bouin,
seguidamente se incubaron 25 min en tincion azul alcidn (tincion azul de tejido
cartilaginoso). Transcurrido este tiempo, se sumergieron sucesivamente a alcohol
alcalino durante 10 min a 56 °C, solucién de orceina-verhoeff (4 min) y en
escarlata de Biebrich combinada con fucsina dcida durante 2 min (tincién roja de
musculo y fibra). Se pasaron por un bafio de acido acético 0,5% durante 30
segundos, en un bafio de acido fosfotungstico al 5% durante 10 min y se
realizaron tres lavados con etanol 100%, para, finalmente, incubarlas con una
solucion alcohdlica de azafran durante 8 min (tincion amarilla de fibras de
colageno y reticulares). Finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron.

9.2.7. Inmunohistoquimica

Las muestras se sometieron al proceso de desenmascaramiento de antigeno en
un vaso Coplin con tampon citrato (pH 6) o bien Tris-EDTA (pH 9) en un bafio de
vapor a 95-99 °C durante 20 min. A continuacién, el vaso se dejo enfriar a
temperatura ambiente durante 30 min. Las muestras se lavaron con PBS (3 veces;
5 min) y se incubaron con una solucion de bloqueo de la peroxidasa enddgena al
3% durante 30 min. Las muestras se colocaron en una camara hiimeda, se lavaron
con PBS (3 veces; 5 min) y se permeabilizaron con PBS-Tween al 1% durante 5
min. Con la finalidad de evitar uniones inespecificas, las preparaciones se
bloquearon con una solucion de PBS-Tween 0,1% con un 10% de suero de la
especie animal en la cual se habia generado el anticuerpo secundario (30 min) y,
a continuacién, se bloque6 la unién para la avidina y la biotina con el
Awvidin/Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories). Para llevar a cabo este bloqueo,
primero se incubd con una solucién de avidina durante 15 min, se hicieron
lavados PBS-Tween al 0,1%-suero al 1% (3 veces; 5 min), se incubaron con la
solucion de biotina durante 15 min y se lavaron de la misma manera. A
continuacion, las muestras se incubaron con un anticuerpo primario especifico
(Tabla 13) durante toda la noche en agitacion suave a 4 °C. Al dia siguiente, las
preparaciones se lavaron con PBS-Tween al 0,1% (5 min; 3 veces) y se incubaron
con un anticuerpo secundario biotinilado dirigido contra las IgG especificas de
la especie donde se ha generado el anticuerpo primario (diluciéon 1:200 en PBS-
Tween al 0,1% con 1% de suero durante 1 hora en agitacion suave). Después de
3 lavados con PBS (5 min), las muestras se incubaron con el reactivo ABC (Vector
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Laboratories), se lavaron con PBS (3 veces; 5 min) y se revelaron utilizando DAB
como sustrato de la peroxidasa (DAB substrate, Roche). La reaccion se par6 con
agua del grifo, se lavd con agua destilada y finalmente las muestras se
deshidrataron y montaron como se indicd anteriormente.

Las imagenes de los cortes histoldgicos se captaron por microscopia

optica mediante el microscopio Olympus BX51.

Tabla 13. Anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica.

Anticuerpo

Antigeno e Diluciéon  Anticuerpo secundario  Dilucién
woa Ol MOk
Vimentina (ﬁ:izz) 1:200 Anti';ﬁccaii:‘zgeajsj)‘mho 1:200
M (TS MEESkamie g
sowdc WSy ke

10. Analisis del estrés oxidativo

10.1. Tincién histolégica con DHE

La tincién con dihidroetidio (DHE) permite analizar el nivel aniones superdxido
(Or) de la muestra. E1 DHE reacciona con este radical generando etidio a nivel
intracelular que se intercala con el ADN.
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Para la realizacion de esta técnica es muy importante que el tejido no
esté fijado, sino embebido en OCT y congelado rapidamente tras su extraccion.
En este caso, realizamos la tincion en muestras de valvulas adrticas humanas y
raices adrticas de ratones que se embebieron en OCT y a partir de las cuales se
prepararon cortes de 5 um mediante un criotomo. Inicialmente, se dejaron secar
a 37 °C durante 1 hora para conseguir una buena adhesion de la muestra. Pasado
este tiempo, se realizo el lavado de las preparaciones con KHB-Hepes (130 mM
NaCl, 5,6 mM KCl, 2 mM CaCl, 0,24 mM MgClz, 8,3 mM HEPES, 11 mM glucosa
a un pH de 7,4) se colocaron en una cdmara hiimeda y se incubaron con tampon
KHB-Hepes a 37 °C durante 30 min. Se elimind el exceso de tampén KHB-Hepes
y se incubd con DHE (2 uM) a 37 °C durante 30 min. A continuacion, se elimind
el exceso de DHE y se realiz6 el montaje de los portaobjetos con glicerol al 100%.
Las preparaciones se mantuvieron a 4 °C hasta su visualizacién en el microscopio.
La captacion de las imagenes se realizé en el microscopio confocal TCS SP5 a una
longitud de onda de excitacion de 563 nm.

11. Analisis morfometricos de las tinciones,
inmunohistoquimicas e inmunocitoquimicas

Los analisis morfométricos se realizaron con el software Fiji (version 2.9.0 para
Windows). El umbral de medicion del area positiva para la tincion fue el mismo
para todos los grupos estudiados que se analizaron de forma ciega. Los
resultados se expresaron en forma de porcentaje de area positiva respecto al area
total (braquiocefalica y raiz aodrtica) o drea de lesidn (secciones longitudinales de
arco aortico) para el andlisis de colageno, a-SMA, OPN, LOX, OPG, MMP2, IL-6,
pentacrémico de Movat, Von Kossa, O.R.O. y rojo de alizarina. En el caso de la
tincion de CD68, Ki67 y RUNX2 el resultado se expresd en forma de células
positivas respecto a drea total (braquiocefdlica y raiz aortica) o 4rea de lesion
(secciones longitudinales de arco adrtico). En el caso de tinciones fluorescentes o
de luz polarizada (DHE, rojo sirio, OsteoSense 680) se cuantificé el Integrity
Density respecto al area total (braquiocefdlica y raiz adrtica) o drea de lesion
(secciones longitudinales de arco adrtico).

12. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (SEM). La
prueba estadistica para la comparacion de dos grupos fue la prueba t-Student, si
los datos superaban la prueba de normalidad (Saphiro-Wilk test) y de varianzas
(Levene test). En caso contrario, se utilizé la prueba no paramétrica Mann-Whitney
U test. La comparacion entre multiples grupos se realizo6 siguiendo el analisis de
la varianza de un factor (One way ANOVA), el andlisis de la varianza de dos vias
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(Two way ANOVA) o bien la comparacion de multiples grupos siguiendo el
andlisis de la varianza de dos vias en medidas repetidas (Two way ANOVA
analysis with repeated measures) aplicando la correccion de Tukey post-hoc test o bien
la correccion Two-stage setp-up method of Benjamini, Krieger and Yekuteli False
Discovery Rate post-hoc test. La incidencia de calcificacidn, asi como los factores
de riesgo de la cohorte analizada se determinaron mediante Fischer’s exact test.
Los analisis se realizaron a través del software estadistico GraphPad Prism version
8.0.2. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el p-
valor era inferior a 0,05.
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1. Implicacion del receptor NOR-1 en Ia
aterosclerosis y la calcificacion cardiovascular

1.1. Mayores niveles de NOR-1 en valvulas y arterias humanas

calcificadas
El receptor nuclear NOR-1 estd implicado en multiples procesos que participan
en el remodelado cardiovascular (81), sin embargo, su potencial contribucién a la
CCV es incierta. Por ello, nos propusimos caracterizar la expresion de NOR-1 en
valvulas y arterias femorales humanas calcificadas.

1.1.1. Caracterizacion de valvulas adrticas humanas calcificadas y variables
clinicas de la cohorte del HSCSP

Se recogieron muestras de valvulas adrticas de pacientes sometidos a cirugia de
reemplazo practicadas en el HSCSP. Las valvulas se analizaban
macroscopicamente y se clasificaban segiin su grado de calcificacion como
valvulas poco calcificadas (PC), si el drea de calcio no superaba el 20% del area
total de la valvula; y muy calcificadas (MC), si el drea de calcio superaba el 80%
del area total de la misma (Figura 19). Las valvulas con grado de calcificacién
intermedio se destinaban a la generacion de cultivos primarios de VICs. Asi, se
recogieron un total de n=77 valvulas que incluian muestras PC (n=25) y MC (n=
52). Las variables clinicas de esta cohorte de pacientes se muestran en la Tabla 14.
La principal caracteristica a destacar de los pacientes de los que se obtuvieron
estas muestras es que predominan los individuos de edad avanzada (70,66 +
10,82) y la mayoria de ellos son hipertensos (70,12%).

Poco calcificada Muy calcificada

Figura 19. Imagenes representativas de valvulas adrticas humanas con diferente grado de
calcificaciéon. Se muestran vélvulas aorticas poco y muy calcificadas (izquierda y derecha,
respectivamente).
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Tabla 14. Variables clinicas de los pacientes incluidos en la cohorte del HSCSP.

Variables Total Valvulas PC Valvulas MC P- valor

n (%) 77 (100%) 25 (32,46%) 52 (67,54%)
Edad (media+SD) 70,66 + 10,82 69,8 + 14,01 71,08 £ 9,027 NS
Varén, n (%) 52 (67,53%) 18 (72%) 34 (65,38%) NS
Altura (media+SD) 164,7 + 10,86 167,6 +12,67 163,4+9,724 NS
Peso (media+SD) 76,66 + 15,16 76,36 + 15,45 76,81 + 15,17 NS
IMC (mediatSD) 28,27 £ 5,592 27,1 £4,104 28,84 + 6,138 NS
DM, n (%) 21 (27,27%) 4 (16%) 17 (32,69%) NS
HTA, n (%) 54 (70,12%) 18 (72%) 36 (69,23%) NS
Fumadores, n (%) 30 (38,96%) 7 (28%) 23 (44,23%) NS
Aclaramiento creatinina(media+SD) 70,98 + 29,13 68,55+31,66 72,15+28,08 NS
Clase NYHA, n (%)

I 2(2,60%) 2(8,00%) 0 (0,00%)

I 42 (54,55%) 14 (56,00%) 28 (53,85%) NS

111 32 (41,56) 9 (36,00%) 23 (44,23%)

v 1 (1,30) 0 (0,00%) 1(1,92%)
Farmacos

ACEI, n (%) 24 (31,17%) 9 (36%) 15 (28,85%) NS

ARB, n (%) 18 (23,38%) 7 (28%) 11 (21,15%) NS

Diuréticos, n (%) 28 (36,36%) 12 (48%) 16 (30,77%) NS

B-bloqueantes, n (%) 27 (35,06%) 11 (44%) 16 (30,77%) NS

Estatinas, n (%) 40 (51,95%) 9 (36%) 31 (59,62%) NS
Parametros ecocardiograficos

(G;:g;::;;;““ maximo 70,19 + 25,4 43,9 +30,09 76,3 +20,04 0,0018

Gradiente medio (media+SD) 44,8 + 16,41 27,20+ 19,33 48,63 + 13,06 0,0007

EF% (mediatSD) 59,92 + 14,58 56,48 +£13,32 63,24 + 14,76 0,0074

Calcium score (A.U.) (mediaxzSD) 1,897 +0,2215 1,903 + 0,2397 1,894 +0,2146 NS

Estenosis grave, n (%) 51 (66,23%) 7 (28%) 44 (84,62%) <0,0001

Insuficiencia adrtica grave, n (%) 22 (28,57%) 15 (60%) 7 (13,46%) <0,0001

SD: desviacion estindar; IMC: Indice de masa corporal; DM: Diabetes mellitus; HTA: Hipertension arterial, NYHA:
Clasificacion funcional de la New York Heart Association; ACEI: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARB:
bloqueantes de los receptores de angiotensina 1I; EF: Fraccién de eyeccion; A.U.: Unidades Arbitrarias; NS: no significativo.
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No observamos diferencias en la edad, el género, el tabaquismo o el
tratamiento farmacologico entre los dos grupos de pacientes con diferente grado
de calcificacion. Sin embargo, los pacientes con valvulas PC se caracterizaban por
tener menor incidencia de estenosis adrtica grave pero mayor incidencia de
insuficiencia adrtica (Tabla 14). Ademas, en los pacientes con valvulas PC la
ecocardiografia previa a la cirugia reveld que los valores de los parametros
cardiacos relacionados con la funcién valvular (gradiente pico maximo y
gradiente medio) estaban elevados, pero eran significativamente mas bajos, es
decir, mas cercanos a los valores de referencia de la poblacion sana que los
pacientes con valvulas MC (Tabla 14).

1.1.2. Niveles aumentados de NOR-1 en valvulas humanas con mayor grado
de calcificacion

Una vez caracterizada nuestra cohorte de pacientes, analizamos los niveles del
receptor nuclear NOR-1 en valvulas PC y MC para determinar si su expresion se
veia afectada por la calcificacion. Los andlisis de Western Blot revelaron niveles
de NOR-1 significativamente mayores en las valvulas MC en comparacion con
las PC, en las que NOR-1 era virtualmente indetectable (Figura 20A). Ademas,
este incremento de NOR-1 iba acompanado de un aumento de la expresion de
marcadores osteogénicos como RUNX2, un factor de transcripcion esencial para
la diferenciacion osteocondrogénica y la calcificacion valvular, y osteopontina
(OPN) (Figura 20B).
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Figura 20. La expresion de NOR-1 esta aumentada en valvulas adrticas humanas calcificadas. (A)
Imagenes representativas de Western Blot de NOR-1, RUNX2 y osteopontina (OPN) en valvulas PC
y MC. (B) Cuantificacién densitométrica de los niveles de estas proteinas. Se muestran también los
niveles de (3-actina que se evaluaron como control de carga. Los resultados se expresan como media
+ SEM (n= 10). *p<0,05 vs. PC.

A nivel histologico los resultados fueron coherentes ya que las
inmunohistoquimicas realizadas en cortes de valvulas MC detectaron mayor
tincion de NOR-1 en regiones cercanas a los noédulos de calcificacion (positivos
para la tincién de Von Kossa) (Figura 21). Ademas, cortes sucesivos de estas
mismas valvulas mostraron que el marcaje NOR-1 colocalizaba con zonas
positivas para RUNX2 en dreas ricas en VICs (regiones positivas para vimentina)
(Figura 21). Sin embargo, los andlisis inmunohistoquimicos en las valvulas PC
revelaron escasa tincidon o ausencia de NOR-1 y RUNX2 (Figura 21).

Paralelamente se realizaron los controles negativos de las
inmunohistoquimicas con la finalidad de confirmar la especificidad de la tincién.
Estas secciones no se incubaron con el anticuerpo primario, pero si con los
secundarios correspondientes y en ambos casos no se aprecio tincion inespecifica
(Figura 22).
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Figura 21. Inmunohistoquimica de NOR-1 en regiones proximas a la calcificacion de valvulas
aorticas humanas. Imagenes representativas de la tincion von Kossa y andlisis
inmunohistoquimicos de NOR-1, RUNX2 y vimentina en valvulas PC y MC. Los paneles centrales
muestran magnificados los campos indicados en los paneles superiores. Las flechas negras indican
células con marcaje positivo para NOR-1, RUNX2 y vimentina en secciones consecutivas. Barras:
100 um (paneles superior e inferior) y 50 um (panel central).

Anti-lgRatén Anti-lgConejo

Figura 22. Controles negativos de los analisis inmunohistoquimicos de valvulas humanas
calcificadas. Imagenes microscépicas de los controles negativos de los estudios mostrados en la
Figura 21. Las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina (Ig) de
raton (izquierda) y anti-inmunoglobulina (Ig) de conejo (derecha) realizadas en valvulas MC. Barra:
100 pm.
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1.1.3. Mayores niveles de NOR-1 en arterias femorales humanas calcificadas
Andlogamente, caracterizamos la expresion de NOR-1 en arterias femorales con
lesiones ateroscleroticas calcificadas. Se detectd expresion de NOR-1 en areas
cercanas a la zona calcificada (von Kossa positiva) lo que sugeria una relacion de
este factor de transcripcion con el desarrollo de CCV (Figura 23).
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Figura 23. Estudio inmunohistoquimico de NOR-1 en lesiones ateroscleréticas calcificadas de
arterias femorales humanas. Imagenes representativas de la tinciéon de von Kossa y el analisis
inmunohistoquimico para NOR-1, RUNX2 y a-SMA en lesiones ateroscleréticas calcificadas de
arterias femorales humanas. Los paneles inferiores corresponden a la magnificacion de las areas
recuadradas en los paneles superiores. Las flechas negras indican células positivas para NOR-1,
RUNX2 y a-SMA en secciones consecutivas. Barras: 100 pm (paneles superiores) y 50 um (paneles
inferiores).

Andlisis en cortes consecutivos evidenciaron que las zonas con marcaje
positivo para NOR-1 correspondian a células que expresan RUNX2 y a -SMA
(areas con predominio de CMLVs) (Figura 23).

1.2. Impacto de NOR-1en la transdiferenciacion osteoblastica de

células en cultivo
Los resultados descritos en los apartados anteriores sugerian una posible relacion
entre el desarrollo de la CCV y NOR-1. Para profundizar en el papel de NOR-1
en la calcificacidn, se llevaron a cabo estudios de induccidon de calcificacién en
dos tipos celulares: VICs de valvulas adrticas humanas y CMLVs de aorta y
arterias coronarias.

1.2.1. NOR-1 atenta la calcificacion de VICs en cultivo

VICs en cultivo se expusieron a medio osteogénico (OM) para inducir la
transdiferenciacion osteoblastica y la mineralizacion de la MEX. Las células
expuestas a OM al cabo de varios dias depositaban calcio que se visualizo
mediante tincién con rojo de alizarina (Figura 24A). Asimismo, los lisados de las
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células cultivadas en medio OM mostraron un incremento significativo de la
actividad fosfatasa alcalina inespecifica de tejido (TNAP), enzima implicada en
la mineralizacion de la MEX, respecto a las VICs control (Figura 24B).
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Figura 24. Induccion de calcificacion en células valvulares intersticiales (VICs) expuestas a
medio osteogénico. Las VICs humanas se cultivaron en medio control (CT, barras blancas) o medio
osteogénico (OM, barras negras). (A) Imagenes representativas de la tincién con rojo de alizarina
en VICs expuestas durante 14 dias a medio OM. Barras: 100 pm. El grafico de barras representa la
cuantificacion del marcaje positivo de esta tincién en condiciones CT y OM. Los resultados se
expresan como media +SEM (n= 10). *p<0,05 vs. CT. (B) Analisis de la actividad de la fosfatasa
alcalina inespecifica de tejido (TNAP) en dichas células. Los resultados se expresan como media
+SEM (n=4). *p<0,05 vs. CT.

Una vez confirmado que el medio OM inducia calcificacion en este tipo
celular, analizamos la expresiéon génica durante la transdiferenciacion
osteogénica de las VICs. El andlisis de los niveles de ARNm durante este proceso
evidencié un aumento significativo de la expresion de NOR-1 conjuntamente con
un aumento de la expresién de marcadores osteogénicos como RUNX2, BMP2,
BGLAP y OPN (Figura 25A). Ademas, se detectd un incremento de los niveles de
ARNmMm de la IL-6 (Figura 25A), citoquina involucrada en la mineralizacion de las
VICs (243). El andlisis de los niveles de proteina mediante Western Blot confirmé

el aumento de NOR-1, RUNX2 y OPN en las VICs expuestas a OM respecto a las
células en medio control (Figura 25B).
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Figura 25. La expresion de NOR-1 se induce en células valvulares intersticiales (VICs) expuestas
a medio osteogénico. Las VICs humanas se cultivaron en medio control (CT, barras blancas) o
medio osteogénico (OM, barras negras) durante 6 dias. (A) Niveles de ARNm de NOR-1,
marcadores implicados en la transdiferenciacién osteogénica e IL-6 analizados mediante PCR a
tiempo real. Los niveles de expresion en células control se indican mediante una linea discontinua
de puntos. Los resultados se expresan como media +SEM (n= 6). *p<0,05 vs. CT. (B) Andlisis por
Western Blot de los niveles de proteina de NOR-1, RUNX2 y OPN. Se muestran imagenes
representativas (panel superior) asi como la cuantificacién densitométrica de los resultados
obtenidos representados en el grafico de barras (panel inferior). Se muestran los niveles de 3-actina
como control de carga. Los resultados se expresan como media +SEM (n= 7). *p<0,05 vs. CT.

1.2.2. Elsilenciamiento de NOR-1 agrava la calcificacion de las VICs

Para evaluar el impacto de NOR-1 en la calcificacién de VICs, se bloqueo la
expresion de NOR-1 mediante el uso de una mezcla de siRNAs especificos. Esta
estrategia redujo de manera drastica los niveles de ARNm de este factor de
transcripcion en VICs cultivadas tanto en medio control como en medio de
calcificacién (OM) (Figura 26).
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Figura 26. El silenciamiento de NOR-1 en VICs redujo eficientemente su expresion. Niveles
relativos de ARNm de NOR-1 en VICs transfectadas con un ARN de interferencia random (siRD) o
dirigido a NOR-1 (siNOR-1) cultivadas en medio control (CT, barras blancas) o medio osteogénico
(OM, barras negras). Los resultados se expresan como media +SEM (n= 8). p<0,001: * vs.
siRD/células CT; # vs. siRD/ células OM.

El bloqueo de este factor de transcripcion agravo significativamente la
mineralizacion de la MEX inducida por OM en comparacion con las células
transfectadas con siRD mantenidas también en condiciones procalcificantes
(Figura 27).
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Figura 27. El silenciamiento de NOR-1 agravo la calcificacion de las VICs. Las VICs humanas se
transfectaron con ARN de interferencia contra NOR-1 (siNOR-1) o un siRNA random (siRD) y se
expusieron a un medio control (CT, barras blancas) o un medio osteogénico (OM, barras negras).
Imagenes representativas de la tincién con rojo de alizarina en dichas células después de 10 dias de
induccién osteogénica. Barra: 100 um. El grafico de barras representa la cuantificacion de la
deposicion de calcio. Los resultados se expresan como media +SEM (n= 10). *p<0,05: vs. VICs
transfectadas con siRD.

Asimismo, analizamos si el silenciamiento de NOR-1 afectaba a la
expresion de marcadores de diferenciacion. Efectivamente, aquellas células
transfectadas con un siNOR-1 en medio OM mostraban un aumento exacerbado
de los niveles de expresion de ALPL, BMP2, RUNX2 y OPN en comparacion con
las VICs transfectadas con un siRNA random (Figura 28A y B). Por lo tanto, NOR-
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1 parece ser un factor de transcripcion importante que modula el proceso de
transdiferenciacion osteoblastica de las VICs y la calcificacion.
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Figura 28. El silenciamiento de NOR-1 exacerbd la induccion de marcadores osteogénicos en
VICs. VICs humanas se transfectaron con un ARN de interferencia contra NOR-1 (siNOR-1) o un
siRNA random (siRandom, siRD) y se expusieron a medio control (CT, barras blancas) o medio
osteogénico (OM, barras negras). (A) Niveles relativos de ARNm de ALPL y BMP2 analizados por
PCR a tiempo real después de 6 dias de induccion osteogénica. Los resultados se expresan como
media +SEM (n= 7-8). p<0,05: * vs. VICs cultivadas en medio CT; # vs. VICs transfectadas con siRD
en medio OM. (B) Imagenes representativas del analisis por Western Blot que muestran los niveles
de RUNX2 y OPN (panel superior) y graficos de barras correspondientes a su cuantificacion
densitométrica (panel inferior). Se muestran los niveles de (3-actina como control de carga. Los
resultados se expresan como media +SEM (CT n= 4-5; OM n= 6). p<0,05: * vs. VICs cultivadas en
medio CT; # vs. VICs transfectadas con siRD en medio OM.

1.2.3. La sobreexpresion de NOR-1 en VICs previene la mineralizacion de la
MEX

Una vez comprobado que el silenciamiento de NOR-1 promueve la calcificacién
de las VICs en condiciones osteogénicas, quisimos evaluar el efecto de su
sobreexpresion. La sobreexpresion de NOR-1 en VICs se indujo mediante
transduccion lentiviral. Tras la seleccién con puromicina de las células infectadas
éstas se expusieron a medio control o a medio osteogénico y analizamos los
niveles de expresiéon de NOR-1 mediante PCR a tiempo real. Los resultados
evidenciaron que la sobreexpresion lentiviral producia un aumento muy
importante de los niveles de este factor de transcripcidon tanto en condiciones
control como procalcificantes (Figura 29).
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Figura 29. Niveles de NOR-1 en VICs transducidas lentiviralmente en condiciones control y
procalcificantes. Se analizaron los niveles de ARNm de NOR-1 en VICs humanas transducidas con
PLVX/NOR-1 (pNOR-1) o con el vector lentiviral control pLVX cultivadas en medio control (CT,
barras blancas) o medio osteogénico (OM, barras negras). Los resultados se expresan como media
+SEM (n= 6). p<0,001: * vs. VICs transducidas con pLVX en medio CT; # vs. VICs transducidas con
pLVX en medio OM.

A continuacion, analizamos el impacto de la sobreexpresion de NOR-1
sobre la diferenciacion osteoblastica y la mineralizacion de la MEX. La
sobreexpresion de NOR-1 redujo de forma muy significativa la calcificacion de
las VICs inducida por las condiciones osteogénicas (Figura 30).
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Figura 30. La sobreexpresion de NOR-1 reduce la mineralizacién de la MEX inducida por
condiciones procalcificantes. Las VICs se transdujeron con pLVX/NOR-1 (pNOR-1) o bien con el
vector lentiviral pLVX y se incubaron en condiciones control (CT, barras blancas) o medio
osteogénico (OM, barras negras). Se muestran imdagenes macroscdpicas y microscopicas
representativas de la tincién con rojo de alizarina de estas células tras 14 dias de la induccion
osteogénica. Barras: 100 um. El grafico de barras representa la cuantificacién del area tefiida en las
células transducidas con pLVX y pNOR-1 inducidas con OM. Los resultados se expresan como
media +SEM (n= 10). *p<0,01: vs. células transducidas con pLVX en medio OM.
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De forma coherente, en las VICs transducidas con NOR-1 se atenué la
induccion de los genes implicados en el proceso de transdiferenciacion
osteoblastica como ALPL, BMP2, IL-6 y RUNX2 respecto a las transducidas con
el vector control (Figura 31A y B). Por lo tanto, estos resultados sugieren que
NOR-1 previene o retrasa la calcificacion in vitro.
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Figura 31. La sobreexpresion de NOR-1 en las VICs limita la induccién de la expresion de los
marcadores de transdiferenciacion osteoblastica en respuesta a medio osteogénico. Las VICs se
transdujeron con pLVX/NOR-1 (pNOR-1) o bien con el vector lentiviral pLVX en condiciones
control (CT, barras blancas) o en medio osteogénico (OM, barras negras). (A) Niveles de ARNm de
ALPL, BMP2 e IL-6 analizados por PCR a tiempo real a los 6 dias de la induccion osteogénica. Los
resultados se expresan como media +SEM (n= 6). p<0,05: * vs. células transducidas con pLVX en
medio CT; # vs. células transducidas con pLVX en medio OM. (B) Imagenes representativas del
analisis por Western Blot que muestran los niveles de proteina de RUNX2 (izquierda) y su
cuantificaciéon densitométrica (derecha). Se muestran los niveles de 3-actina como control de carga.
Los resultados se expresan como media +SEM (CT n=4; OM n=6). p<0,01: * vs. células transducidas
con pLVX en medio CT; # vs. células transducidas con pLVX en medio OM.

1.2.4. Analisis del papel de NOR-1 en el proceso de transdiferenciacion
osteogénica de las CMLVs
Nos propusimos analizar cdmo afectan los niveles de expresion de NOR-1 al

proceso de transdiferenciacion osteoblastica de las CMLVs. Para ello CMLVs
humanas de aorta y de arterias coronarias se expusieron a OM y se evalud la
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mineralizacion de la MEX asi como la induccién de los marcadores de
calcificacion.

El medio OM favorecid la deposicion de calcio en la MEX tanto de
CMLVs de aorta como de coronarias (Figura 32A y B) y también se asoci6 con
niveles significativamente mayores de actividad TNAP (Figura 32C y D). El
andlisis de los niveles de ARNm determind un incremento significativo de la
expresion de NOR-1 asi como de los marcadores caracteristicos de la
transdiferenciacion osteoblastica como RUNX2, ALPL e IL-6 (Figura 32E y F).
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Figura 32. Aumento de la expresion de NOR-1 durante la transdiferenciacion osteoblastica de
CMLVs humanas de aorta y arterias coronarias. (A-F) CMLVs humanas de aorta (CMLVs, A, Cy
E) y de arterias coronarias (CMLVs, B, D y F) se mantuvieron en condiciones control (CT, barras
blancas) o se expusieron a condiciones osteogénicas (OM, barras negras). (A y B), Imagenes
representativas de la tincion con rojo de alizarina (izquierda) y resultado de su cuantificacién en
CMLVs de aorta (n=10) (A) y de arterias coronarias (n= 11). Barras: 100 um. (B) (derecha). Los
resultados se expresan como media +SEM. *p<0,05: vs. CMLVs en medio CT. (C y D) Actividad
TNAP de CMLVs de aorta (C) y arterias coronarias (D) en medio OM. Los resultados se expresan
como media +SEM (n= 4). *p<0,05: vs. CMLVs en medio CT. (E y F) Niveles de expresién de NOR-
1, marcadores osteogénicos e IL-6 analizados por PCR a tiempo real en CMLVs de aorta (E) y
arterias coronarias (F) a los 6 dias de la induccién osteogénica. La linea de puntos indica los niveles
de ARNm de las células mantenidas en condiciones CT (normalizadas a 1). Los resultados se
expresan como media +SEM (n=4). *p<0,05: vs. CMLVs en medio CT.
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1.3. Analisis del efecto de la sobreexpresion de NOR-1 en

CMLVs en la calcificacion vascular ex vivo e in vivo
Los resultados comentados anteriormente evidencian que NOR-1 modula la
calcificacion in vitro por lo que nos interesd confirmarlo en otros modelos de
calcificacion. Para ello utilizamos un modelo de ratén transgénico desarrollado
por nuestro grupo en el que la sobreexpresion de NOR-1 esta dirigida a CMLVs.

1.3.1. La sobreexpresion de NOR-1 en CMLVs reduce la calcificacion in vitro
En primer lugar, analizamos si el efecto de NOR-1 observado en CMLVs
humanas se corroboraba en CMLVs de raton. Para ello se obtuvieron CMLVs de
ratones que sobreexpresan NOR-1 en CMLVs (TgNOR-1MYY) y CMLVs de sus
comparneros de camada con genotipo salvaje (WT). Se comprob6 que las CMLVs
de ratones TgNOR-1MLV sobreexpresaban el transgén humano. Tanto los niveles
de ARN como los niveles de proteina (Western Blot e inmunocitoquimica)
mostraron la sobreexpresion de NOR-1 en células transgénicas (Figura 33 A-C).
Los andlisis inmunohistoquimicos demostraron que la sobreexpresion iba
dirigida de manera especifica a las CMLVs de la media (Figura 33D). Finalmente,
determinamos que la transgénesis de NOR-1 no repercutia sobre la expresion
endogena de los 3 miembros de la familia NR4A (Figura 33E).
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Figura 33. NOR-1 esta sobreexpresado de manera especifica en CMLVs en el raton TgNOR-
1MLY(TgNOR-1). (A) Niveles de ARNm de NOR-1 humano en CMLVs de aortas de ratones WT y
TgNOR-1. Los niveles de NOR-1 humano en las células WT eran indetectables, pero se le atribuyé
un valor arbitrario de 1 para realizar la comparacion. Los resultados se expresan como media +SEM
(n= 8). *p<0,001: vs. ratones WT. (B) Imagenes representativas del analisis por Western Blot que
muestran los niveles de proteina de NOR-1 en el extracto nuclear de CMLVs de aortas de ratones
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WT y TgNOR-1. Los niveles de nucleolina se muestran como control de carga. (C) Los andlisis
inmunocitoquimicos de NOR-1 evidenciaron la tincién nuclear sobre todo en CMLVs de ratones
TgNOR-1. (D) Expresiéon de NOR-1 (coloraciéon marrén) en secciones adrticas de ratones
transgénicos. Barra: 50 um. (E) Expresion enddgena de Nor-1, Nurrl y Nur77 analizada mediante
PCR a tiempo real en CMLVs de ratones WT (barras blancas) y TgNOR-1 (barras negras). Los
resultados se expresan como media +SEM (n=7-8).

Las CMLVs de ratones TgNOR-1 y WT se expusieron a OM lo que
promovié la deposicion de calcio (Figura 34A). Coherentemente con los
resultados obtenidos en VICs y CMLVs humanas, la sobreexpresion de NOR-1
atenud de manera significativa la mineralizacion de la MEX (Figura 34A). La
induccion osteogénica también aumento la expresion de Nor-1 enddgeno en las
CMLVs de ambos genotipos (Figura 34B).

De igual modo, analizamos los niveles de ARNm de estas células
expuestas a condiciones procalcificantes. El medio OM indujo la expresion de los
marcadores de calcificacion (Alpl, Bmp2, Opn e 1I-6) en las células WT, mientras
que la sobreexpresion de NOR-1 redujo su expresion incluso por debajo de los
valores obtenidos en células control en condiciones basales (Figura 34C). De
hecho, la expresion basal de estos marcadores era significativamente menor en
las CMLVs de ratones transgénicos (Figura 34C).
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Figura 34. La transgénesis de NOR-1 atenuo la calcificacion de las CMLVs. (A-C) CMLVs aisladas
de ratones WT y TgNOR-1MLV (TgNOR-1) se cultivaron en condiciones control (CT, barras blancas)
y osteogénicas (OM, barras negras). (A) Imagenes representativas de la tincion con rojo de alizarina
en estas células a los 10 dias de la induccién osteogénica. Barras: 100 um. El grafico de barras
representa la cuantificacién de dicha tincién. Los resultados se expresan como media +SEM (n= 10).
*p<0,05 vs. CMLVs WT/OM. (B-C) Niveles de ARNm de Nor-1 murino (B) y marcadores
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osteogénicos (Alpl, Bmp2 y osteopontina [Opn]) e II-6 (C) analizados mediante PCR a tiempo real a
los 6 dias de induccién osteogénica. Los resultados se expresan como media +SEM (n=7-8). *p<0,05
vs. CMLVs WT/CT; # vs. CMLVs WT/OM.

1.3.2. Lasobreexpresion de NOR-1reduce la mineralizacion ex vivo en anillos
aorticos

Analizamos el efecto de la sobreexpresion de NOR-1 ex vivo utilizando anillos
aorticos de ratones WT y TgNOR-1MLV que expusimos a medio osteogénico. Las
aortas extraidas en fresco de animales WT y TgNOR-1MLV se seccionaron en
anillos de aproximadamente 1 mm de grosor y se incubaron con medio de
calcificacion (233). Transcurridos 6 dias de la induccién osteogénica se tifieron
con rojo de alizarina. La deposicion de calcio fue significativamente menor en los
anillos de ratones transgénicos (Figura 35).
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Figura 35. La transgénesis de NOR-1 disminuy6 la deposicion de calcio en anillos adrticos ex
vivo. Imagenes representativas de la tinciéon con rojo de alizarina (A.R.) en anillos adrticos de
ratones WT y TgNOR-1MV (TgNOR-1) expuestos a condiciones osteogénicas durante 6 dias. El
grafico de barras representa el resultado de los andlisis cuantitativos del area de tincién positiva
respecto el area total de la capa media (area M) relativizadas al grupo control (anillos WT expuestos
a OM). Las lineas verdes delimitan el area considerada en el andlisis cuantitativo. Barras: 200 pm.
Los resultados se expresan como media +SEM (n= 8). *p<0,05 vs. anillos aérticos WT en medio OM.

1.3.3. La transgénesis de NOR-1 reduce el desarrollo de aterosclerosis y la
calcificacion

Finalmente, analizamos el impacto de NOR-1 en el desarrollo de la aterosclerosis
y la calcificacién vascular in vivo. Para ello se indujo hiperlipidemia y
aterosclerosis a ratones WT y TgNOR-1M.Y mediante la inyeccion intravenosa de
virus adenoasociados (AAV) que contienen una forma mutada de ganancia de
funcion de la proteina PCSK9 humana (PCSK9P¥4Y) y se alimentaron con una
dieta rica en grasa y colesterol durante 20 semanas (Figura 36A). La dieta
aterogénica promovié un incremento progresivo del peso corporal en todos los
grupos experimentales sin que se observaran diferencias significativas entre ellos
(Figura 36B).
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En los animales transducidos con PCSK9P374Y, se confirmd el incremento
de los niveles circulantes de la PCSK9 humana desde la primera semana de la
inyeccion y que no se veian afectados por la transgénesis de NOR-1 (Figura 36C).
La sobreexpresion hepatica de la PCSK9™¥#Y redujo de manera drastica los
niveles de la proteina LDLR hepatica tanto en los animales WT como en los
TgNOR-1MV (Figura 36D). Asimismo, la dieta produjo un incremento
significativo de los niveles plasmaticos de colesterol total y triglicéridos en los
animales transducidos con AAV-PCSK9P¥#Y en comparacion con los controles
con suero salino, aumento significativo desde la primera semana (Figura 36 E y
F).
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Figura 36. Induccion de hiperlipidemia y aterosclerosis mediante la inyeccion de virus
adenoasociados (AAV) que codifican para una forma mutada de ganancia de funcién de la
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PCSK9 (PCSK9P¥4Y) combinada con una dieta rica en grasa y colesterol. Se inyectd (via
intravenosa) AAV-PCSK9P¥4Y o suero salino a los ratones WT y TgNOR-1MLV (TgNOR-1) a los que
se administrdé una dieta rica en grasa y colesterol durante 20 semanas. (A) Esquema representativo
del disefio experimental. (B) Seguimiento del peso corporal de los diferentes grupos
experimentales. (C) Niveles plasmaticos de la proteina PCSK9 humana (hPCSK9) en los ratones
transducidos con AAV-PCSK9P¥4Y, (D) Niveles de proteina del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) a nivel hepatico mediante Western Blot. Los niveles de B-actina se muestran como
control de carga. (E y F) Niveles plasmaticos de colesterol total (E) y triglicéridos (F). Los resultados
se expresan como media+SEM (Salino n= 8, PCSK9P¥4Y n= 15). p<0,01: *vs. t=0; # vs. ratones del
grupo salino.

1.3.3.1.  NOR-1 ateniia el desarrollo de placas aterosclerdticas
Transcurridas 20 semanas y antes de realizar el sacrificio de los animales, se
realizo una ultrasonografia a nivel del arco adrtico y de la arteria braquiocefalica.
Esta ecografia nos permitié confirmar que la administracion de AAV-PCSK9P374Y
junto con la dieta aterogénica desencadenaron una estenosis luminal significativa
que indicaba la presencia de lesiones ateroscleroticas (Figura 37A). Ademas, se
midié el didmetro de la luz de la arteria braquiocefdlica que disminuy¢
significativamente y de forma similar en ambos grupos (WT y TgNOR-1MV) en
comparacion con el didmetro a tiempo inicial (Figura 37A).
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Figura 37. Analisis mediante ultrasonografia y examen post mortem del desarrollo de placas
ateroscleroticas en los animales a los que se administré adenovirus y dieta aterogénica. (A)
Imagenes representativas de la ultrasonografia a nivel de la arteria braquiocefalica en ratones WT
y TgNOR-1MY a los que se administré AAV-PCSK9P¥4Y y dieta aterogénica durante 20 semanas.
El grafico de barras muestra el analisis del didmetro de la luz de la arteria braquiocefalica al inicio
y al cabo de 20 semanas de tratamiento de los ratones WT (barras blancas) y TgNOR-1MLV (barras
negras). Los resultados se muestran como media+SEM (n= 15). *p<0,05: vs. t=0. (B) Imagenes
macroscopicas representativas de las aortas después del sacrificio en las que se aprecian lesiones
(zonas blanquecinas) en los animales transducidos con PCSK9P%#Y y dieta aterogénica durante 20
semanas.

La confirmacién mediante ultrasonografia de la presencia de lesiones
aterosclerdticas a las 20 semanas nos impulso a finalizar el experimento y a
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completar los analisis. De hecho, durante el sacrificio se apreciaban a simple vista
las lesiones aterosclerdticas en el arco adrtico de los animales transducidos con
AAV-PCSK9™7# y alimentados con dieta aterogénica (Figura 37B). En cambio,
los ratones a los que se administr6 suero salino aunque consumieron la misma
dieta presentaban aortas libres de placas ateroscleroticas (Figura 37B).

Asi, nos propusimos analizar de manera mas exhaustiva el efecto de la
transgénesis de NOR-1 en el desarrollo de la aterosclerosis. Para ello,
caracterizamos la presencia de lesiones ateroscleroticas a lo largo de toda la aorta
expuesta en face mediante la tincion de O.R.O. (Figura 38A). Los ratones TgNOR-
1MLV presentaron significativamente menor area de lesion aterosclerdtica a lo
largo de toda la aorta en comparacion con los ratones WT (15,41+1,72 vs.
22,61+2,41) (Figura 38B). Dividimos la aorta en tres sectores (arco adrtico, aorta
toracica y aorta abdominal) y evaluamos el efecto de la sobreexpresion de NOR-
1 en el desarrollo de aterosclerosis en cada uno de ellos. Los resultados
evidenciaban que las diferencias eran mas notorias en el arco aortico y la aorta
tordcica frente a la regién abdominal (Figura 38B).
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Figura 38. La transgénesis de NOR-1 redujo el desarrollo de aterosclerosis. (A) Imagenes
representativas de la tincion O.R.O. en aortas expuestas en face de ratones WT y TgNOR-1MLY (Tg).
Las lineas de puntos blancos representan la sectorizacion de la aorta en: arco aértico, aorta toracica
y aorta abdominal. (B) Analisis planimétrico de la cuantificacién de la tinciéon O.R.O. en toda la
aorta y en las regiones mencionadas. Los resultados se expresan como media+SEM (n= 16). *p<0,05:
vs. WT-PCSK9P¥74Y,

También analizamos la aterosclerosis en secciones de otros lechos vasculares.
Primeramente, en cortes transversales de la raiz adrtica. Estos cortes mostraban
la presencia de lesiones en ambos grupos experimentales, aunque no se
observaron diferencias significativas en la extension de la lesién entre ellos
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(Figura 39B). La cuantificacion del contenido lipidico de estas lesiones mediante
la tincion O.R.O. evidencié el mismo resultado (Figura 39C). Ademas, la tinciéon
de von Kossa demostrd que a nivel de raiz adrtica no se apreciaba calcificacion
en ningun caso (Figura 39A). Por lo tanto, no observamos ningun efecto de la
sobreexpresion de NOR-1 en el desarrollo de lesiones ateroscleréticas a nivel de
raiz adrtica, region en la que en este modelo no se produce calcificacion al tiempo
estudiado.
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Figura 39. Analisis de lesiones aterosclerdticas de la raiz adrtica en ratones WT y TgNOR-1MLY
transducidos lentiviralmente con AAV-PCSK9P37#Y, (A) Imagenes representativas de cortes de
raices adrticas tefiidas con hematoxilina-eosina (H-E), Oil Red O (O.R.O.) y von Kossa de animales
WT y TgNOR-1MLV, Barra: 250 um. (B) Cuantificacion del area de lesion aterosclerdtica de los
ratones WT (barras blancas) y TgNOR-1MV (barras negras). (C) Cuantificacién del contenido
lipidico en ambos grupos. Los resultados se expresan como media+SEM (WT n= 13; TgNOR-1MV
n=16).

1.3.3.1.2. NOR-1 reduce la lesion aterosclerdtica y el infiltrado inflamatorio a nivel de

arco adrtico

El segundo lecho vascular que analizamos fue el arco adrtico en cortes
longitudinales. Este plano longitudinal nos permitié estudiar toda la lesion

aterosclerdtica presente en la curvatura del arco.

El andlisis de la extension de estas lesiones reveld que las placas
aterosclerdticas de ratones TgNOR-1MLV eran significativamente mas pequefias
que las lesiones de ratones WT lo que sugeria que NOR-1 reducia o retrasaba su
desarrollo (Figura 40A). Ademads, detectamos una disminucién del infiltrado
inflamatorio, en base a la tincion para el marcador de macréfagos CD68, en las
lesiones de los ratones transgénicos (Figura 40 A y B). Asimismo, los niveles de
expresion de ARNm de marcadores inflamatorios (1/18, Mcp1 e 1I-6) en la aorta
de los animales TgNOR-1M'V eran significativamente mas bajos (Figura 41). De
hecho, en los grupos que recibieron suero salino la expresion de la II-6 ya era
inferior en aortas de ratones TgNOR-1MV respecto los WT (Figura 41). Por lo
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tanto, se evidencid un efecto antiinflamatorio claro de NOR-1 en el desarrollo de
las placas ateroscleréticas.
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Figura 40. Analisis del area, el infiltrado inflamatorio y el contenido de CMLVs de lesiones
ateroscleroticas del arco adrtico. (A) Imagenes representativas de la tincion hematoxilina-eosina
(H-E) y de los analisis inmunohistoquimicos en el arco aértico de animales WT y TgNOR-1MLV (Tg)
para determinar el area de lesion (n= 10), contenido de macréfagos (CD68; WT [n= 14] y TgNOR-
1[n=17]) y el &rea positiva para el marcador de CMLVs (a actina de musculo liso [a-SMA]; WT [n=
10] y TgNOR-1 [n=9]). (B) Los graficos de barras representan el andlisis cuantitativo de las tinciones
indicadas. Los resultados se expresan como media+SEM *p<0,05: vs. ratones WT transducidos con
PCSK9P374Y, Barras: 100 pm.

También analizamos el contenido de CMLVs de estas lesiones. No
observamos diferencias significativas en el contenido de CMLVs (area positiva
para a-SMA) entre los dos grupos de los animales transducidos con AAV-
PCSK9P¥#Y (Figura 40B).
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Figura 41. La transgénesis de NOR-1 atenuo la expresion de marcadores inflamatorios en la aorta
aterosclerotica. Al final del experimento, se analizaron los niveles de ARNm de 1I18, Mcp1 e 1I-6
mediante PCR a tiempo real en aortas de ratones WT y TgNOR-1MtY (TgNOR-1) transducidos con
AAV-PCSK9P¥7#Y o con suero salino. Los resultados se expresan como media+SEM (salino n= 8-12;
PCSK9 n= 12-17). p<0,05: *vs. ratones del grupo salino; # vs. ratones WT transducidos con AAV-
PCSK9D374Y,

1.3.3.1.3. NOR-1 redujo el tamaiio de las lesiones aterosclerdticas de la arteria
braquiocefdlica y su infiltrado inflamatorio

Finalmente, caracterizamos las lesiones aterosclerdticas de la arteria

braquiocefalica, principal ramificacién del arco aortico.
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Figura 42. Impacto de la transgénesis de NOR-1 en la aterosclerosis de la arteria braquiocefalica.
Las arterias braquiocefélicas se tifieron con hematoxilina-eosina (H-E) (WT n=13; TgNOR-1 n=17)
y se realizaron estudios inmunohistoquimicas para determinar el contenido de CD68 (n=9), IL-6
(n=9) y a-actina de musculo liso (a-SMA) (WT n= 13; TgNOR-1 n= 17). Los graficos de barras
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(paneles inferiores) representan los analisis cuantitativos de las tinciones indicadas. Los resultados
se expresan como media+SEM *p<0,05: vs. ratones WT transducidos con PCSK9P374Y, Barras: 100

pm.

Como en el arco adrtico, las lesiones aterosclerdticas de la arteria
braquiocefdlica de los ratones TgNOR-IMV mostraban una extension
significativamente menor que la de los ratones WT (Figura 42). Ademas, las
lesiones de animales transgénicos tenian un menor infiltrado inflamatorio, menos
células positivas para CD68 y menor expresion de IL-6 (Figura 42).

El andlisis del contenido de CMLVs (area a-SMA positiva) de las
lesiones revelé que la sobreexpresion de NOR-1 no afectd a este parametro
(Figura 42).

1.3.3.2. NOR-1reduce la calcificacién asociada a la aterosclerosis

Analizamos el efecto de la transgénesis de NOR-1 sobre la calcificacion asociada
a la aterosclerosis. Para ello, utilizamos una sonda fluorescente (OsteoSense™
680EX), bifosfonato que se une con alta afinidad a los cristales de hidroxiapatita,
y que administramos 24 horas antes del sacrificio. Se extrajo la aorta unida al
corazon y se determiné la emision de fluorescencia de la aorta ex vivo mediante
NIRF. La sefial fluorescente captada se correspondia con la presencia de cristales
de fosfato cdlcico y, preferentemente, en fases cristalinas (como hidroxiapatita)
en la aorta de estos animales. Observamos que la mayor parte de la sefial se
localizaba en la zona del arco aértico y, que, los ratones transgénicos presentaban
una emision de radiacion significativamente inferior a los ratones WT (Figura 43).
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Figura 43. La transgénesis de NOR-1 redujo la calcificacion de las lesiones ateroscleréticas de la
aorta determinada mediante la sonda OsteoSense 680EX. Imagenes representativas de la sefial
NIRF en aortas de ratones WT y TgNOR-1MLV (Tg) a los que se habia administrado el trazador de
calcio OsteoSense™ 680 EX 24 horas antes del sacrificio. Los resultados se expresan como media +
SEM (n= 8). *p<0,05: vs. ratones WT.
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1.3.3.2.1. La transgénesis de NOR-1 reduce la mineralizacion de las placas
aterosclerdticas del arco adrtico

Analizamos la calcificacion de las lesiones aterosclerdticas mediante tincion de
secciones de varios lechos vasculares. En primer lugar, analizamos Ila
mineralizacion de las placas de los arcos adrticos mediante la tincion von Kossa
y la tincién fluorescente OsteoSense 680 EX. Con ambas tinciones detectamos una
disminucion significativa de la deposicion de calcio en las lesiones de los
animales transgénicos respecto a los animales WT (Figura 44).
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Figura 44. La transgénesis de NOR-1 redujo la calcificacion de las lesiones aterosclerdticas en el
arco adrtico. Imagenes representativas de la tincion von Kossa (WT n= 14; TgNOR-1 n= 13) y
OsteoSense 680 EX (WT n=7; TgNOR-1 n= 8) para determinar la calcificacién de las lesiones del
arco adrtico de ratones WT y TgNOR-1 transducidos con AAV-PCSK9P¥#Y, Los graficos de barras
muestran el andlisis cuantitativo de ambas tinciones. Los resultados se expresan como media +
SEM. *p<0,05: vs. ratones WT-PCSK9P¥4Y, Barras: 100 pm.

Ademads, mediante inmunohistoquimicas analizamos los niveles de
marcadores caracteristicos de la calcificacién en estas lesiones. Observamos
menor expresion de los marcadores osteogénicos OPN y RUNX2 en las lesiones
del arco aortico de los animales transgénicos (Figura 45). También observamos
que las placas de los animales transgénicos presentaban un menor contenido de
glucosaminoglicanos, biomoléculas estructurales presentes en el tejido conectivo
y 0seo (tefiido con azul alcian en la tincién de pentacrémico de Movat), asi como
menor entrecruzamiento de coldgeno maduro (tincion de rojo sirio visualizada
bajo luz polarizada) (Figura 45).
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Figura 45. La transgénesis de NOR-1 disminuy6 los niveles de los marcadores de calcificacion,
la presencia de glucosaminoglicanos y el entrecruzamiento de colageno. Imagenes
representativas de los analisis inmunohistoquimicos para RUNX2 (n=9) y OPN (n= 8), y de las
tinciones de pentacrémico de Movat (WT n= 17, TgNOR-1 n= 18) y de rojo sirio (n= 16) realizadas
en las lesiones del arco adrtico. El rojo sirio se capt6 con luz visible (paneles de la izquierda) y con
luz polarizada para estimar el grado de entrecruzamiento de las fibras de colageno (paneles de la
derecha). Los graficos de barras de la parte inferior muestran los analisis cuantitativos de las
tinciones descritas. Los resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05: vs. ratones WT. Barras:
100 pm.

El andlisis de los niveles de ARNm y proteina por PCR a tiempo real y
por Western Blot, respectivamente, reveld una induccidén significativamente
inferior del marcador de calcificacion OPN en animales transgénicos respecto a
los ratones WT transducidos con AAV-PCSK9™#Y (Figura 46), lo que era
coherente con los resultados de los analisis inmunohistoquimicos.
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Figura 46. Analisis de la expresion de la osteopontina (OPN) en ratones transducidos con AAV-
PCSK9P¥7#Y, (A-C) Niveles de expresiéon de la OPN en aortas de ratones WT y TgNOR-1MLV (Tg)
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determinados mediante PCR a tiempo real (ARNm; WT n= 15; Tg n= 18) (A) y Western Blot
(Proteina; WT n=11; Tg n=12) (B y C). (B) Imagenes representativas de Western Blot. Los niveles de
B-actina se muestran como control de carga. Los resultados se expresan como media + SEM.
*p<0,05: vs. ratones WT-PCSK9D74Y,

Aungque la incidencia de la calcificacion en la arteria braquiocefalica fue muy baja,
observamos menor incidencia de calcificacion en el grupo de animales
transgénicos (10%) respecto a los WT (20%) (Figura 47). Ademas, el andlisis de la
extension de la mineralizacion (mediante tincion de von Kossa y Osteosense 680
EX) de las arterias braquiocefalicas calcificadas puso de manifiesto que en las
arterias de los animales transgénicos la extension de la mineralizacion también
era significativamente menor que en las de los ratones WT (Figura 47).
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Figura 47. Efecto de la sobreexpresion de NOR-1 sobre la calcificacion de la arteria
braquiocefalica. Se analiz6 la incidencia de calcificacion y su extension con la tinciéon de von Kossa
y OsteoSense 680 EX (WT n=7; TgNOR-1 n=3). Se determinaron las células positivas para RUNX2
(WT n=10; TgNOR-1 n=9) y el area positiva para OPN (WT n=15, TgNOR-1 n=12) y OPG (WT n=
9; TgNOR-1 n= 10). Los graficos de barras muestran los analisis cuantitativos. Barra: 100 um. Los
resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05 vs. WT-PCSK9P374Y,
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Para analizar en mayor profundidad el proceso de calcificacion en estas lesiones,
realizamos analisis inmunohistoquimicos que revelaron una disminucion
significativa de los marcadores de calcificacion RUNX2 y OPN entre ambos
grupos experimentales (Figura 47). Sin embargo, no detectamos diferencias en la
expresion del marcador de calcificacion osteoprogeterina (OPG) (Figura 47).

Finalmente, para caracterizar las propiedades de la MEX de las placas
aterosclerdticas realizamos las tinciones de pentacromico de Movat y rojo sirio,
que evidenciaron menor contenido de glucosaminoglicanos y menor grado de
entrecruzamiento de coldgeno en las arterias braquiocefélicas de los animales
transgénicos (Figura 48). En cambio, no detectamos cambios significativos en la
expresion de la metaloproteinasa 2 (MMP2), enzima implicada en el remodelado
de la MEX, ni en el marcador de proliferacion celular Ki67 (Figura 48).

1.3.3.2.3. La transgénesis de NOR-1 no afecta a los niveles plasmdticos de los
marcadores de calcificacion

Analizamos los niveles circulantes de marcadores de calcificacion en animales
TgNOR-1MV v WT antes de iniciar el experimento y 20 semanas después de la
inyeccion de adenovirus y dieta aterogénica. A tiempo final observamos una
disminucion similar de los niveles circulantes del inhibidor de la calcificacion
DKK-1 y un incremento de los mediadores procalcificantes OPG y fosfato en
ambos grupos experimentales (Figura 49). Los niveles plasmaticos de calcio
permanecieron invariables en los dos grupos (WT y TgNOR-1MLV) respecto a los
valores en condiciones basales (Figura 49).
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Figura 49. Parametros circulantes relacionados con el metabolismo mineral en los animales a los
que se indujo aterosclerosis. Niveles plasmaticos de DKK-1, fosfato, osteoprogeterina (OPG) y
calcio de ratones WT (barras blancas) y ratones transgénicos para NOR-1 (TgNOR-1; barras negras)
a nivel basal y 20 semanas después de la induccion osteogénica. Los resultados se expresan como
media+SEM (n= 15). *p<0,05: vs. ratones del mismo genotipo a t=0.

Nuestro grupo habia descrito la participacion de la enzima LOX en la
transdiferenciacion osteobldstica de CMLVs humanas y murinas en cultivo (233).
La LOX es una enzima que cataliza el entrecruzamiento de las fibras de coldgeno
y elastina que resulta fundamental para la maduracién de la MEX ya que
determina sus propiedades estructurales y biomecanicas (183). Los hallazgos
descritos en las lesiones ateroscleroticas de ratones TgNOR-1MLV evidencian un
menor grado entrecruzamiento de las fibras de colageno por lo que decidimos
analizar los niveles de LOX en las lesiones de ratones WT y TgNOR-1MLV,

Analizamos los niveles de ARNm de Lox en las aortas de ambos grupos
mediante PCR a tiempo real. El analisis no evidencio diferencias significativas en
los niveles de Lox entre WT y TgNOR-1MLV transducidos con AAV-PCSK9Ps74Y
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(Figura 50A). Los andlisis inmunohistoquimicos para LOX tampoco detectaron
diferencias en el contenido de LOX en el arco aortico y en la arteria
braquiocefalica de ambos genotipos (Figura 50B).
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Figura 50. La transgénesis de NOR-1 no afecta a los niveles de LOX en las lesiones
ateroscleroticas. (A) Niveles de expresion de Lox en aortas de ratones WT y TgNOR-1MLV
determinados mediante PCR a tiempo real (salino n= 12-13; AAV-PCSK9P¥4 n= 17-18). (B)
Imagenes representativas y cuantificacion de darea positiva para LOX en los analisis
inmunohistoquimicos en secciones longitudinales de arco aértico (n= 10) y en cortes de arteria
braquiocefalica (n= 10). Los resultados se expresan como media+SEM. Barras: 100 pm.
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2. Analisis de los mecanismos que vinculan a la
LOX con la aterosclerosis y la calcificacion
cardiovascular

Nuestro grupo describio la implicacion de la enzima LOX en el proceso de
transdiferenciacion osteoblastica de CMLVs humanas y murinas en cultivo (233).
Esta enzima se inducia en presencia de estimulos procalcificantes y en
experimentos de ganancia o pérdida de su funcion, se favorecia o bien se
retrasaba la mineralizacion de las CMLVs, respectivamente. Ademads, se
documento la presencia de LOX en arterias femorales humanas calcificadas y la
correlacién de LOX con el grado de calcificacion de estas lesiones (233).

Por ello nos propusimos estudiar en mas detalle el papel de esta enzima
en la calcificacion cardiovascular. Para ello, analizamos la expresion de la LOX
en valvulas humanas calcificadas, estudiamos la dependencia de la calcificacion
de la actividad LOX extracelular en células en cultivo y, finalmente,
caracterizamos la calcificacion asociada a la aterosclerosis en un modelo de ratén
que sobreexpresaba LOX en las CMLVs.

21. La LOX y otras isoenzimas estan inducidas en valvulas y

arterias humanas calcificadas
Nuestro grupo ya habia reportado un aumento de la expresion de LOX en
arterias femorales humanas calcificadas. Realizamos un analisis mas exhaustivo
de la expresion de LOX en valvulas adrticas humanas calcificadas de dos cohortes
de pacientes y en arterias coronarias y femorales humanas calcificadas.

2.1.1. Laexpresion de LOX esta aumentada en valvulas humanas calcificadas
Analizamos la expresion de LOX y otras isoformas de la familia LOX en valvulas
aodrticas calcificadas y valvulas control de una cohorte de pacientes del Hospital
Universitario de Navarra. Esta cohorte estaba formada por dos grupos de
estudio: valvulas sanas o control que provenian de autopsias y no presentaban
calcificacion (edad media 76 + 10) y valvulas calcificadas obtenidas de cirugias de
reemplazo valvular en el Hospital Universitario de Navarra, cuyas caracteristicas
clinicas se describen en la Tabla 15. Se trata de una cohorte de 31 pacientes con
una media de edad avanzada (69 + 12) y la mayoria de ellos hipertensos.
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Tabla 15. Variables clinicas de los pacientes con valvulas adrticas calcificadas de la
cohorte de pacientes del Hospital Universitario de Navarra.

Variables Total

n 31
Edad (media+SD) 69,3+12,6
Hombre, n (%) 23 (74%)
Altura (mediaxSD) 164,8 +8,3
Peso (media+SD) 742 +15
Superficie corporal (media=SD) 1,8+0,2
DM, n (%) 5 (16%)
HTA, n (%) 20 (64,5%)
Farmacos

ACEI, n (%) 5 (16%)
ARB, n (%) 6 (19%)
Diuréticos, n (%) 21 (59%)
B-bloqueantes, n (%) 7 (22%)
Estatinas, n (%) 21 (68%)
Parametros ecocardiograficos

Gradiente Pico maximo (mediaxSD) 80,5 +22
Gradiente medio (media+SD) 52,2 +14,6
EF% (media+SD) 64,7 +16,6

SD: desviacién estdndar; DM: Diabetes mellitus; HTA: Hipertension arterial;
ACEL Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARB:
bloquedores de los receptores de angiotensina 1I; EF: Fraccién de eyeccion.

Se analizaron los niveles de ARNm de LOX y las demads isoenzimas de
la familia LOX. El resultado evidencié que la LOX y las 4 isoenzimas LOXL
estaban inducidas en las valvulas calcificadas respecto a las valvulas control
(Figura 51). Cabe destacar que el enzima cuya expresion estaba aumentada en
mayor medida fue la LOX que también era la que se mds expresaba en las
valvulas sanas (Figura 51).
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Figura 51. Niveles de expresion de ARNm de LOX y de las isoenzimas de esta familia LOX en
valvulas sanas y calcificadas de la cohorte del Hospital Universitario de Navarra. Niveles de
ARNm de LOX y LOXL1-4 en valvulas sanas (n=10) y calcificadas (n= 14-31) analizados mediante
PCR a tiempo real. Los resultados se expresan como media + SEM. p<0,05: *vs. valvulas sanas, # vs.
expresion LOX en valvulas sanas.

En las valvulas calcificadas pudimos identificar 3 regiones: una region
poco calcificada, una regién con calcificacion moderada y una regién muy
calcificada. Los niveles de LOX estaban aumentados sobre todo en la regién muy
calcificada (Figura 52). En cambio, con las demads isoformas no observamos
diferencias significativas entre estas tres zonas (Figura 52).

Con estos resultados observados nos propusimos analizar tinicamente
la expresion de la isoenzima LOX en muestras de valvulas adrticas humanas
calcificadas de una segunda cohorte de pacientes intervenidos en el servicio de
cirugia cardiaca del HSCSP. Se recogieron valvulas (n= 77) que se clasificaron
dependiendo de su grado de calcificacion en PC y MC (Figura 18). Las
caracteristicas de esta cohorte estan descritas en el apartado 1.1.1. de esta misma
seccion (Tabla 14). Las variables clinicas del grupo de valvulas MC de esta
cohorte son muy similares a las caracteristicas clinicas de las valvulas calcificadas
de la cohorte del Hospital Universitario de Navarra (Tabla 15) ya que la mayoria
de los pacientes son hipertensos y los valores de los parametros ecocardiograficos
relativos a la funcién valvular estan igualmente elevados respecto a los del grupo
de valvulas MC (Tabla 14). No se aprecian diferencias notables en la altura, el
género, el peso, la diabetes mellitus o el tratamiento farmacoldgico entre las dos
cohortes.

145




Resultados

51 LOX ,5. LOXL-1
o) %
E R
ZEY . 1o & O Poco calcificada
= [ ]
ﬁ S 31 ° 1.59 8 0© e © Calcificada moderada
T 3 8 : ° 6] O o -
n 8§24 o 1.0 ® Muy Calcificada
5 Q =
° 8 00
2 \E 14 [ 05' [¢]
=g @i ° .
=0 0.0
50- 4 LOXL-3 3o LOXL-4

=
a1
1

Niveles de ARNm
o
g

(vs. &rea poco calcificada)
[E=Y
o
1

o
o
1

Figura 52. Niveles de expresion de LOX y las demas isoformas de la familia LOX en la region
poco, moderada y muy calcificada de las valvulas adrticas humanas. Los niveles de ARNm se
analizaron mediante PCR a tiempo real (n=13-16). Los resultados se muestran como media + SEM.
*p<0,05: vs. region poco calcificada.

El andlisis de los niveles de ARNm revel6 un incremento significativo
de la expresion de LOX en el grupo de valvulas MC respecto a las valvulas PC
(Figura 53A). También se observd un incremento significativo de los niveles de
expresion de los marcadores de calcificacion RUNX2 y OPN en las valvulas MC
(Figura 53A). El andlisis por Western Blot mostr6 un resultado muy similar ya que
se observo un aumento de los niveles de LOX, RUNX2 y OPN en las valvulas MC
(Figura 53B).
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Figura 53. Expresion de LOX en valvulas humanas calcificadas. (A) Niveles de ARNm de LOX,
RUNX2 y osteopontina (OPN) en valvulas poco calcificadas (PC, n=26) y muy calcificadas (MC, n=
47-55) analizados mediante PCR a tiempo real. Los resultados se expresan como media + SEM
*p<0,0001: vs. PC. (B) Imagenes representativas de Western Blot que muestran los niveles de LOX,
RUNX2 y OPN vy las graficas del resultado de su cuantificaciéon densitométrica. Se muestran
también los niveles de B-actina como control de carga. Los resultados se expresan como media +
SEM (n=10-15). *p<0,05 vs. PC.

Los andlisis inmunohistoquimicos en valvulas MC mostraron expresion
de LOX proxima a las zonas de calcificacion (tincion de von Kossa) colocalizando
con células positivas para RUNX2 y vimentina (células VICs) (Figura 54). En

cambio, en las valvulas PC, tanto LOX como RUNX2 fueron practicamente
indetectables (Figura 54).
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Figura 54. Expresion de LOX en areas calcificadas de valvulas adrticas humanas. Imagenes
representativas de la tincién von Kossa y los analisis inmunohistoquimicos para LOX, RUNX2 y
vimentina en valvulas adrticas humanas poco (panel superior) y muy calcificadas (panel central e
inferior). Los paneles inferiores corresponden a la magnificacion de las areas indicadas en los
paneles centrales. Las flechas negras indican células positivas para LOX, RUNX2 y vimentina en
secciones consecutivas. Barras: 100 um (panel superior y central) y 50 um (panel inferior).

La mayor actividad LOX se relaciona de manera directa con el estrés
oxidativo ya que uno de los productos de la reaccién que cataliza es el H20z. Por
ello, analizamos el estrés oxidativo en las valvulas con diferente grado de
calcificacion. La tincion con DHE de vélvulas PC y MC evidencié que las valvulas
MC presentaban niveles mas altos del anidn superdxido que las PC (Figura 55).
Por tanto, un mayor grado de calcificacion parece estar relacionado con mayor
expresion de LOX y mayor estrés oxidativo.
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Figura 55. Niveles de anion superdxido en las valvulas calcificadas. Imagenes representativas de
la tinciéon DHE en valvulas poco (paneles superiores) y muy calcificadas (paneles inferiores)
obtenidas mediante microscopia confocal. Los paneles de la derecha representan imagenes
magnificadas de las areas indicadas en los paneles de la izquierda. El grafico de barras muestra la
cuantificacién utilizando el parametro integrity density de la tincién. Barras: 100 um. Los resultados
se expresan como media + SEM. (PC n=5; MC n=7). *p<0,05 vs. PC.

2.1.2. Mayor expresion de LOX en arterias ateroscleréticas humanas
Analizamos la expresion de la LOX en cortes consecutivos de arterias femorales
humanas con aterosclerosis y calcificacion. Observamos mayor expresion de esta
enzima en las regiones proximas a la calcificacion (Figura 56A). El marcaje de
LOX colocalizaba con células positivas para RUNX2 y a-SMA (Figura 56A).

Paralelamente, analizamos LOX en arterias coronarias humanas con
aterosclerosis y calcificacion. Obtuvimos resultados muy similares a los
observados en la arteria femoral ya que detectamos LOX en zonas préximas a la
calcificacion donde colocalizé con marcaje positivo para RUNX2 y a-SMA
(Figura 56B).
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Figura 56. Expresion de LOX y RUNX2 en arterlas humanas calcificadas. Imagenes
representativas de la tincion von Kossa y analisis inmunohistoquimicos para RUNX2, LOX y «a-
actina de musculo liso (a-SMA) en arterias humanas: femoral (A) y arterias coronarias (B). Las
flechas negras indican células con marcaje positivo para RUNX2, LOX y a-SMA en cortes
consecutivos. Barras: 100 pm (A) y 50 um (B).

2.2. Efecto de la maduracion de la MEX dependiente de la

actividad LOX en la calcificacion ectopica
Quisimos analizar el papel de la LOX en la calcificacion de VICs en cultivo y, en
particular, su impacto en la maduracion de la MEX como proceso clave en la
mineralizacion.

2.2.1. La LOX se induce y aumenta la deposicion de colageno I en la
calcificacion de VICs en cultivo

Estudios previos de nuestro grupo evidenciaron que la sobreexpresién o el

silenciamiento de LOX afectaba a la calcificacion de las CMLVs en cultivo (233).

Indujimos calcificaciéon en VICs en cultivo para determinar si el proceso
observado en CMLVs podia hacerse extensivo a estas células. La exposicién a
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medio OM indujo la mineralizacién de la MEX (Figura 57A), incrementd la
actividad TNAP (Figura 57B) y aumentd la deposicion y la organizacion de
colageno I de la MEX (Figura 57C).

A Control B Control

Figura 57. El medio osteogénico indujo la calcificacién, aumenté la actividad TNAP y la
deposicion de colageno I de las VICs. VICs humanas se cultivaron en medio control (CT, barras
blancas) o medio osteogénico (OM, barras negras). (A) Imagenes representativas de la tincion rojo
de alizarina en VICs a los 14 dias de la induccién osteogénica. Barras: 100 um. (B) EI grafico de
barras del panel superior representa la cuantificacion del marcaje positivo de la tincién rojo de
alizarina en condiciones CT y OM. El grafico de barras del panel inferior corresponde al analisis de
la actividad fosfatasa alcalina inespecifica de tejido (TNAP). Los resultados se expresan como
media +SEM (tincion A.R. n= 10 y actividad TNAP n= 4). *p<0,05 vs. CT. (B) Imagenes
representativas del analisis inmunocitoquimico de la deposicion de colageno I en VICs expuestas
a medio CT y OM durante 10 dias. Los resultados se expresan como media +SEM (n= 10). *p<0,01
vs. CT.
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El andlisis de los niveles de proteina por Western Blot en VICs cultivadas
en condiciones osteogénicas reveld un incremento significativo de la expresion
de los marcadores de calcificacion RUNX2 y OPN (Figura 58A). Asimismo,
detectamos un aumento de la secrecion de LOX al medio extracelular en las
células expuestas a medio OM (Figura 58 A y B).
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Figura 58. Aumento en la secrecion de la LOX al inducir la calcificacion en las VICs. (A) Imagenes
representativas de los niveles de RUNX2 y OPN a nivel intracelular y LOX evaluada en el
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sobrenadante de estas células mediante Western Blot. (B) El grafico de barras muestra la
cuantificaciéon densitométrica de los niveles de proteina LOX secretados al espacio extracelular de
VICs cultivadas en medio CT (barras blancas) y OM (barras negras). Los niveles de (3-actina se
muestran como control de carga. Los resultados se expresan como media + SEM (n= 7). *p<0,05 vs.
CT.

2.2.2. Lainhibicion de la actividad LOX reduce la calcificacion de las VICs

Para profundizar en el estudio del papel de LOX en la calcificacion de las VICs,
inhibimos su actividad enzimatica de manera irreversible utilizando BAPN. El
tratamiento con BAPN atenu¢ significativamente la deposicion de colageno I y

disminuyo la mineralizacion de la MEX en VICs expuestas a medio OM (Figura
59Ay B).
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Figura 59. La inhibicion de la LOX con BAPN redujo significativamente la calcificacion de las
VICs. Las VICs se cultivaron en medio OM en ausencia (barras negras) o presencia (barras grises)
de 0,5 mM de BAPN (B-aminopropionitrilo; inhibidor de la actividad LOX). (A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia que muestra la deposicion de colageno I al cabo de 10 dias.
El grafico de barras muestra el analisis cuantitativo de la inmunofluorescencia. Los resultados se
expresan como media + SEM (n=9). *p<0,05 vs. OM. (B) Imagenes representativas de la tincion rojo
de alizarina durante 14 dias. El grafico de barras muestra el andlisis cuantitativo de la tincién rojo
de alizarina (A.R.). Los resultados se expresan como media + SEM (n= 9). *p<0,05 vs. OM. (C)
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Imagenes representativas de la tincion rojo de alizarina en VICs sembradas sobre la MEX de células
tratadas (MEX-BAPN) o no (MEX-CT) con BAPN y posteriormente cultivadas en medio OM. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=10). *p<0,05 vs. MEX. Barras: 100 pm.

A continuacion, sembramos VICs sobre matrices generadas por células
tratadas o no con BAPN e indujimos calcificacion. El resultado evidencié que las
células sembradas sobre la MEX generada por células tratadas con BAPN vy, por
lo tanto, menos entrecruzada, calcificaban significativamente menos que las
sembradas sobre una MEX control (Figura 59C). Estos resultados sugieren un
papel clave del procesamiento de la MEX por LOX que actiia como sustrato
favoreciendo el inicio y la propagacion de la mineralizacion.

2.2.3. La sobreexpresion de LOX exacerba la calcificacion de las VICs

Para confirmar los resultados del apartado anterior, realizamos la estrategia
contraria de manera que sobreexpresamos lentiviralmente la LOX en VICs a las
que indujimos calcificacion. En primer lugar, mediante PCR a tiempo real
confirmamos la sobreexpresion de LOX que se indujo de forma muy significativa
y aumento su secrecion al espacio extracelular en las VICs transducidas con
pLVX/hLOX (Figura 60).
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Figura 60. Expresion de LOX en VICs transducidas lentiviralmente. (A) Se analizaron los niveles
de ARNm de LOX en VICs humanas transducidas con el vector pLVX/LOX (pLOX) o con el vector
control (pLVX). Los resultados se expresan como media +SEM (n= 6). *p<0,001: vs. VICs
transducidas con pLVX. (B) Imagenes representativas de Western Blot que muestran los niveles de
LOX en el medio de cultivo de las células transducidas con pLVX y pLOX.

La sobreexpresion de LOX potencié la maduraciéon de la MEX tal y como
evidencié la mayor deposicidon de coldgeno I y la mayor organizacién de sus
fibrillas, y exacerbd la calcificaciéon de las VICs expuestas a medio osteogénico
(Figura 61A y B).

Andlogamente, generamos matrices producidas por células que
sobreexpresaban LOX (transducidas con pLVX/LOX) o células control
(transducidas con pLVX) y sembramos VICs sobre esta MEX que expusimos a
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medio de calcificacion. La MEX de células que sobreexpresaban LOX, mas
madura y entrecruzada, favorecio la calcificacion (Figura 62A).
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Figura 61. La sobreexpresion de LOX potenci6 la calcificacion de las VICs. Las VICs humanas se
transdujeron con lentivirus pLVX (vector vacio) y pLVX-LOX (pLOX) y se cultivaron en
condiciones osteogénicas. (A) Imagenes representativas de la deposicion de colageno I mediante
inmunofluorescencia (n=10) al cabo de 10 dias. (B) Imagenes representativas de la tincién rojo de
alizarina (A.R.) en células cultivadas durante 10 dias en medio osteogénico (n=9). Los resultados
se expresan como media +SEM. *p<0,001: vs. pLVX. Barras: 100 um.

Finalmente, recogimos sobrenadantes enriquecidos en LOX generados
por células que sobreexpresaban esta enzima o bien sobrenadantes control de
células transducidas con pLVX. Al inducir calcificacion con la suplementacion
(33,33%) de uno u otro medio condicionado observamos que el medio con
elevado contenido en LOX exacerbaba la deposicién de calcio (Figura 62B). Por
lo tanto, se evidencid que la actividad LOX potencia la calcificacion de la MEX.
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Figura 62. La mayor presencia de LOX en el espacio extracelular agravé la mineralizacion de las
VICs. (A) VICs humanas se transdujeron con lentivirus pLVX (vector vacio) y pLVX-LOX (pLOX),
se cultivaron durante 6 dias y posteriormente se lisaron. Sobre la MEX generada se sembraron VICs
que se expusieron a condiciones osteogénicas. Se muestran imagenes representativas de la tincion
rojo de alizarina, asi como el analisis de su cuantificacion mostrado en el grafico de barras (n=9).
Los resultados se expresan como media +SEM. *p<0,001: vs. M-LVX. (B) VICs se expusieron a medio
OM suplementado con el 33,33% del medio condicionado de células transducidas con pLVX (SN-
LVX) o pLVX-LOX (SN-LOX). Se muestran imagenes representativas de la tincion rojo de alizarina
de VICs expuestas a medio OM asi como su cuantificacion (n=15). Los resultados se expresan como
media +SEM. *p<0,001: vs. SN-LVX. Barras: 100 pum.

2.3. La transgénesis de LOX dirigida a CMLVs potencio el

desarrollo de aterosclerosis y calcificacion vascular

Los resultados expuestos en los apartados anteriores sugerian un papel
importante de la LOX en la calcificacion de las VICs, al menos en células en
cultivo, por lo que decidimos analizar si la LOX también tenia un papel relevante
en modelos in vivo. Para ello, utilizamos un modelo de ratéon generado por
nuestro grupo que sobreexpresaba la LOX en las CMLVs (TgLOX®MLY), A estos
ratones y a sus hermanos de camada de genotipo salvaje (WT) les indujimos
aterosclerosis e hiperlipidemia mediante la inyeccion intravenosa de particulas
AAV-PCSK9P¥# junto a la administracidon de una dieta rica en grasa y colesterol
durante 20 semanas (Figura 63A). En paralelo, se administré suero salino a los
grupos control formados por ratones WT y TgLOXMLY que se alimentaron con la
misma dieta (Figura 63A).
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Figura 63. Inducciéon de hiperlipidemia y aterosclerosis mediante inyeccion de virus
adenoasociados (AAV) que codifican para una forma mutada de ganancia de funcién de la
PCSK9 (PCSK9™74Y) combinada con una dieta rica en grasa y colesterol. Se inyecté por via
intravenosa AAV-PCSK9P%7#Y o suero salino a los ratones control (WT) y transgénicos de LOX
(TgLOX) y se administré una dieta rica en grasa y colesterol durante 20 semanas. (A) Esquema
representativo del disefio experimental. (B) Seguimiento del peso corporal de los diferentes grupos
experimentales. (C) Niveles plasmaticos de la proteina PCSK9 humana (hPCSK9) en los ratones
transducidos con AAV-PCSK9P¥#, (D) Niveles proteicos del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) a nivel hepatico determinados por Western Blot. Se muestran los niveles de (3-
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actina como control de carga. (E y F) Niveles plasmaticos de colesterol total (E) y triglicéridos (F).
Los resultados se expresan como media+SEM. (Suero salino n=6, PCSK9P¥4Y n=15). p<0,01: *vs. t=0;
# vs. ratones salino.

Durante el experimento se realizd seguimiento semanal del peso
corporal, que evidencidé un incremento progresivo en los cuatro grupos
experimentales sin diferencias significativas entre ellos (Figura 63B). La forma
humana de la proteina PCSK9 aumento en el plasma de los animales a los que se
administro el vector adenoviral desde la primera semana de la inyeccion y se
mantuvo estable hasta el final del experimento (Figura 63C). Asimismo, la
sobreexpresion de PCSK9P¥#Y redujo de manera drastica los niveles hepaticos del
receptor de LDLs que fueron virtualmente indetectables por Western Blot en estos
animales (Figura 63D). Los animales PCSK9P¥4Y mostraron niveles plasmaticos
de colesterol total y triglicéridos significativamente superiores al grupo control
desde la primera semana de la inyeccion (Figura 63 E y F).

2.3.1. Latransgénesis de LOX potenci6 el desarrollo de aterosclerosis
Transcurridas 20 semanas de experimento, se realizd ultrasonografia para
determinar la presencia de lesiones aterosclerdticas a nivel de arco adrtico (Figura
64A). Los analisis de ultrasonografia revelaron la presencia de lesiones en el arco
y en las tres principales ramificaciones. El didmetro luminal de la arteria
braquiocefalica disminuyd significativamente en ambos grupos experimentales
(WT y TgLOXMLY) respecto al didmetro luminal basal lo que indicaba la
presencia de lesiones ateroscleroticas (Figura 64A). Sin embargo, no se apreciaron
diferencias significativas entre ambos grupos experimentales a tiempo final
(Figura 64A). Tras el sacrificio, pudimos apreciar que los animales transducidos
con PCSK9P7#Y y sometidos a dieta presentaban lesiones ateroscleroticas en el
arco adrtico a diferencia de los animales control (Figura 64B).
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Figura 64. Ultrasonografia y examen post mortem del desarrollo de lesiones aterosclerdticas en
los animales alos que se administr6 adenovirus y dieta aterogénica. (A) Imagenes representativas
de ultrasonografia de la arteria braquiocefalica en ratones WT y TgLOX®™LV transducidos con
PCSK9P¥#Y y alimentados con una dieta aterogénica durante 20 semanas. El grafico de barras
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muestra el analisis del didmetro de la luz de la arteria braquiocefalica al inicio y al cabo de 20
semanas de tratamiento de los ratones WT (barras blancas) y TgLOXMLV (barras negras). Los
resultados se muestran como media+SEM (n= 15). *p<0,05: vs. t=0. (B) Imagenes macroscopicas
representativas de las aortas durante el sacrificio en las que se aprecian lesiones en los animales
transducidos con PCSK9P¥#Y durante 20 semanas.

Analizamos de manera mas exhaustiva el efecto de la transgénesis de
LOX en el desarrollo de aterosclerosis mediante la tincion O.R.O. de aortas
expuestas en face (Figura 65A). El andlisis reveld que la sobreexpresion de LOX
favorecid el desarrollo de la aterosclerosis (Figura 65B). La sectorizacion de la
aorta en 3 regiones (arco adrtico, aorta tordcica y aorta abdominal) permitié
apreciar que las diferencias mas significativas se producian a nivel de la aorta
abdominal (Figura 65B).
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Figura 65. La transgénesis de LOX potencié el desarrollo de aterosclerosis. (A) Imagenes
representativas de la tincion O.R.O. de aortas expuestas en face de ratones WT y TgLOXMLV (Tg).
Las lineas de puntos blancos representan la sectorizacién de la aorta en: arco aértico, aorta toracica
y aorta abdominal. (B) Analisis planimétrico de la cuantificacién de la tinciéon O.R.O. en toda la
aorta y en las regiones mencionadas. Los resultados se expresan como media+SEM (n=12). *p<0,05:
vs. WT-PCSK9P¥4Y,

23.1.1.  La transgénesis de LOX promovié mayor entrecruzamiento de

colageno y estrés oxidativo en lesiones de las raices adrticas
Analizamos las caracteristicas de las lesiones ateroscleroticas de diferentes lechos
vasculares. En primer lugar, nos centramos en las lesiones presentes en la raiz
aortica de estos animales (Figura 66A). El andlisis de la extension de las lesiones
no reveld diferencias significativas entre los ratones WT y TgLOXMLV (Figura
66B). Sin embargo, las lesiones de ratones transgénicos presentaban un mayor
grado de entrecruzamiento de colageno tal como determind la tincién rojo sirio
bajo luz polarizada (Figura 66C). La tinciéon de von Kossa evidencié la ausencia
de mineralizacién en este lecho vascular en ambos grupos experimentales (Figura
66A).
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Figura 66. La sobreexpresion LOX promovio el entrecruzamiento de colageno en las lesiones
ateroscleroticas de la raiz adrtica. (A) Imagenes representativas de secciones de raices aorticas
tenidas con hematoxilina-eosina (H-E), rojo sirio y von Kossa de animales control (WT) y
TgLOXMLV (Tg). Barra: 100 pm. (B) Cuantificacion del area de lesién aterosclerética de los ratones
WT (barras blancas) y TgLOXMMW (barras negras). (C) Cuantificacion del grado de
entrecruzamiento del colageno visualizado con luz polarizada. Los resultados se expresan como
media+SEM (WT n= 14; TgLOX MLV n=13-16). *p<0,05: vs. WT-PCSK9P74Y,

Debido a que las lesiones de animales que sobreexpresaban LOX
presentaban un coldgeno mads entrecruzado, relacionado con la mayor actividad
de esta enzima, decidimos evaluar el estrés oxidativo en esta regiéon mediante la
tincion DHE (Figura 67). Cabe destacar que trata de una regién sometida a
elevado estrés por las fuerzas hemodindmicas que operan en esta zona. A pesar
de esto, observamos un aumento en el nivel del anién superoxido en las lesiones
de ratones TgLOX®MMV respecto a los WT (Figura 67) lo que sugeria la
contribucion de la LOX a este mayor estrés oxidativo.
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Figura 67. Niveles de anion superdxido en lesiones ateroscleroticas de raices adrticas. Imagenes
representativas de la fluorescencia detectada tras la tincién con DHE y el resultado de su
cuantificacién en secciones de raices aérticas de animales control (WT, barras blancas) y TgLOXMLV
(Tg; barras negras) captadas mediante microscopia confocal. Las lineas de puntos blancas delimitan
el area considerada en el analisis cuantitativo. Barra: 100 um. Los resultados se expresan como
media+SEM (WT n= 9; TgLOX MLV n= 14). *p<0,05: vs. WT-PCSK9P¥4Y,

2.3.1.2.  La transgénesis de LOX promovié mayor infiltrado inflamatorio en
lesiones aterosclerédticas del arco adrtico

Analizamos secciones longitudinales del arco adrtico para determinar las
caracteristicas de las lesiones. La extension de las lesiones fue similar en animales
TgLOXMY v WT (Figura 68A). Sin embargo, las lesiones de los ratones
transgénicos presentaban un mayor infiltrado inflamatorio (células CD68
positivas) (Figura 68B). El contenido de CMLVs (a-SMA +) en estas lesiones
también era mayor (drea a-SMA +) (Figura 68C).
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Figura 68. Analisis del area de la lesion, el infiltrado inflamatorio y el contenido de CMLVs en
placas ateroscleroticas del arco adrtico. (A) Imagenes representativas de la tinciéon hematoxilina-
eosina y cuantificacién de la extension de la lesién (n= 7). (B-C) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica para determinar el contenido de células CD68 positivas (n= 6) y a-SMA
positiva (WT n=6 y TgLOX n=7) asi como su cuantificacién, B y C respectivamente. Los resultados
se expresan como media+SEM *p<0,05: vs. ratones WT-PCSK9P%74Y, Barras: 100 pum.

2.3.1.3. La transgénesis de LOX favorece la formacion de lesiones con mayor
infiltrado inflamatorio y mayor cubierta fibrosa en la arteria
braquiocefilica
Finalmente, analizamos las caracteristicas de las lesiones desarrolladas en la
arteria braquiocefalica (Figura 69). Como en el arco adrtico, no se observaron
diferencias significativas en el tamano de la lesion (Figura 69). Sin embargo, se
detectd un incremento significativo del infiltrado inflamatorio (MCP1 y CD68) en
las lesiones de los ratones transgénicos (Figura 69). Lo mas destacado, sin
embargo, fue que el contenido de CMLVs (drea a-SMA +) era significativamente
mayor en las lesiones de los animales TgLOXMLV (Figura 69).
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El mayor contenido de CMLVs de las lesiones ateroscleréticas, nos llevo
a analizar la cubierta fibrosa de las placas. Medimos el grosor de esta capa en las
lesiones. Las cubiertas fibrosas de las lesiones de los animales transgénicos eran
significativamente mas gruesas que las de los animales control (Figura 70).
Ademas, determinamos que las cubiertas fibrosas de las lesiones de los animales
transgénicos presentaban mas infiltrado inflamatorio y mayor marcaje de 8-oxo-
deoxiguanosina, un marcador de dafno en el ADN causado por estrés oxidativo
(Figura 70).
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Figura 69. Impacto de la transgénesis de LOX en la aterosclerosis de la arteria braquiocefalica.
Las arterias braquiocefalicas se tifieron con hematoxilina-eosina (H-E) (WT n=17; TgLOX n=16) y
se realizaron inmunotinciones para determinar la expresion de MCP1 (WT n= 8; TgLOX n=7), el
contenido de células positivas para CD68 (WT n=10; TgLOX n= 8) y para a-actina de musculo liso
(WT n= 15; TgLOX n= 15). Los graficos de barras (paneles inferiores) representan los analisis
cuantitativos de las tinciones indicadas. Los resultados se expresan como media+SEM. *p<0,05: vs.
ratones WT transducidos con PCSK9P%74Y, Barras: 100 pm.
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Figura 70. Efecto de la transgénesis de LOX en las caracteristicas de la cubierta fibrosa de las
placas ateroscleroticas. Se realizaron andlisis inmunohistoquimicos para determinar la presencia
de CMLVs en la cubierta fibrosa y estimar su grosor (WT n= 7, TgLOX n= 8), asi como
determinamos la expresion de MCP1 (WT n= 7, TgLOX n= 8) y el contenido en células positivas
para 8-oxo-deoxiguanosina (8-oxo-Dg) (WT n= 7, TgLOX n= 8) en arterias braquiocefalicas de
ratones WT o TgLOX (Tg). Los graficos de barras (paneles inferiores) representan los analisis
cuantitativos de las tinciones indicadas. Los resultados se expresan como media=SEM. *p<0,05: vs.
ratones WT transducidos con PCSK9P%74Y, Barras: 100 pum.

2.3.2. La transgénesis de LOX aumenté la mineralizacion de las lesiones
aterosclerdticas
Analizamos el efecto de la transgénesis de LOX sobre la calcificaciéon asociada a
la aterosclerosis en los animales transducidos con AAV-PCSK9P%74Y alimentados
con una dieta aterogénica. Para ello, evaluamos la presencia de calcio en la aorta
de los ratones después a las 20 semanas de induccion de aterosclerosis. Asi,
utilizamos la sonda fluorescente de calcio OsteoSense 680EX, que se une con alta
afinidad a los cristales de hidroxiapatita. Este compuesto se administr6 24 horas
antes del sacrificio. Se extrajo y se fijo el conjunto aorta-corazén y se determiné
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la sefal fluorescente mediante NIRF. Observamos que la deposicion de calcio era
mayor en las aortas de los ratones TgLOX®V (Figura 71).
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Figura 71. La transgénesis de LOX aumentd la calcificacion en las lesiones ateroscleréticas.
Imagenes representativas obtenidas mediante NIRF en aortas de ratones control (WT) y TgLOXMLV
(Tg) a los que se habia administrado el trazador de calcio OsteoSense™ 680 ex 24 horas antes del
sacrificio y transcurridas 20 semanas de la induccién de aterosclerosis mediante particulas
adenoviricas y dieta aterogénica. Los resultados se expresan como media + SEM (WT n=8; Tg n=
5). *p<0,05: vs. ratones control.

También, analizamos los niveles de expresion de marcadores
implicados en el proceso de calcificaciéon como Runx2, Opn, Alpl en las aortas de
estos animales. Observamos un incremento similar de la expresion de estos
marcadores en ambos grupos transducidos con adenovirus respecto los grupos a
los que se administré suero salino (Figura 72A).

De manera similar, detectamos un aumento de la expresién de
marcadores relacionados con el remodelado de la MEX (Lox, Colageno Ial y la
enzima Plod (Lisina hidroxilasa 1)) y de mediadores inflamatorios (1I115, Mcp1 e
II-6) en ambos grupos transducidos con adenovirus respecto a los que se
administré salino, sin diferencias significativas entre ellos (Figura 72 By C).
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Figura 72. Niveles de expresion de marcadores de calcificacion, de entrecruzamiento de colageno
y de inflamacion en aortas de ratones control y TgLOX®MV, Niveles de ARNm de (A) marcadores
de calcificacion (Runx2, Opn, Alpl), (B) marcadores relacionados con el entrecruzamiento de
colageno (Lox, Collal, Plod) y (C) marcadores inflamatorios (II18, Mcp1 e II-6) mediante PCR a
tiempo real en aortas de ratones control (WT) y TgLOXMV transducidos con AAV-PCSK9P¥4Y o
tratados con suero salino y sometidos a una dieta aterogénica (20 semanas). Los resultados se
expresan como media+SEM (salino n= 9-12; PCSK9 n= 10-13). p<0,05: *vs. ratones WT del grupo
salino; # vs. ratones salino TgLOXMLV,
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2.3.2.1.  La transgénesis de LOX aumento la mineralizacion de las lesiones
aterosclerdticas del arco adrtico
Los resultados obtenidos con la sonda Osteosense 680EX evidenciaron que la
calcificacion se producia sobre todo a nivel del arco adrtico. Analizamos también
la mineralizacion de las placas aterosclerdticas en cortes longitudinales de esta
region. Tras la tincion de von Kossa y la incubacion con la sonda fluorescente
OsteoSense 680EX observamos mayor area calcificada en los arcos de ratones
transgénicos respecto a los WT (Figura 73).
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Figura 73. La transgénesis de LOX favorecio la calcificacion de las lesiones ateroscleroticas.
Imagenes representativas de la tincién von Kossa (WT n= 6; TgLOX n=7) y Osteosense™ 680 EX
(WT n=7; TgLOX n= 7) para determinar la calcificaciéon de las lesiones ateroscleroticas del arco
adrtico de ratones control (WT) y TgLOX transducidos con AAV-PCSK9P¥#Yy alimentados con
dieta aterogénica. Los graficos de barras muestran el analisis cuantitativo de la calcificaciéon. Los
resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05: vs. ratones control. Barras: 100 pum.

Decidimos caracterizar estas lesiones, asi como las propiedades de la
MEX. Los andlisis inmunohistoquimicos evidenciaron un mayor contenido del
marcador de calcificacion RUNX2 en lesiones de animales transgénicos (Figura
74), que también presentaban mayor contenido de glucosaminoglicanos (4rea
azul de la tincién de pentacrémico de Movat) y de coldgeno mas entrecruzado
(Figura 74).
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Figura 74. La transgénesis de LOX aument6 el nivel del marcador osteogénico RUNX2, el
contenido de glucosaminoglicanos y el entrecruzamiento de colageno en las lesiones
ateroscleroticas del arco aodrtico. Imagenes representativas de los analisis inmunohistoquimicos
para RUNX2 (WT n= 6 y TgLOXMLY n=7) y las tinciones de pentacrémico de Movat (n="7) y rojo
sirio (n=7) de lesiones de arco aértico de animales control (WT, barras blancas) y TgLOXMV (barras
negras). El rojo sirio se capt6 con luz visible (paneles de la izquierda) y luz polarizada para estimar
el grado de entrecruzamiento del colageno (paneles de la derecha). Los graficos de barras de la
parte inferior muestras los andlisis cuantitativos. Los resultados se expresan como media + SEM.
*p<0,05: vs. ratones WT. Barras: 100 pm.

2.3.2.2.  LOX favorece la calcificacion de las lesiones aterosclerdticas de las
arterias braquiocefilicas
Evaluamos el impacto de la transgénesis de LOX en la mineralizacion de las
placas ateroscleroticas de la arteria braquiocefdlica. Como ya se ha indicado la
incidencia de calcificacion en este lecho vascular es baja. No obstante, tanto la
tincion de von Kossa como la de la sonda fluorescente OsteoSense 680EX
evidenciaron un incremento en la incidencia de calcificacion en las lesiones de los
animales transgénicos 75% wvs. 27,27%. Ademads, el darea calcificada era
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significativamente mayor en las arterias braquiocefdlicas de los animales
TgLOXM (Figura 75).
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Figura 75. Impacto de la transgénesis de LOX en la calcificacién de la arteria braquiocefalica. Se
analizé la presencia de calcificacién y su extension con la tincion de von Kossa y la sonda
OsteoSense 680 EX (WT n=11; TgLOX n= 8) asi como las células positivas para RUNX2 (WT n=7;
TgLOX n=8) y el drea positiva para OPN (WT n= 16, TgLOX n= 16). Se muestra un campo de la
lesidn tras la inmunotincion para RUNX2 a mas aumento (imagen de la derecha). Los graficos de

barras muestran los analisis cuantitativos. Barra: 100 um. Los resultados se expresan como media
+ SEM. *p<0,05: vs. WT-PCSK9P74Y,

El andlisis inmunohistoquimico de marcadores de calcificacion
evidencié un resultado similar ya que las lesiones de ratones TgLOXMLV tenian
un mayor contenido de células RUNX2 positivas respecto a las lesiones WT
(Figura 75). Sin embargo, no observamos diferencias en el contenido de OPN
entre ambos grupos experimentales (Figura 75).

Las lesiones ateroscleroticas de las arterias braquiocefalicas de animales
transgénicos mostraron un mayor contenido glucosaminoglicanos y colageno
mas entrecruzado (Figura 76). El analisis del marcador de proliferacion Ki67 no
evidencio diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 76).
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Figura 76. La transgénesis de LOX promovié un aumento de contenido de glucosaminoglicanos
y un mayor entrecruzamiento de colageno en las lesiones aterosclerdticas de la arteria
braquiocefalica. Se cuantificd el area de glucosaminoglicanos (area azul en el pentacromico de
Movat) (n= 8), el entrecruzamiento de colageno (n= 8) y el marcador de proliferacién Ki67 (WT n=
9; TgLOX n= 10). Los graficos de barras muestran los analisis cuantitativos. Barra: 100 um. Los
resultados se muestran como media + SEM. *p<0,05: vs. WT-PCSK9P74Y,

2.3.2.2.1. La transgénesis de LOX no afecta a los niveles plasmaticos de los marcadores
de calcificacion

Ademas, medimos los niveles circulantes de parametros relacionados con el
metabolismo mineral. Los resultados evidenciaron que, transcurridas 20
semanas, tanto los animales WT como TgLOX®MM presentaban niveles
significativamente incrementados de osteoprogeterina (OPG) y fosfato, factores
procalcificantes (Figura 77). En cambio, ambos grupos presentaron una
disminucion similar del inhibidor de la calcificacion DKK-1 (Figura 77). No se
observaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de calcio.
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Figura 77. Parametros circulantes relacionados con el metabolismo mineral en los animales a los
que se indujo aterosclerosis. Niveles plasmaticos de DKK-1, fosfato, osteoprogeterina (OPG) y
calcio de animales control (WT, barras blancas) y transgénicos para LOX (TgLOX; barras negras)
antes y después de 20 semanas de transduccion con AAV-PCSK9P%7#Y y dieta aterogénica. Los
resultados se expresan como media+SEM (n= 13-15). *p<0,05: vs. ratones del mismo genotipo a
tiempo inicial.
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1. Implicacion del receptor nuclear NOR-1 en la
aterosclerosis y la calcificacion cardiovascular

La calcificacion cardiovascular se ha convertido en un importante problema de
salud con alta mortalidad y cuya prevalencia va en aumento (244).
Desafortunadamente, no existen estrategias terapéuticas dirigidas a su
prevencién o tratamiento (245). De hecho, en la calcificacion cardiovascular la
Unica opcion terapéutica es la cirugia invasiva que supone un considerable
desembolso econdmico para el sistema nacional de salud y, ademads, no es
efectiva para todos los tipos de calcificacion (244). El desarrollo de calcificacion
es un proceso activo en el cual participan diversas vias de sefializacion y procesos
celulares, por lo que puede considerarse que existen multiples potenciales dianas
terapéuticas (244). Entre los procesos bioldgicos implicados se incluye el
remodelado de la MEX, el estrés del reticulo endoplasmatico, la alteracion del
metabolismo lipidico y mineral, la autofagia, la inflamacion, la apoptosis, la
pérdida de la inhibiciéon de la mineralizacion, la alteracién de la resorcion
mineral, la senescencia celular y las vesiculas extracelulares (244). Estudios
previos desarrollados por nuestro grupo han descrito la implicacion de NOR-1
en la fisiopatologia de una gran variedad de enfermedades cardiovasculares
(81,88). Sin embargo, se desconocia si NOR-1 participa en la calcificacion
cardiovascular.

RUNX2 es un factor de transcripcion fundamental que dirige el proceso
de calcificacion valvular en las etapas iniciales a través del control de la
transdiferenciacion osteogénica, ya que promueve la activacion de mediadores y
marcadores de calcificacion como OPN y ALPL (246,247). En este contexto,
analizamos la relacién del factor de transcripcion NOR-1 con la calcificacién
valvular en valvulas con bajo y alto grado de calcificacion de pacientes sometidos
a cirugia valvular. Los andlisis de Western Blot revelaron un incremento
significativo de la expresion de NOR-1 en las valvulas muy calcificadas que fue
concomitante con el aumento de los marcadores caracteristicos de la calcificacion,
RUNX2 y OPN. Los estudios histoldgicos revelaron un resultado similar ya que
se aprecio una elevada expresion de NOR-1 en zonas muy proximas a la
calcificacion (areas von Kossa positivas). Ademas, el marcaje positivo de NOR-1
se localizaba en regiones que presentaban elevada expresion de RUNX2 y
vimentina (marcador de VICs). Coherentemente, en las valvulas con bajo grado
de calcificacion no se detectd expresion significativa de ambos factores de
transcripcion (NOR-1 y RUNX2). Estos resultados sugieren una posible relacion
entre la expresion de NOR-1 y el proceso de calcificaciéon dirigido por RUNX2.
Sin embargo, no indican en qué sentido ya que podria ser un mediador de la
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calcificacion o bien podria participar en un mecanismo de retroalimentacion
negativa del proceso.

Por ello, profundizamos en los mecanismos implicados en la
calcificacion en cultivos de VICs en las que la induccidn de calcificacion aumento
la expresion de NOR-1 de forma concomitante con el aumento de expresion de
los marcadores osteogénicos (RUNX2, OPN, BGLAP). Ademas, abordamos
estrategias de ganancia y pérdida de funcion que evidenciaron que NOR-1 seria
un regulador negativo de la calcificacion. Asi, el silenciamiento génico de NOR-
1 en VICs expuestas a medio de calcificacion potencié la induccion de marcadores
osteogénicos y la mineralizacion de la MEX. Sin embargo, la sobreexpresion
lentiviral de este factor de transcripcion indujo el efecto contrario ya que atenud
la calcificacion de la MEX asi como la induccion de los marcadores osteogénicos.
Curiosamente el estimulo de calcificacion indujo los niveles de expresion de la
IL-6, marcador proinflamatorio implicado en la transdiferenciacion osteogénica
(243). La IL-6 es una citoquina proinflamatoria cuya expresion estd aumentada
en las valvulas calcificadas. Esta citoquina se expresa y secreta durante el proceso
de mineralizacion como factor procalcificante (243,248,249) regulada por NF-«B,
via de sefializacidn relacionada con el proceso de calcificacién (249). Por lo tanto,
los resultados sugieren que NOR-1 jugaria un papel importante como modulador
que previene o reduce la calcificacion. La calcificacion es un proceso complejo en
el que se produce un desequilibrio entre los factores que promueven la
calcificacion y aquellos que la inhiben (32). En este contexto, NOR-1 actuaria
sobre ese balance atenuando la mineralizacion.

Existe una estrecha relacion entre la aterosclerosis y la calcificacion
vascular, de hecho, esta ultima suele ser evidente en etapas avanzadas del
proceso aterosclerdtico (7,56). Nuestro grupo describié anteriormente el
incremento de la expresion de NOR-1 en lesiones ateroscleroticas de arterias
coronarias de pacientes con cardiopatia isquémica (91). No obstante, se
desconoce la posible relacion entre este factor de transcripcion y la calcificacion
asociada a la aterosclerosis. Asi, analizamos la expresion de NOR-1 en lesiones
ateroscleroticas calcificadas de arterias femorales humanas y observamos una
elevada expresion de este receptor nuclear en zonas cercanas a dreas calcificadas.
Ademas, NOR-1 se localizaba en regiones que contenian CMLVs positivas para
RUNX2 lo que apoya la hipdtesis de la interrelacién entre NOR-1 y RUNX2
durante el proceso osteogénico. En efecto, se confirmd que NOR-1, RUNX2, IL-6
y el resto de marcadores osteogénicos se inducen en CMLVs cultivadas en
condiciones osteogénicas como sucedia en VICs calcificadas.

Nuestro grupo ha descrito que el factor de transcripcion NOR-1
participa en la regulacion de diferentes procesos implicados en el desarrollo de
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la lesion aterosclerdtica y modula la actividad de las células endoteliales, las
CMLVs, las células inflamatorias y las células del sistema inmune (81,88). La
sobreexpresion de NOR-1 promueve la proliferacion de las CMLVs humanas lo
que se constatdo en CMLVs murinas (91,148). De hecho, en un raton transgénico
que sobreexpresa NOR-1 humano especificamente en CMLVs determinamos que
este factor de transcripcion agrava el remodelado vascular inducido por ligadura
de arteria carotida (148). Posteriormente y en concordancia, otros autores
confirmaron el efecto proliferativo de NOR-1 a través de la regulacion de genes
clave en la progresion del ciclo celular (149,250). En el contexto de la calcificacion
vascular, la inducciéon de calcificacion en CMLVs y anillos adrticos que
sobreeexpresaban NOR-1 evidencié una disminuciéon de la induccién de los
marcadores osteogénicos y una reduccion de la deposicion de calcio tanto in vitro
como ex vivo, como sucedia en VICs. Se ha de destacar que en condiciones basales
las CMLVs que sobreexpresaban NOR-1 tenian niveles de expresién mas bajos
de los marcadores osteogénicos que las células WT lo que también sugiere una
regulacion negativa de NOR-1 sobre la calcificacion. Ademas, la sobreexpresion
de NOR-1 disminuy¢ la expresion de la II-6 en las CMLVs murinas. Este hallazgo
se relaciona con nuestros resultados previos que mostraban un efecto
antiinflamatorio de NOR-1 en CMLVs a través de la interferencia de la via de
senalizacion NF-kB y la consecuente disminucion de la expresion de diversas
citoquinas y quimioquinas, entre ellas la II-6 (88,93). En la calcificacion juega un
papel importante la inflamacion y la activacion de la via NFxB (249). Por lo tanto,
estos resultados sugieren que NOR-1 podria interferir en la activacion de NF-kB
en el proceso de mineralizacion. Esta atenuacion de la diferenciacion osteogénica
mediada por NOR-1 difiere del efecto descrito para Nur77 en la calcificacion
(67,179). Sin embargo, no resulta sorprendente que los tres miembros de la
familia NR4A se asocien con efectos dispares ya que se han descrito con
frecuencia efectos antagdénicos de Nur77 y NOR-1 sobre todo a nivel de la
restenosis (251,252). En la calcificacién inducida por lactato de las CMLVs se ha
descrito la induccién de Nur77 que parece favorecer la transicion osteoblastica y
la deposicion de calcio en la MEX (57,179). Ademas, en este estudio mostraron
que Nur77 presenta mayor expresion en las arterias calcificadas de modelos
animales (57). También se ha descrito la expresion de Nur77 en la diferenciacion
osteoblastica durante el mantenimiento de la homeostasis 6sea (253). Asimismo,
se ha propuesto a Nurr77 como uno de los factores de transcripcion que modulan
la diferenciacion de células mesenquimales a osteoblastos que es imprescindible
para la mineralizacion de la MEX (254). Nurr77 también parece jugar un papel
fundamental en la homeostasis de los osteoclastos ya que dificulta su
reclutamiento y retrasa la osteopenia (180). Ademas, la expresion de Nurrl y
Nur77 en osteoblastos, se ha asociado con procesos de maduracidn osteoblastica
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y osteoblastogénesis (255). Respecto a Nurrl, en el estudio Rotterdam se analizo6
la correlacion de diferentes haplotipos de este factor de transcripcion con la
aparicion de eventos cardiovasculares. Si bien no se observé relacion de los
haplotipos de Nurrl con los eventos coronarios, el engrosamiento de la media o
la aterosclerosis carotidea (256), sin embargo, se detectdé una tendencia que
parecia asociar los haplotipos de Nurrl con la aparicion de calcificacion, aunque
en el estudio no alcanz6 significacion estadistica (256). También, se habia descrito
la regulacion por Nurrl del promotor de la OPN, gen implicado en el remodelado
0seo, en lineas celulares de osteoblastos (253). Nurrl se ha propuesto como gen
de induccion temprana en osteoblastos tras la inducciéon de calcificacion por la
hormona paratiroidea (PTH) y como factor de transcripcion que induce la
expresion de FGF23, implicado en la calcificacion de estas células (257).
Asimismo, parece que la induccién de Nurrl se acenttia en células osteoblasticas
de craneo de ratones COX-27 que tienen mayor sensibilidad a la induccién de la
calcificacion por PTH (258). No obstante, no existen estudios en la literatura en
los que se describa cdmo afectan estos receptores nucleares a la calcificacion
cardiovascular, por lo tanto, los resultados mostrados en el presente estudio son
novedosos y aportan informacion relevante para comprender la fisiopatologia
del proceso.

Ademas de evaluar el impacto del factor de transcripcion NOR-1 en la
mineralizacién de las CMLVs abordamos las consecuencias de la sobreexpresion
de NOR-1 en la pared sobre la aterosclerosis y la calcificacion in vivo. Para ello,
utilizamos una estrategia innovadora que evita la necesidad de cruzar nuestros
ratones transgénicos con animales susceptibles al desarrollo de aterosclerosis
como los ratones ApoE" y LDLR" (239,259,260). Esta estrategia consiste en la
administracion de una tinica inyeccion de un vector virico adenoasociado que
contiene una forma mutada de ganancia de funcién de la proteina PCSK9
humana (AAV-PCSK9P¥4Y) en combinaciéon con una dieta aterogénica, una
aproximacién validada previamente como modelo de calcificacidon vascular en
ratén (260). En nuestro caso, esta estrategia nos permiti6 estudiar el efecto de
NOR-1 en la pared vascular en el contexto de hiperlipidemia y aterosclerosis a
partir de nuestra colonia de ratones TgNOR-1MLV. Observamos que esta
aproximacién producia un incremento significativo de los niveles de lipidos
(colesterol total y triglicéridos) circulantes y una reduccién dréstica de los niveles
de LDRL a nivel hepatico sin diferencias significativas entre animales WT y
TgNOR-1MV, Los niveles plasmaticos de la proteina PCSK9 humana también
fueron similares en ambos genotipos lo que evidenci6é que la transgénesis de
NOR-1 no interfirid en la sobreexpresion hepatica de esta proteina.
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Aungque la transgénesis de NOR-1 no afectd a los lipidos plasmaticos, si
observamos una disminucion significativa de la extension de la lesion
aterosclerdtica en los animales que sobreexpresaban NOR-1 analizada mediante
la tincion O.R.O. en aortas expuestas en face. Sobre todo, se observé menor
aterosclerosis en la region del arco aortico y de la aorta toracica. Asimismo, la
reduccion de la aterosclerosis se confirmo en secciones longitudinales del arco
adrtico y de la arteria braquiocefalica. En cambio, no observamos diferencias en
la extension de la lesion a nivel de la raiz adrtica. Estas diferencias podrian
deberse al diferente origen embrionario de las células de los diversos lechos
vasculares. Mientras las CMLVs de la aorta ascendente se generan a partir de la
cresta neural y las de la aorta descendente derivan de somitos, las células
valvulares derivan de células endocardicas que se originan a partir del
mesodermo lateral (261,262). Sus diferentes origenes podrian afectar a la
plasticidad de las CMLVs y a su susceptibilidad al desarrollo de aterosclerosis y
la mineralizacion de la MEX.

En cuanto a la relacién de NOR-1 y el desarrollo de aterosclerosis, otros
autores habian descrito que la deficiencia de este factor de transcripcion reducia
la aterosclerosis en ratones hipercolesterolémicos de la cepa ApoE"- debido a la
menor capacidad de adhesién de monocitos a la pared vascular (133). De hecho,
estos autores relacionaban NOR-1 con la expresion moléculas de adhesion
vascular (VCAM-1 e ICAM-1) que participan en la infiltracion de monocitos
durante la aterosclerosis. De esta manera, la deficiencia de NOR-1 reduciria la
expresion de estas moléculas de adhesion y retrasaria el proceso aterosclerdtico
(133). Nuestros resultados, sin embargo, son mas coherentes con los publicados
posteriormente por el mismo grupo que determiné cdmo la deficiencia de NOR-
1 en células hematopoyéticas agravaba la aterosclerosis (159). La delecion de
NOR-1 en células hematopoyéticas parece que potencia las propiedades
proaterogénicas de los macréfagos, promueve su proliferacion y la formacion de
células espumosas lo que acelera la progresion de la lesion (159). Ademas, NOR-
1 juega un papel clave en el sistema inmune ya que participa en el desarrollo y la
funcién de las células T reguladoras, el balance Treg/Th17 y la respuesta de los
linfocitos T al unirse las LDLox a CD69 lo que desencadena efectos
antiateroscleroticos y antiinflamatorios (95,165). En los ultimos afios ha suscitado
interés el impacto de NOR-1 en el remodelado y la aterosclerosis donde parece
ejercer diferente papel dependiendo del tipo celular estudiado. Asi, la
sobreexpresion de NOR-1 de manera especifica en CMLVs parece reducir la
aterosclerosis inducida por la hiperlipidemia.

Las lesiones ateroscleréticas de los ratones TgNOR-1MY mostraban un
menor infiltrado inflamatorio, lo que resulta coherente con los resultados
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obtenidos en células en cultivo. Los niveles de expresion de los mediadores
inflamatorios en la pared vascular también eran significativamente inferiores en
los ratones transgénicos. De hecho, basalmente ya se apreciaba menor expresion
de estos marcadores en los ratones TgNOR-1MLV, Este efecto antiinflamatorio
parece retrasar el desarrollo de la aterosclerosis ya que estos mediadores resultan
esenciales en las etapas iniciales del proceso (7). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren un efecto antiinflamatorio de NOR-1 en la aterosclerosis. Nuestro grupo
ya describid que la transgénesis de NOR-1 atenuaba la respuesta inflamatoria de
la pared vascular frente a un estimulo proinflamatorio como el LPS y lo relaciond
con la atenuacién de la activacion de la via NF-kB (93). Otro de los procesos clave
en la aterosclerosis es la migracion y proliferacion de CMLVs de la media hacia
la intima. Aunque la sobreexpresion de NOR-1 se ha relacionado con la
proliferacion y la migracion de las CMLVs, en las lesiones aterosclerdticas de
ratones TgNOR-1™V de nuestro estudio no detectamos diferencias en el
contenido de CMLVs respecto a las lesiones de los ratones WT. En concordancia
con esto, no detectamos diferencias en la expresion de Ki67, marcador de
proliferacion celular.

Por ultimo, caracterizamos las consecuencias de la transgénesis de NOR-
1 sobre el desarrollo de calcificaciéon. Para ello, medimos los niveles circulantes
de pardmetros relacionados con el metabolismo mineral en ratones transgénicos
y WT. Los resultados mostraron una inducciéon de marcadores de calcificacién
(OPG y fosfato) y la disminucion del inhibidor de calcificacion DKK-1 en ambos
genotipos sin diferencias significativas entre ellos, cambios previamente
descritos (inyeccién de AAV-PCSK9P¥#Y combinada con dieta rica en grasa) (260).
El estudio de la calcificacion vascular, utilizando la sonda fluorescente
OsteoSense 680 EX, evidencié que los ratones que sobreexpresaban NOR-1
presentaban significativamente menos calcificacion. La disminucién de la
mineralizacién se observo principalmente en la region del arco adrtico que se
caracteriza por mostrar una alta susceptibilidad a la mineralizacion ectopica. Este
resultado se confirmo al analizar la calcificacion en secciones longitudinales de
arco adrtico. También se pudo evidenciar menor mineralizacién en las lesiones
de las arterias braquiocefalicas de los animales transgénicos, aunque la incidencia
de calcificacion en este lecho vascular era mucho menor (10% en transgénicos y
20% en WT). Como se ha publicado, para conseguir un alto grado de
mineralizacion en las arterias braquiocefalicas hubiera sido necesario alargar el
experimento a un minimo de 60 semanas (263). Finalmente, no pudimos evaluar
si NOR-1 afecta a la calcificacion de la raiz adrtica ya que en nuestro abordaje
experimental no se detecté deposicion de calcio en este lecho vascular.
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Las lesiones aterosclerdticas de los ratones TgNOR-1“MLV con menor area
calcificada presentaban también menor nivel de expresion de marcadores de
calcificacion (RUNX2 y OPN), como habiamos observado en las lesiones
ateroscleroticas humanas. Coherentemente, se determind que la sobreexpresion
de NOR-1 reducia significativamente la expresion de OPN a nivel de ARNm y
de proteina, tanto en inmunoblot como en inmunohistoquimica. Estos resultados
evidencian que NOR-1 ejerce una regulacion sobre la OPN opuesta a la descrita
para Nurrl, que ejerce una regulacion positiva sobre el promotor de este gen
(253).

La sobreexpresion de NOR-1 no solo redujo los marcadores
osteogénicos, sino que alterd el remodelado de la MEX. La MEX es muy
importante en el proceso de calcificacion vascular ya que no sélo actiia como
sustrato para la deposicion de calcio, sino que se comporta como una entidad
activa que modula la transdiferenciacion osteogénica y la mineralizacion
(233,264,265). De hecho, nuestro grupo ya habia descrito una asociacion entre la
calcificacion, el coldgeno y los enzimas que se encargan de su entrecruzamiento
(233). Observamos una reduccion del entrecruzamiento de coldgeno y menor
contenido de glucosaminoglicanos en las lesiones aterosclerdticas de los animales
transgénicos. Ambas caracteristicas se relacionan con el retraso en la formacion
de nddulos fibroadiposos que preceden a la mineralizacion de las placas (263).
En efecto, las lesiones ateroscleroticas de los ratones WT se caracterizaban por
presentar elevado contenido de glucosaminoglicanos y un alto grado de
entrecruzamiento de las fibras de coldgeno. En cambio, no detectamos diferencias
en la expresion de la enzima MMP2 en las placas aterosclerdticas entre ambos
genotipos. En este contexto, algunos estudios han descrito que los receptores
NR4A limitan la fibrosis ya que regulan negativamente la expresion de colagenos
y por lo tanto la produccion de MEX (266,267).

En resumen, la sobreexpresion del factor de transcripcion NOR-1
disminuye la calcificacion de células en cultivo y la calcificacion asociada a la
aterosclerosis inducida por la hiperlipidemia. Parece que NOR-1 no solo afectaria
a la expresion génica relacionada con la transdiferenciacion osteogénica de las
VICs y las CMLVs sino también a la organizacion de la MEX. Seria interesante
continuar con esta linea de investigacion para caracterizar mejor los mecanismos
moleculares y los genes/proteinas regulados por NOR-1 criticos en este proceso,
ya que podrian ser potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de la
calcificacion cardiovascular.
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2. Mecanismos que involucran a la LOX con la
aterosclerosis y la calcificacion cardiovascular

En la calcificacion cardiovascular las valvulas experimentan importantes
cambios fenotipicos ya que se engrosan, aumentan su rigidez y mineralizan.
Todo ello desencadena cambios hemodindmicos con consecuencias catastroficas
que conducen a la insuficiencia cardiaca, una enfermedad que si no se interviene
de forma temprana puede producir la muerte a corto plazo (268). Por ello, se
considera que la calcificacion es un buen indicador de eventos cardiovasculares
futuros y supone un gran problema de salud (269). Ademas, la mineralizacion de
la pared vascular es un proceso activo y altamente regulado en el cual participan
vias de sefializacion similares a las de la formacion del hueso (270). En particular,
la MEX juega un papel crucial en la patogénesis de la calcificacion no sélo actta
como soporte pasivo para la deposicion mineral sino como una entidad activa
que participa en la sefializacion (264). Concretamente, se ha descrito que el
colageno tipo I, componente principal de la MEX, es un factor condicionante de
la mineralizacion (270-273) que interviene como mediador de la sefializacion que
dirige la distribucion, la agregacion y la nucleacion de las vesiculas que
promueven la transdiferenciacién de CMLVs a células con fenotipo osteoblastico
(270). El mecanismo exacto por el cual las fibras de colageno favorecen la
mineralizacion se desconoce. Sin embargo, algunos autores apuestan por la
contribucién de los aminoacidos expuestos dentro y entre las fibras de colageno
como posibles reguladores del proceso. A su vez, la organizacion de sus fibrillas
también puede favorecer la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita (270). En
este contexto, destaca la actividad LOX que cataliza la conversion de los residuos
de lisina e hidroxilisina en aldehidos lo que desencadena el entrecruzamiento de
las fibrillas de colageno, y contribuye a la maduracion de la MEX (183,270).
Parece existir una estrecha relacion entre la calcificacion y la actividad LOX. Asi,
nuestro grupo describié que la LOX seria un factor critico en la deposicion de
calcio y la transdiferenciacién osteoblastica (183,233). Analogamente, otros
estudios sugieren que el coldgeno, y, sobre todo, su modificacién post-
traduccional favorece la mineralizacion ectopica (270,274).

La calcificacion de las valvulas comparte mecanismos con la
aterosclerosis como la infiltracion lipidica y la inflamacion (275). También se ha
descrito una estrecha relacion entre este tipo de calcificacion y la fibrosis que
experimenta el tejido (275). En este contexto, cobra especial importancia la LOX
que al catalizar el entrecruzamiento de colageno participa en el desarrollo de la
tibrosis en una gran variedad de enfermedades (183,185). Sin embargo, existen
muy pocos estudios que hayan analizado la contribucion de la LOX a la
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mineralizacion de VICs. Un trabajo previo que analizé los niveles de expresion
de LOX en valvulas sanas y calcificadas, no hall6 diferencias significativas (276).
Analisis histoldgicos, sin embargo, mostraron mayor expresion de la LOX en la
capa fibrosa de valvulas calcificadas (276). En nuestro estudio nos propusimos
analizar valvulas calcificadas de dos cohortes independientes de pacientes. Una
de las cohortes, formada por muestras de pacientes del Hospital Universitario de
Navarra, estaba compuesta por valvulas calcificadas procedentes de individuos
con estenosis aortica y por valvulas sanas de autopsias. El analisis de expresion
evidencio que las valvulas calcificadas presentaban mayor expresion de todos los
miembros de la familia de lisil oxidasas, siendo la LOX la enzima con mayor
expresion. LOX también fue la isoenzima mas expresada en las valvulas sanas.
Al analizar la expresion de estas isoenzimas en las diferentes regiones de la
valvula, la LOX fue el tinico miembro de esta familia que presentd diferencias de
expresion entre la region muy calcificada y la poco calcificada. Estos resultados
sugieren que la LOX podria jugar un papel mds destacado que las LOXLs en el
proceso de calcificacion, por lo que, nuestras siguientes investigaciones se
centraron exclusivamente en la LOX. En el andlisis de la segunda cohorte,
compuesta por muestras de valvulas de pacientes intervenidos en cirugias de
reemplazo valvular en el HSCSP que incluye valvulas poco y muy calcificadas,
observamos un incremento de la expresion de la LOX en las valvulas con mayor
grado de calcificacion. Ademads, éstas presentaban niveles mas elevados de los
marcadores osteogénicos, RUNX2 y OPN. Los anadlisis histoldgicos evidenciaron
resultados coherentes ya que se detectd una fuerte expresion de LOX en zonas
proximas a los nucleos de calcificacion (zonas von Kossa positivas) donde
colocalizaba con células positivas para RUNX2 y vimentina. Los analisis en cortes
de valvulas poco calcificadas revelaron escasa tincion para LOX y RUNX2. Estos
resultados ponen de manifiesto una asociacion entre el grado de calcificaciéon y
el incremento de expresion de la LOX. Se ha descrito una relaciéon entre el
desarrollo de CCV con niveles elevados de ROS. El estrés oxidativo parece activar
vias de sefializacion que favorecen la transdiferenciacion osteoblastica y aceleran
la mineralizacién (277-280). La actividad LOX contribuye a la generacién de ROS
(281-283). Observamos que las valvulas con mayor grado de calcificacion y
mayor expresion de LOX también tenian mas estrés oxidativo que las valvulas
poco calcificadas, lo que sugiere que la actividad LOX podria contribuir también
al desarrollo de la calcificacion valvular a través del aumento del estrés oxidativo.

Seguidamente, quisimos estudiar si la LOX esta implicada en la
calcificacion de las VICs inducida por un medio rico en fosfato. Detectamos que
la deposicion de calcio se acompanaba por un incremento significativo de la
secrecion de LOX al medio de cultivo. Mediante estrategias de pérdida y
ganancia de funcién pudimos confirmar la implicacién activa de la LOX en la
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mineralizacién de la MEX. Asi, la inhibicion irreversible de la actividad LOX
mediante BAPN, disminuy6 la deposicion de calcio. En cambio, su
sobreexpresion promovio el efecto contrario ya que las células con mayor
expresion de LOX presentaban una mineralizacion de la MEX mas exacerbada.
Estos resultados son coherentes y expanden los resultados previos de nuestro
grupo que mostraban la contribuciéon de la LOX a la calcificacion de CMLVs
humanas y murinas en cultivo (233).

Ademas, quisimos evaluar las caracteristicas estructurales del coldgeno
depositado en la MEX de las VICs calcificadas. Las células expuestas a medio de
calcificacion que secretaban niveles elevados de LOX también presentaban
mayor deposicion y organizacion de colageno, es decir, generaban MEX mas
madura. Las estrategias de pérdida y ganancia de funcion de LOX confirmaron
su impacto en la deposicion de colageno. Asi, la inhibicion de la actividad LOX
en células expuestas a medio de calcificacion redujo de manera significativa la
organizacion de las fibrillas de coldgeno. En cambio, su sobreexpresion
desencaden¢ el efecto contrario con una mayor deposicion y organizacion del
colageno. Por lo tanto, la LOX es clave en la organizacion del coldgeno de la MEX
que a su vez resulta critica en el inicio y nucleacion de los cristales de
hidroxiapatita (270).

En los ultimos anos, se han atribuido nuevas funciones a la LOX
relacionadas con la existencia de formas nucleares y citosolicas activas (183,284—
286). En este sentido, realizamos estudios con matrices obtenidas a partir de
cultivos decelularizados, en las que previamente se habia inhibido o
sobreexpresado LOX, para evaluar la capacidad de inducir la transdiferenciacion
osteoblastica y la mineralizacién de la MEX. Asi, las VICs sembradas sobre
matrices generadas por células en las que se habia inhibido la actividad LOX con
BAPN evidenciaron una disminucion de la deposicién de calcio. En cambio, en
las VICs sembradas sobre la MEX producida por células que sobreexpresaban
LOX, matrices mas entrecruzadas, se favorecid la nucleacién y la propagacion de
la mineralizacién. De esta manera se establece una estrecha relaciéon entre la
deposicion de calcio y la maduracion de la MEX mediada por la LOX
(182,281,287). Puesto que la actividad LOX conduce a una mayor rigidez de la
matriz, estos resultados son coherentes con la calcificacion espontanea observada
en VICs porcinas cultivadas sobre sustratos rigidos (288,289). De hecho, algunos
autores realizaron un abordaje similar en el cual evaluaron la transdiferenciacion
de las CMLVs sembradas sobre matrices calcificadas en el que se evidencié una
mayor expresion de OPN y una menor expresion de a-SMA (290). Asi, se
confirmo la capacidad de la MEX para regular y promover la transdiferenciacion
de las células lo que subraya que la MEX no es un mero soporte estructural.
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Ademads, demostramos que es la forma activa de LOX la que tiene un impacto en
la mineralizacion de la MEX. Para ello, indujimos calcificacion a las VICs con
medio osteogénico suplementado con medio condicionado de células que
sobreexpresaban LOX. La adicion de esta enzima en el medio de calcificacion
exacerbo la mineralizacion de la MEX. Estos resultados confirmaron que la forma
extracelular y activa de la LOX presenta propiedades procalcificantes. Por lo
tanto, nuestros resultados indican que el remodelado de la MEX dependiente de
la actividad LOX es clave en la propension de las VICs a experimentar
calcificacion.

En los dltimos afos, nuestro grupo ha descrito el papel de la LOX en
diferentes mecanismos relacionados con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares como la disfuncion endotelial y el remodelado cardiovascular
(183). En el contexto de la aterosclerosis, la alteracion de la actividad LOX puede
afectar a practicamente todas las etapas del proceso aterosclerdtico (183,184). De
hecho, hemos descrito la participacion de la LOX en el control de la homeostasis
endotelial, la proliferacion de las CMLVs y el engrosamiento de la capa intima,
asi como su contribucion al estrés oxidativo y la rigidez vascular en la
hipertensiéon (221,222,281,282,291). Asimismo, en especimenes humanos
obtenidos por endarterectomia carotidea se detecté una mayor expresion de LOX
en las 4reas con fibrogénesis activa en consonancia con la suposicién que la
mayor actividad LOX y el consiguiente aumento del entrecruzamiento del
coldgeno podrian favorecer la estabilizacion de las lesiones (292). En
concordancia, nuestro grupo describio un incremento de la expresion de LOX en
lesiones aterosclerdticas avanzadas de arterias femorales que correlaciond de
manera positiva y muy significativa con el grado de calcificacion de las arterias
(233). En este contexto, este estudio confirmé estos hallazgos en lesiones
aterosclerdticas humanas calcificadas de arteria femoral y arterias coronarias.
Cabe destacar que el estudio de la calcificaciéon de las arterias coronarias es de
gran importancia e interés biomédico ya que el “score” de calcio se ha usado como
indicador predictivo de eventos cardiovasculares graves futuros desde 1940
(55,67). El analisis de arterias femorales y coronarias humanas calcificadas reveld
un incremento de la LOX en CMLVs positivas para RUNX2 en zonas adyacentes
a la calcificacion (regiones von Kossa positivas), lo que vincula la induccion de
LOX con la transdiferenciacion osteoblastica mediada por RUNX2. Estos
resultados refuerzan y expanden los datos publicados por nuestro grupo en los
que se evidenci6 que la LOX favorecia la transdiferenciacion osteogénica de las
CMLVs (233).

Estos estudios, sin embargo, no demuestran hasta qué punto la LOX per
se podria afectar a la aterosclerosis y a la calcificacion de las lesiones. Resultados
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previos sugerian que el desarrollo de aterosclerosis en ratones ApoE’ se
acompanaba por un aumento de la rigidez arterial y que la inhibicion de LOX
atenua la rigidez y limita la aterosclerosis (227). Cabe senalar, sin embargo, que
la propia ApoE inhibe la expresion de LOX en CMLVs y que este mecanismo
parece contribuir a mantener una correcta elasticidad vascular y a proteger el
vaso de la aterosclerosis (227). Por lo tanto, la interferencia directa de la ApoE en
la expresion de LOX descarta al raton deficiente en ApoE como modelo adecuado
para analizar el papel de LOX en la aterosclerosis y cuestiona la relevancia
traslacional de los resultados previos en este modelo que vinculan la LOX y la
aterosclerosis.

Debido a la disponibilidad de un raton transgénico desarrollado por
nuestro grupo que sobreexpresa la LOX en CMLVs (TgLOXMLY) consideramos
conveniente este modelo para estudiar el papel de esta enzima en la
aterosclerosis. Con esta finalidad, indujimos aterosclerosis e hiperlipidemia a los
ratones WT y TgLOXMY mediante la inyeccion intravenosa de AAV-PCSK9Ps74Y
junto a una dieta aterogénica, una estrategia previamente validada para el
estudio de la calcificacion cardiovascular (239,259,260) y que result6 eficaz en
nuestro modelo TgNOR-1MLV. Se comprobaron los niveles plasmaticos de la
proteina PCSK9 humana en los grupos a los que se administré A AV-PCSK9P374Y
que evidenciaron su incremento desde la primera semana del experimento tanto
en ratones TgLOX®™MV como en WT sin diferencias entre ellos. Ademas, se
confirmd la eficacia de ganancia de funcién de la PCSK9P¥# ya que se redujeron
de manera drastica los niveles de LDLR hepdticos y se desencadend
hiperlipidemia en ambos grupos experimentales, manifiesta ya desde la primera
semana de la induccién. El seguimiento del peso corporal evidencié un
incremento progresivo semanal en los cuatro grupos experimentales (salino o
PCSK9P374Y) sometidos a dieta rica en grasa sin diferencias entre ellos.

La ultrasonografia de los animales después de 20 semanas de haber
iniciado el tratamiento confirmd la presencia de lesiones ateroscleréticas en la
region del arco adrtico en animales WT y TgLOX®MM transducidos con
PCSK9P¥# y sometidos a dieta rica en grasa. De hecho, el didmetro de la luz del
vaso de la arteria braquiocefdlica disminuy¢ significativamente respecto al
tiempo inicial en ambos grupos, lo que confirmaba la presencia de lesiones.
Evaluamos con mayor detalle la aterosclerosis en la aorta de animales WT y
TgLOXMLY mediante la tincion O.R.O. Observamos que la transgénesis de LOX
exacerbo el desarrollo de lesiones aterosclerdticas a lo largo de la aorta,
especificamente en la region abdominal. Al analizar cortes de raices adrticas, de
arterias braquiocefdlicas y de arcos aodrticos en el plano longitudinal no
detectamos cambios en el area de la lesién lo que parecia coherente con los
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resultados observados en las aortas en face ya que las diferencias se focalizaban
en la region abdominal de la aorta.

Sin embargo, la sobreexpresion de LOX si que afectd a las caracteristicas
de las lesiones aterosclerdticas. Las placas de los ratones TgLOX®MLY presentaban
significativamente mayor contenido inflamatorio (MCP1 y CD68). Ademas, la
cubierta fibrosa de las arterias TgLOXMLV fue significativamente mas gruesa lo
que en principio podria relacionarse con estudios que asocian la mayor expresion
de LOX con una mayor estabilidad de las lesiones ateroscleroticas (292). Sin
embargo, pese a esta cubierta mas gruesa y al mayor contenido en CMLVs, las
lesiones de los animales transgénicos mostraban mayor infiltrado inflamatorio
que podria aumentar la vulnerabilidad de las placas.

Finalmente, evaluamos la calcificacion asociada a la aterosclerosis de los
animales WT y TgLOX®MLV, Tradicionalmente, se ha utilizado la tinciéon von
Kossa para detectar la calcificacion ectopica en tejidos blancos, sin embargo,
aunque detecta fosfato no es una tincion especifica para hidroxiapatita. El uso del
marcador fluorescente OsteoSense 680 EX es una técnica alternativa y muy
sensible que permite la deteccion y cuantificacion de la mineralizacion en el tejido
debido a su afinidad por la hidroxiapatita (293,294). En nuestro estudio,
administramos este marcador fluorescente por via intravenosa 24 horas antes del
sacrificio y posteriormente medimos la intensidad de la fluorescencia emitida por
la sonda a nivel de la aorta. El marcaje con la sonda OsteoSense 680 EX evidencid
que la transgénesis de LOX exacerba la calcificacion medida por la sefial NIRF.
Asimismo, utilizamos esta sonda en secciones longitudinales de arco aodrtico y de
arteria braquiocefalica en las que se observé un incremento significativo del area
calcificada en las lesiones de los animales TgLOXMLV, Resultados similares se
obtuvieron tras la tincion de von Kossa. En concordancia con estos resultados,
estudios recientes en un modelo experimental de induccién de calcificacion de la
media por warfarina revelaron que la LOX estaba presente cerca de las areas
calificadas y que su inhibicién disminuy¢ significativamente la mineralizacion
(265). Por lo tanto, la LOX parece tener un papel importante en la calcificacion
tanto de la media como de la intima.

Diversos estudios han evidenciado la estrecha relacion entre la
inflamacion y la calcificacion vascular. La inflamacion precede a la deposicion de
calcio, tanto en la patologia humana como en modelos animales, lo que sugiere
que la respuesta inflamatoria dirige la calcificacién (37,295-297). En este sentido,
nuestros resultados indican que la sobreexpresion de LOX ademas de asociarse
con una mayor calcificacion se relaciona con un mayor infiltrado inflamatorio de
las lesiones. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos a tiempo final no nos
permiten establecer una relacién temporal de estos procesos. La LOX presenta
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propiedades quimioatrayentes para monocitos y CMLVs (298-301). Asi, la
sobreexpresion de LOX favoreceria el reclutamiento de monocitos y la migracion
de las CMLVs durante el desarrollo de aterosclerosis lo que explicaria el mayor
infiltrado de macrofagos y el engrosamiento de la cubierta fibrosa con mayor
contenido de CMLVs en las placas de los ratones TgLOX®LY que detectamos en
nuestro estudio. Aunque existe cierto consenso acerca de la capacidad de la LOX
para inhibir la proliferacion de CMLVs nuestros resultados indican que in vivo
en este modelo de aterosclerosis prevaleceria el efecto quimiotactico de la LOX
frente al efecto antiproliferativo para CMLVs (183).

Por ultimo, cabe resaltar que la sobreexpresion de LOX favorecié un
mayor grado de entrecruzamiento de colageno y un contenido mas elevado de
glucosaminoglicanos en la MEX, propiedades que predisponen a la calcificacion
vascular. Asi las lesiones de animales transgénicos presentan una MEX mas
madura que favorece la mineralizacién. Coherentemente, estudios previos de
nuestro grupo mostraron que la calcificacion de las CMLVs se acompafia por una
mayor deposicion de coldgeno en sus formas mas insolubles asociado a la
induccidn de la lisil hidroxilasa 1 y la LOX, implicadas en su procesamiento post-
traduccional para generar una MEX madura e insoluble (233). De hecho, las
CMLVs aisladas de animales TgLOX®MLV exhibieron mayor deposicion de
colageno en la MEX lo que favoreci6 la mineralizacién e indujo la expresion de
los marcadores osteogénicos (233). Por lo tanto, los resultados obtenidos en
nuestro modelo de induccion de aterosclerosis y calcificacion vascular en ratones
TgLOXMLY subrayan la importancia de la MEX en la mineralizacion y enfatizan
el interés de la LOX como potencial diana terapéutica en la calcificacion de la
intima asociada a la aterosclerosis. Ademas, cabe destacar que la transgénesis de
LOX desencadend un incremento significativo de estrés oxidativo en las lesiones
aterosclerdticas de la raiz aortica, lo que corrobora los resultados observados en
valvulas humanas y pone de manifiesto que la actividad LOX se podria vincular
con la calcificacion cardiovascular a través de diferentes mecanismos.

Por lo tanto, nuestro estudio proporciona evidencias tanto in vitro como
in vivo sobre la contribucion de la LOX ala CCV y como el remodelado de la MEX
mediado por la LOX es determinante en la mineralizacion de la matriz y sugiere
la participacion de otros mecanismos influenciados por LOX como la inflamacion
vascular y el estrés oxidativo. Futuras investigaciones caracterizaran en
profundidad los mecanismos moleculares que subyacen al impacto de LOX en la
CCV, sin embargo, el presente estudio sugiere que la CCV podria controlarse
modulando localmente la organizacion de la MEX que origina los focos de
calcificacion.
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En relacion al primer objetivo se concluye que:

1.

Los niveles de NOR-1 estdn aumentados en valvulas adrticas y placas
aterosclerdticas humanas calcificadas en las que NOR-1 colocaliza con
RUNX2.

La expresion de NOR-1 aumenta al inducir la calcificacion de células
vasculares intersticiales (VICs) o células musculares lisas vasculares (CMLVs)
humanas con medio rico en fosfato.

En VICs expuestas a medio rico en fosfato, NOR-1 reduce la expresion de
marcadores osteogénicos y la mineralizacion de la matriz extracelular (MEX).

Al inducir calcificacion, la expresion de marcadores de diferenciacion
osteogénica y la mineralizacion de la MEX de CMLVs y de anillos adrticos de
ratones que sobreexpresan NOR-1 en estas células (TgNOR-1MLV) es menor
que en células y anillos de animales control.

Al inducir aterosclerosis mediante la administracion de AAV-PCSK9P¥#Y y
dieta aterogénica, los ratones TgNOR-1MV desarrollan menos aterosclerosis
en la aorta, y lesiones de menor tamafio con menor infiltrado inflamatorio
que los animales control.

Las placas aterosclerdticas de los ratones TgNOR-1MLV estdn menos
calcificadas y presentan menor expresion de marcadores osteogénicos, menor
grado de entrecruzamiento del coldgeno y menor contenido de
glucosaminoglicanos que las de los animales control.

Con relacion al segundo objetivo se concluye que:

1.

2.

3.

La expresion de LOX esta aumentada en valvulas adrticas calcificadas y
placas aterosclerdticas humanas en las que LOX colocaliza con RUNX2.

Al inducir calcificacién de las VICs con medio rico en fosfato aumenta la
secrecion de LOX que promueve la maduracion de la MEX y su
mineralizacion de forma dependiente de su actividad catalitica.

Al inducir aterosclerosis mediante la administracion de AAV-PCSK9P¥74Y y

dieta aterogénica, los ratones que sobreexpresan LOX en las CMLVs
(TgLOXMLV) desarrollan mas aterosclerosis en la aorta, y lesiones con mayor
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infiltrado inflamatorio, pero con una cubierta fibrosa mas rica en CMLVs y
mas engrosada.

Las placas ateroscleréticas de los ratones TgLOXMLY estan mas calcificadas y
presentan mayor expresion de marcadores osteogénicos, mayor grado de
entrecruzamiento de coldgeno y mayor contenido de glucosaminoglicanos
que las de los animales control.
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1. Tampones de lisis

Tampon de lisis para extractos proteicos celulares

Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
SDS 1%
Ortovanadato 1mM
EGTA 0,5 mM
NaCl 100 mM
Glicerol-2-fosfato 100 mM
HEPES 50 mM
Glicerol 10%
TWEEN 20 0,1%
Inhibidor de proteasas (Roche) 1x
DTT 1 mM

2. Composicion geles poliacrilamida

Componente Gel separador Gel apilador
Tris-HC1 (pH 8,8) 375 mM -
Tris-HC1 (pH 6,5) - 125 mM
Acrilamida/bis-acrilamida 30% (A3699, Sigma) 7,5-15% 4%
SDS 0,1% 0,1%
Persulfato de amonio 0,1% 0,075%
TEMED (T9281, Sigma) 0,08% 0,1%
H:0 desionizada

3. Tampon Laemmli

Tris-HC1 125 mM
SDS 1%
Glicerol 5 %
Azul de bromofenol 0,003 %
B-mercaptoetanol 1%
H:0 desionizada

225




Apéndice

4. Anticuerpos

Anticuerpos dirigidos contra: Referencia Casa comercial Aplicacion
8-ox0-dG Ab48508 Abcam THQ
Anti-IgG de conejo P0448 Dako WB
Anti-IgG de ratén P0161 Dako WB
CD68 Ab125212 Abcam THQ
Colageno Ial NB-600-408 Novus Biologicals IF
IL-6 GTX110527 GeneTex IHQ
Ki67 Ab15580 Abcam IHQ
LDLR 3839-30 Biovision WB
LOX NB-100-2530 Novus Biologicals WB
LOX Ab31238 Abcam IHQ
MCP1 Sc-1785 Santa Cruz IHQ
MMP2 ADb86607 Abcam HQ
NOR-1 H00008013-M06 Abnova WB, IHQ, IC
Nucleolin Sc-9893 Santa Cruz WB
OPG NB100-56505 Novus Biologicals IHQ
OPN NB-600-1043 Novus Biologicals WB, THQ
RUNX2 Ab23981 Abcam WB, IHQ
Vimentina M7020 Dako IC
Vimentina Ab8979 Abcam IHQ
a- SMA Ab5694 Abcam HQ, IC
B-actina Ab5441 Merck WB

WB: Western Blot; IHQ: Inmunohistoquimica; IC: inmunocitoquimica

5. siARN

siARNs usados para el silenciamiento génico (Dharmacon):

Gen siRNA Referencia
siRANDOM ON-TARGET plus Non-targeting Control Pool D-001810-10-05
Human NR4A3 L-
siNOR-1 On-Target Plus NR4A3 SmartPool
003428-00-0005 20
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6. Analisis por PCR a tiempo real

Gen Especie Referencia Casa Comercial
Alpl Ratén Mm.PT.58.8794492 IDT
BGLAP Humano Hs01587814_g1 Applied Biosystems
Bmp2 Ratén Mm01340178_m1  Applied Biosystems
Collal Ratén Mm.PT.58.7562513 IDT
GAPDH Humano Hs.PT.39a.22214836 IDT
Gapdh Ratén Mm.PT.58.3%a.1 IDT
1ip Ratén Mm00434228_m1  Applied Biosystems
11-6 Ratén Mm00446191_m1  Applied Biosystems
LOX Humano Hs00942480_m1 Applied Biosystems
Lox Ratébn ~ Mm.PT.5812951302 IDT
LOXL1 Humano Hs00173746_m1 Applied Biosystems
LOXL2 Humano Hs00158757_ml Applied Biosystems
LOXL3 Humano Hs00261671_m1 Applied Biosystems
LOXL4 Humano Hs00260059_m1 Applied Biosystems
Mcpl Raton ~ Mm.PT.58.42151692 IDT
NR4A3 (NOR-1) Humano Hs.PT.47.98793 IDT
Nr4a3 (Nor-1) Ratén Mm00450074_m1 Applied Biosystems
Nur77 Ratén Mm00439358_m1  Applied Biosystems
Nurrl Ratén Mm00443056_m1  Applied Biosystems
Opg Ratén Mm00435454_m1  Applied Biosystems
OPN Humano  Hs.PT.58.19252426 IDT
Opn Ratén Mm00436767_m1  Applied Biosystems
Plod Ratéon ~ Mm.PT.58.10643674 IDT
Runx2 Ratén Mm00501584_m1  Applied Biosystems
TBP Humano Hs.PT.39a.22214825 IDT
Tbp Ratén Mm00446973_m1 Applied Biosystems
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Sondas SYBR-Green

Gen Especie Secuencia
RUNX2 sentido Humano 5'- GTCATGGCGGGTAACGATGA-3’
RUNX2 antisentido Humano 5- AAACTCTTGCCTCGTCCACT -3’
ALPL sentido Humano 5-ACCTCGTTGACACCTGGAAG-3’
ALPL antisentido = Humano 5- TCAAGGGTCAGGAGTTCCGT-3’
BMP2 sentido Humano 5- GCCAGCCGAGCCAACAC-3
BMP2 antisentido  Humano 5'- CCCACTCGTTTCTGGTAGTTCTTC-3’
IL-6 sentido Humano 5'- TTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCA-3’
IL-6 antisentido Humano 5- AGGGCTGAGATGCCGTCGAGGATGTA-3
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