VETERINARIAS

“H
. Y >
TRABAJO DE INVESTIGACION :// % 7, COMPENDIO DE
\ U % CIENCIAS
\4

ACCION PROTECTORA DE LA ADVENTICIA SOBRE LA CALCIFICACION VASCULAR

PROTECTIVE ACTION OF ADVENTICIOUS ON THE VASCULAR CALCIFICATION

Montes de Oca A’, Gonzalez', A. Gonzalez-Castro’, F. Guerrero Pavén', C. Herencia Bellido®, Y.
Almadén’, I. Lopez-Villalba', M. Rodriguez’, E. Aguilera-Tejero’

‘Departamento de Medicina y Cirugia Animal, IMIBIC, Hospital Universitario Reina Soffa. Universidad de Cérdoba, Espafia.
’Departamento de Ciencias Fisioldgicas, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay.
*Investigacién, IMIBIC, Hospital Universitario Reina Soffa. Universidad de Cérdoba, Espafia.

‘Nefrologia, IMIBIC, Hospital Universitario Reina Sofia. Universidad de Cérdoba, Espaiia.

* Resumen publicado en la Revista Nefrologia de la Sociedad Esparfiola de Nefrologia. Espafia.

RESUMEN. El rol del endotelio y de las células del musculo liso vascular de la media en la formacién de
calcificaciones vasculares (CV) se ha estudiado con profundidad. Sin embargo, no se ha prestado atencién al papel de
la adventicia en este proceso y no se ha considerado el potencial de este tejido como tal porque se asume que la
adventicia es nada mas que un simple «tejido conectivo laxo» que rodea los vasos sanguineos aparentemente sin una
funcién especifica. Un trabajo publicado (1) apoya un nuevo paradigma de CV de «afuera hacia adentro», en el que la
adventicia puede participar como precursora en la respuesta a una lesién vascular. El objetivo del presente estudio
fue determinar el papel de la adventicia en el desarrollo de CV en un modelo in vitro. Para ello se cultivaron anillos
adrticos procedentes de ratas Wistar con adventicia (c/adv) y sin adventicia (s/adv) en medios con niveles de
fésforo normal (control P 0,9 mM) y elevado (P 3,3 mM). Se determin6 el contenido mineral (Ca y P) de los anillos por
colorimetria y mediante cortes histolégicos tefiidos con Von Kossa. La adicién de P (3,3 Mm) al medio de cultivo
result6 en un incremento en el contenido mineral de todos los anillos. Los anillos del grupo s/adv tratados con P (3,3
mM) presentaron mayor contenido mineral que los anillos c/adv cultivados bajo las mismas condiciones. No hubo
diferencias en cuanto a contenido mineral en los grupos c/advy s/adv cultivados con concentraciones normales de P
(0,9 mM). En conclusidn, la adventicia desempefia un papel protector de la CV en anillos de aorta expuestos a altas
concentraciones de P in vitro.
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ABSTRACT. The role of endothelium and the vascular Smooth Muscle Cells of the middle laye ron the formation of
vascular calcifications (VC) has been study in deep. However, no attention was payed to the rol of adventicious in this
process. Perhaps, the potential of this tissue was overlooked because the adventicious was consided hardly as a soft
connective tissue, without a specific function. On the other hand, a published work (1) stresses a new paradigma VC
of “From out to in”, in which the adventicious can participate as a forerunner in the answer to vascular lesion. The
aim of the present study was to determine the roll of the adventicious in the development of VCin ain vitro model. For
this porpose, aortic rings of wistar rats were cultured with adventicious (with/adv) and without (wout/adv) in
culture media with normal levels of phosphorus (Control - P 0,9 mM) and elevated (P 3,3 mM). mineral content (Ca
and P). Of the aortal rings were measured by colormetry and by mean of histological colored slide tissues by Von
Kossamethod. The adition of P 3,3 mM to the culture media resulted in an increase in mineral content of all the rings.
The rings of the wout/adv treated with P 3,3 mM showed higher mineral content than those of w. adv group cultured
under the same conditions. There were no differences in mineral content of both w. adv and wout adv groups
cultured under normal concentration of P (0,9 mM). In conclusion, the adventicious play an protective roll on the VC
inaortal rings exposed to high concentrations of in vitro.
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INTRODUCCION

La calcificacién vascular (CV) hace referencia al
depédsito anormal de sales de calcio en los vasos
sanguineos, miocardio y valvulas cardiacas (2). Esta
patologia contribuye considerablemente a la mortalidad
cardiovascular en pacientes con enfermedad renal
terminal (3). Aproximadamente el 50% de la mortalidad
en estos pacientes se atribuye ala CV (4).

La CVhasido considerada durante mucho tiempo
como un proceso pasivo y degenerativo. Sin embargo,
hallazgos recientes sugieren que es un proceso activo de
regulacion similar a la osteogénesis (5), consistente en la
transdiferenciaciéon de las células del musculo liso
vascular (CMLV) a osteoblastos, capaces de sintetizar las
proteinas requeridas para la calcificacién (6). Si bien, la
CV ha sido reconocida hace mas de 200 afios, la
comprension de la patogénesis de este trastorno es
todaviaincompleta (7).

En el desarrollo de las CV, los depositos de fosfato
de calcio en forma de apatita se asientan en las distintas
capas del vaso sanguineo y se asocian a patologias
especificas. La calcificacién de la intima se observa en las
lesiones arteriosclerdticas, mientras que la calcificacion
de la media es comun en la arteriosclerosis asociada a la
edad, la diabetes y la insuficiencia renal crénica (IRC) (8).
En la IRC, la CV de la media ocurre en la matriz
extracelular de las CMLV como resultado o producto de
los desequilibrios del metabolismo mineral que sufrenlos
enfermos renales, destacandose a la hiperfosfatemia,
como principal factor de riesgo de mortalidad
cardiovascular en pacientes con IRC, desempefiando un
papel clave en el desarrollodela CV (9, 10).

Diversos estudios in vitro (11, 8, 12, 4) han
revelado que las elevadas concentraciones de fosfato en el
medio de cultivo constituyen un potente inductor de la
calcificacion vascular, la cual sucede mediante una
transformacién de las CMLV hacia un fenotipo
osteocondrogénico. Después del tratamiento con altos
niveles de fésforo, las CMLV expresan proteinas
marcadoras de hueso y cartilago que rigen la
diferenciaciéon osteoblastica y condrocitica tales como
osteopontina, fosfatasa alcalina, regulador
multifuncional de la formacién ésea (Runx2/Cbfal),
proteina morfogénica ésea 2 (BMP2), musculo liso
homeobox 2 (Msx2), osterix y region determinante sexual
Y-box 9 (Sox9). Ademas, en condiciones ricas en fosforo,
las CMLV muestran una dramatica disminucién de las
proteinas propias de su estirpe como a-actina muscular
lisa (SMa-actina), calponina a-22 proteina muscularlisa

(SM22a) (6,2, 13, 14).Estos mismos cambios celularesy
moleculares se han observado en pacientes
hiperfosfatémicos con IRC (15, 10, 16, 17, 18). En este
contexto, se resalta que la proteina matricial glutdmica
(MGP)
dependiente de vitamina K [4cido a-carboxiglutamico
(Gla)] yse expresanormalmente en las tinicas adventicia

contiene cinco residuos del aminoacido

y media de las arterias (mas en la adventicia), aunque
también se localiza en huesos, cartilagos, rifiones y
valvulas cardiacas. En la adventicia estd asociada a la
matriz extracelular, y su papel en la CV no esta del todo
clarificado. En otros estudios se ha demostrado que en las
CMLV in vitro, la expresiéon de MGP se incrementa cuando
los niveles de calcio extracelular aumentan, lo que sugiere
que MGP participa en un mecanismo homeostatico
destinado a controlar y limitar la mineralizacién (11, 19).
Por lo tanto, teniendo en cuenta la presencia de MGP en la
tinica adventicia, la misma podria actuar como protector
delasCV.

Los investigadores no han dimensionado el
potencial de este tejido por considerarlo solo como un
“tejido conectivo laxo” que circunda los vasos sanguineos,
sin ninguna funcién especifica distinta que actuar como
soporte de los grandes vasos (20). Sin embargo, un
trabajo publicado (1) apoya un nuevo paradigma
hipotético de “afuera hacia adentro”, en el que la
adventicia podria participar como reguladora en la
respuestaaunalesién oinflamacién vascular.

Considerando que la enfermedad cardiovascular
eslaprimera causa de muerte en enfermos renales y tiene
una profunda influencia sobre la funcién cardiovascular y
la salud, el desafio es saber qué mecanismos estan activos
y/o predominan en diversos estadios de la enfermedad
para desarrollar estrategias terapéuticas eficaces que
puedan prevenir y potencialmente revertir la
calcificacion vascular en lainsuficiencia renal crénica. Los
objetivos de la presente investigacion fueron: desarrollar
un modelo in vitro de explantes de aortas (EA) sin
adventicia, y examinar en este nuevo modelo el papel de
la misma en el desarrollo de las calcificaciones
vasculares.

MATERIALES YMETODOS.

El trabajo experimental de investigacién, se
realizé en el laboratorio del area de Nefrologia del
Instituto Maiménides de Investigaciéon Biomédica de
Coérdoba (IMIBIC) emplazado en el Hospital Universitario
Reina Soffa, conjuntamente con el departamento de
Medicinay Cirugia dela Universidad de Cérdoba, Espaiia.
Los pasosrealizados son esbozados seguidamente:
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1. Cultivos invitro.

Las aortas toracicas fueron obtenidas de ratas
Wistar, de 8 semanas de edad, con peso promedio
comprendido entre 200 a 300 gramos. Las aortas
toracicas fueron clasificadas al azar en dos grupos: uno de
aortas sin adventicia y otro de aortas con adventicia. Las
aortas se limpiaron cuidadosamente con suero fisioldgico
estéril, en una campana de flujo laminar. Finalmente, las
aortas fueron seccionadas en anillos de 2 a 3 mm de
grosor. Los anillos de aorta se colocaron en placas de 6
pocillos, con medio de cultivo. El medio de cultivo
utilizado fue Dulbecco's modified eagle's medium
(DMEM) suplementado con 1 mmol/L de piruvato s6dico,
4,5 g/Ldeglutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL
de estreptomicina y 20 mM de 4-(2-hydroxyethyl)-1
(HEPES) un agente
tampon. Los explantes se mantuvieron en una estufa a
372C, en una atmoésfera himeda y 5% de di6xido de

piperazineethanesulfonic acid

carbono (CO2). El medio de cultivo se renovo cada 2 dias.
Los pasos del procedimiento de obtencién y cultivo de las
aortas pueden observarse enlaFigura 1.

/ 2 n
Extraccionde la Transportedela aorta
aorta toracica auna campana de

x flujo

Anestesia Limpieza de la aorta

o 2 |-

S —

Dafioy posterior corte en

Cultivo en placas de 6 anillos de 2 a 3mm de grosor

pocillos

Figura 1. Representaciéon esquematica del proceso de
obtencién y cultivo de las aortas toracicas de ratas
destinadas a explantes aorticos.

2.Inducciéon de calcificacion.

La induccion de calcificacion de los explantes de
aorta se consiguié en un medio con alto contenido en
fosforo, que fue preparado con DMEM afiadiendo fésforoy
3,75 U/mL de fosfatasa alcalina. Los explantes cultivados
no sintetizan fosfatasa alcalina, de ahi la necesidad de
suplementar. El medio tuvo una concentraciéon de calcio
de 1,8 mM y el fosfato fue incorporado en una proporciéon
2:1 de fosfato monobasico y dibasico.

3.Cuantificacion de calcio.

Al finalizar el tiempo del experimento, los anillos

de aorta fueron colocados en placas de 24 pocillos
conteniendo una solucién de lavado preparada con:
cloruro calcico (CaCl2) (0,147g/1), HEPES (0,0476g/1),
cloruro sédico (NaCl) (0,0876g/l) y
(NaNO3) (0,002g/L). Las aortas permanecieron en la

nitrato soédico

solucién de lavado durante 48 horas (renovando la
solucién a las 24 horas); durante este tiempo el tejido se
mantuvo en agitacion y a 372C, en una atmoésfera himeda
con5%de CO2.

Finalizado el procedimiento anterior, los
explantes fueron lavados con agua bidestilada y secados
con papel de filtro. Luego, fueron pesados en una balanza
de precision y desmineralizados en acido férmico al
10%, durante un periodo de 48 horas. El contenido de
calcio en el extracto de acido férmico, obtenido de la
desmineralizacion de los explantes de aorta, se determiné
colorimétricamente mediante el kit de QuantiChrom™
Calcium Assay Kit. El resultado de la medicion del calcio se
estandariz6 con el peso de las aortas, las unidades y las
concentraciones expresadas en pg de calcio/mg de tejido.
En la Figura 2 se observa un esquema del proceso
completo.

Solucion delavado,en
agitacion, atmésfera
himedaa37°C,5% CO,,
48h

2lavados con H,0, y posterior
secado con papel defiltro

L —
Final del experimento

Pesaje de los explantes

Cuantificacion de calcio por
elmétodo o-cresolphthaleina
complexona, normalizacion
deldeposito mineral conel
peso de los explantes

: Desmineralizacion con Acido

Foémico al 10% por 48h

Figura 2. Procesamiento de los explantes adrticos
transcurrido el tiempo del experimento, para su
desmineralizaciony cuantificacion de calcio y fosforo.

4.Cuantificacion de fosforo

El contenido de fosforo en el extracto de acido formico,
obtenido de la desmineralizacién de los explantes de
aorta, se determiné colorimétricamente mediante un kit
de Bio Systems. Elresultado delamedicion de fésforo fue
estandarizado con el peso de las aortas, en unidades de
medida de pgde fésforo/mgde tejido.

5.Tincién Von Kossa
Para la deteccion de los depdsitos minerales en

los explantes, se utiliz6 la tincion Von Kossa, consistente
enlasustitucion delosionesde calcio intratisulares en

ISSN 2225-5214

_cienc- vet. 2013; 03 (02): 26 - 32



Montes de Oca A. y col.

forma de fosfatos o carbonatos por iones de plata, en
solucion acuosa sometidos a un proceso de exposicionala
luz. Los depositos iniciales de calcio se colorean de
marron-negro. Asi mismo se llevd a cabo una
contratincién con hematoxilina-eosina, para el estudio de
laarquitectura tisular.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Calcificacion en explantes de aorta cultivados con
concentraciones altas de fosforo.

Con el propésito de determinar la concentraciéon
adecuada de fosfato para inducir calcificacion se realizo
una curva dosis - respuesta. Los resultados demostraron
que los EA cultivados con concentraciones crecientes de
fosfato durante 9 dias calcificaron de una manera dosis-
dependiente (Figura 3). La calcificacion obtenida de los
EA cultivados con 2,3 mM, 2,8mM, 3,3 mM y 3,8 mM
(1,59+0,15; 2,46+0,33; 4,00+0,32; 3,63+0,47 pg de
calcio/mg de tejido, respectivamente) fue
significativamente (p<0,05) mas alta que la del grupo
control (0,13+£0,09 pgde calcio/mgde tejido).

5,0
4,5
4,0
3,5 —
3,0 —
2,5 — —
2,0 - —
1,5 —
1,0 —

|
e —

P1,8mM P23mM P28mM P33mM P38mM

ab

pg de calcio/mg de tejido

Control

Figura 3. La calcificacion en EA cultivados con
concentraciones crecientes de fosfato durante 9 dias. (a),
p< 0,005 versus control; (b), p< 0,001 vs. todos los
grupos excepto P 3,8 mM; (c), p<0,001 vs. todos los
grupos excepto P 3,3 mM.

Para conocer la progresién de la calcificacién a
través del tiempo, se cultivaron los explantes con 3,3mM
de fosfatoen dindmicasde 5,7 y 9 dias (Figura4).

La calcificacion en los EA se multiplicé casi tres
veces entre los dias 5 (0,67+0,24 pg de calcio/mg de
tejido) y 7 (1,93%0,22 pg de calcio/mg de tejido) en
cultivo, y se duplicd si se comparan los valores obtenidos
alos 7y 9 dias (4,01+0,32 pg de calcio/mg de tejido). Las
diferencias entre los dias 5, 7 y 9 de cultivo con P 3,3 mM
fueron ssignificativas (p<0,001).

50
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0 a

05 [ ]

0,0

ab,c

ab

ug de calcio/mg de tejido

5 Dias 7 Dias 9 Dias

Control P 3,3 mM

Figura 4. Calcificacién obtenida en EA al ser cultivados
con P 3,3mM de fosfato durante 5, 7y 9 dias. (a), p<0,001
vs. controles; (b), p< 0,001 vs. P 3,3 mM 5 dias; (c),
p<0,001vs.P3,3mM 7 dias

2.Papel de la adventicia en la calcificacion de EA
expuestos a altas concentraciones de fosforo

Una vez corroborada la viabilidad del modelo
experimental y en base al objetivo 2 del trabajo, se
investigd en este modelo el posible papel de la adventicia
en el desarrollo de las CV. Para ello, se realizaron 3
ensayos experimentales independientes, en dindmica de
9 dias. Se incluyeron grupos de pocillos distribuidos de la
siguiente manera: pocillos control con adventicia (c/adv)
y pocillos sin adventicia (s/adv); y un grupo de pocillos
tratados con elevada concentraciéon de fésforo (P 3,3
mM), nuevamente subdividido en un grupo con
adventicia (P c/adv) y otro sin adventicia (P s/adv).

2.1. Andlisis conjunto de los experimentos

El andlisis conjunto de los tres experimentos
reveld que, como se esperaba, los grupos tratados con P
depositaron mas calcio (Figura 5) que los grupos
controles (5,16%2,24 y 7,47+4,70 pg de calcio/mg de
tejido, P ¢/ adv y P s/adv respectivamente vs. 0,10+0,14;
0,30£0,44 ng de calcio/mg de tejido, C c/adv y C s/adv
respectivamente). En cuanto a los grupos tratados con P,
los EA s/adv registraron una mayor cantidad de calcio
que el grupo P c/adv (7,47+4,70 vs. 5,16+2,24 ng de
calcio/mg de tejido, respectivamente) esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0,05).

Ademas, el conjunto de los tres experimentos
evidenci6 que la cantidad de fésforo acumulado (Figura
6) en los grupos tratados con P fue significativamente
(p<0,001) mas alta que los grupos controles (13,17+8,29
y 15,96+11,11 pg de foésforo/mg de tejido, P ¢/ adv y P
s/advrespectivamente vs.0,18+0,10; 1,95+4,86 pgde
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fésforo/mg de tejido, C c/advy Cs/adv respectivamente).
Sin embargo, no se observo6 diferencia significativa entre
los gupos tratados con P.

Experimentos 1,2,3

35
30
25
20
15
10

ab

5 a !
S m
Pe/ady Ps/adv

Controlc/adv ~ Control s/adv

ug de calcio/mg de tejido

Figura 5. Cantidad de calcio obtenida en EA cultivados con
concentraciones altas de fosfato. (a,), p<0,001 vs grupos
controles. (b), p<0,05vs. Pc/adwv.

Experimentos 1,2,3
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T 35

3 30

bp 25
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%_0 Controlc/adv ~ Controls/adv Pe/ady Ps/adv

Figura 6.Cantidad de f6sforo obtenido de los EA. (a,),
p<0,001 vs. grupos controles

3.Determinacion in situ de la presencia de depésitos
minerales en cortes histoldgicos delos EA en estudio

Para confirmar los datos obtenidos mediante la
cuantificacion de calcio y fésforo en los EA a los 9 dias, se
realizé la tinciéon Von Kossa (VK) y la contratincién
hematoxilina-eosinaalos 4 grupos de estudio (Figuras 7y
8). Tal y como sucede en las determinaciones
colorimétricas, en estas imagenes se aprecia una
deposicion mineral mas extensa en el grupo P s/adv en
comparacién con el grupo P c/adv.

La presente investigacion se centré en el
desarrollo de un modelo de EA sin adventicia, objetivo

P s/adv

Figuras 7 y 8. Secciones de los EA sometidos a tincién
Von Kossa (VK) y la contratincién hematoxilina - eosina
(H-E) de EA de grupos tratados con altas
concentraciones de fésforo cony sin adventicia.

llevado a cabo con éxito, logrando mantener en cultivo
durante 9 dias los EA en condiciones favorables. Ademas,
los EA sin adventicia expuestos a concentraciones altas de
fosforo calcificaron mas que aquellos que permanecieron
con todas las tunicas. Los hallazgos han revelado una
aproximacioén importante en el conocimiento del papel de
laadventiciaen el desarrollo delas CV.

El desarrollo del modelo de explantes sin
adventicia efectuado en este trabajo se baso en el modelo
de calcificaciéon de lamedia puesto a punto por un trabajo
experimental anterior (21). Estos cultivos pueden
realizarse a largo plazo sin necesidad de utilizar factores
de crecimiento. Los EA tienen la ventaja de mantener
intacta la arquitectura tisular. Ademas, la presencia de
todas las poblaciones celulares que conforman la aorta y
el contacto intercelular hacen que este modelo sea muy
semejante a un organismo vivo. Numerosos estudios (22,
23, 12) han demostrado anteriormente que las CMLV
expuestas a concentraciones altas de fosfato calcifican y
sufren una transicion fenotipica.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han
confirmado lo que se habia reportado previamente,
demostrando en el modelo experimental utilizado, un
aumento del depésito mineral tras cultivar con altos
niveles de fésforo. Los hallazgos de este estudio estan
acordes con losresultados obtenidos por varios autores al
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demostrar que la calcificacién de las CMLV expuestas a
concentraciones altas de fosforo se incrementa con el
paso del tiempo y que el grado de calcificacién inducida
es dependiente de las mismas en el medio de cultivo
(12,3,24,25,26).Porlotanto es posible afirmar que las
CMLV sufren una calcificacion tiempo dependiente y en
correlacion directa con la concentracion de fosfato en el
medio de cultivo. Esta investigacion fue la primera
enfocada en el desarrollo de un modelo in vitro para
conocer el papel de la adventicia en el desarrollo de las
CV.

En este trabajo de investigacién se pudo
observar ademas, que los EA sin adventicia calcificaron
mas que el grupo de los EA con adventicia expuestos a
altas concentraciones de fosforo. La calcificacion se
comprob6 mediante la cuantificacion de calcio, fésforo
y deposicion mineral (Von Kossa). Los resultados
obtenidos demuestran de una manera sélida que el
proceso de mineralizacion se acenttia al retirar la
adventicia de la aorta; los valores de fésforo no
muestran un incremento significativo entre los grupos
de estudio (P c/adv y P s/adv) pero se observa una
tendencia clara a incrementar la acumulacién de este
mineral cuando es retirada la adventicia. Sin embargo,
el incremento del depédsito de calcio en los EA sin
adventicia es diferente estadisticamente respecto de
los EA con adventicia.

Los datos expuestos previamente sugieren que
laadventicia actiia como protector de las CV, esto podria
deberse a que la (MGP) presente en la pared de la
arteria normal, principalmente en la adventicia,
participa en un mecanismo homeostatico destinado a
controlar y limitar la mineralizacién jugando un papel
fundamental en la prevencion de las CV. Un posible
mecanismo por el cual MGP podria inhibir la
calcificacion es que regule indirectamente la
mineralizacién mediante efectos en la diferenciacién
osteogénica de las células mesenquimales, mediante el
secuestro de BMP-2, con la cual MGP forma un
complejo, previniendo la interaccion de BMP-2 con sus
receptores (11). Por todo esto, seria interesante en un
futuro proximo evaluar la expresion génica de MGP y
BMP-2 en este nuevo modelo desarrollado.

En definitiva, este estudio aporta datos
importantes acerca del papel de la adventicia en el
desarrollo de la calcificacién vascular. También abre
una nueva linea de investigaciéon para ahondar los
conocimientos de los mecanismos celulares y
moleculares dela CVy de estamaneradesarrollar

estrategias terapéuticas eficaces que puedan preveniry
potencialmente revertir esta patologia.

CONCLUSIONES.

1. Se ha conseguido desarrollar un modelo in vitro de
explantes de aortas (EA) sin adventicia.

2. El presente estudio sugiere que, en este nuevo
modelo, la adventicia podria actuar como protector en
el desarrollo de las calcificaciones vasculares.
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