UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PALERMO

Dottorato di ricerca in “Medicina Clinica e Scienze del Comportamento”
Dipartimento Biomedico di Medicina Interna e Specialistica (DIBIMIS)
MEDO9

STUDIO DELLE INTERAZIONI E DELLE INFLUENZE
DI OSTEOPROTEGERINA ED OSTEOPONTINA
SULLE ALTERAZIONI VASCOLARI
NELL’TPERTENSIONE ARTERIOSA ESSENZIALE

IL DOTTORE IL COORDINATORE
LAURA GUARINO CH.MO PROF. ANTONIO PINTO
IL TUTOR

CH.MO PROF. GIUSEPPE MULE

CICLO XXX
ANNO CONSEGUIMENTO TITOLO 2017/2018



INDICE

Introduzione

Osteopontina

Osteoprotegerina

Osteopontina e rischio cardiovascolare

Osteoprotegerina e rischio cardiovascolare

Scopo dello studio

Materiali e metodi

Risultati

Discussione

Figure e tabelle

Bibliografia

12

16

21

22

25

26

30

38



INTRODUZIONE

L’osteopontina (OPN) e 1’osteoprotegerina (OPG) sono noti inibitori della
calcificazione  vascolare, che sembrerebbero  essere  correlati

all'inflammazione e all'aumentata incidenza di eventi cardiovascolari.

La calcificazione vascolare consiste di precipitati di sale di calcio, per lo
pit in forma di apatite, simile all'idrossiapatite presente nell'osso. La
calcificazione vascolare e la mineralizzazione ossea, infatti, condividono
una serie di interessanti caratteristiche anatomiche e fisiopatologiche
comuni. La calcificazione del tessuto arterioso non €& solo un processo
passivo di precipitazione o assorbimento di fosfato e calcio ma e un
processo altamente organizzato e regolato da meccanismi simili a quelli

coinvolti nella mineralizzazione ossea [1-4].

Indubbiamente, la precipitazione di sali di calcio nella parete del vaso e gli
eventi biologici a livello cellulare che portano all'ossificazione dei vasi
rappresentano passi importanti nel danno vascolare indotto da varie
patologie, tra cui il diabete, 1’ipercolesterolemia e la malattia renale
cronica. Tuttavia, nonostante la sua rilevanza clinica, la ricerca sul

meccanismo di deposizione minerale nelle arterie € stata limitata.

| patologi nel 19° secolo hanno riconosciuto la presenza di tessuto osseo
all'interno delle arterie aterosclerotiche [5]. Cio nonostante, per la maggior
parte del XX secolo, la calcificazione vascolare é stata considerata un
processo passivo e degenerativo a carico delle placche aterosclerotiche
avanzate. Il concetto di “ossificazione regolata” ¢ emerso solo nell'ultimo

ventennio [6-7].



Le prime prove della regolazione di tale processo provengono da Anderson,
il quale ha riscontrato la presenza di vescicole di matrice (strutture

coinvolte nell'osteogenesi) in aorte calcificate umane [8].

Giachelli et al, inoltre, hanno identificato I'espressione di una proteina della
matrice ossea in una speciale popolazione di cellule muscolari lisce vasali
(VSMC). Successivamente ¢ stata rilevata [’espressione di fattori
osteogenici, come la proteina morfogenetica ossea (BMP), I’OPN e

proteina GLA della matrice (MGP) nelle cellule vascolari coltivate [9].

E stato dimostrato come la calcificazione cardiovascolare riproduca i
processi inerenti la formazione di osso orto topico [10]. | meccanismi
principali proposti rientrano ampiamente in 2 categorie: induzione

dell'osteogenesi e perdita di inibitori della mineralizzazione.

Una delle principali ipotesi € che la calcificazione vascolare sia una
conseguenza della formazione ossea in situ da parte delle cellule di tipo
osteoblastico [11-12]. Esistono diverse ipotesi sull'origine di queste cellule;
alcuni studi indicano che la presenza di cellule osteoblastiche nella parete
vascolare sia il risultato finale del cambiamento fenotipico delle VSMC,
sebbene altre osservazioni puntino sull'attivazione e la differenziazione dei

periciti residenti o delle cellule staminali circolanti (Figura 1) .

La capacita di andare incontro a differenziazione reversibile é caratteristica
del fenotipo VSMC; queste cellule si trovano in condizioni basali nella loro
forma differenziata contrattile, ma sono in grado di rispondere a vari
stimoli entrando in uno stato proliferativo sintetico al fine di produrre
matrice extracellulare (ECM) [13]. Numerosi stimoli inducono le VSMC a

subire una differenziazione osteogenica, tra cui lo stress ossidativo,
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I’inflammazione, le BMP o le variazioni dei livelli di pirofosfato. Demer et
al. hanno stabilito I'esistenza di una sottopopolazione di cellule muscolari
lisce della parete vascolare, chiamate "cellule vascolari calcificanti" (CVC),
che formano spontaneamente noduli e calcificano se mantenute in coltura a
lungo termine. Questi noduli condividono molte proprieta con 1'0sso,
inclusa l'aumentata attivita della fosfatasi alcalina e I'espressione di
osteocalcina, osteonectina e OPN [14]. Queste cellule hanno anche il
potenziale per molteplici linee mesenchimali, compresi gli osteoblasti, e
rappresentano (secondo alcune stime) dal 20% al 30% della popolazione
totale di VSMC [12, 15-16 ].

Altre prove suggeriscono che l'attivazione dei periciti residenti nella parete
del vaso possa contribuire alla calcificazione vascolare. Essi sono
intimamente associati all'endotelio nella microvascolarizzazione; la loro
migrazione rappresenta un passo cruciale nelle fasi successive
dell'angiogenesi [17-19]. Inoltre sono in grado di differenziarsi in
osteoblasti e condrociti [20-21]. Come le CVC, producono grandi noduli
sia di cellule che di ECM quando sono in coltura a lungo termine; questi
noduli contengono collagene di tipo I, OPN, MGP e osteocalcina.
L'attivazione di questo tipo di cellule nella lesione aterosclerotica puo
quindi fornire una fonte di osteoprogenitori nella parete dell'arteria [12, 22-
24].

Una serie di evidenze mostrano come la neoangiogenesi sia un requisito
necessario per la calcificazione vascolare e valvolare. Il meccanismo che
spiega la colocalizzazione dell'angiogenesi e della calcificazione é
probabilmente multifattoriale e alla base di esso vi é l'interazione

coordinata di VSMC, periciti, osteoprogenitori residenti e circolanti,
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nonché di cellule osteoblastiche. Come osservato da Collett e Canfield,
citochine, quali BMP-2 e -4, cosi come il fattore di crescita endoteliale
VEGF (vascular endothelial growth factor) stimolano la migrazione e la
differenziazione degli osteoblasti. In particolare, i recettori del VEGF sono
stati evidenziati su questi tipi di cellule cosi come sui condrociti. In questo
modo, esso modula la funzione e il fenotipo di tali cellule e stimola
I'attivita dei condrociti [25]. Altri mediatori dell'angiogenesi, compresa la
sialoproteina ossea e I’OPN, hanno dimostrato di essere presenti nelle

placche fibrocalcifiche [26].

L'altro meccanismo predominante con cui avviene la calcificazione
vascolare e la perdita di inibitori fisiologici di tale processo, tra cui il
pirofosfato inorganico, la MGP, I’OPN, I’OPG e la fetuina-A.



OSTEOPONTINA

L'osteopontina & una glicoproteina acida fosforilata, originariamente
identificata come una proteina della matrice ossea, poi riconosciuta come
una citochina secreta nei fluidi corporei [27]. Le fosfoserine dell'OPN sono
amminoacidi carichi negativamente che hanno una forte affinita per
I'idrossiapatite. E normalmente presente nei tessuti mineralizzati come ossa
e denti, ma puo essere espressa da molti tipi di cellule differenti (compresi
fibroblasti, cellule epiteliali, cellule endoteliali, VSMC e cellule
ematopoietiche). | monociti esprimono basse quantita di OPN; tuttavia, la
differenziazione da monociti a macrofagi € associata ad un marcato
aumento della sintesi di OPN [28]. L'OPN e anche fortemente espresso
dalle cellule dendritiche immature [29]. Angiotensina I, citochine
proinflammatorie e fattori di crescita sono in grado di stimolare
I'espressione di OPN nei fibroblasti e nelle VSMC. Nello specifico,
I'angiotensina Il e un potente induttore dell'OPN nelle cellule muscolari
lisce [30] e nei fibroblasti [31]; IL-1B induce I’OPN nei fibroblasti
polmonari [32] e migliora la sintesi di OPN nei fibroblasti cardiaci
stimolati con angiotensina Il [31]; PDGF-BB, PDGF-AB, FGF-1, FGF-2 e
TGF- B potenziano I'espressione di OPN nelle VSMC [30,33-35].

L'espressione costitutiva di OPN nei macrofagi e la sua sintesi inducibile da
un‘ampia varieta di mediatori in molti tipi di cellule determina una sua
marcata sovraespressione nei tessuti lesi. Infatti € stata osservata una
maggiore espressione di OPN nei processi infiammatori, angiogenici e
fibrotici, nelle ferite in via di guarigione, nelle lesioni calcificate,

nell'aterosclerosi e nelle neoplasie [35].

L’OPN ¢ una proteina multifunzionale che modula I'adesione cellulare, la
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sopravvivenza e l'espressione genica. Essa agisce come una citochina,
quando secreta in forma solubile, e come una proteina matricellulare
quando viene immobilizzata nella matrice. Sembrerebbe, inoltre, fungere
da segnale di sopravvivenza; i suoi effetti protettivi sono, almeno in parte,
mediati dall'inibizione dell'apoptosi [35]. Sia la forma solubile che 'OPN
legato alla matrice sono in grado di trasdurre i segnali anti-apoptotici [36].
Cio puo essere importante nella patogenesi della neoplasia. L'espressione di
OPN, infatti, € aumentata in molti tumori, potendo prevenire la morte

apoptotica delle cellule maligne [37].

Molti tipi di cellule aderiscono all’lOPN mediante interazioni che
coinvolgono le integrine o la proteina CD44. In vitro, 'OPN € un
chemioattrattante per una varieta di cellule, inclusi monociti, cellule T,
cellule endoteliali, cellule muscolari lisce e cellule epiteliali. Le cellule
maligne sono spesso piu reattive agli effetti dell'OPN rispetto alle cellule
normali; probabilmente per I’espressione aberrante di integrine da parte

delle cellule neoplastiche [38].

Numerose prove dimostrano come I'OPN attivi i macrofagi, indicando
come queste cellule siano sia una fonte importante che un bersaglio
dell’OPN. Inoltre, I’OPN induce la sintesi di IL-12 da parte dei macrofagi,
sopprimendo l'espressione di IL-10 e contribuendo allo sviluppo di una
risposta Thl [39]. Sono stati riportati anche effetti di OPN sulla
sopravvivenza, proliferazione e differenziazione dei linfociti T. Queste
azioni sono importanti nel mediare le funzioni in vivo dell’OPN [40], tra
cui effetti critici nelle risposte immunitarie e infiammatorie, azioni
modulatorie nel rimodellamento osseo e importanti effetti nella regolazione

della riparazione delle ferite, della fibrosi e dell'angiogenesi. L'OPN
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modula, quindi, I'immunita cellulo-mediata promuovendo i Thl e inibendo
la risposta Th2 [41]. Per cui la perdita di OPN provoca una

compromissione dell'immunita cellulare contro virus e batteri [35,39].

Studi in vivo hanno anche suggerito un ruolo importante dell'OPN nella
fibrosi tissutale. Nei topi distrofici, infatti, la perdita di OPN provoca
un’attenuata fibrosi del muscolo scheletrico, probabilmente per una ridotta
espressione di TGF-B [42]. Topi OPN null hanno anche mostrato una

ridotta deposizione di matrice in un modello di fibrosi renale [43].

Sebbene I'OPN non svolga un ruolo nello sviluppo osseo normale, in
condizioni patologiche modula il turnover osseo inibendo la
mineralizzazione, promuovendo la differenziazione e incrementando

I'attivita degli osteoclasti.

L'OPN & altamente sovraespresso nelle lesioni aterosclerotiche,
prevalentemente nei macrofagi, nelle cellule muscolari lisce e nelle cellule
endoteliali angiogeniche. Alcuni studi mostrano come I'OPN sia, infatti, un
importante mediatore nella patogenesi della formazione della placca e un
regolatore del processo di calcificazione vascolare [30]. L'OPN regola la
mineralizzazione in due modi diversi. Da un lato inibisce la crescita dei
cristalli di apatite, dall'altro promuove la funzione degli osteoclasti.
Nell'arterie normali I'OPN é assente, mentre nelle placche calcificate ¢
abbondantemente presente. La ricerca suggerisce come [I'OPN sia
importante per regolare la calcificazione quando l'arteria € lesionata [44].



OSTEOPROTEGERINA

L'OPG, chiamata "protettore dell'osso", citochina della superfamiglia del
recettore del fattore di necrosi tumorale (TNF), e una glicoproteina solubile
di 380 amminoacidi prodotta dagli osteoblasti, che inibisce l'attivazione
degli osteoclasti e promuove l'apoptosi degli osteoclasti in vitro.

Agisce come recettore “esca” per RANKL (RANK-Ligando) e quindi
inibisce l'osteoclastogenesi e l'attivazione dell'osteoclasto impedendo il
legame di RANKL a RANK (receptor activator of nuclear factor-xB) [45-
46] e bloccando, di conseguenza, l'attivazione del RANK [47] (Figura 2).

In particolare, il RANK-L, proteina espressa sugli osteoblasti, si lega al
RANK, presente sugli osteoclasti e su tutte le cellule della linea monocita
ria, portando alla trasduzione di un segnale diretto al NF-kB (fattore
nucleare di trascrizione che regola la produzione di molte citochine pro-
inflammatorie) che, a sua volta, induce alla differenziazione, allo sviluppo
¢ all’attivazione degli osteoclasti. Per interrompere questo circuito ¢
necessario bloccare I’'interazione tra RANKL ¢ RANK tramite I’OPG, la
quale e prodotta dagli stessi osteoblasti.

L'OPG protegge, quindi, lo scheletro da un eccessivo riassorbimento osseo.
Pertanto, il rapporto RANKL/OPG é un importante fattore determinante la
massa ossea e 1’integrita scheletrica [48].

L’OPG si lega ad un altro membro della superfamiglia del TNF, TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand). Esso funziona come un
omotrimero ed € espresso come una proteina transmembrana di tipo 11 [49].
Il dominio extracellulare di questa proteina pud essere SCiSSO
proteoliticamente dalla superficie cellulare per agire come una citochina
solubile. TRAIL agisce legandosi a quattro recettori. Due di questi recettori

(TRAIL receptor 1/death receptor 4 and TRAIL receptor 2/death receptor
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5) sono in grado di mediare I'apoptosi attraverso le vie di attivazione della
caspasi. Bloccando TRAIL, OPG impedisce I'apoptosi delle cellule
tumorali. Infatti TRAIL induce l'apoptosi in cellule trasformate come
cellule maligne, viralmente infette e sovraattivate, mentre risparmia quelle
normali [50].

Coerentemente con il concetto che TRAIL innesca segnali non-apoptotici
nelle cellule normali, & stato dimostrato come la somministrazione di
TRAIL riduca significativamente la fibrosi cardiaca e I'apoptosi in un
modello murino di cardiomiopatia diabetica [51]. | potenziali meccanismi
alla base della capacita di TRAIL di attivare tali percorsi opposti includono
la ridistribuzione dei recettori TRAIL [52-53] e l'inibizione intracellulare
della cascata apoptotica [54].

Oltre che dagli osteoblasti, &€ prodotta da molti tessuti del corpo, compreso
il sistema cardiovascolare. L'espressione di OPG e particolarmente elevata
nelle VSMC e nelle cellule endoteliali dell'aorta e delle arterie renali. Le
molecole che stimolano la sintesi di OPG sono: IL-1a, IL-6, IL-11, IL-17,
IL-18, TNF-a, TNF-3, BMP-2, calcio, vitamina D3, estrogeni, angiotensina
Il e fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF). Invece PTH,
glucocorticoidi, prostaglandina E2, farmaci immunosoppressori, recettore
gamma attivato dai proliferatori dei perossisomi (PPAR-y) e il fattore di
crescita fibroblastico basale (bFGF) inibiscono la produzione di OPG [55].
Un equilibrio costante tra RANKL e OPG previene i disordini del
rimodellamento osseo e la calcificazione vascolare. | topi con deficit di
OPG (OPG -/-) sviluppano calcificazioni dell'aorta e delle arterie renali,
oltre che osteoporosi [56]. Tuttavia, risultati opposti sono state osservati
negli studi clinici. Nei pazienti in dialisi, a esempio é stata evidenziata
un’associazione indipendente tra i livelli sierici di OPG e le calcificazioni

vascolari [57] ed e stato dimostrato come i livelli di OPG possano, in parte,
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spiegare l'associazione tra le calcificazioni coronariche e la CKD (chronic
kidney disease) [58].

Nelle cellule endoteliali I'OPG & associato al fattore di von Willebrand
(VWF), la glicoproteina coinvolta nell'emostasi primaria, anche marker di
danno endoteliale. In risposta a stimoli infiammatori, OPG e VWF vengono
rapidamente secreti; cio pud dimostrare il ruolo dellOPG nel danno
vascolare, nell'inflammazione e nell'emostasi. Poiché OPG ¢ in grado di
legare la trombospondina-1, reduttasi del vVWF, pud anche svolgere un
ruolo nella regolazione della formazione di trombi [59].

L'OPG e inoltre coinvolto nella risposta anticorpale efficiente e nella
maturazione delle cellule B [60].
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OSTEOPONTINA E RISCHIO CARDIOVASCOLARE

In condizioni basali I'espressione di OPN nel cuore e nei vasi normalmente
e bassa [61]. Tuttavia, essa aumenta marcatamente nel cuore in diversi stati
patologici [62-68]. E stato dimostrato, ad esempio, come l'incrementata
espressione di OPN sia associata allo sviluppo di insufficienza cardiaca
[65]

Nelle lesioni aterosclerotiche umane, I'OPN ¢é espressa nelle cellule
muscolari lisce, nelle cellule endoteliali angiogeniche e nei macrofagi
[30,69].

Modelli animali hanno confermato il ruolo dell’OPN nel rimodellamento
vascolare. In un modello murino di stenosi vascolare, I'OPN era espresso
nelle cellule muscolari lisce intime che andavano incontro a proliferazione
e migrazione e I'accumulo intimale di cellule muscolari lisce era inibito da
anticorpi anti-OPN [70]. Piu recentemente, Isoda e al. hanno dimostrato
che I’iperespressione forzata di OPN induce Il'ispessimento dello strato
mediale e aumenta formazione di neointima dopo il danno vascolare.
Questi risultati sono anche correlati con I'aumento della proliferazione e
migrazione di cellule muscolari lisce e la produzione di metalloproteinasi
della matrice [71]. Tutti questi dati indicano che durante la formazione
della lesione, I'OPN modula la proliferazione, la migrazione e I'accumulo di
cellule muscolari lisce e endoteliali coinvolte nei processi di riparazione e
rimodellamento del sistema vascolare.

L'OPN sembra anche essere un importante regolatore della calcificazione
vascolare ed € associato a depositi mineralizzati nell'uomo [30].

La calcificazione vascolare fornisce un importante contributo alla perdita di
compliance arteriosa e all'aumento della pressione cardiaca osservata con

I’eta, il diabete e I’insufficienza renale. Pertanto, ’OPN, insieme ad altri
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inibitori della biomineralizzazione, puo regolare la calcificazione che si
verifica in queste condizioni patologiche.

Un’aumentata espressione di OPN ¢ stata costantemente riscontata in
modelli sperimentali di infarto del miocardio. Utilizzando un modello di
crio-danno cardiaco nel ratto, Murry et al. hanno dimostrato una marcata
sovraregolazione di OPN nel miocardio infartuato. La proteina OPN era
localizzata in un sottogruppo di macrofagi che infiltravano la lesione.
L’aumentata espressione di OPN raggiungeva il picco 1-2 giorni dopo
I'infarto, ma tale incremento era transitorio; i livelli di OPN si riducevano
marcatamente 1 settimana dopo. Cio si verificava nonostante la presenza di
abbondanti macrofagi, suggerendo che la sovraregolazione di OPN nel
cuore infartuato non riflette semplicemente l'infiltrazione dei macrofagi, ma
puo essere dovuta all'attivazione o al reclutamento di sottogruppi di
macrofagi differenti. E stata osservata anche una maggiore espressione di
OPN in campioni di infarto miocardico umano [72].

Studi sperimentali hanno suggerito come I’OPN possa svolgere un ruolo
importante nella riparazione e nel rimodellamento cardiaco postinfartuale.
Rispetto agli animali wild type, i topi OPN null presentano un’accentuata
dilatazione ventricolare sinistra dopo infarto miocardico. Cio non é dovuto
ad un aumento della perdita di cardiomiociti ma ad una ridotta deposizione
di collagene [62]. Diversi meccanismi potrebbero essere implicati. L'OPN
potrebbe regolare I'assemblaggio del collagene attraverso azioni dirette o
modulando la sintesi dei proteoglicani coinvolti nella fibrillogenesi oppure
potrebbe modulare 1’espressione di fattori di crescita necessari per la
deposizione di tessuto fibroso. L'OPN potrebbe, inoltre, favorire la
deposizione della matrice aumentando I'attivita dei macrofagi che si
infiltrano nell'infarto o modulando il profilo e le proprieta funzionali delle

sottopopolazioni linfocitarie [42] reclutate. Esperimenti in vitro hanno
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dimostrato che I’OPN media gli effetti proliferativi dell'angiotensina Il nei
fibroblasti cardiaci [73]. Infine, gli effetti dell'lOPN nella riparazione
cardiaca potrebbero essere mediati dall'attivazione di vie angiogeniche.
Animali con inattivazione del CD44, un altro importante ligando dell’OPN,
presentano difetti riparatori sovrapponibili agli animali OPN null.
Nell’infarto presentano, infatti, un accentuato rimodellamento dilatativo,
associato ad una ridotta deposizione di collagene [74].

La sintesi di OPN é marcatamente incrementata nei modelli sperimentali di
ipertrofia e fibrosi cardiaca; la sua espressione e associata allo sviluppo di
insufficienza cardiaca.

L'angiotensina Il sembrerebbe svolgere un ruolo importante nel mediare
I’iperespressione di OPN nel miocardio ipertrofico. L'inibizione dell'ACE
(angiotensin converting enzyme) riduce I'espressione di OPN nel miocardio
in ratti spontaneamente ipertesi [65]. Inoltre, I'infusione di angiotensina Il
induce un marcato aumento dell’espressione di OPN nel miocardio,
associato a fibrosi e ipertrofia cardiomiocitica [75-76]. Due studi
indipendenti hanno esaminato il ruolo dell'OPN nel mediare le azioni in
vivo dell'angiotensina nel miocardio utilizzando un modello di infusione di
angiotensina Il, che induce una marcata ipertrofia cardiaca accompagnata
da fibrosi interstiziale e perivascolare. Matsui et al. [76] hanno dimostrato
come D’assenza di OPN attenui gli effetti ipertensivi e profibrotici
dell'angiotensina 11, senza avere effetti sull'ipertrofia dei cardiomiociti.
Indipendentemente, Collins et al. [75] hanno ottenuto risultati simili. La
fibrogenesi indotta da OPN pu0 essere dovuta ad una maggiore chemiotassi
e attivazione dei macrofagi, ad effetti diretti sull'adesione e proliferazione
dei fibroblasti o alla facilitazione della fibrillogenesi del collagene.
Numerose evidenze dimostrano come I'OPN sia marcatamente espresso

nelle lesioni valvolari, suggerendo un suo ruolo nella regolazione della
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calcificazione ectopica. Nelle lesioni aortiche umane, i livelli di espressione
di OPN sono associati al grado di calcificazione [77-80].

Poco numerosi sono gli studi clinici volti ad esaminare il ruolo dell’OPN
nell’incremento del rischio e degli eventi cardiovascolari.

Chen et al.,, comparando 210 soggetti con patologia coronarica e 134
individui senza coronaropatia, hanno dimostrato come I’OPN sia associata
all’insufficienza renale e alla severita delle lesioni coronariche [81].

E stata osservata anche una correlazione positiva tra ’OPN ¢ la presenza di
calcificazioni coronariche nei pazienti emodializzati [82] e nei pazienti con
diabete mellito tipo 2 (DMT2) [83-84]. In questi ultimi e stata pure
riscontrata una correlazione positiva tra I’OPN e lo spessore intimo mediale
carotideo (IMT) [84].

Nei diabetici di tipo 1, invece, I'OPN ha mostrato di essere un forte
predittore di nefropatia diabetica incipiente e di mortalita per tutte le cause
[85].

Nei soggetti geriatricic ’OPN sembrerebbe essere un indipendente
predittore di elevati valori di PWV (pulse wave velocity) carotideo-
femorale [86]. E stata inoltre osservata un’associazione tra I’OPN e
I’ipertensione arteriosa [87]. Tuttavia, non esistono dati che mostrino
I’eventuale esistenza di una relazione tra I’OPN e 1 marcatori di danno

d’organo negli ipertesi essenziali.
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OSTEOPROTEGERINA E RISCHIO
CARDIOVASCOLARE

L'OPG sembra essere il legame tra tessuto 0sseo e sistema vascolare [88].

In modelli animali, Bucay et al. [56] hanno dimostrato come topi OPG
knockout sviluppino calcificazioni arteriose spontanee. Inoltre, nei topi
ApoE knockout (un modello ben noto di aterosclerosi), la deplezione di
OPG aumenta la progressione dell'aterosclerosi e della calcificazione.

L’OPG sembrerebbe pertanto proteggere dalla calcificazione vascolare
[89].

E stato dimostrato come I'inizio della calcificazione arteriosa nei topi con
deficit di OPG possa essere prevenuto da OPG transgenico introdotto dalla
meta della gestazione fino all'eta adulta. Inoltre, & interessante notare come
I'iniezione endovenosa postnatale di OPG ricombinante non abbia alcun
effetto sulla presenza di calcificazione vascolare. Quindi I'OPG non puo

invertire il processo di calcificazione una volta avvenuto [90].

Sebbene la maggior parte degli studi condotti sugli animali sostenga un
ruolo protettivo dell'OPG nel sistema vascolare, gli studi sull'uomo hanno
paradossalmente dimostrato un‘associazione positiva tra i livelli sierici di
OPG e la malattia cardiovascolare clinica. Cio sembra essere in contrasto
con il suo ruolo protettivo sulla parete arteriosa. Ad esempio, alcuni studi
clinici mostrano una correlazione tra livelli piu elevati di OPG e
calcificazione vascolare, aterosclerosi avanzata, malattia coronarica, infarto
miocardico, insufficienza cardiaca, complicanze del diabete, aneurisma
dell'aorta addominale, arteriopatia periferica, stenosi carotidea sintomatica

e mortalita cardiovascolare [55-91]. In vivo I'OPG sierico sembrerebbe
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essere, infatti, un fattore prognostico indipendente per malattia

cardiovascolare [92].

Non e chiaro se I'aumento dell'OPG sia semplicemente un marker di danno
vascolare, regoli attivamente la progressione della malattia o rappresenti un
meccanismo volto a limitare la patologia vascolare [93]. L'OPG potrebbe
agire come fattore protettivo per la malattia vascolare e il suo incremento
potrebbe essere una risposta compensatoria alla progressione della

calcificazione vascolare.

Esistono, tuttavia, prove del coinvolgimento delllOPG nella patogenesi
dell'aterosclerosi e  delle  malattie  cardiovascolari,  mediante
I’amplificazione degli effetti avversi dell'infiammazione e di vari fattori di
rischio come l'iperlipidemia, la disfunzione endoteliale, il diabete mellito e

I'ipertensione [94-95].

Recentemente sono stati descritti tre polimorfismi del gene OPG (T245G,
T950C e G1181C), correlati all'aumento sierico di questa glicoproteina, che
si riscontra piu frequentemente nei pazienti con placche aterosclerotiche

carotidee [96] o nei soggetti diabetici con storia di stroke [97].

La prima associazione tra OPG e patologie cardiovascolari in vivo € stata
pubblicata nel 2001 da Browner et al., [98] il quale ha riportato
un‘associazione tra elevati livelli plasmatici di OPG e un aumento della
mortalita cardiovascolare in uno studio di coorte di 490 donne di eta

superiore a 65 anni.

In un altro studio di coorte basato su popolazione, livelli sierici aumentati

di OPG sono stati associati al rischio futuro di infarto miocardico, ictus
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ischemico e mortalita cardiovascolare [99].

Inoltre, é stato dimostrato come l'incremento delle concentrazioni sieriche
di OPG in pazienti con infarto miocardico acuto sia correlato ad una ridotta

microcircolazione dopo rivascolarizzazione [100].

In tre studi trasversali, condotti su pazienti coronaropatici sottoposti ad
angiografia, livelli aumentati di OPG sono stati associati alla presenza e

alla gravita dell'aterosclerosi coronarica [101-102].

Per di piu, dati recenti del Dallas Heart Study mostrano un aumento della
prevalenza della placca aortica e della calcificazione delle coronarie (CAC)
al crescere dei quartili di OPG sierica. In questo studio, infatti, dopo
correzione per i fattori di rischio tradizionali, il quartile superiore di OPG
era indipendentemente associato alla prevalenza e all'estensione della CAC

e della placca aortica [103].

In pazienti con artrite reumatoide di vecchia data, una malattia
inflammatoria cronica caratterizzata da aterosclerosi accelerata, aumentate
concentrazioni di OPG sieriche sono state indipendentemente associate alla
gravita della CAC [104]. L'associazione di elevate concentrazioni di OPG
con marcatori di inflammazione e rigidita arteriosa suggeriscono che I'OPG
possa fornire un collegamento meccanicistico tra CAC e inflammazione
[104-105].

Al di la degli studi di associazione incentrati sulla circolazione coronarica,
Clancy et al. hanno riportato un'associazione tra i livelli sierici di OPG e la
calcificazione dell'aorta addominale infrarenale in pazienti con malattia

vascolare periferica [106].
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Il significato prognostico di elevate concentrazioni di OPG come fattore di
rischio per la mortalita e la morbilita cardiovascolare sono state confermate
in determinate condizioni di aterosclerosi accelerata, come le donne

anziane [98], i pazienti in emodialisi [107] e i soggetti diabetici [108-110].

Per ottenere maggiori informazioni sul ruolo dell'OPG nello sviluppo
aterosclerotico, gli studi successivi si sono concentrati sulla sua relazione
con la disfunzione endoteliale. L'associazione tra elevati livelli di OPG nel
siero e la compromissione della funzione endoteliale, misurata come FMD
(flow-mediated dilatation) dell’arteria brachiale, e stata dimostrata per la
prima volta in uno studio cross-sectional condotto su pazienti diabetici di
tipo 2 [111]. A questo hanno fatto seguito studi prospettici su pazienti
diabetici di tipo 1 e di tipo 2 di nuova diagnosi che hanno mostrato una
correlazione significativa tra la riduzione delle concentrazioni sieriche di
OPG e il miglioramento della funzione endoteliale [112]. Anche nelle
donne in postmenopausa, elevati livelli di OPG sono stati considerati
predittivi di presenza di danno aterosclerotico preclinico misurato come
diminuzione della FMD e incremento dell’IMT [113].

Le concentrazioni sieriche di OPG sono state anche correlate
all'ipertensione. Stepie'n et al. hanno mostrato come 1 livelli di OPG siano
significativamente elevati nei soggetti ipertesi rispetto ai normotesi. Inoltre,
all'analisi di regressione multipla l'inflammazione, l'eta e l'ipertensione
sono risultati predittori di aumentati livelli di OPG [87]. In un altro studio
condotto su pazienti ipertesi sono state osservate correlazioni significative
tra i livelli di OPG e l'eta, l'altezza, la glicemia, la pressione sistolica,
diastolica e di polso, e l'ipertrofia ventricolare sinistra [114]. In questa

categoria di soggetti 1 livelli sierici di OPG nel siero sono stati
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positivamente associati anche alla rigidita arteriosa [115].
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SCOPO DELLO STUDIO

L’obiettivo del nostro studio ¢ stato quello di valutare 1I’eventuale esistenza
di un’associazione tra i livelli plasmatici di OPN e sierici di OPG e due
marcatori di danno d’organo, la microalbuminuria (MAU) e I’IMT, in un

gruppo di pazienti affetti da ipertensione arteriosa essenziale.
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MATERIALI E METODI

In accordo con la Dichiarazione di Helsinki e le linee guida istituzionali,
I pazienti erano consapevoli della natura sperimentale dello studio e

hanno accettato di partecipare previo consenso informato.

In 55 pazienti affetti da ipertensione arteriosa essenziale, non trattati
farmacologicamente, di eta compresa fra i 18 ed i 65 anni, afferenti alla
nostra U.O. di Nefrologia ed Ipertensione, abbiamo valutato esami
ematochimici di routine, MAU sulla raccolta delle urine delle 24 ore,
livelli plasmatici di OPN e livelli sierici di OPG, pressione arteriosa

clinica e ambulatoria delle 24 ore e IMT.

Sono stati esclusi i pazienti con ipertensione arteriosa secondaria o
maligna, diabete o iperglicemia a digiuno, scompenso cardiaco, storia o
segni clinici di cardiopatia ischemica, malattia cerebrovascolare, malattia

renale cronica, patologie non cardiovascolari maggiori.

Il giorno dello studio i pazienti sono stati sottoposti ad esame obiettivo
generale e a misurazione dei parametri antropometrici e della pressione
arteriosa clinica, ottenuta come media di tre valutazioni effettuate a
distanza di 1 minuto una dall’altra, dopo un periodo di riposo di almeno

5 minuti in posizione seduta.

Il monitoraggio della pressione arteriosa delle 24 ore (ABPM) e stato
effettuato usando un dispositivo portatile non invasivo (SpacelLabs
90207 recorder, Redmond, WA). Sono state considerate solo le

registrazioni con un numero di misurazioni valide maggiore del 80%.
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Dopo un digiuno di almeno 10 ore ed in posizione supina é stato raccolto
il campione ematico necessario per esami ematochimici di routine e

dosaggio dei livelli plasmatici di OPN e livelli sierici di OPG.

Il filtrato glomerulare (GFR) ¢ stato stimato con 1’equazione CKD-EPI

(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) [116].

| soggetti sono stati invitati altresi a fornire un campione delle urine delle

24 ore per il dosaggio della MAU.

Mediante tecnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sono stati
dosati i livelli plasmatici di OPN (Human OPN Quantikine ELISA Kit;
R&D Systems Europe, Ltd.,, UK & Europe) e i livelli sierici di OPG
(Human OPG Cusabio ELISA Kit; Cusabio, USA).

L’esame eco-color-doppler dei tronchi sovraortici e stato eseguito con il
paziente sdraiato supino, con il collo esteso ruotato a destra e poi a sinistra.
E stata inizialmente analizzata la carotide comune dall’origine alla
biforcazione, prima in sezione trasversale e successivamente longitudinale.
In B-mode sono state rilevate eventuali placche ed e stato misurato I’lMT.
La misurazione é stata effettuata, a livello della carotide comune ad 1 cm
dalla biforcazione, a livello della biforcazione e della carotide interna,
valutando la parete distale. Per ciascun segmento |’immagine
ultrasonografica é stata fissata in piu di una direzione; sono state effettuate
multiple misurazioni ed ¢ stato considerato I’'IMT maggiore ¢ la media

degli IMT esaminati a livello dei diversi segmenti.
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Metodi statistici

L’analisi statistica € stata condotta usando SYSTAT DATA software
package, version 12 (Systat, San Jose, CA).

La distribuzione normale delle variabili continue & stata valutata
mediante il test di Kolmogorov-Smirnov. Una distribuzione non
gaussiana e stata osservata per tutte le variabili esaminate. Per questa
ragione abbiamo analizzato questi dati utilizzando test non parametrici.
Le variabili continue sono rappresentate come mediana e range
interquartile.

Le differenze fra i gruppi sono state valutate usando il test di Mann-
Whitney.

Abbiamo esaminato le correlazioni univariate tra OPN e OPG e le altre
variabili esaminate usando i coefficienti di correlazione di Spearman.
L’analisi di regressione multipla stepwise backward € stata usata per
valutare i correlati indipendenti di OPN e OPG, considerando
alternatamente OPN e OPG come variabili dipendenti e eta, sesso, BMI
(body mass index), eGFR(CKD-EPI), colesterolo totale, trigliceridi,
pressione arteriosa clinica o differenziale, pressione arteriosa diastolica o
media come covariate.

Una P < 0.05 e stata considerate statisticamente significativa.
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RISULTATI

Le caratteristiche demografiche e cliniche degli ipertesi essenziali in

studio sono presentate nella tabella 1.

La tabella 2 mostra le correlazioni bivariate tra I’OPN e I’OPG e le altre
varabili esaminate.

L’OPN e I’OPG non hanno mostrato alcuna correlazione statisticamente
significativa, né con I’'IMT (Figura 3), né con la MAU (Figura 4).

E stata osservata una correlazione negativa tra I’OPG e il filtrato
glomerulare stimato mediante equazione CKD-EPI (r=0,476; p=0,046)
(Figura 5), che tuttavia non ha mantenuto la significativita statistica nel
modello regressione multipla, comprendente OPG come variabile
dipendente ed eta, sesso, BMI, colesterolo totale, trigliceridi, pressione
arteriosa sistolica o differenziale, pressione arteriosa diastolica o media
come covariate.

| valori di OPN e OPG non differivano tra i soggetti con IMT < 0 >0,9 mm
(p=0.569 e p=0.766 rispettivamente) (Figura 6).

Successivamente, i pazienti sono stati divisi in due gruppi in relazione ai
valori mediani di OPN (29.4 ng/ml) e sono stati comparati i parametri
antropometrici, clinici e bioumorali dei differenti gruppi. Non abbiamo
osservato differenze statisticamente significative tra i due gruppi nelle
variabili esaminate.

Stesso risultato € stato ottenuto quando i pazienti sono stati suddivisi

secondo i valori mediani di OPG (24.8 pg/ml).
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DISCUSSIONE

I risultati del nostro studio mostrano come negli ipertesi essenziali I’OPG e
I’OPN non siano correlate né allo spessore intimo mediale carotideo, né

alla microalbuminuria.
Cio sembrerebbe essere in contrasto con i dati ottenuti da precedenti studi.

Janda et al hanno osservato una correlazione positiva tra I’OPG e I'IMT in

soggetti con insufficienza renale cronica in predialisi e in emodialisi [117].

Stesso risultato e stato ottenuto in un altro studio condotto su 67 pazienti in

dialisi peritoneale [118].

Anche in individui con DMT2 e calcificazioni coronariche I'IMT ha

mostrato una correlazione positiva con I’OPN e I’OPG [84].

Inoltre, Morisawa et al hanno osservato una correlazione positiva e

indipendente tra I’OPG e I’'IMT in 114 pazienti coronaropatici [119].

Tale associazione e stata, per di piu, riportata in un esteso studio cross-
sectional condotto su popolazione generale, comprendente 6516 soggetti di
etd compresa fra 1 25 e gli 85 anni, ove I'IMT incrementava
significativamente al crescere dei terzili di OPG dopo correzione per i

tradizionali fattori di rischio cardiovascolare [120].

Le molecole oggetto del nostro studio sono risultate correlate anche alla
MAU. Su 2145 adulti con DMT1 che hanno preso parte al Finnish Diabetic
Nephropaty Study, I’OPN era associata allo sviluppo di MAU incidente
[85].

Tale associazione é stata confermata anche da Talat et al su 60 bambini con

la stessa patologia [121].
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Medesimo risultato & stato ottenuto analizzando un esteso numero di
soggetti cinesi, comprendente 599 normoglicemici, 730 individui con
alterata regolazione glucidica (iperglicemia a digiuno e/o intolleranza agli
idrati di carbonio) e 327 diabetici [122].

| sopracitati studi, tuttavia, sono stati condotti su popolazioni differenti

dalla nostra, che era caratterizzata da ipertesi essenziali.

Alcuni ricercatori hanno analizzato la relazione tra I’OPG, I’OPN e

I’ipertensione arteriosa .

Stepie'n et al. hanno osservato come 1 livelli di OPN e OPG siano maggiori
nei soggetti ipertesi rispetto ai normotesi [87]. In un altro studio I’OPG ha
mostrato di essere correlato significativamente con l'eta, l'altezza, la
glicemia, la pressione sistolica, diastolica e di polso, e l'ipertrofia
ventricolare sinistra [114]. | livelli sierici di OPG nel siero sono risultati

positivamente associati anche alla rigidita arteriosa [115].

Tuttavia, pochi sono i dati che mostrano 1’eventuale esistenza di una
relazione tra tali molecole e 1 marcatori di danno d’organo che abbiamo
preso in esame nel nostro studio. Kurata et al hanno osservato una
correlazione positiva tra I’OPN e I'IMT in 76 soggetti affetti da
ipertensione arteriosa essenziale [123]. In questa categoria di pazienti €
emersa anche una correlazione tra ’OPG e ’'IMT [124]. Infine Tsioufis et
al hanno evidenziato un’associazione tra I’OPG e la MAU espressa come
ACR (albumin to creatinine ratio) [125].

Nel nostro gruppo di ipertesi essenziali non abbiamo confermato 1’esistenza
delle sopracitate associazioni. All’analisi di correlazione, infatti, sia ’OPN

che I’OPG non risultavano correlate a tali marcatori di danno d’organo.
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Inoltre suddividendo I’intero campione in gruppi in relazione ai valori
mediani di OPN e OPG, non sono emerse differenze statisticamente

significative né nei valori di IMT, né in quelli di albuminuria.

Tuttavia nel nostro studio erano pochi i soggetti con IMT>0.9 e con valori
patologici di albuminuria. Probabilmente, essendo per lo piu ipertesi di
recente diagnosi, anche se non ¢ possibile datare con esattezza 1’insorgenza
dell’ipertensione, non presentavano quelle alterazioni vascolari che
conducono al danno d’organo e che potrebbero in qualche modo dipendere
dall’azione dell’OPN e dell’OPG. Di conseguenza il nostro tentativo di
evidenziare le relazioni oggetto di tale ricerca potrebbe essere troppo

precoce.

Inoltre il nostro studio presenta dei limiti, quali la ridotta numerosita

campionaria e la sua natura cross-sectional.

II ruolo dell’OPN e dell’OPG nel rimodellamento vascolare ¢ stato

ampiamente dibattuto.

Alcuni modelli animali sembrerebbero confermarlo. In un modello murino
di stenosi vascolare, ad esempio, I'accumulo intimale di cellule muscolari
lisce e stato inibito da anticorpi anti-OPN [70]. Sicuramente non é chiaro se
la loro azione regolatoria sui processi di calcificazione vascolare, sulla
proliferazione di cellule muscolari lisce ed endoteliali e sulla fibrogenesi
possa proteggere dal rischio cardiovascolare o incrementarlo. Studi in vivo

e in vitro, infatti, hanno prodotto risultati discordanti.

L’OPN sembrerebbe svolgere un ruolo importante nel rimodellamento

cardiaco postinfartuale. Topi OPN null, infatti, presentano un’accentuata
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dilatazione ventricolare sinistra dopo infarto miocardico [62].

L'espressione di OPN nei macrofagi e in molti tipi di cellule e la sua sintesi
inducibile da un'ampia varietd di mediatori, tra cui 1’Angiotensina I,
citochine proinfiammatorie e fattori di crescita [30-31,33] determina, in
ogni caso, una sua marcata sovraespressione nei tessuti lesi, quali ferite in

via di guarigione, lesioni calcificate e aterosclerotiche [35].

Tuttavia I’aumento di tali molecole potrebbe essere semplicemente una
risposta compensatoria alla progressione della patologia vascolare, senza
avere un ruolo nella sua patogenesi. Cio potrebbe in parte spiegare
I’assenza di correlazione tra di esse e i marcatori di danno d’organo che &

emersa dal nostro studio.

In conclusione, i nostri risultati sembrerebbero escludere un ruolo attivo e
precoce  del’OPN e dell’OPG nello sviluppo del danno vascolare
conseguente  all’ipertensione  arteriosa  essenziale.  Probabilmente
I’incremento del numero di studi condotti sui pazienti affetti da patologia

potrebbe chiarire 1 dubbi che persistono sull’esistenza di tale associazione.
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Figura 3. | grafici a dispersione mostrano rispettivamente la relazione tra ’OPN e I'IMT
e tra I’OPG e I'IMT. Le linee iperboliche rappresentano ’intervallo di confidenza al 95%

attorno alla retta di regressione.
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Figura 4. | grafici a dispersione mostrano rispettivamente la relazione tra ’OPN e la
MAU e tra I’OPG e la MAU. Le linee iperboliche rappresentano I’intervallo di

confidenza al 95% attorno alla retta di regressione.
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Figura 5. Il grafico a dispersione mostra la relazione tra I’OPG ¢ il eGFR(CKD-EPI). Le

linee iperboliche rappresentano 1’intervallo di confidenza al 95% attorno alla retta di

regressione.
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Tabella 1: Principali caratteristiche demografiche e cliniche dei 55 ipertesi essenziali

Eta, anni

41.6 (31-58)

25-idrossivitamina D, ng/mL

21.2 (14.5-31.7)

Sesso (Maschi), %

56.4

Microalbuminuria (mg/die)

12 (6-19)

Body mass index, Kg/m?

27.8 (24.5-29.4)

Pressione arteriosa clinica

sistolica (mmHQ)

141 (134-148)

eGFR(CKD-EPI), 103 (95-114) Pressione arteriosa clinica 87 (80-93)
ml/min/1.73m? diastolica (mmHg)
Colesterolo totale (mg/dl) 197 (167-214) Pressione arteriosa clinica 50 (36-58)

differenziale (mmHg)

Colesterolo HDL (mg/dl)

49 (39-60)

Pressione arteriosa clinica media

(mmHg)

103 (94-110)

Trigliceridi (mg/dl)

106 (66-142)

Pressione arteriosa sistolica delle
24 ore (mmHg)

135 (129-145)

Calcemia (mg/dl) 9.32 (9.1-9.6) Pressione arteriosa diastolica 87 (76-91)
delle 24 ore (mmHQ)

Fosforemia (mg/dl) 3.3(3.1-37) Pressione arteriosa differenziale 53 (43-60)
delle 24 ore (mmHgQ)

Paratormone (pg/ml) 41 (36-54.5) Pressione arteriosa media delle 103 (94-108)

24 ore (mmHgQ)

Osteopontina (ng/ml)

29.4 (20.2-48.5)

Spessore intimo-mediale

carotideo (mm)

0.77 (0.7-0.9)

Osteoprotegerina (pg/ml)

24.8 (9.8-40.5)
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TABELLA 2: Correlazioni bivariate

OPN

OPG

R p R p
Et -0,139 NS -0.053 NS
Body mass index, Kg/m? 0162 NS -0.084 NS
eGFR(CKD-EPI), ml/min/1.73m? 0.035 NS -0.492 0.045
Microalbuminuria sulla raccolta delle urine delle 24 ore 0178 NS 0361 NS
Colesterolo totale -0.244 NS 0.134 NS
Colesterolo HDL -0.015 NS 0.219 NS
Trigliceridi -0.350 NS -0.187 NS
Pressione arteriosa clinica sistolica 0.099 NS -0.191 0.046
Pressione arteriosa clinica diastolica 0.013 NS 0.121 NS
Pressione arteriosa clinica differenziale -0.070 NS -0.281 NS
Pressione arteriosa clinica media -0.071 NS -0.157 NS
Pressione arteriosa sistolica delle 24 ore 0.099 NS -0.238 NS
Pressione arteriosa diastolica delle 24 ore -0.092 NS -0.174 NS
Pressione arteriosa differenziale delle 24 ore 0.275 NS -0.011 NS
Pressione arteriosa media delle 24 ore -0.030 NS -0.160 NS

-0.183 NS 0.044 NS

Spessore intimo-mediale carotideo
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