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PAPER DE LES ADIPOQUINES EN LA
CALCIFICACIO VASCULAR

Resum

Tot i que classicament la calcificacid vascular ha estat considerada un procés passiu
conseqliencia de I'envelliment, alteracions metaboliques o aterosclerosis, ha quedat ben
establert que consisteix en un procés actiu i altament regulat, amb moltes similituds amb la
formacid i mineralitzacié de I'os. Estudis experimentals molt recents han suggerit que existeix
una relacid entre les adipoquines alliberades pel teixit adipds i la calcificacié dels vasos
sanguinis. Moltes d’aquestes adipoquines, com sén la leptina, resistina i algunes citoquines,
promouen la calcificacié a través de I'expressid de proteines tipicament ossies, com la
fosfatasa alcalina o RANKL. En canvi, d’altres com I'adiponectina i I'omentina tindrien un efecte
protector, prevenint la formacié de noduls de fosfat de calci a I'interior dels vasos sanguinis.

L’objectiu d’aquesta recerca bibliografica és entendre els mecanismes complexos que
acompanyen la calcificacié vascular i la relacié amb les adipocitoquines, intentant establir un
nexe d’'unié entre les alteracions metaboliques i malalties vasculars a través de les
adipoquines.

1. INTRODUCCIO

La mineralitzaciéd o cristal-litzacié consisteix en una seqiiéncia d’esdeveniments a
través dels quals els éssers vius produeixen minerals solids que cristal-litzen i contribueixen a la
formacié d’estructures dures com sdn els ossos, dents, etc. Aquest tipus de mineralitzacio
produida sota condicions fisiologiques controlades durant el desenvolupament de I'esquelet
rep el nom de calcificacié fisiologica®.

A vegades, a causa d’alguna alteracid metabolica, aquests mateixos mecanismes de
cristal-litzacié es poden produir en altres teixits com els ronyons, pell, vasos sanguinis i valvules
cardiaques; és quan es parla de calcificacio patologica o cristal-litzacié ectopica, que pot tenir
greus conseqiiéncies’.

Els darrers anys s’ha establert un important nexe entre la calcificacio ectopica i el teixit
adipds. Aquest teixit, fins fa relativament poc, es considerava un organ exclusivament implicat
en 'homedstasi energética®; no obstant, s’ha vist que és realment un organ endocri a través de
I"alliberacié d’uns mediadors quimics, les adipocitoquines o adipoquines®.
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Les adipoquines sdn substancies biologicament actives, secretades pel teixit adipds,
que poden actuar tan a nivell local (paracri/autocri) com a nivell sistémic (endocri)>®. Aquestes
molecules han captat I'atencié dels investigadors des que es va descobrir la primera
adipoquina, la leptina, I'any 1994. Inicialment se les va associar amb trastorns com la diabetis i
desordres alimentaris pero amb els anys s’ha vist que juguen un paper clau en la regulacio de
la resposta immune i els processos inflamatoris’. Entre les adipoquines es troben hormones
(leptina, adiponectina), citoquines inflamatories (TNFa, IL-6, omentina) i altres proteines
(resistina) .

Els vasos sanguinis es troben envoltats per teixit adipds, de forma que les adipoquines i
altres factors secretats pel mateix teixit poden modular la funcié de la vasculatura. La major
part de les adipoquines, com el TNFa, IL-6, leptina i resistina, exerceixen efectes adversos
sobre els vasos sanguinis, encara que també n’hi ha com I'adiponectina o I'omentina que
tenen un funcié protectora®. En aquesta revisid es descriuran les adipoquines més
representatives en la patologia de la calcificacié vascular.

2. CALCIFICACIO VASCULAR

La calcificacid vascular es defineix com una deposicié ectopica de calci en les parets
dels vasos sanguinis. Encara que es pugui pensar que aquesta patologia és producte de la
societat modera, fou descrita per primera vegada fa uns 150 anys aproximadament i ha afectat
als humans durant mil-lenis®. Les primeres referéncies que es tenen daten I'any 1852,
obtingudes a partir de l'autopsia d’una momia egipcia que revelava la presencia de
calcificacions a I'aorta’.

Durant decades aquesta malaltia s’ha considerat un procés passiu i degeneratiu
conseqiiencia de I'edat, sense cap opcié de tractament®. No obstant, 'evidéncia de la darrera
decada suggereix que la calcificacio vascular és un procés actiu altament regulat que mostra
semblances enormes amb la mineralitzacié fisiologica dels ossos, incloent I'expressiéo de
factors de creixement, proteines de matriu i altres factors implicats en el metabolisme ossi®¥1°,
S’ha vist que un increment dels nivells plasmatics de fosfat i calci comporten tot una série
d’alteracions que afecten a la supervivéncia i al fenotip de les cél-lules del muscul llis vascular

(VSMCs), clau en I'inici i promocié d’aquesta patologia®'.

La calcificacido vascular s’observa amb freqliéncia en pacients amb aterosclerosi,

9,10

hipertensio,malaltia renal cronica i diabetis™ . Es troba altament relacionada amb la morbilitat

i mortalitat per malaltia cardiovascular ja que és responsable d’un augment de la rigidesa dels
vasos, disminucid de l'eficiencia cardiaca i un deteriorament en la perfusié coronaria; es

considera un risc independent d’infart de miocardi'®**.
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2.1 Estructura dels vasos sanguinis

Els vasos sanguinis estan formats per 3 capes concéntriques de teixit, anomenades
tuniques: la tunica intima, la tunica media i la tunica adventicia (Figura 1).
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La tunica intima és la capa més interna i esta composta per una monocapa de cél-lules
endotelials sobre una capa subendotelial formada per teixit conjuntiu laxa®.

La tunica media es troba localitzada entre la capa intima i I'adventicia, separada
d’aquestes per la membrana elastica interna i externa respectivament. Esta composta
basicament per cél-lules musculars llises (SMCs)*, directament implicades en la patologia de la
calcificacié vascular. En condicions normals, s’encarreguen de regular el to vascular mitjangant
I’expressié de gens estructurals, incloent a-smooth muscle — actin (SMA) i SM22a. (Figura 2)°%;
no obstant, en situacid d’estrés mecanic, concentracions elevades de calci i fosfat o per accié
de factors com certs tipus d’adipoquines o factors de creixement, s’ha vist que poden patir una
transdiferenciacid cap a cel-lules osteogéeniques, exhibint un fenotip secretor. Aix0 posa de
manifest la gran plasticitat que presenten aquestes cél-lules, amb capacitat de presentar
diferents fenotips en resposta a distints estimuls fisiologics i/o patologics distints™**.

Figura 2. Caracteritzacio dels marcadors de VSMCs en condicions normals. La tincié per
immunofluorescencia indica que el fenotip contractil normal és caracteritzat per I'expressio de SMA i
SM22a. Adaptat de Deuell et al, 20117,

Finalment, la tdnica adventicia és la capa més externa i esta composta principalment
per teixit conjuntiu fibrés. Normalment és prima en les arteries mentre que és bastant
gruixuda en les venes i venules .
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2.2 Tipus de calcificaci6 vascular

S’han establert dos tipus principals de calcificacid, diferents en localitzacid, morfologia
i fisiopatologia: la calcificacio de la intima i la calcificaci6 de la media o esclerosi de
Monckeberg, que inclou també un subtipus de calcificacié conegut com arteriopatologia
urémica calcificant’. Tot i que els distints tipus representen processos fisiologics diferents, en
tots els casos es produeix una disfuncié de les VSMCs, responsables de dirigir els mecanismes
patologics .

2.2.1 Calcificacio de la tinica intima

La calcificacié de la capa intima (Figura 3) consisteix, morfologicament, en una
deposicié desorganitzada de minerals a la tdnica intima dels vasos sanguinis®. Es relaciona
amb I'aterosclerosi, és a dir, el desenvolupament de plaques d’ateroma dins la capa intima
dels grans vasos, base de molts trastorns cardiovasculars com infart de miocardi o malaltia
cerebrovascular®. En I'aterosclerosi es produeix una inflamacié cronica del vas sanguini i una
deposicié de lipids, macrofags, teixit connectiu i restes necrotiques, tot aixd associat moltes
vegades a una deposicidé de calci. Es poden detectar petits agregats de calci en les lesions
aterosclerotiques en desenvolupament, de manera que la calcificacié de la intima es pot usar
com un marcador d’aterosclerosi i de futurs esdeveniments cardiovasculars ®° . La calcificacié
aterosclerotica pot comencar de forma prematura en la segona decada de vida, després de la
formacio de I'estria grassa, i anar desenvolupant-se amb el temps. El grau de calcificacié depen
de I'extensid de I'aterosclerosi i altres factors importants com I’edat i la hipertensid °.
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vascular " capa intima. Diferenciacid osteogénica
= : ’ st de les VSMCs associada a una placa
endothelium " ' \ 25 : d’ateroma. Adaptat de Neven et al,
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2.2.2 Calcificacio de la tinica media

La calcificacié de la media (Figura 4), també coneguda com esclerosi de Mdnckeberg,
fou descrita per primera vegada el 1903 per J.G. Ménckeberg, que la va definir com un extens
cumul de mineral en la tinica media que podia estendre’s fins a la lamina interna’’. Es un tipus
d’arteriosclerosi que es produeix a la capa media dels vasos sanguinis, principalment a les
arteries. Aquest tipus de mineralitzacié es produeix de forma independent a |’aterosclerosi,
mitjangant un procés molt similar a I’ossificacié intramembranosa®. Es van depositant sals de
fosfat calci en la capa media dels vasos sanguinis, concretament a la matriu extracel-lular
d’elastina i col-lagen. A mesura que va avancant la lesio, la tinica media és pavimentada amb
uns anells de cristalls de fosfat de calci (Figura 5), la qual cosa condueix a una disminucié de
I'elasticitat de la capa, *®

injured
vessel
wall
wlifias delamedia Figura 5. Aorta de rata on es poden
Figura 4. Inici de la calcificacio en la veure els anells circulars de fosfat calcic
capa media. Adaptat de Neven et al, tipics de la calcificacio de la tunica
20117 media.

Aquest procés ha estat descrit principalment en els vasos de pacients diabeétics i
persones amb malaltia renal cronica i s’ha vinculat amb un increment de la mortalitat
cardiovascular, ictus i risc d’amputacions de les extremitats inferiors®.

Dins aquest tipus de calcificacié també s’inclou |'ateriopatologia urémica calcificant,
gue consisteix en un tipus molt greu de calcificacié vascular de la tunica media que té lloc a
pacients que es troben en un estadi terminal de malaltia renal. Principalment afecta a les
arteries i arterioles i desencadena una fibrosi i trombosi greus®.
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2.3 Mecanismes de calcificacio vascular

Les calcificacions vasculars constitueixen un procés actiu i altament regulat dut a terme
per mecanismes diferents no excloents entre si ¥ En condicions normals, la mineralitzacié es
troba restringida a aquells teixits que expressen alhora col-lagen tipus | i fosfatasa alcalina
(ALP), com els ossos i les dents™. Nombrosos estudis evidencien doncs que la calcificacié
vascular és un procés que implica canvis en les VSMCs, que passen d’un fenotip contractil a un
fenotip secretor que les fa alliberar proteines implicades en el metabolisme ossi, com la ALP i
osteocalcina entre altres. Tot aixd0 comporta la formacié de noduls i cossos apoptotics, que
constituiran els focus d’iniciacié de la cristal-litzacié*.

2.3.1 Calcii fosfor

Es evident que la calcificacié vascular es troba relacionada amb elevats nivells de Ca, P
i el producte CaxP, els quals sén responsables de la formacié i creixement d’hidroxiapatita,
principal component mineral d’ossos, espines i closques®’.

Quan la concentracio de fosfat en el medi és elevada, les VSMCs experimenten una
transicio cap al fenotip osteogeénic, conduint a la formacidé i creixement d’agrupacions

1721 “Estudis in vitro han mostrat que quan s’incuben VSMCs a concentracions

d’hidroxiapatita
de fosfor 1.4mM (condicions fisiologiques humanes) la transicid fenotipica no es produeix,
perd a una concentracié de 1.6-3mM es desenvolupa una mineralitzaciéd dosi-depenent.
Aquests nivells sén comparables amb els que s’han trobat a malalts renals amb hemodialisi en
els que s’ha diagnosticat hiperfosfatemia. El que ocorre és que es desencadena la perdua del
fenotip contractil paral-lelament a la induccié de I'expressié de marcadors d’osteogénesi com
Runx2/Cbfal i ALP. De fet, s’ha vist que en aorta de rates incubades a una concentracié de
fosfat 3.8mM, I'expressié de la ALP incrementava 3 vegades el normal®”.

Els efectes de la hiperfosfatéemia sén mediats per un transportador anomenat Pit-1, el
qual es troba expressat en VSMCs. Aquest transportador permet I'acumulacié de fosfat dins la
cel-lula, que actuara com a senyal per a la promocié de tots aquests canvis en I'expressio

génica (Figura 6)"’.

Figura 6. Efectes del calci i fosfor en

la mineralitzacio de les VSMCs.
Valdivielso, 2011."
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2.3.2 Vesicules de matriu i apoptosi

La calcificacio vascular s’ha associat amb I'aparicié d’unes vesicules de matriu (MVs),
gue sOn petits cossos esférics que contenen membrana plasmatica intacta i contingut
citoplasmatic®. Es troben enriquides sobretot amb ALP i fosfatidilserina, i també contenen
annexines i Pit-1 entre altres®.

Les MVs es formen a partir de cel-lules responsables de la mineralitzacié o a partir de
cossos apoptotics Aquestes vesicules poden concentrar calci en el seu interior, constituint
I'origen dels cristalls d’hidroxiapatita °.

En condicions normals, les MVs contenen inhibidors de la calcificacié perd en
condicions patologiques, sota estimuls calcificants, induiran la mineralitzacié ectopica®.

Estudis in vitro han demostrat que nivells elevats de calci i fosfat indueixen I'alliberacio
de MVs i I'apoptosi de les VSMCs. La fagocitosi de les MV podria evitar la seva deposicié en els

vasos, eliminant el “niu” de formacid de cristalls d’hidroxiapatita. El problema és que si les
VSMCs es troben danyades, la fagocitosi es veu limitada, essent més probable que es produeixi

la calcificacié(Figura7)*.
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5 *.° Figura 7. Mecanisme de calcificacié a VSMCs induit per MVs. Adaptat de
= . . 23
S Mizobuchi et al, 2009.

FAGOCITOSI

2.3.3 Activadors iinhibidors de la calcificacié vascular

Existeix un gran nombre de factors promotors i inhibidors de la calcificacié vascular. En
condicions normals, els promotors es veuen superats pels inhibidors pero quan el balang
s’inverteix es posa en marxa el procés de calcificacié ectopica®.

10



-Paper de les adipoquines en la calcificacié vascular-

Promotors de la calcificacié
Fosfatasa alcalina

La ALP és una proteina clau en el procés de mineralitzacié ossia. Es expressada a la
superficie cel-lular i actua alliberant i incrementant la concentracié de fosfat. La seva expressio
és induida per citoquines proinflamatories i vitamina D. Es relaciona amb els mecanismes de
calcificacié vascular perqué ha estat detectada en zones de calcificacié vascular i cardiaca®’.

Factor d’unié al nucli alfa-1 (Cbfal)

El Cbfal, també anomenat Runx2, és una proteina considerada la principal reguladora
de la diferenciacié ossia; de fet, ratolins knockout per Cbfal mostren problemes en la formacid
de cartilag i en la mineralitzacié 0ssia. Com a factor de transcripcio el que fa és estimular
I’expressié de gens implicats en la diferenciacié osteoblastica, com I'osteocalcina (proteina
implicada en la captacid de calci), el col-lagen tipus | o la ALP. La seva expressié s’activa per
fosfat'’.

Proteines morfogeneétiques ossies (BMPs): BMP-2 i BMIP-4

Les BMPs sén un grup de proteines bastant abundant que pertanyen a la superfamilia
de factors B transformant del creixement (TGF-B). Estan implicades en el creixement de I'os,
proliferacié cel-lular, apoptosi, migracié cel-lular, diferenciacié i morfogenesi. Actuen unint-se
a un sistema heterodimeéric de receptors transmembrana. La BMP s’uneix al receptor tipus Il, la
qual cosa permet la unié i activacié del receptor tipus I. Aixd indueix la fosforilacio i
translocacio nuclear dels factors de transcripcié Smad, que modificaran I'expressié dels seus
gens diana. El resultat sera la formacid, manteniment i reparacid ossia, principalment (Figura
8)".

‘v\mf—nq-/
= Smad Pathway

Figura 8. Via de senyalitzacio BMP/TFGB. Adaptat
de Song et al, 2009%.

gn‘smi Smad4 :

Tot i que inicialment foren identificades a I'os, aquestes proteines i les vies de

senyalitzacié en que estan implicades juguen papers importants en altres teixits. Pel que fa a la

11
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promocié de la calcificacié vascular, el paper que desenvolupen és bastant complex. Entre les
més estudiades destaca la BMP-2, que ha estat identificada en lesions aterosclerotiques,
miofibroblasts periadventicis i cel-lules de la tinica media. La seva expressio als vasos és
regulada per estrés oxidatiu, inflamacio, lipids, lipoproteines oxidades i hiperglucémia?. En
aquestes condicions el que fa és induir I'expressido de Msx2 que estimula Cbfal i osterix, dos
factors de transcripcié que afavoreixen la diferenciacié de les cel-lules mesenquimatiques cap

17,27

a llinatge osteoblastic™”". L’accié de la BMP-2 en la calcificacié esta inhibida per MGP (Matrix

Gla Protein)”’.

La BMP-4 també s’ha identificat com un potent factor de diferenciacid 0Ossia, induida
per RANKL (Receptor Activator of NK-kB ligand)™.

Receptor Activator of NK-kB ligand

També conegut com OPGL, RANKL és una proteina transmembrana constituida per 316
aminoacids®’, altament expressada a cél-lules T i osteoblasts®’. Esta implicat en la regulacié de
la diferenciacid, funcié i supervivéncia dels osteoclasts®’.

RANKL s’uneix a RANK, un receptor transmembrana format per 616 aminoacids
expressat a osteoclasts i els seus precursors?’. Aquesta unié posa en marxa multiples senyals
intracel-lulars que condueixen a la translocacié nuclear de NF-kB, modulant I'expressié de gens
com BMP-4, activador de la mineralitzacié a les VSMCs™’.

L’accio de RANKL en la calcificacid vascular és inhibida per I'osteoprotegerina (OPG), la
qual pertany, juntament amb RANK i RANKL a la familia TNFa. Per altra banda, aquesta
mateixa accid és activada per vitamina D, calci, PTH, glucocorticoides, prostaglandina E2, IL-1,
IL-6, IL-11 i immunosupressor527.

Els nivells de RANKL van augmentant amb I'edat i sén uns predictors molt fiables de
risc de malalties cardiovasculars™.

Inhibidors de la calcificacié
Proteina Gla de la matriu

La MGP fou el primer inhibidor de la calcificacié identificat, descobert per primera
vegada per Price i els seus col-laboradors®’. Es una proteina de 10kDa depenent de vitamina K
expressada en condicions normals a les VSMCs i cél-lules endotelials vasculars'’. Es troba en
dues formes, una carboxilada per la vitamina K, activa, i la no carboxilada, inactiva. Entre les
seves funcions es troba la de regular la BMP-2 pero també té la capacitat d’unir directament
cristalls de fosfat calci, prevenint la seva deposicié a la paret vascular®’. Ratolins knockout per a
la MGP s’ha vist que desenvolupen rapides calcificacions de la capa media i acaben morint per
ruptura aortica'’; el mateix ocorre si I'activitat d’aquesta proteina es veu alterada, per

12
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exemple, per un bloqueig en I'accié de la vitamina K. A humans s’ha vist que les persones que
pateixen sindrome Keutel, una patologia autosomica recessiva produida per I'abséncia de MGP
madura, presenten greus calcificacions en les grans arteries®’.

Fetuina A

La Fetuina — A és una glicoproteina de 56kDa produida pel fetge i present en elevades
concentracions en el sérum (0.4-1.0g/| a humans)®’. Actua com un potent inhibidor de la
calcificacié capag d’unir complexos de fosfat calcic, prevenint la seva deposicid sobre les parets
vasculars™.

S’ha vist que ratolins deficients amb fetuina-A (fetuina A 7°) desenvolupen extenses

17,27

calcificacions en teixits blans (miocardi, ronyons, pell, llengua) i en les arteries™”*’. Nivells

baixos d’aquesta proteina es relacionen amb risc de mortalitat cardiovascular?’.

BMP-7

La BMP-7, al contrari que la BMP-2, promou el fenotip muscular de les cél-lules VSMCs,
essent un protector front la calcificacié'*?’. El mecanisme que explica I'efecte contrari
d’aquestes dues proteines tan similars no es coneix del tot; el que si es sap és que la BMP-7
estimula la deposicié de fosfat en I'os, evitant un increment dels nivells serics i la conseqlient

calcificacié vascular®.

Osteopontina (OPN)

L” OPN és una fosfoproteina extracel-lular normalment ubicada en teixits mineralitzats

17,27

com els ossos i les dents™“’. Té la capacitat d’unir cristalls d’hidroapatita prevenint el seu

creixement i deposicid a les parets vasculars®.

En condicions normals no es troba ubicada a les arteries perdo en condicions
patologiques si que es localitza en plaques aterosclerotiques i arteries i valvules aortiques
calcificades en un intent de reduir la lesid. Experiments fets amb ratolins mostren que els
knockout per OPN i MGP (OPN 7°, MGP”) presenten una calcificacié molt més rapida i estesa
gue no aquells knockout només per MGP (OPN o MGP'/'), de forma que OPN és un inhibidor
de la calcificacié induible in vivo'’. De fet, I'evidencia suggereix que OPN regula la calcificacié
quan ja s’ha produit una lesié a I'arteria®’.

Osteoprotegerina

L'OPG és un potent inhibidor de la calcificacié vascular, membre de la familia dels
receptors de TNF. Es produida per varis teixits, incloent els ronyons, pulmons, sistema immune
i sistema cardiovascular’’. En VSMCs i cél-lules endotelials d’aorta i artéries renals la seva
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expressioé es troba espacialment elevada. Entre les seves funcions es troba la d’evitar la unié de
RANKL a RANK, inhibint I'accié del primer. Els seus nivells augmenten davant estimuls que
també promouen I'increment de RANKL, com BMP-2 i TGF-B. D’aquesta manera, elevats nivells
d’OPG constitueixen un factor de risc per a I'aterosclerosi ja que indicaria que aquest augment
s’ha produit per compensar un procés d’aterosclerosi i/o calcificacié vascular?’.

2.3.4 Altres factors implicats en la calcificacio

Estrés oxidatiu

L'increment de |'estrés oxidatiu i espécies reactives d’oxigen s’han vist implicats en la
patogenesi de la calcificacié vascular. En particular, el H,0, el que fa és activar I'expressié de
Runx2 i la de ALP, promovent aixi la diferenciacié osteocondrocitica de les VSMCs**?, De fet,
I’efecte promotor de la calcificacié de les BMP-2 es déna a través de I'augment de I'estrés
oxidatiu®®,

Vitamina D

Com és sabut, un deficit de vitamina D és un factor de risc en el desenvolupament de
malalties com la hipertensié arterial, diabetis mellitus, infart de miocardi i malaltia isquemica
entre altres *°. No obstant, elevades dosis de vitamina D també sén perjudicials ja que s’ha vist
que indueixen la calcificacid en la tunica media. De fet, I'administraciéd de nivells elevats
d’aquesta vitamina s’usa per a obtenir animals d’experimentacié models de calcificacié™.
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3. PAPER DE LES ADIPOQUINES EN ELS MECANISMES DE LA
CALCIFICACIO VASCULAR

Com ja s’ha descrit abans, el teixit adipds és més que un simple magatzem d’energia;
és un organ endocri secretor d’'una gran quantitat de molécules biologicament actives, les
adipoquines. Esta format per diferents tipus de cél-lules, que inclouen adipocits madurs (30-
50%) i una gran varietat d’altres tipus cel-lulars que en conjunt reben el nom de fraccié
vascular estromal, que englobarien els preadipocits, fibroblasts, cél-lules endotelials i
macrofags>*.

A mamifers existeixen dos tipus de teixit adipds: el teixit adipds blanc (TAB) i el teixit
adipds marrd (TAM), amb diferents funcions, composicid i localitzacié”.

El TAM és important en mamifers petits i nadons pero a adults durant molt temps s’ha

considerat absent, tot i que investigacions recents mostren adults amb TAM metabolicament
.30
actiu™.

El TAB constitueix el principal teixit adipds de I'organisme. Aporta la major part del
greix corporal i constitueix la font principal d’acids grassos, que sén usats com a substrat
energetic per a la generacié d’ATP a través de la fosforilacid oxidativa. Els seus diposits es
troben dispersos per diferents localitzacions anatomiques del cos, trobant TAB visceral,
muscular, epicardi, perivascular i renal. Tots ells estan involucrats en dues funcions clau’;
control del metabolisme i paper inflamatori i immune mediat per adipoquines i altres
molecules inflamatories, antiinflamatories i immunes.

Una acumulacié excessiva de TAB determina el desenvolupament de malalties com
'obesitat i altres relacionades®. Durant molt temps I’obesitat s’havia definit com una patologia
provocada per la deposicié de greix, perd ara s’ha vist que és una malaltia inflamatoria
sistémica on el teixit adipds, amb la seva funcié endocrina, hi juga un paper central mitjangant
la produccié de les adipoquines®. S’ha pogut veure que 'obesitat es caracteritza per una
remodelacid de la composicié cel-lular del TAB. Es produeixen processos com la hiperplasia i
hipertrofia dels adipocits, infiltracié de macrofags i fibrosi del TAB, la qual cosa provoca un
desequilibri en Ialliberacié de les adipoquines® 3!, que juguen un paper molt important en el
desenvolupament de |'aterosclerosi acompanyada d’una disfuncio de les cél-lules de I'’endoteli
vascular, a més d’incrementar el risc de calcificacié vascular, ja que la inflamacié és un dels
mecanismes moleculars subjacents a la calcificacié vascular *.

A continuacio es tractaran aquelles adipoquines que s’ha vist fins a la data que tenen
més repercussions en els mecanismes adjacents a la calcificacio.
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3.1 Leptina

La leptina és una hormona polipeptidica de 16kDa secretada principalment pels
adipocits. Etimologicament el nom prové del grec leptos, que significa prim, referint-se a
I’efecte protector de la leptina front I'obesitat. Fou descoberta el 1994 en ratolins per Zhang i
col-laboradors mitjangant clonacié posicional i sequienciacié de ’"homoleg mutat del gen ob
(ob/ob), el gen de I'obesitat. A humans I’hormona és codificada pel gen Lep, homoleg del gen
ob a ratolins®’.

Quan fou descoberta es va veure que aquells humans i rosegadors que tenien un
deficit en leptina manifestaven obesitat, de manera que la primera impressié que va donar fou
gue era una hormona encarregada d’inhibir la ingesta i disminuir el pes corporal. No obstant,
aix0 no és del tot cert ja que I'obesitat es sol associar a nivells elevats de leptina pero una
resisténcia a la seva accié®.

Juga un paper fonamental en la regulaci6 de I’homeostasi energetica. Un cop
secretada pel TA, travessa la barrera hematoencefalica i arriba al nucli hipotalamic, on
disminueix la sensacié de gana i incrementa el consum energétic a través de I'alliberacid de
factors anorexigénics, com el CART, i la supressié de péptids orexigénics, com el NPY &732. A
part d’aix0, s’ha vist que participa en altres funcions biologiques com és I'hematopoesi i
angiogeénesi” %,

Els nivells circulants de leptina es correlacionen positivament amb I'index de massa
corporal (BMI) i amb la massa del TAB o contingut en massa grassa”*’, tot i que també
reflecteixen canvis en I'estat nutricional, de forma que es produeix un increment de leptina
després de la ingesta® ', La seva produccié també depén dels nivells d’insulina, d’hormones

sexuals i mediadors de la inflamacié” *

. En el cas de les hormones sexuals, s’ha vist que les
dones tenen, per norma general, nivells de leptina més elevats que els homes. Per altra banda,
hi ha que destacar el possible paper de la leptina en la resposta immune, ja que s’ha trobat en
nombrosos estudis nivells de leptina superiors durant una infeccié i inflamacid, probablement

secundari a I'augment de produccié d’interleuquines i TNF-a’.

Tots aquests efectes de la leptina sén exercits a través dels seus receptors, codificats
pel gen db (diabetes gene). Existeixen 6 isoformes diferents d’aquest, perd només una és la
funcional, la Ob-Rb. Hi ha varis teixits que expressen aquests receptors: vasos sanguinis i
cardiomiocits en el sistema cardiovascular’® i monocits i limfocits T implicats en la patogeénesi
de I'aterosclerosi®.

La senyalitzacié de la leptina és duta a terme fonamentalment a través de la via JAKs i
STATs. Una vegada s’ha unit al seu receptor funcional, Ob-Rb, recluta JAKs i activa el receptor,
gue atreu STATSs, que seran translocades al nucli on induiran I'expressié de gens diana de la
leptina®'.

Resisténcia als efectes de la leptina per alteracions en els seus receptors s’associen
amb obesitat severa i malalties relacionades com la diabetis mellitus *.
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3.1.1 Leptinai calcificacié vascular

La leptina constitueix un factor de risc independent de malaltia cardiovascular
conseqliencia del seu paper proaterogénic i promotor de la calcificacié vascular, efectes
descoberts recentment.

Com ja s’ha dit, la calcificaci6 és conseqliencia d’una transicid fenotipica
experimentada per les VSMCs. Tot i que els mecanismes encara no es troben del tot dilucidats,
es tenen coneixements de la participacié d’algunes vies de senyalitzacid6 com la via de
transduccié Wnt*>. Les Wnt sén una familia de glicoproteines riques en Cys implicades en
esdeveniments com l'especificacio de les cél-lules del cervell medi, la polaritat en les
extremitats de vertebrats i la formacié del tub neural®.

Els membres de la familia Wnt interaccionen amb receptors de la familia Frizzled (FZD),
ubicats a la superficie cel-lular units als coreceptors LRP5/6 (LDL receptor related protein). En
condicions fisiologiques, la unié de Wnt al seu receptor i la conseqilient activaciéo de
FZD/LRP5/6 promou la inactivacié de la Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3B). En el cas de
que GSK-3B fos activa, podria fosforilar B-catenines i marcar-les per la ubiquitinacio i
degradacié proteosomica; en canvi, quan és inactiva, la B-catenina pot acumular-se en el
citoplasma i translocar-se al nucli, on es pot associar amb la proteina LEF o TCF, transformant-

se en un factor de transcripcié actiu que pot induir la transcripcié de determinats gens (Figura
9) 33, 34.

Canonical pathway

Wnt o . . 13
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¥t condicions normals. Adaptat de Maiese
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La capacitat de la leptina de modular aquesta via de senyalitzacié s’ha vist en varis
tipus cel-lulars, perd no s’havia evidenciat en cap model de diferenciacié osteogenica fins el
2012 gracies Melec i col-laboradors®.

La leptina incrementa I'activitat de la ALP (figura 10A) al mateix temps que inhibeix
I’expressié de MGP, la qual cosa posa de manifest el seu paper en la promocié de la calcificacié
vascular (Figura 10B). Al mateix temps, per tal de fer front a la mineralitzacid, es produeixen
increments de I’OPN (Figura 10B)*>.

17



-Paper de les adipoquines en la calcificacié vascular-

A a0
g - T
00 A
i3
=
glﬁ a0 4
E D L
LM
o [ as g 20 48 ;
B Control
Leptin Comcentmibon dpgim) i
B B | =ptin-Treated
. _
Pl 001 ) =Tl
o I F o
o § 00
$
# £ mm
L - o
| % 0 i
a8a &_
E
&0 5
- #
20 F
. Mnbriz Gl Peoi 1]
Ak (2 Tolen w 1“1

Figura 10. Canvis en I'expressié de marcadors osteoblastics en VSMCs incubades amb leptina. A.
Nivells de mRNA d’ALP expressats per SMCs d’aorta bovina (BASMCs) incubades a concentracions
creixents de leptina durant 8 dies. S’observa un increment de I'activitat de la ALP dosi-depenent;
a una concentracié de 4ug/mL I'activitat era 4.410.2 vegades superior comparada amb el control.
B. Nivells de mRNA MGP i OPN en BASMCs incubades a una concentracio de 2ug/mL de leptina.
Comparat amb el control, s’observa una disminucié de MGP i un increment d’OPN. Zeadin et al,
2012*

Els canvis en I'activitat de tots aquests marcadors osteoblastics en preséncia de leptina
posa de manifest que la mineralitzacié també incrementa en preséncia de I'adipoquina, tal i
com pot veure’s en la Figura 11*.

E 240
P<0.05
220 4
g 200 4
[=
[=]
O 1804
c
-
£ 1601
[
S
g 1404
K]
g 1204
b
100 {
80 1
0 0.5 1.0 2.0

Leptin Concentration (ug/mi)

Figura 11. Efecte de la leptina en la mineralitzacio de cultius de BASMCs. A-D. BASMCs cultivades a
concentracions creixents de leptina (0, 0.5, 1.0 i 2.0ug/ml respectivament) durant 12 dies. E. passats
els 12 dies les cél-lules foren tenyides amb tincio von kossa, i es va quantificar el nivell de tincié
corresponent amb el grau de mineralitzacio. Zeadin et al, 2012%
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La forma en que du a terme aquesta accié inductora de la diferenciacié osteoblastica
de les VSMCs i conseqlient mineralitzacié és a través de la via de senyalitzacié Whnt.
Concretament, la leptina indueix la fosforilacid de la serina 9 de la GSK-33 a BASMCs incubades
amb I’hormona, que es major a mesura que incrementa el temps d’exposicid (Figura 12A) i la
concentracié de leptina (Figura 12B). Aquesta fosforilacié inhibeix la GSK-3f, promovent la
translocacié nuclear de les B-catenines™.
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La leptina modula I'activitat de la GSK-3B, que és la que juga un paper directe sobre la
diferenciacié osteoblastica. En la seva forma activa, desfosforilada, impedeix la calcificacié
incrementant I’expressio d’inhibidors de la calcificacié i inhibint la de promotors com I’ALP. En
canvi, quan és fosforilada, per exemple per la leptina, i, per tant, desactivada, es promou la
calcificacié. En la figura 13 s’observen els nivells de MGP i ALP en BASMCs on s’ha aconseguit
expressar i mantenir I'activitat de GSK-3B mitjancant la infeccid de les cel-lules amb un
adenovirus que expressava GSK-3Bactiva, a la que s’havia substituit un residu de Ser per un
d’Ala en la posicié 9, susceptible de fosforilacié (Ad- S9A) *.
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Figura 13. Transfeccido d’un adenovirus que expressa constitutivament GSK-38 activa a
BASMCs en cultiu. A. Expressio de MGP en BASMCs transfectades amb un adenovirus control
(Ad-CMV-Null) o Ad-GSK-3BS9A. Expressio incrementada gracies a la GSK-38 activa B.
Activitat de ALP mesurada en BASMCs transfectades amb Ad-CMV-Null o Ad-GSK-38S9Ai en
absencia o preséncia de 2ug/ml de leptina. Disminucié de I'activitat en preséncia de GSK-38
activa, en menor grau quan la leptina hi és present Zeadin et al, 2012%
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Hi ha que dir que l'accid de la leptina no es limita a un sol mecanisme. A banda
d’incrementar la calcificacio a través de la via de senyalitzacié Wnt, també ha estat demostrat
que la leptina incrementa I'estrés oxidatiu en les VSMCs, la qual cosa incrementa |'expressié de
la BMP-2 amb el conseqiient augment de la calcificacié vascular®.

3.2 Adiponectina

L’adiponectina és I'adipoquina més abundant de la circulacié a humans?, constituint
aproximadament el 0.01% de les proteines totals circulants®. Es tracta d’'una hormona

6732 | gen de la qual es troba localitzat al cromosoma 3g27, un locus

peptidica de 244aa
relacionat amb la susceptibilitat a la diabetis mellitus i malalties cardivoasculars®’. Es

sintetitzada principalment per adipocits blancs madurs®.

Es troba present en el torrent sanguini de tres formes moleculars diferents: trimers de
baix pes molecular (LMW), hexamers (MMW) i polimers d’elevat pes molecular (HMW)®.
També s’ha trobat una forma globular, producte actiu de la proteolisi de I’adiponectina, el Cig-

like globular domain, que circula pel plasma a baixa concentracié’>".

La major part dels estudis duts a terme fins ara mostren que I'adipoquina té efectes

731 En ratolins ApoE deficients, model d’aterosclerosi, es

antiinflamatoris i antiaterogenics
redueix la formacié de plaques d’ateroma en I'aorta després de la injeccié d’adiponectina via
adenovirus. L'adiponectina atenua I'agrupacié de monocits a I'endoteli reduint I'expressié de
TNFa®. Aixi, s’ha suggerit I'existéncia d’un feedback negatiu entre I'adipoquina i les citoquines
proinflamatories ja que la primera inhibeix la produccié de TNFa i IL-6, mentre que aquests dos

reprimeixen la produccié d’adiponectina’.

Actua a través de dos receptors: adipoR1, que predomina al muscul, i adipoR2,
predominant al fetge. La transduccid de la senyal mitjangant aquests receptors implica
I’activaciéo de moléecules senyal, entre les que destaquen AMPK, MAPK, PPARa i PPARy. Una
alteracié en aquests receptors o en la senyalitzacié per adipoR1 i adipo R2 fa que I'adipoquina
no es pugui unir i sigui degradada, amb totes les conseqliencies metaboliques que comporta,
com resisténcia a la insulina i intolerancia a la glucosa®**?.

Els nivells d’adiponectina circulants es relacionen negativament amb el BMI de manera
gue es troben disminuits en I'obesitat i incrementats en pacients amb anoréexia nerviosa i
durant el dejuni en persones sanes®’. També s’han observat nivells disminuits en persones
amb diabetis mellitus tipus Il i malaltia cardiovascular. Entre els mecanismes que disminueixen
la secrecid de I'adipoquina es troben un ambient hormonal anormal, un increment de I'estrés
oxidatiu i un estat proinflamatori, factors que prevalen en I'obesitat i sindrome metabolic®.
S’ha proposat que els nivells baixos d’adiponectina podrien constituir un marcador per a la
deteccié prematura d’aterosclerosi en pacients obesos®. A més, la deteccié de les diferents
formes en que es troba I'adiponectina en plasma (LMW, MMW, HMW) pot contribuir-hi ja que
s’ha vist que la isoforma HMW actua com un marcador de malaltia cardiovascular’.
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3.2.1 Adiponectina i calcificaci6 vascular

L’adiponectina, a banda de les funcions ja esmentades, també juga un paper molt
important en la calcificacié vascular ja que s’ha vist que ratolins deficients en I'adipoquina
(adiponectina + ) presenten nivells aortics de calci i activitat ALP més elevats del normal,

desenvolupant una lleugera calcificacié arterial amb el temps *’.

La injeccié d’adenovirus que sobreexpressen adiponectina a ratolins knockout per a
I’hormona evidencia que el seu déficit és el responsable del desenvolupament de la calcificacio
en aquests animals. En la figura 14 s’observa una disminucié dels nivells de calci i activitat ALP

després de la injeccié de I'adiponectina®’.
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Figura 14. Concentracio de calci (A) i activitat d’ALP (B) en ratolins knockout per a
I'adiponectina alimentats amb una dieta a base de pinso durant 10,20 i 30
setmanes, i després de la injeccio amb un adenovirus que expressa adiponectina
(Ad) o B8-Galactosidasa (Gla). Luo et al. 2009. >’

La funcio de I’'adiponectina en la calcificacié és exercida a través del receptor AdipoR1,
gue és el que s’expressa principalment en les VSMCs. El que fa aquesta hormona és disminuir
I'activitat de I’ALP, Runx2 i osteocalcina en aquestes cel-lules de forma depenent de la

concentracié (Figura 15) *'.
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Figura 15. Efectes de I'adiponectina en I'activitat d’ALP (A), osteocalcina (B) i Runx2 (C) a VSMCs. Les
cél-lules foren cultivades amb un vehicle o a concentracions de 3, 10 o 30 ug/ml d’adiponectina. Luo
et al. 2009. >’
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D’aquesta manera, I'adiponectina disminueix la formacié de noduls de mineral calcic a
través de la disminucio dels nivells d’expressio i activitat de marcadors osteoblastics, tal i com
pot veure’s en la Figura 16 %,

Figura 16. Inhibicid de la
mineralitzacio per part de
I'adiponectina. Cultiu de VSMCs
calcificades en abséncia o preséncia
de 30ug/ml d’adiponectina. La

mineralitzacio fou determinada per

tincio amb vermell alizarina,
especifica per a la deteccio de diposits
de calci. A. Imatge representativa de
la calcificacio obtinguda per
microscopia x200. B. Quantificacio

100~

del grau de tincio per

S0+ espectrofotometria. Luo et al, 2009°’

Alizarin Red 8 stain (ug/mg protein)

Control Adiponectin

A través d’aguesta mateixa via de senyalitzaci6 que regula tots aquests
esdeveniments, AdipoR1/p38MAPK, I'adiponectina participa en la formacid ossia, la qual cosa
suggereix que depenent del tipus cel-lular participen fonamentalment uns o altres membres
p38MAPK, els quals tenen accions molt diferents en el creixement cel-lular, diferenciacid,
apoptosi o hipertrofia®’.

3.3 Resistina

La resistina és una adipoquina de 12.5kDa descoberta el 2001, també coneguda com
FIZZ (found in inflammatory zone)”*. Forma part de la familia de proteines rica en Cys
anomenada resistine-like molecules’. Principalment és secretada per adipocits, tot i que també
pot ser alliberada per macrofags, neutrofils i altres tipus cel-lulars **. $’han trobat dues formes
diferents de resistina, una en forma d’hexamer, molt abundant, i una en forma de trimer,
menys abundant perd més bioactiva®.

Tan a ratolins com a humans hi ha una relacid positiva entre els nivells serics de
resistina i I'obesitat degut a que la seva expressidé és estimulada per factors inflamatoris,

incrementats en aquesta patologia3'32.
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Pel que fa a la similitud entre espécies, entre ratolins i humans només s’ha trobat un
64% d’homologia en la seqliiéncia de mRNA i un 59% en l’estructura aminoacidica, de tal
manera que la funcié fisiologica de la resistina podria ser diferent’. Es per aixo que els models
animals han mostrat que aquesta hormona promou resisténcia a insulina pero a humans no
esta del tot clar®. S’ha postulat que a humans la resistina esta implicada en la regulacié de
determinats processos metabolics i en I'activacié de processos inflamatoris®’. A més, nivells
elevats s’han associat amb una disfuncié endotelial i malaltia coronaria, ja que per una banda,
allibera endotelina -1 i, per altra, augmenta I’expressié de molecules d’adhesié com VCAM-1 i
MCP-1, implicats en la formacié i desenvolupament de plaques d’ateroma’.

3.3.1 Resistina i calcificacio vascular

L’estenosi aortica (AS) és un procés patologic que es troba intimament relacionat amb
I’aterosclerosi ja que implica una deposicié lipidica, inflamacié cronica, reclutament de
macrofags al teixit vascular i una calcificacié de les valves aortiques®. Monty i els seus
col-laboradors van demostrar que elevats nivells de resistina es troben associats a aquesta
malaltia, concretament amb el grau de calcificacié vascular i inflamacié, sobretot en pacients
d’edat més avancada®>*.

La resistina, in vitro, incrementa la inflamacio via NF-kB, directament implicat amb I’AS.
A més a més, la resistina té altres funcions a I’endoteli vascular, com: incrementar la formacio
de cél-lules espumoses a través d’'un augment en |'expressid dels receptors scavenger dels
macrofags, procés clau en el desenvolupament de I'aterosclerosi*’; potenciar I'expressié de
molecules d’adhesié i participar de forma activa en el reclutament de macrofags que, a través
de la produccié de citoquines proinflamatories, tenen la capacitat de promoure la calcificacio.
Aixi, és evident que la resistina juga un paper molt important en la patogenia de I'estenosi
aortica®.

Elements com I'edat, la creatinina, la leptina o el BMI promouen I'expressid i activitat
de la resistina®. En canvi, factors com les sirtuines, concretament la sirtuina-1 (sirt-1), s’han
associat a una disminucié de I'expressié de I'adipoquina’®.

La sirt-1 és una desacetilasa que s’uneix a una gran varietat de factors de transcripcid i
cofactors nuclears. Entre les seves funcions es troben la de disminuir la formacié de cél-lules
espumoses, promoure la vasorelaxacié induida per NOS (oxid nitric sintasa), reduir I'expressié
de TNFa i de metaloproteasa 9, I'activitat de la qual incrementa la degeneracié de la valvula
aortica i activa components que s’ha vist que disminueixen el perfil inflamatori®. D’aquesta
manera es suggereix un paper de la sirt-1 antagonista al de I'adipoquina.

Carter i col-laboradors® van demostrar que I'expressié de Sirt-1, disminuida en
pacients amb AS, regula negativament els nivells de resistina expressats pels macrofags de
I’endoteli. Aixi, nivells baixos de sirt-1 en calcificacions aortiques potencien I'increment dels
nivells de resistina i, per tant, de I’estat inflamatori i la calcificacié (Figura 17).
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Figura 17. Els nivells baixos de Sirt1 que es troben en
I’AS estan inversament relacionats amb I'expressio de
resistina. A. Nivells de mRNA de Sirt1 i resistina en
valvules aortiques de pacients amb estenosi. B.
Nivells d’expressio de Sirt1 en pacients control i
pacients amb AS. C. Nivells de proteina Sirt1 en
valvules aortiques de pacients amb AS visualitzades
amb immunofluorescencia. En blau s’observen els
nuclis i en verd la Sirt-1. Carter et al, 2012 38

S’ha vist també que el resveratrol, inductor de la sirt-1, pot inhibir els efectes de LPS

(lipopolisacarid inductor de I'accid de la resistina), de forma que aquest és un dels motius pels

quals s’esta investigant ultimament el paper antiinflamatori del resveratrol i la seva

importancia en la salut cardiovascular®.

3.4 Citoquines

Les citoquines sén un tipus de molécules amb funcié autocrina i/o endocrina. Tot i que

han estat conegudes tradicionalment per la seva funcié immune, els darrers anys s’ha vist que

poden estar implicades en altres processos.

El teixit adipds, com a organ endocri, té la capacitat de secretar certes citoquines,

algunes de les quals s’engloben dins del grup d’adipoquines. A diferéncia de les altres

esmentades fins al moment, I'adiponectina, leptina i resistina, les citoquines no sén secretades

principalment pels adipocits, sind per la fraccid estromal del teixit adipds, fonamentalment

macrofags.

En aquesta revisid es tractaran les principals citoquines implicades el control de la

calcificacié vascular, ja sigui mitjangant la seva promocio, com és el cas del TNFa i la IL-6, 0 a

través de la seva inhibicio, com I'omentina.
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3.4.1 TNFaillL-6

El TNFa i la IL-6 sén citoquines proinflamatories expressades principalment per
macrofags. Entre les seves accions s’ha vist que juguen un paper aterogéenic important a través
de I'expressié de moleécules d’adhesié a les parets dels vasos® i la disminucié de I'expressié de
NOS. A més a més, s’ha vist que promouen la calcificacié en les plaques aterosclerotiques. El
gue ocorre és que la lesié aterosclerotica indueix una infiltracié rapida de macrofags i limfocits
T a la zona afectada, els quals alliberen citoquines proinflamatories responsables, en part, de
I’apoptosi i transdiferenciacié de les VSMCs™.

Com s’ha explicat, el RANKL és un promotor de la calcificacié i hi ha evidéncies de que
la seva accié és duta a terme a través de la induccié dels macrofags per a que alliberin
citoquines inflamatories, que seran les responsables directes de la diferenciacio
osteoblastica®™.

Per una banda, les citoquines proinflamatories indueixen I'expressié de RANKL, fet que
Deuell i col-laboradors van demostrar mitjancant la incubacié de SMCs amb TNFa (Figura 18)".
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Figura 18. Nivells de RANKL en SMCs
incubades amb un vehicle o amb TNFa
durant 48h. Deuell et al, 20117

T
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Al mateix temps, RANKL promou l'alliberacié d’ IL-6 i TNFa, els quals promouen la
calcificacié i I'alliberaciéo de més quantitat de RANKL, incrementant encara més la calcificacio
(Figura 19). Aquests efectes es veuen potenciats si el medi és ric en fosfat™.
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Figura 19. El RANKL incrementa la calcificaciéo en VSMCs mitjangant I'augment d’expressio d’IL-6 i

TNFa. Les cél-lules foren tractades amb RANKL o un vehicle durant 48hores, en medi de cultiu normal
(CM) o ric en fosfat (HPM). Deuell et al, 20117
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TNFa i IL-6 sén els responsables principals de la mineralitzacié d’aquestes cel-lules,

induits per RANKL, essent més potent el TNFa que la IL-6, tot i que quan hi sén presents els dos

alhora mostren un clar efecte sinérgic (Figura 20)*.
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Figura 20. Efecte sinergic del TNFa i IL-6 en la
promocio de la calcificacio. Les cél-lules foren
cultivades en CM o HPM amb 50ng/mi d’IL-6,
10ng/ml de TNFa o una combinacié dels dos
factors. S’indiquen els nivells de calci en les
cél-lules. Deuell et al, 2011%

El que fan aquestes citoquines és induir I'expressid dels gens que codifiquen per a Pit-

1, ALP i Runx2 mentre que inhibeixen el de MGP, tal com pot veure’s en la figura 21"°. A més a

més, Lencel i col-laboradors van aportar que l'increment de I’expressid concretament de la
ALP és dut a terme a través del PPARy. El PPARy, el qual és inhibit per TNFa, en condicions
normals, manté inhibida la ALP a VSMCs. D’aquesta forma, si el TNFa es troba en concentracio

incrementada, inhibira el PPARy, produint-se augments de ALP i, en conseqliéncia, promocid

de la calcificacié vascular®.
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Figura 21. Expressio de diferents marcadors de la calcificacio induida per IL-6, TNFo 0 ambdos. Les
cél-lules foren cultivades en CM o HPM amb un vehicle, 50ng/ml d’IL-6, 10ng/ml de TNFa o una
combinacio dels dos factors durant 48h. Deuell et al, 2011%
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3.5 Omentina

L'omentina és un peptid de 313 aminoacids expressat principalment pel teixit adipds
visceral®. S$’han trobat varies isoformes de la proteina, tot i que I'omentina-1 és la principal del
plasma huma, en una concentracié aproximada de 100ng-1pg/ml°.

Es una adipoquina que ha estat descoberta recentment, de forma que es coneix poc
sobre ella. En estudis fets amb aortes de rata aillada s’ha vist que I'omentina induiria una
vasodilatacié a I'’endoteli mediada per I'enzim NOS>. Per altra banda, estudis recents mostren
que I'omentina-1 es troba implicada en la inhibicié de la diferenciacié osteoblastica de les
VSMCs in vitro ***. 'omentina inhibeix la transcripcié d’ALP i osteocalcina a VSMCs. En la
figura 22 es pot veure com la incubacié de cél-lules amb nivells creixents d’omentina
disminueix I'expressid i activitat de la ALP (Figura 22A) i produccié d’osteocalcina (figura 22B),
reduint per tant la mineralitzacié (Figura 22C)*.
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Figura 22. A. Efectes de 'omentina sobre I'activitat de la ALP en VSMCs exposades a una concentracio
de 100-1000ng/ml d’omentina durant 48h. B. Efectes de I'omentina sobre I'expressio d’osteocalcina en
VSMCs exposades a una concentracio de 100-1000ng/ml d’omentina durant 48h C. Inhibicid de la
mineralitzacio a VSMCs calcificades per part de I'omentina. Les cél-lules foren incubades amb un vehicle
o0 amb omentina (100,500,1000ng/ml) durant 18 dies i després foren tenyides amb tincié vermell
d’Alizarin. La grdfica representa el grau de tincid. Duan et al, 2011*

Per altra banda, 'omentina estimula la produccié d’OPG en cultius de VSMCs alhora
gue inhibeix la produccié de RANKL en VSMCs ja calcificades (Figura 23). Inclds en ratolins
knockout per a OPG (OPG™), 'omentina-1 té la capacitat d’inhibir la calcificacié adrtica massiva
que presenten mitjancant la disminucié del contingut de calci (Figura 24)*.
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Figura 24. Inhibicié de la calcificacid arterial en ratolins OPG”” per 1 orc>
omentina-1. A. seccions d’aorta tenyida amb hematoxilina i
eosina, que detecten la calcificacio. B. Contingut de calci en
l'aorta. Es veu una disminucié quan s’injecta un adenovirus que

conté omentina expressada. Xie et al, 2011°%.

Totes aquestes accions exercides per 'omentina-1 depenen de la via de senyalitzacié
PI3K/Akt. L'omentina el que fa és estimular I'activitat d’Akt a les VSMCs calcificades a través
d’un increment en el seu estat de fosforilacid. Aquesta activacié de I’Akt per omentina pot ser
inhibida per inhibidors de PI3K, com LY294002, o inhibidors de la propia Akt, com HIMO****,

Aixi doncs, es pot veure que efectivament I'omentina, igual que I'adiponectina,
inhibeix la calcificacié vascular. S’ha comprovat que el fet de combinar els dos tractaments,
adiponectina i omentina potencia aquesta disminucid dels nivells de calcificacid, mostrant un
clar efecte sinergic®.
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4. Conclusions

1.

La calcificacio vascular és un procés actiu, altament regulat, amb moltes similituds amb
el metabolisme ossi.

Les darreres evidéncies suggereixen un paper important de les adipoquines secretades
pel teixit adipds i els mecanismes implicats en la mineralitzacio vascular.

2.1 Leptina. La leptina indueix la diferenciacié osteoblastica de les VSMCs
incrementant els nivells de ALP i disminuint els de MGP.

2.2 Adiponectina. L'adiponectina disminueix els nivells d’expressid i activitat de
marcadors osteoblastics, disminuint aixi la formacié de noduls de fosfat calcic.

2.3 TNFa i IL-6. La calcificacié a les plaques d’ateroma sol anar acompanyada
d’inflamacié a través de citoquines proinflamatories secretades pels macrofags
infiltrats en la lesié. Entre aquests citoquines es troben el TNFa i la IL-6, els quals
indueixen I'expressié de marcadors osteoblastics, contribuint al manteniment de la
calcificacié a la capa intima.

2.4 Omentina. La omentina augmenta els nivells d’OPG i disminueix els de RANKL,
inhibint la calcificacié vascular.

2.5 Resistina. La resistina augmenta la formacid de cel-lules espumoses i el
reclutament de macrofags a les lesions aterosclerotiques, implicats en la
calcificacié, contribuint de forma indirecta en el procés patologic.

Entre els factors associats al desenvolupament de calcificacions vasculars es troba:

3.1 Malalties renals. La dialisi i, conseqiientment, les nivells de fosfat als quals es
troben sotmesos els malalts renals constitueixen un factor de risc per a la formacio
de noduls de fosfat calcic i deposicid d’aquests en la capa media dels vasos
sanguinis.

3.2 Aterosclerosi. La formacié de plaques d’ateroma i el desenvolupament d’estenosi
aortica es troba altament relacionat amb la calcificacid de les plaques a causa dels
baixos nivells de sirt-len aquests pacients, que és inversament proporcional a
I'activitat de la resistina.

3.3 Edat. 'edat es relaciona amb la calcificacio a través del risc de patir aterosclerosi

perd també amb el fet que les persones majors presenten majors nivells de
resistina.
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3.4 Obesitat. Amb I'obesitat, el perfil de secrecié del teixit adipds canvia, amb un
balan¢ favorable cap a la inflamacid. Es produeix un increment dels nivells de
leptina, citoquines proinflamatories i resistina paral-lels a una disminucié de la
concentracié d’adiponectina i omentina.

3.5 Diabetis Mellitus. Els pacients amb DM Il presenten menors nivells d’adiponectina.

Els estudis fets fins ara sén molt recents, de forma que es tracta d’'un camp obert
ampliament a la investigacid. Cal potenciar-ne la recerca ja que és un factor de risc
clau per al desenvolupament de malalties cardiovasculars, primera causa de mort en
els paisos desenvolupats. Es necessari doncs seguir treballant per tal de poder trobar
meétodes diagnostics prematurs del procés patologic i terapies efectives per evitar les
patologies cardiovasculars i cerebrovasculars associades.
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