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RESUMEN 

 El remodelado vascular es un proceso adaptativo, esencial en las enfermedades arteriales, 

que implica cambios estructurales de la pared vascular. En determinadas circunstancias, se puede 

producir una cronificación de esta respuesta dando lugar a un remodelado patológico. Tanto el 

remodelado fisiológico como el patológico están mediados por una compleja red de tipos celulares 

y moléculas que continua sin identificarse completamente en la actualidad. Entre estas moléculas 

se encuentra la citoquina proinflamatoria TWEAK y su receptor Fn14. En la presente tesis 

analizamos el papel que desempeña el eje TWEAK/Fn14 en dos patologías en las que interviene el 

remodelado vascular patológico, como son el Aneurisma de Aorta Abdominal (AAA) y la 

Aterosclerosis acelerada por diabetes. 

El remodelado vascular contribuye a la dilatación de la aorta que tiene lugar durante el 

desarrollo del AAA. Para analizar el papel que desempeña el eje TWEAK/Fn14, realizamos un 

modelo de perfusión de elastasa en las aortas de ratones salvajes (WT) y deficientes para TWEAK 

(TWEAK KO) o Fn14 (Fn14 KO). La deficiencia de TWEAK o Fn14 redujo la expansión aortica, la 

infiltración de leucocitos, la neoangiogénesis, y la expresión de citoquinas proinflamatorias tras 

14 post-perfusión. También disminuyó la pérdida de células del musculo liso vascular (CMLV), 

debido a una menor apoptosis en los ratones deficientes comparado con los controles. Además, 

los ratones WT presentaron una mayor disrupción de las capas elásticas, así como una actividad 

MMP aumentada. Experimentos in vitro demostraron que TWEAK indujó la secreción de CCL5 y la 

activación de MMP-9 tanto en CMLV como en macrófagos derivados de medula ósea (BMDM) y 

disminuyó la viabilidad de las CMLV.  

Por otro lado, la diabetes es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular. Sin 

embargo, el papel de TWEAK sobre el desarrollo de la lesión aterosclerótica en condiciones de 

hiperglucemia se desconoce. Para evaluarlo, utilizamos dos abordajes experimentales 

complementarios: la deleción génica de TWEAK y el tratamiento con un anticuerpo bloqueante 

anti-TWEAK. La inhibición de TWEAK redujo la extensión y severidad de las lesiones 

ateroscleróticas en el ratón diabético, presentando placas más estables, caracterizadas por un 

menor contenido lipídico y macrofágico. Además, comprobamos tanto en las placas de los ratones 

ApoE como en CMLV en cultivo en condiciones de hiperglucemia, que la activación de STAT1 y la 

consecuente expresión de algunos de sus genes proinflamatorios diana (CCL5, CXCL10 and ICAM-

1) mediaba, al menos en parte, los efectos proaterogénicos de TWEAK. También demostramos 

que TWEAK induce la expresión de RNAm de estos genes proinflamatorios a través de su receptor 

Fn14 y mediante la activación de STAT1 en CMLV en cultivo. 

En conclusión, el eje TWEAK/ Fn14 participa en el remodelado vascular patológico implicado 

tanto en la formación del AAA como en la aceleración de la aterosclerosis en condiciones de 

hiperglucemia. La inhibición terapéutica del eje TWEAK/Fn14 podría tener un efecto protector en 

patologías que implican remodelado vascular no adaptativo.   

 

 



 
 

SUMMARY 

Vascular remodelling is an adaptative process esential in arterial illnesses that involves 

structural changes in the vascular wall. However, in some circumstances, inappropriate tissue 

responses occur resulting in maladaptive tissue remodeling. Physiological and pathological tissue 

remodeling are mediated by a complex network of cell types and molecular players which are still 

being unraveled, among them, the cytokine TWEAK and its receptor Fn14. In this thesis we have 

analized the role that TWEK/Fn14 axis in two pathologies that implies vascular remodelling such 

as abdominal aortic aneurysm (AAA) and diabetic-accelerated aterosclerosis. 

Vascular remodelling contributes to aortic dilatation during AAA formation.  To analize 

whether TWEAK/Fn14 axis are involved in AAA development, a experimental AAA model with 

aortic elastase perfusion in mice was induced in wild-type (WT), TWEAK deficient (TWEAK KO), or 

Fn14-deficient (Fn14 KO) mice. TWEAK or Fn14 deficiency reduced aortic expansion, leukocytes 

inflitration, angiogénesis, chemokines expression, and MMP activity after 14 days postperfusion. 

TWEAK and Fn14 KO mice also showed a reduced loss of medial vascular smooth muscle cells 

(VSMC) that was related to a reduced number of apoptotic cells when compared with WT mice. 

Aortas from WT animals present a higher disruption of the elastic layer and MMP activity, 

indicating a diminished vascular remodeling in KO animals. In vitro experiments unveiled that 

TWEAK induces CCL5 secretion and MMP-9 activation in both VSMC and bone marrow-derived 

macrophages, and decrease VSMC viability, effects dependent on Fn14.  

In the other hand, diabetes is a key cardiovascular risk factor but the role of TWEAK/Fn14 

axis under hyperglycemic conditions is uknown. Using two different approaches, genetic deletion 

of TWEAK and treatment with a TWEAK blocking mAb, we have analyzed the effect of TWEAK 

inhibition on atherosclerotic plaque progression and stability in streptozotocin-induced diabetic 

ApoE deficient mice. Genetic inactivation of TWEAK reduced atherosclerosis extension and 

severity in diabetic ApoE deficient mice. TWEAK deficient mice display a more stable plaque 

phenotype characterized by lower lipid and macrophage content within atherosclerotic plaques. 

A similar phenotype was observed in diabetic mice treated with anti-TWEAK mAb. The 

proatherosclerotic effects of TWEAK were mediated, at least in part, by STAT1 activation and 

expression of proinflammatory target genes (CCL5, CXCL10 and ICAM-1), both in plaques of ApoE 

mice and in cultured vascular smooth muscle cells (VSMCs) under hyperglycemic conditions. Loss-

of-function experiments demonstrated that TWEAK induces proinflammatory genes mRNA 

expression through its receptor Fn14 and STAT1 activation in cultured VSMCs.  

 In conclusion, TWEAK/Fn14 axis contribute to the pathological remodelling during AAA 

formation, and aterosclerosis progression under hiperglucemia conditions. Therapeutical 

inhibition of TWEAK could have a protective effect on pathologies that implies vascular 

remodelling. 
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CLAVE DE ABREVÍATURAS 

 

 A continuación, se detallan todos los acrónimos utilizados a lo largo de la tesis. En la mayoría 

se ha conservado la nomenclatura correspondiente en inglés debido a su frecuente utilización en el 

lenguaje científico, en cuyo caso aparece la explicación en inglés en primer lugar (en cursiva), y en 

segundo lugar la explicación en castellano.  

AAA: Aneurisma de Aorta Abdominal. 

ADN: Ácido desoxiribonucleico. 

AEC: sustrato cromogénico 3-amino-9-ethylcarbazole 

AGE: Advanced Glication End products; Productos de Glicosilacion Avanzada 

AngII: Angiotensina II 

ApoE: Apolipoproteína E. 

ApoB: Apolipoproteína B 

ApoB: Apolipoproteína B100  

ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero. 

Arg: Arginina 

BCA: Ácido bicinconínico 

BMDM: Bone Marrow derived Macrophages; Macrófagos derivados de Médula Ósea. 

CCL: Ligando de quimioquina con motivo CC 

CMLV: Células del músculo liso vascular. 

Cys: Cisteina  
 
DAB: Tetraclorhidrato de 3,3'- diaminobenzidina  

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol 

DE: Desviación Estandar 
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DKO: Double Knock Out; Doble deficiente. 

DPX: Resina acrílica con base de xileno 

ECL: Enhanced chemiluminescence, Sistema de quimioluminiscencia. 

EEM: Error estándar de la media 

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

ERK: Extracellular Regulated Kinase / quinasa regulada extracelularmente. 

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos.  

Fn-14: Fibroblast growth factor-inducible 14 / factor inducible de crecimiento de fibroblastos-

14. 

GAS: Secuencia activada gamma 

GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor / factor estimulante de colonias 

de granulocitos-macrófagos. 

HDL: High Density Lipoprotein / lipoproteína de alta densidad. 

HRP: Peroxidasa de rábano 

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells / células endoteliales procedentes de vena de 

cordón umbilical humano. 

ICAM: Intercellular Adhesion Molecule / molécula de adhesión intercelular. 

IgG: Inmunoglobulina G. 

Lˁ.Υ LƴƘƛōƛŘƻǊ ŘŜ ƪŀǇǇŀ .Φ 

IKK: IˁB quinasa. 

IL: Interleuquina.  
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INF-ʴΥ LƴǘŜǊŦŜǊƽƴ ƎŀƳƳŀΦ 

ISRE: Elemento de Respuesta Estimulado por INF. 

JAK: Janus quinasa. 

JNK: c-Jun N-terminal Kinase  / quinasa n-terminal de Jun. 

KO: Knockout / deficiente para un gen. 

LDL: Low Density lipoprotein / lipoproteína de baja densidad. 

LDLox: oxidated Low Density Lipoprotein / lipoproteína de baja densidad oxidadas. 

LDLR: Receptor de Lipoproteínas de Baja Densidad. 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases; proteína quinasas activadas por mitógenos. 

MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein-1 / proteína quimiotáctica para monocitos. 

MMP: Matrix Metalloproteinase / metaloproteinasa de matriz. 

NFˁ B: Nuclear Factor Kappa B / factor nuclear kappa B. 

NO: Oxido Nitrico. 

OCT: Optimal cutting temperature compound / Compuesto de temperatura de corte optima.  

OMS: Organización Mundial de la Salud 

PBS: Phosphate Buffered Saline /  tampón fosfato salino. 

PCR: Polymerase Chain Reaction / reacción en cadena de la polimerasa. 

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor / factor de crecimiento derivado de plaquetas. 

PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase / fosfoinositol 3-quinasa. 

PKC Proteína quinasa C 

PMA: Phorbol Myristate Acetate / forbol miristato acetate. 

PVDF: Fluoruro de polivinilideno 
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RANTES: Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted. 

RAS: Sistema Renina Angiotensina 

RESAA:  

ROS: Reactive Oxygen Species / especies reactivas de oxígeno.  

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction / reacción en cadena de la 

polimerasa con transcriptasa inversa  

Ser: Serina 

SFB: Suero Fetal Bovino. 

SH2 Dominio de homología Src-2 

siARN: ARN pequeño de interferencia 

SLN: señal de localización nuclear. 

STAT: Transductor de la señal y activador de la transcripción 
 
STZ: Estreptozotocina 

TAA: Aneurisma de Aorta Toracica 

TBS: Tampón Tris Salino 

TdT: Terminal deoxynúcleotidyl  Transferase / desoxinúcleotidiltransferasa terminal. 

¢DCʲΥ Transforming Growth Factor beta 1 / factor de crecimiento transformante 1. 

TNF: Tumoral Necrosis Factor / factor de necrosis tumoral. 

TNFR: Tumoral Necrosis Factor Receptor /  receptor del factor de necrosis tumoral. 

TNFSFR: Tumor Necrosis Factor Superfamily Receptor / receptor de la superfamilia del factor 

de necrosis tumoral. 

¢bCʰΥ ¢ǳƳƻǊŀƭ bŜŎǊƻǎƛǎ CŀŎǘƻǊ ʰ /  factor de necrosis tumoral alfa. 

TRAF: TNF Receptor Associated Factor /  factor asociado al receptor de TNF. 
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TUNEL: Terminal deoxynúcleotidyl transferase dUTP nick end labeling.  

TWEAK: Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis / factor inductor débil de 

apoptosis similar al factor de necrosis tumoral. 

Tyr: Tirosina 

UDA: Unidades Densitometricas Arbitrarias 

UI: Unidades de Insulina 

VCAM: Vascular Cell  Adhesion Molecule /  molécula de adhesión celular vascular.   

VEGF-A: Vascular Endothelial Growth Factor A / factor de crecimiento de endotelio vascular A. 

VLDL: Very Low Density Lipoprotein /  lipoproteína de muy baja densidad 
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1. Remodelado Vascular 

En 1987, Glagov et al. publicaron un hallazgo sorprendente, durante la enfermedad 

aterosclerótica, no sólo se producía un crecimiento de la lesión aterosclerótica hacia la luz 

arterial, sino que las arterias estaban sometidas a otros muchos cambios como el crecimiento 

expansivo, aumentando así su diámetro para preservar el flujo sanguíneo (1). Esta capacidad 

de remodelado de las arterias es un proceso adaptativo, esencial en las en las enfermedades 

arteriales. En la actualidad, se denomina remodelado vascular a las alteraciones persistentes 

en la estructura y composición de los vasos sanguíneos. El remodelado vascular es un proceso 

activo en el que se producen cambios estructurales de la pared vascular que implican: 

crecimiento, muerte, proliferación y migración celular, así como la producción o degradación 

de matriz extracelular. Todos estos procesos están regulados por la interacción dinámica de 

factores de crecimiento, sustancias vasoactivas y estímulos hemodinámicos. El remodelado, a 

pesar de ser un proceso adaptativo en respuesta a cambios a largo plazo en las condiciones 

hemodinámicas, puede contribuir a la fisiopatología de enfermedades vasculares y a 

desordenes circulatorios (2). Puede ser hipertrófico o hipotrófico y el crecimiento de la pared 

arterial puede darse hacia fuera o hacia el lumen. El remodelado vascular es característico de 

ciertas patologías cardiovasculares como son la hipertensión, la aterosclerosis, el aneurisma 

o la restenosis. (Figura 1). 

        

Figura 1. Representación esquemática del remodelado vascular que ocurre en distintas patologías.  
Modificado de (3) 
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 Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte no solo en los 

países occidentales sino también en los países en vías de desarrollo (4). En esta tesis 

estudiaremos dos patologías vasculares que implican remodelado, la aterosclerosis y el 

aneurisma de aorta abdominal (AAA). 

 

 Las arterias sanas están formadas por tres capas concéntricas (Figura 2): 

- Capa íntima: Compuesta por una capa de células endoteliales que reviste la superficie 

interna del vaso y una membrana limitante elástica interna, que la separa de la media. 

El endotelio se apoya en la capa subendotelial, constituida por tejido conjuntivo que 

puede presentar CMLV de manera dispersa. La membrana elástica es tubular y 

perforada, permitiendo la difusión de los metabolitos que nutren las células de la 

pared arterial. 

- Capa media: Formada principalmente por CMLV dispuestas circularmente a las que se 

agregan cantidades variables de elastina, colágeno y proteoglicanos. Las CMLV son 

células metabólicamente muy activas y responsables de la síntesis de la matriz 

extracelular. La media posee una lámina elástica externa que la separa de la capa 

adventicia. 

- Capa adventicia: Consta principalmente de fibras de colágeno y elastina. Esta capa 

continúa con el tejido conjuntivo y adiposo que envuelve los vasa vasorum, los cuales 

desempeñan una función principalmente estructural y nutritiva. 

                                  

 Figura 2. Esquema representativo de la estructura y capas de la pared arterial. 
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1.1 El Aneurisma de Aorta Abdominal. 

 El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una dilatación permanente y localizada del 

diámetro de la aorta igual o superior a 3cm. Los AAA son normalmente asintomáticos por lo 

que el mayor peligro es que permanece oculto y sin tratamiento hasta que su progresiva 

expansión desencadena en rotura de la pared arterial, hemorragia y muerte. Sin tratamiento, 

un AAA se debilita siendo incapaz de aguantar la presión sanguínea lo que induce su dilatación 

progresiva y posterior rotura, dando lugar a un riesgo de mortalidad asociada de un 50 a un 

80%. De hecho, el AAA es una de las principales causa de muerte a partir de la sexta década 

de vida (5).Ademas, debido al hecho de que los AAA pequeños son clínicamente silenciosos, 

el acceso a muestras de este tipo de tejidos está muy limitado (6,7) por lo que el conocimiento 

de cómo se inicia este proceso es prácticamente inexistente y lo que  conocemos, se basa en 

la extrapolación de datos procedentes de modelos animales, desconociendose el poder 

traslacional de estos modelos en el contexto humano. Como consecuencia la etiología de la 

enfermedad aneurismática sigue siendo un enigma en la actualidad (8). 

 La aorta se puede subdividir en sus componentes torácico y abdominal. La aorta 

torácica se puede clasificar a su vez, en la aorta ascendente, el arco aórtico y la aorta torácica 

descendente, mientras que la aorta abdominal se extiende desde el diafragma hasta la 

bifurcación aórtica. Los aneurismas se pueden desarrollar tanto en la aorta torácica (TAA) 

como en la abdominal, siendo estos últimos más frecuentes (9,10) y en su mayoría localizados 

en la zona infra-renal (11) (Figura 3). Históricamente se pensaba que tanto los TAA como los 

AAA tenían su origen en la degeneración aterosclerótica de la pared aórtica. Sin embargo, 

estudios recientes han demostrado que estas patologías  son entidades distintas (12).  
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Figura 3: Representación esquemática de la localización y dilatación de la aorta en el AAA. 

 El AAA es una enfermedad multifactorial compleja, con un fuerte componente 

genético (13ς16). Sin embargo, existen otros factores de riesgo en el desarrollo de esta 

patología, siendo el primero y más influyente el tabaquismo. Además,  se ha comprobado que 

esta enfermedad se da principalmente en etapas tardías de la vida y principalmente en 

varones (14). Se han identificado varios procesos biológicos que contribuyen a la patogénesis 

del AAA. A nivel histológico, los marcadores de esta enfermedad incluyen: la inflamación, la 

apoptosis de CMLV, la degradación de la matriz extracelular y el estrés oxidativo. (17). Una de 

las principales diferencias entre la pared aórtica aneurismática y la sana es la perdida de CMLV 

y el aumento del contenido inflamatorio (18,19). 

 El estado inicial de esta patología se caracteriza por la fragmentación de las fibras 

elásticas de la pared vascular  que depende principalmente de la producción de proteasas 

como las MMPs (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14, MMP-19) por las CMLV 

residentes y por las células inmunes (20,21). A continuación, y en respuesta a la degradación 

de la elastina y a la expresión de citoquinas proinflamatorias por las células residentes de la 

pared arterial, se produce un incremento de la infiltración de leucocitos. Esta inflamación 

local, favorece la intensificación de la producción de enzimas proteolíticas que favorecerá la 

degradación de la matriz extracelular (21). Acompañando este proceso, se produce una 

disminución en el número de CMLV por apoptosis o muerte celular programada, lo que 

contribuye a la degeneración del AAA (21,22). Durante la progresión del AAA puede producirse 

un trombo intramural lo que complicaría aún más la evolución del AAA (21). Todos estos 
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cambios estructurales derivan en un colapso de la integridad de la pared arterial y en su 

rotura, cuando la pared arterial ya no es capaz de soportar la presión sanguínea (23). 

 Actualmente no hay unas recomendaciones claras en relación al tratamiento 

farmacológico para prevenir la progresión de los AAA o para reducir el riesgo de rotura de los 

mismos (24,25). Los tratamientos actuales implican cirugía de reparación, tanto cirugía abierta 

como endovascular (24), que se recomienda cuando el diámetro luminal es mayor de 5 cm 

(26,27). Por este motivo es de vital importancia llevar a cabo estudios celulares y moleculares 

para desarrollar nuevas terapias para el tratamiento del AAA. Para ello, una de las principales 

fuentes de conocimiento siguen siendo los modelos animales. En este sentido el aneurisma 

aórtico en ratones puede inducirse mediante tres estrategias diferentes: por perfusión de 

elastasa, mediante la aplicación de CaCl2 o por infusión de angiotensina II (Ang II) (28). En el 

modelo de infusión de elastasa se aísla la aorta abdominal y se perfunde con elastasa en el 

lumen durante un breve periodo de tiempo (5 min) provocando la degradación de la elastina 

y la subsiguiente dilatación de la aorta al cabo de unos 14 días. De forma similar a lo que se 

observa histológicamente en humanos, aparece una respuesta inflamatoria crónica en la 

pared aórtica. En el segundo modelo, se aplica CaCl2 de forma periarterial por lo que ésta 

técnica es menos invasiva y exigente que el modelo de elastasa (29). Al igual que en el modelo 

de elastasa, los ratones desarrollan los aneurismas de forma gradual, con un incremento del 

100% del diámetro de la aorta a las 3 semanas de la intervención y caracterizándose este AAA 

por la presencia de una respuesta inflamatoria crónica. En el tercer modelo, se infunde AngII 

biológicamente activa a ratones hiperlipidémicos, deficientes para ApoE o para el receptor de 

LDL (LDLR) mediante una mini-bomba osmótica subcutánea, durante unas 4 semanas. Este 

modelo, replica la acción del Sistema Renina-Angiotensina (RAS). En este caso, el aneurisma 

se desarrolla en la región suprarrenal, y la histología de estos aneurismas es diferente a la 

observada en humanos, con una elastina más preservada. Aún así, es el método más utilizado, 

ya que no es necesario practicar cirugía a los animales.  
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1.2 La Aterosclerosis 

Clásicamente, la aterosclerosis se consideraba una enfermedad provocada por la 

acumulación de lípidos en la pared vascular. Sin embargo, a día de hoy, entendemos la 

aterosclerosis como un desorden inflamatorio crónico que afecta mayoritariamente a las 

arterias de gran calibre. Esta patología, se caracteriza por la formación en la pared del vaso de 

una lesión o placa de ateroma, constituida por acumulación de lípidos y leucocitos inflitrantes 

y una capa formada mayoritariamente por colágeno y producida por las células de músculo 

liso vascular (CMLV) (30). 

 

1.1.1 Patogenia de la aterosclerosis.  

La aterosclerosis es un proceso complejo que empieza a desarrollarse en la juventud, 

progresando de forma asintomática hasta la edad adulta (31) y que implica múltiples procesos 

como disfunción endotelial, inflamación, proliferación vascular, neovascularización, estrés 

oxidativo, apoptosis, degradación de la matriz extracelular y trombosis (32). 

En la actualidad, se considera que la disfunción endotelial es uno de los primeros 

eventos de la aterogénesis. La pérdida de un adecuado funcionamiento del endotelio, que 

regula la interacción de las células y proteínas circulantes con las células residentes de la pared 

vascular, afecta a la homeostasis vascular, promoviendo de este modo el inicio de la formación 

de la lesión aterosclerótica. La activación del endotelio parece estar relacionada con la 

disminución de la disponibilidad de oxido nítrico (NO) secundaria a la presencia de diversos 

factores de riesgo cardiovascular como la hipertensión, la dislipidemia, la diabetes, o el 

tabaquismo (33ς37).  

Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) son uno de los factores de riesgo 

cardiovascular claves, ya que aprovechan las pequeñas alteraciones en la capa endotelial para 

entrar y acumularse en el espacio subendotelial. Debido al aumento de la concentración 

plasmática de las LDL, el tiempo de residencia en el espacio subendotelial puede verse 

incrementado, aumentando así la probabilidad de oxidación a cargo de los radicales libres de 

oxígeno (ROS) producidos por el endotelio adyacente, las CMLV y/o los macrófagos. Es así 

como se generan las LDL oxidadas (LDLox), que pueden activar al endotelio y estimular la 

expresión de moléculas de adhesión celular y de sustancias quimiotácticas como la proteína 

quimiotáctica para monocitos (MCP-1), la molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1), la 
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molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y la E-selectina, favoreciendo la unión de los 

leucocitos circulantes a la superficie endotelial y su infiltración en la capa íntima vascular, 

donde se diferencian y se activan (38,39). La mayoría de los monocitos atraídos a la zona de 

la lesión se diferencian a macrófagos o a células dendríticas por efecto del factor estimulante 

de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF)(40). Los  macrófagos activados liberan 

mediadores y expresan niveles elevados de receptores basureros o scavenger (CD204 y CD36, 

principalmente) encargados de la captación de LDLox, transformándose así en células 

espumosas cargadas de lípidos (41). La acumulación de estas células da lugar a la formación 

de la estría grasa (42,43).  

Por otro lado, los monocitos y las células endoteliales liberan factores mitogénicos que 

estimulan la migración, proliferación y síntesis de matriz extracelular por parte de las CMLV. 

Además, las CMLV activadas y las células espumosas secretan gran cantidad de mediadores 

proinflamatorios que aceleran el reclutamiento de un número mayor de leucocitos, 

generándose un bucle de inflamación crónica en el lugar de la lesión, que agrava el proceso 

aterosclerótico. Todo ello da lugar a que la lesión progrese hacia una placa madura. La ingesta 

continuada de LDLox por las células espumosas provoca finalmente la necrosis de las mismas, 

vertiendo su contenido lipídico al medio extracelular y dando como resultado la formación de 

un núcleo lipídico avascular con bajo número de células, recubierto por una matriz 

extracelular rica en colágeno, elastina y CMLV, denominada cápsula fibrosa. Además, se 

produce un cambio de fenotipo de las CMLV de contráctil a secretor. 

Los macrófagos, además de su papel en la respuesta inflamatoria,  produciendo gran 

cantidad de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas que por un lado atraen a más 

leucocitos circulantes y por otro inducen el remodelado vascular por las CMLV, son células 

clave en la progresión de la aterosclerosis, ya que influyen en la estabilidad de la placa, bien 

provocando una disminución en la síntesis de proteínas de matriz extracelular (colágeno, 

fibronectina, elastina y laminina), bien favoreciendo su degradación mediante la expresión 

incrementada de las metaloproteinasas (MMP) (44). Este desequilibrio entre síntesis y 

degradación de colágeno debilita la placa y la hace vulnerable y propensa a la rotura. De 

hecho, varios estudios han mostrado una correlación significativa entre la presencia de 

macrófagos en regiones del hombro de las placas propensas a la rotura, el estrechamiento de 
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la cápsula fibrosa en estas regiones y la acumulación de metaloproteinadas (MMP) activadas 

(44,45).  

Las placas fibro-ateromatosas evolucionan hacia lesiones cada vez más complicadas y 

heterogéneas, caracterizadas por la presencia de calcificaciones, y un núcleo necrótico, 

lipídico y hemorrágico. Los vasos sanos se nutren a través de la difusión de oxígeno del lumen 

a los vasos o del vasa vasorum adventicial. Sin embargo, cuando la pared del vaso excede la 

distancia efectiva de difusión del oxigeno, proliferan los vasa vasorum en las capas internas 

de la pared del vaso. Esta neoangiogénesis y aparición de la hemorragia intraplaca, son 

determinantes en la aparición de eventos clínicos ya que la sangre provee a la placa de un 

ambiente pro-oxidativo, pro-inflamatorio y proteolítico que promueve la vulnerabilidad de la 

cápsula fibrosa. (46) 

  Las consecuencias clínicas más significativas ocurren cuando la cápsula fibrosa se 

rompe y el núcleo trombogénico del interior de la lesión entra  en contacto con las proteínas 

coagulantes de la sangre circulante, formándose un trombo que, al ser liberado, puede dar 

lugar a diferentes efectos patológicos como infarto de miocardio, ictus cerebral o 

tromboembolismo venoso (47) (Figura 4).        

 

    

Figura 4: Representación esquemática de la formación de la placa aterosclerótica y su evolución en el tiempo. 
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 Para estudiar la aterosclerosis hay varios modelos animales disponibles. El modelo de 

ratones deficientes para el receptor de LDL, es un modelo de hipercolesterolemia familiar, 

causada por una mutación que afecta a el LDLR confiriéndole un perfil lipoproteíco del plasma 

similar al de humanos.  Los ratones deficientes para LDLR manifiestan un aclaramiento lento 

de VLDL y LDL del plasma, lo que deriva en un incremento moderado de los niveles plasmáticos 

de colesterol y un lento desarrollo de aterosclerosis con una dieta estándar(48,49) que pueden 

acelerarse mediante dieta en grasa o rica en colesterol (48ς50), mutando el gen ApoB (51) o 

cruzándolos con ratones deficientes para leptina (52), o con ratones transgénicos para 

ApoB100 (53). En estas condiciones las lesiones ateroscleróticas que se generan en el animal 

pueden progresar desde un estado de estría grasa formada por células espumosas hasta un 

estado fibroproliferativo. 

 El primer modelo en el que se describieron lesiones similares a las de humanos, es el 

modelo del ratón deficiente para la Apolipoproteína E (ApoE). Estos ratones tienen un 

incremento notable de los niveles plasmáticos de LDL y VLDL debido al fallo en el aclaramiento 

a través de LDLR y de sus proteínas asociadas. Con una dieta estándar, los ratones deficientes 

para ApoE presentan unos niveles plasmáticos de colesterol muy elevados y desarrollan 

grandes lesiones ateroscleróticas ampliamente distribuidas por la aorta que además, pueden 

ser exacerbadas con dieta grasa (29ς31). Un análisis cronológico de estas lesiones revela los 

eventos que se suceden en la aterogénesis. Los ratones deficientes para ApoE son, 

actualmente, los más utilizados para el estudio de la aterosclerosis experimental, de hecho, 

se ha examinado la participación de muchos genes implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis cruzando animales manipulados genéticamente para esos genes con ratones 

ApoE-/ -  (57). 

 Otras posibles aproximaciones, son la utilización de ratones transgénicos, entre los que 

destacan los ratones que expresa formas mutantes de ApoE, como ApoE3Leiden (E3L) y ApoE 

(Arg 112̠ Cys̠ 142). Estos ratones muestran un perfil lipídico comparable al mostrado por 

los pacientes con disbetalipoproteinemia (58). 
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 También es importante destacar los modelos murinos de aterosclerosis acelerada por 

diabetes. La diabetes es un factor de riesgo cardiovascular muy importante y la principal 

complicación cardiovascular de la diabetes es la cardiopatía isquémica causada por una 

aterosclerosis acelerada. Existen diversos modelos disponibles para el estudio de la 

aterosclerosis y la cardiomiopatía asociada a la diabetes, incluyendo los ratones ApoE-/ - y los 

LDLR-/ - en los que se induce diabetes tipo I por Estreptozotocina (STZ). Además, existe un 

nuevo modelo animal que evita los efectos no específicos de la estreptozotocina, ratones 

deficientes para LDLR y, a su vez, transgénicos que expresan la glicoproteína del virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV) bajo el promotor de insulina de células pancreáticas. Estos 

ratones también desarrollan diabetes tipo I ya que, al infectarlos con LCMV, se produce la 

destrucción mediada por células T de las células b pancreáticas que expresan la glicoproteína 

de LCMV, un proceso muy similar al que conduce a la diabetes tipo I humana  (59,60).  

 

1.1.2 Factores de Riesgo   

Determinadas condiciones o hábitos pueden aumentar las probabilidades de 

desarrollar aterosclerosis. Entre los factores de riesgo más importantes en el desarrollo de la 

lesión aterosclerótica se encuentran: la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, la 

hipertensión, la resistencia a la insulina y la diabetes, el tabaquismo, el sedentarismo, el 

sobrepeso, la mala alimentación, el estrés,  el consumo excesivo de alcohol, la edad, la 

presencia de antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, la apnea del sueño y/o 

los procesos inflamatorios (61,62). En esta tesis nos centraremos en uno de los factores de 

riesgo mas importante para el desarrollo de la aterosclerosis: la diabetes. 

 

1.1.2.1 Diabetes 

La diabetes mellitus es una alteración metabólica caracterizada por un estado de 

hiperglucemia persistente o crónico debido principalmente a un defecto en la secreción de 

ƛƴǎǳƭƛƴŀ ǇƻǊ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ʲ pancreáticas o a un uso inadecuado de la misma por parte del 

organismo, lo que conlleva a alteraciones en el metabolismo de hidratos de carbono, 

proteínas y lípidos. La severidad de los síntomas depende del tipo y la duración de la diabetes. 
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En 1997, la Asociación Americana de Diabetes, clasificó los distintos tipos de diabetes, 

distinguiendo entre tipo 1 (consistente en la destrucción autoinmune de las ŎŞƭǳƭŀǎ ʲ 

pancreáticas y deficiencia absoluta de insulina), tipo 2 (deficiencia y resistencia relativa a 

insulina), otros tipos (como enfermedad pancreática) y  diabetes gestacional (63). 

 

 En la actualidad, la diabetes se está convirtiendo en una verdadera epidemia mundial. 

Según la Organización Mundial de la Salud el número de personas diabéticas ha aumentado 

de 171 millones en el año 2000 a 347 millones en 2014 y se estima, además, que siga 

aumentando en los próximos años. Teniendo en cuenta las predicciones de la Federación 

Internacional de Diabetes, una de cada diez personas será diabética en el año 2050 (64,65). 

Dada su elevada prevalencia y debido a las complicaciones agudas y crónicas que causa en la 

población, la diabetes se ha convertido en una de las enfermedades con mayor impacto socio-

sanitario. Entre los problemas agudos que desencadena la diabetes los más frecuentes son la 

hipoglucemia, el estado hiperosmolar hiperglicémico y la cetoacidosis diabética, causados 

principalmente por una descompensación (déficit o exceso total o relativo) en la cantidad de 

insulina presente en el organismo. Entre las complicaciones crónicas de la diabetes se incluyen 

las microvasculares (retinopatía, neuropatía y nefropatía) y las macrovasculares (enfermedad 

cardíaca, cerebrovascular y enfermedad vascular periférica), responsables de una reducción 

importante en la calidad de vida del paciente y del 50 al 80% de las muertes de los enfermos 

diabéticos (66). De hecho, los pacientes con diabetes, tienen un aumento del riesgo 

cardiovascular de 3 a 5 veces si los comparamos con la población no diabética (67,68). 

Asimismo,  otros factores de riesgo cardiovascular como la presencia de hipertensión o niveles 

lipídicos anormales son mas frecuentes en la población diabética, lo que acentúa el riesgo de 

sufrir un evento cardiovascular (67). Sin embargo, a pesar de esta asociación, estos factores 

de riesgo solo contribuyen como máximo en un 25% de riesgo de sufrir aterosclerosis 

coronaria en pacientes diabéticos (69), lo que indica que la diabetes es un factor crítico en el 

desarrollo de la lesión aterosclerótica (70). 

  Los mecanismos biológicos implicados en el desarrollo de las complicaciones 

vasculares de la diabetes aún no se conocen completamente, pero sabemos que la disfunción 

endotelial, la inflamación y el estrés oxidativo, juegan un papel muy relevante (71,72). De 
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hecho, numerosos estudios realizados en pacientes diabéticos y en modelos experimentales 

han demostrado que la hiperglucemia tiene un importante papel proaterogénico, ya que la 

concentración elevada de  glucosa altera la función del endotelio arterial promoviendo la 

adhesión de leucocitos a las células endoteliales en las etapas iniciales de la formación de la 

lesión aterosclerótica (73). La hiperglucemia crónica también induce cambios epigenéticos (p. 

ej. metilación y acetilación) en los promotores de genes prooxidantes y proinflamatorios de 

las células endoteliales (74) promoviendo la formación de productos de glicosilación avanzada 

(AGE) los cuales, al interaccionar con sus receptores presentes en las células endoteliales, 

activan la expresión de moléculas de adhesión (75). Además, la hiperglucemia provoca la 

activación de la ruta de la proteína quinasa C (PKC), lo que disminuye la expresión de la óxido 

nítrico sintasa y aumenta la expresión de factores proinflamatorios. Asimismo, los niveles 

elevados de glucosa inducen cambios fenotípicos en las CMLV, que pasan de un estado 

quiescente y contráctil a uno proliferativo y secretor con mayor capacidad migratoria y 

expresión de genes proinflamatorios (76). Todos estos cambios facilitan el desarrollo y 

progresión de la lesión aterosclerótica.   

 

 

2. La Superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral 

Las citoquinas son un amplio y diverso grupo de proteínas, que se unen a receptores de 

membrana y regulan un gran número de procesos biológicos, entre los que destacan procesos 

involucrados en desarrollo, hematopoyesis, inflamación, respuesta inmune y reparación 

tisular (77). 

La superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) forma un subgrupo de citoquinas y 

receptores que ha atraído un considerable interés como fuente potencial de dianas 

terapéuticas para el tratamiento de enfermedades humanas complejas. Los ligandos de la 

superfamilia de TNF se expresan principalmente en forma de proteínas transmembrana de 

tipo II (proteínas con el dominio C-terminal situado en el espacio extracelular). En 

determinados casos, estas proteínas se procesan en formas secretadas que conservan su 

actividad biológica. Tanto las citoquinas ancladas como las solubles contienen un dominio C-

terminal homólogo de la superfamilia de TNF, que media la autotrimerización y la unión al 

receptor. Los miembros de la superfamilia de TNF se unen a uno o más miembros de la 
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superfamilia de receptores de TNF (TNFR) siendo la mayoría de ellos proteínas 

transmembrana de tipo I o tipo III. Estos receptores se caracterizan por la presencia de una 

región de unión a ligando extracelular que contiene de uno a cuatro dominios ricos en residuos 

de cisteína y una cola citoplasmática con uno o más sitios de unión a proteína (78,79). 

 

2.1. TWEAK y Fn14. 

Entre los diferentes miembros de la superfamilia del TNF, nuestro grupo ha puesto su 

foco de atención en el efecto que pueda tener el factor inductor débil de apoptosis similar al 

factor de necrosis tumoral (TWEAK), durante el remodelado vascular patológico. En 1997 el 

grupo de Chicheportiche y col. identificaron a TWEAK (también conocido como TNFSF12, 

APO3L, CD255) como una glicoproteína transmembrana de tipo II de 249 aminoacidos 

codificada por un gen localizado en la posición 17p13.1. Esta proteína está formada por un 

ŘƻƳƛƴƛƻ /πǘŜǊƳƛƴŀƭ ŜȄǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊ ŘŜ 206 aminoácidos que contiene el sitio de unión al receptor 

ȅ ǳƴ ǎƛǘƛƻ ŘŜ bπƎƭƛŎƻǎƛƭŀŎƛƽƴ (80), un dominio transmembrana de 25 aminoácidos y un dominio 

bπǘŜǊƳƛƴŀƭ ƛƴǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊ ŘŜ му ŀƳƛƴƻłŎƛŘƻǎΦ [ŀ ƳŀȅƻǊƝŀ ŘŜ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ŜȄǇǊŜǎŀƴ Řƻǎ ƛǎƻŦƻǊƳŀǎ 

de TWEAK, una forma anclada a la membrana (mTWEAK) de 30 KDa y otra forma soluble 

(sTWEAK) de 18 Kda que se forma por el procesamiento proteolítico por la acción de una serin-

proteasa (furina) de la isoforma anclada a la membrana (81,82) y que básicamente está 

formada por la región C-terminal con el subdominio de unión al receptor (Figura 5). Los genes 

humano y murino de TWEAK presentan una similitud del 93% en la secuencia de unión al 

receptor, hecho inusual dentro de la superfamilia del TNF y que podría indicar la importancia 

de ésta proteína. 

[ŀ ŎƻƴŦƛƎǳǊŀŎƛƽƴ ŜǎǇŀŎƛŀƭ Ŝƴ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜ ƭłƳƛƴŀ ʲ ǉǳŜ ŀŘƻǇǘŀ Ŝƭ ŘƻƳƛƴƛƻ ŘŜ ǳƴƛƽƴ ŀƭ 

receptor permite que TWEAK se organice en trímeros. Las ranuras que quedan entre las 

subunidades del trímero constituyen los lugares de unión del receptor. 

El ARN mensajero (ARNm) de TWEAK se expresa en numerosos tejidos y tipos celulares, 

alcanzando niveles relativamente altos en ciertos órganos, como son corazón, cerebro, 

músculo esquelético y páncreas. Los tejidos relacionados con el sistema inmune, como 

nódulos linfáticos y timo, también expresan ARNm de TWEAK. Además, se ha detectado en la 

placenta durante el primer trimestre de embarazo (83), en varias líneas celulares de origen 

tumoral (80,84), macrófagos peritoneales de ratón (85), fibroblastos humanos (86), 
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eritroblastos (87) y en el sistema nervioso central, tanto en células endoteliales como  

astrocitos y neuronas (88). TWEAK es una citoquina multifuncional que regula múltiples 

procesos entre ellos proliferación, migración, supervivencia, diferenciación y muerte celular 

cuando se añade a cultivos celulares de células tanto primarias como inmortalizadas de 

humanos, rata o ratón (89).  

En 2001 se identificó el primer y, hasta ahora único, receptor funcional de TWEAK 

(TWEAKR) (90). Posteriormente se demostró que TWEAKR era, en realidad, idéntico al factor 

inducible de crecimiento de fibroblastos 14 (Fn14, TNFRSF12A, CD266),  habiéndose descrito 

previmente como el producto de un gen inducible por factores de crecimiento en fibroblastos 

murinos (91). Como su propio nombre indica, Fn14 es altamente inducible en respuesta a 

múltiples factores de crecimiento y citoquinas en la superficie de células epiteliales, 

endoteliales y otros tipos de células mesenquimales. Su expresión es prácticamente 

indetectable en tejidos sanos, pero  en el contexto de daño tisular se induce de forma muy 

brusca (89). 

Fn14, es de una proteína transmembrana de tipo I con 129 aminoácidos y 13,911 KDa 

de peso molecular (90,92). Cuando se procesa, es el miembro más pequeño de los receptores 

de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFRSF), cuya región extracelular de unión 

al ligando tiene una longitud de 53 aminoácidos y contiene un único dominio rico en cisteína 

por donde se une al ligando. El dominio intracelular, de tan solo 28 aminoácidos, contiene un 

único motivo de unión a proteínas TRAF (Figura 5). TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5 y TRAF6 son 

capaces de unirse a este sitio. Cabe destacar, que la región citoplasmática de Fn14 no contiene 

dominio letal, que sí presentan otros TNFRs, por lo que el mecanismo por el cual TWEAK media 

muerte celular aún no esta totalmente descrito. Dos publicaciones recientes propusieron un 

posible mecanismo por el cual TWEAK podría disminuir la concentración del complejo 

TRAF2/cIAP lo que daría como resultado la muerte celular mediada por ¢bCʰκ¢bCwм (93,94). 

Sin embargo, esto no explicaría otros tipos de muertes inducidas por TWEAK e independientes 

de TNF (95). Fn14 se expresa en una gran variedad de tejidos adultos, alcanzando niveles 

relativamente altos en corazón, riñón, pulmones y placenta, así como en cultivos celulares de 

células endoteliales procedentes de vena umbilical y células del músculo liso en estado 

proliferativo.  
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Es importante señalar que ningún otro miembro conocido de la superfamilia del TNF 

tiene capacidad de unión a Fn14. Como en el caso de TWEAK, los receptores Fn14 humano y 

murino presentan una similitud de aproximadamente el 90%, y ambos tienen características 

estructurales típicas de la TNFRSF. 

 

Figura 5: Representación esquemática de la estructura de TWEAK y su receptor Fn14, así como su ligación y 
señalización. 

 

Finalmente, en 2007 se describió la existencia de un nuevo receptor para TWEAK, 

CD163 (96). CD163 es un receptor basurero de expresión restringida a monocitos/macrófagos 

ǊŜǎǇƻƴǎŀōƭŜ ŘŜ ŀŎƭŀǊŀǊ ŘŜ ƭŀ ŎƛǊŎǳƭŀŎƛƽƴ ƭƻǎ ŎƻƳǇƭŜƧƻǎ ƘŀǇǘƻƎƭƻōƛƴŀπƘŜƳƻƎƭƻōƛƴŀΦ Este 

receptor también es capaz de unir, internalizar y degradar TWEAK,  por lo que podría actuar 

como un receptor basurero en situaciones patológicas (97). Sin embargo, la capacidad de 

unión de CD163 a TWEAK necesita ser confirmada en estudios in vivo. 

 

3. Señalización a través del sistema TWEAK-Fn14. 

La unión de  TWEAK soluble a su receptor causa la trimerización de este y la 

transducción de señal (98) (Figura 5). Sin embargo, no solo TWEAK soluble puede asociarse a 

Fn14. Recientemente se ha demostrado que las células que tienen TWEAK anclado a su 

membrana pueden unirse de forma juxtacrina a células vecinas que tengan Fn14 como 

receptor de superficie (99). La trimerización de Fn14 induce el reclutamiento de las proteinas 

TRAF, través de su motivo de unión a TRAF (PIEET). Este motivo es el responsable de la 
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activación de diferentes cascadas de señalización, como la via de señalizacon del factor de 

transcripción nuclear kappaB (NF-ˁ.ύΣ tanto la canónica (p50/p65) como la no canónica 

(p52/RelB), la vía de las MAPKs, la vía de PI3K/AKT (100), así como de  la activación de la vía 

de JAK/STAT (101), entre otras (Figura 6).  

 

Figura 6: Vías de señalización activadas por el eje TWEAK/Fn14. 
 

 

TWEAK  es capaz de inducir una activación prolongada de NF-ˁ. a través de una 

inducción bifásica de la vía canónica y no canónica (102). Esta activación prolongada explicaría 

la contribución de TWEAK en la patogenia de enfermedades inflamatorias crónicas. La 

activación de NF-ˁ. por TWEAK, participa en la sobreexpresión de múltiples citoquinas 

implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias hacia la pared de los vasos dañados. 

De hecho, TWEAK incrementa la expresión de MCP-1 y RANTES en  CMLV (103). TWEAK 

también activa NF-ˁ. en la línea celular monocitica Thp-1 (100) y en placas ateroscleróticas 

de ratones deficientes para ApoE (104). Además, TWEAK activa las MAPK, aunque la activación 

de las vías ERK, c-JunN-terminal kinase (JNK), o p38 depende del microambiente celular. Se ha 

observado la activación de las MAPKs en múltiples líneas celulares, incluyendo la línea 

monocitica Thp-1, las células endoteliales, cardiomiocitos, fibroblastos, entre 

otrasΧ(100,105ς108). 
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3.1. Señalización a través del factor de transcripción NF-ˁ. 

 NF-ˁ. Ŝǎ ǳƴŀ ŦŀƳƛƭƛŀ ŘŜ ŦŀŎǘƻǊŜǎ ŘŜ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ ǇƭŜƛƻǘǊƽǇƛŎƻǎ ǉǳŜ ƛƴǘŜƎǊŀƴ ǳƴŀ 

complicada red de genes extracelulares y vías de señalización que regulan la transcripción de 

cientos de genes relacionados con inflamación, inmunidad, apoptosis, proliferación celular y 

diferenciación (109). En mamíferos, esta familia consta de 5 miembros: RelA (p65), RelB, c-

wŜƭΣ bCˁ.м όǇрлκǇмлрύ ȅ bCˁ.н όǇрнκǇмллύΣ ǉǳŜ ŎƻƳǇŀǊǘŜƴ ǳƴ Řominio N-terminal de 

homología Rel responsable de la unión al DNA, de la homo- y heterodimerización y de  la 

ƛƴǘŜǊŀŎŎƛƽƴ Ŏƻƴ ǎǳǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘƛŜƴǘŜǎ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ƛƴƘƛōƛŘƻǊŀǎ Lˁ. (110). Entre los numerosos 

estímulos que activan la vía NF-ˁ. ŘŜǎǘŀŎŀƴ ǾŀǊƛŀǎ Ŏƛtoquinas, factores de crecimiento, agentes 

infecciosos, roturas de ADN de doble cadena inducidas por radiación, estrés metabólico, 

diversos mediadores inmunes como las inmunoglobulinas e incluso la proteinuria (111). 

 Existen diversas vías de activación de NF-ˁ.Σ ŎŀŘŀ ǳƴŀ ŘŜ Ŝƭƭŀǎ ŎƻƴǎǘƛǘǳƛŘŀ ǇƻǊ ǎǳǎ 

dímeros característicos. De forma general se han descrito dos rutas: la vía canónica y la vía 

alternativa. En la vía canónica el heterodímero está formado por las proteínas p50 y p65 (RelA) 

(Figura 7). Esta combinación es la más abundante y es la que generalmente conocemos como 

NF-ˁ.Φ En células en reposo, el factor de transcripción se presenta asociado a su 

correspondiente proteína represora denominada IˁB. La familia de IˁB está compuesta por 

siete proteínas: Iˁ.ʰΣ L.ˁʲΣ ./[-3, Iˁ.ʶΣ L.ˁʴ ȅ ƭƻǎ ǇǊŜŎǳǊǎƻǊŜǎ Ǉмлр ȅ ǇмллΦ [ŀ ƛƴŀŎǘƛǾŀŎƛƽƴ ŘŜ 

NF-ˁ. ǇƻǊ ǇŀǊǘŜ ŘŜ Ŝǎǘŀǎ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ǎŜ ŎƻƴǎƛƎǳŜ ǊŜǘŜƴƛŜƴŘƻ Ŝƴ Ŝƭ ŎƛǘƻǇƭŀǎƳŀ ƭŀǎ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ǉǳŜ 

forman el complejo NF-ˁ. ŜƴƳŀǎŎŀǊŀƴŘƻ ǎǳ ǎŜƷŀƭ ŘŜ ƭƻŎŀƭƛȊŀŎƛƽƴ ƴǳŎƭŜŀǊ ό{[bύΦ  

 En la vía canónica de activación el dímero constituido por las proteínas p50 y p65 está 

ǳƴƛŘƻ ŀ ƭŀ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ƛƴƘƛōƛŘƻǊŀ Lˁ.ʰΦ [ŀ ǳƴƛƽƴ ŘŜƭ ƭƛƎŀƴŘƻ ŀ ǎǳ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ό¢bCw-1, TRAF2) (110) 

conduce a la activación del complejo IKK (IBˁ quinasa) mediante autofosforilación. La 

desaparición de la proteína represora I Bˁ libera los heterodímeros p50/p65 haciendo que la 

SLN quede expuesta, permitiendo su translocación al núcleo. Una vez en el núcleo, el dímero 

p50/p65 se une a los elementos  Bˁ (GGGRNNYYCC, donde R es una purina, Y una pirimidina y 

N puede ser cualquier base) (112) de los promotores de los genes diana; induciendo, de esta 

manera, la transcripción de factores pro-inflamatorios como citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-ʰύΣ 

quimioquinas (MCP-1, RANTES), factores de crecimiento (TGF-ʲΣ t5DCύΣ ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ŘŜ 
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adhesión (ICAM, VCAM, selectina), enzimas (COX-2, iNOS) y proteínas de fase aguda entre 

otras muchas (113,114). 

  En la vía alternativa de activación el heterodímero está formado por las proteínas p52 

y RelB (Figura 7). La unión del ligando a su receptor activa la quinasa inductora de NF-ˁ. όbLYύ 

lo que conduce a la fosforilación y posterior procesamiento vía proteasoma del precursor 

bCˁ.н Ǉмлл ȅ ǎǳ Ŏƻƴversión a la forma madura p52 que dimerizará con la proteína RelB 

permitiendo su traslocación al núcleo (115).  

                                    

Figura 7. Esquema de las vías canónica y no canónica de activación del factor nuclear kappa B. Modificado de 

Gerondakis et al (116) 

 

 Se ha comprobado la presencia de este factor de transcripción en el interior de las 

placas ateroscleróticas, especialmente en los hombros de las lesiones, donde hay un alto 

contenido en macrófagos y demás componentes inflamatorios (117). La activación de la 

señalización mediada por NF-ˁ. Ŝǎǘł ǇǊŜǎŜƴǘŜ Ŝƴ ǘƻŘŀǎ ƭŀǎ ŜǘŀǇŀǎ ŘŜ ƭŀ ŀǘŜǊƻǎŎƭŜǊƻǎƛǎΣ ŘŜǎŘŜ 

la formación de la placa hasta su desestabilización y rotura. 
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 Como veremos posteriormente en el apartado 4, el factor de transcripción NF-ˁ. 

puede ser activado por el eje TWEAK/Fn14, promoviendo la respuesta inflamatoria asociada 

al desarrollo y progresión de la lesión aterosclerótica.  

 

3.2. Señalización a través de la ruta JAK/STAT 

 La vía JAK/STAT es un mecanismo intracelular esencial de citoquinas, pero también de 

moléculas proaterogénicas y otros factores activados por la diabetes, que regula la expresión 

de múltiples genes implicados en proliferación, diferenciación celular e inflamación (118). 

Constituye la conexión entre los receptores de la superficie celular y la activación de la 

maquinaria transcripcional en el núcleo (119,120). El sistema está constituido por la tirosina 

quinasa JAK, el factor de transcripción STAT y diversas proteínas reguladoras. En presencia de 

estímulos externos como citoquinas, se produce en la célula la unión del ligando a su receptor 

transmembrana, de forma que las proteínas JAK asociadas al receptor (dos o más) se ponen 

en estrecha proximidad a través de la oligomerización del receptor, promoviendo su 

autofosforilación y/o transfosforilación. Una vez activada, JAK fosforila residuos de tirosina en 

la región citoplasmática de los receptores para crear sitios de reconocimiento SH2 (dominio 

de homología Src-2) para miembros de la familia STAT. Las proteínas STAT unidas al receptor 

son entonces fosforiladas por JAK, lo que favorece su dimerización y posterior translocación 

al núcleo, donde inician la transcripción de los genes diana (121) (Figura 8). 

 La familia JAK está formada por cuatro proteínas de 120-130 kDa (JAK1, JAK2, JAK3 y 

TYK2), que contienen una región N-terminal de unión al receptor y dos dominios con actividad 

quinasa separados por una pequeña región bisagra (122). Por su parte, la familia STAT consta 

de siete miembros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y STAT6) que comparten 

regiones de alta homología, incluyendo un dominio N-terminal, un dominio espiral, un 

dominio de unión al DNA, un dominio SH2 y un dominio de transactivación en el extremo C-

terminal (123). Este último contiene dos residuos aminoacídicos (Tyr701 y Ser727 en STAT1; 

Tyr705 y Ser727 en STAT3) cruciales para la actividad de la proteína STAT, de manera que la 

fosforilación en tirosina por JAK promueve la dimerización de STAT, mientras que la 

fosforilación en serina por parte de la familia de quinasas activadas por mitógenos aumenta 

su activación transcripcional (123,124). 
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 Las proteínas STAT se encuentran de forma latente en el citoplasma y su fosforilación 

promueve la formación de homodímeros (STAT1, STAT3, STAT4, STAT5A y STAT5B) o 

heterodímeros (STAT1-STAT2 y STAT1-STAT3) a través de su dominio SH2. Después, los 

dímeros activos se translocan rápidamente al núcleo, donde se unen a la secuencia GAS 

(secuencia activada gamma) del DNA, activando la expresión génica de quimioquinas (CCL2, 

CCL5, IL-8 y CXCL10), moléculas de adhesión (VCAM-1 e ICAM-1), proteínas de matriz 

(colágeno IV) y genes de respuesta temprana (c-fos y c-jun), entre otros (125). A veces, los 

dímeros de STAT pueden interaccionar con otros factores para formar complejos capaces de 

reconocer otros elementos de unión al DNA, como ISRE (elemento de respuesta estimulado 

por IFN) (122,126)Φ 9ƴ ƎŜƴŜǊŀƭΣ {¢!¢м ȅ {¢!¢н ǘǊŀƴǎŘǳŎŜƴ ǎŜƷŀƭŜǎ ŘŜ LCb όʰΣ ʲΣ ʴύΤ {¢!¢о Ŝǎ 

activado por IL-6, IL-10, el factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas; STAT4, STAT5A y STAT5B transducen la señal del receptor de IL-12; 

mientras que STAT6 es importante para la señalización de IL-4 e IL-13 (120) 

                 

Figura  8. Representación esquematica de  la vía JAK/STATS 
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 Además de su activación clásica a través de receptores de citoquinas, la vía JAK/STAT 

también puede asociarse a receptores de AngII, quimioquinas, lipoproteínas, glucosa, AGE, 

insulina o inmunoglobulinas (127,128). En este sentido, estudios previos han demostrado que 

la activación de JAK2, STAT1 y STAT3 participan en las respuestas de las células vasculares y 

renales inducidas por la hiperglucemia o tras estimulación con agentes inflamatorios y 

aterogénicos. (118,129,130). 

         

4. Papel de TWEAK y Fn14 en el AAA y la aterosclerosis  

 Durante los últimos años, el papel que desempeña el eje TWEAK/Fn14 durante el 

desarrollo y progresión de la lesión aterosclerotica ha sido ampliamente estudiado. Como  se 

ha comentado anteriormente, TWEAK se expresa en la pared arterial tanto sana como 

patológica (131). Sin embargo, Fn14 está prácticamente ausente en tejido sano, aumentando 

fuertemente bajo circunstancias patológicas, como en el caso de placas ateroscleróticas 

carotídeas (131), femorales (132) y en el AAA (133).  El incremento de la expresión de Fn14 

esta inducido por diversos estímulos como citoquinas (IL-мʲ Ŝ LCb- )ɹ y factores de crecimiento 

(PDGF-BB, EGF, FGF-2), angiotensina II o h-trombina en CMLV de aorta humana y de rata 

(90,96). Además, se ha comprobado que VEGF-A y FGF-2 aumentan la expresión  de Fn14 en 

células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) (105) y la estimulación con IFN-ʴ ƻ 

con PMA lo hacen en monocitos CD14+ (134). 

 En las primeras fases del desarrollo de la placa aterosclerótica son las moléculas de 

adhesión y las quimioquinas las responsables del reclutamiento de las células inflamatorias. 

Estudios in vitro han demostrado que la unión de TWEAK/Fn14  induce la expresión de 

moléculas de adhesión como ICAM-1 y E-selectina, así como la secreción de IL-8 y MCP-1 en 

células HUVEC (135).  

 Durante la progresión de la lesión aterosclerótica, el eje TWEAK/Fn14 es capaz de 

inducir la expresión de proteínas proinflamatorias como IL-6, IL-8, MCP1 y RANTES, moléculas 

de adhesión, quimioquinas, citoquinas y MMPs en diferentes tipos celulares, lo que perpetúa 

un bucle inflamatorio, coordina la infiltración de las células circulantes, incrementa la 

proliferación y migración  de CMLV y endoteliales, dando lugar al engrosamiento de la intima 

y al remodelado  de la matriz extracelular (90,98,102,105,131,135ς137).  
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 La respuesta inflamatoria inducida por TWEAK está controlada, al menos en parte por 

el factor de transcripción NF-ˁ.. Así, nuestro grupo ha demostrado que la inyección sistémica 

de TWEAK recombinante en ratones hiperlimidémicos, deficientes para ApoE induce la 

activación de NF-ˁ. (103). La activación de NF-ˁ. ǇƻǊ ¢²9!Y ƻōǎŜǊǾŀŘŀ Ŝƴ ŜǎǘŜ ƳƻŘŜƭƻ 

experimental, se producía a través de la via canónica, ya que se detectaron los dimeros 

p50/p65 en el núcleo de las células presentes en las lesiones ateroscleróticas. En la misma 

línea de evidencia, la deleción génica de TWEAK o el tratamiento con un anticuerpo 

bloqueante anti-TWEAK disminuye la activación de NF-ˁ.Σ ŀǎƝ ŎƻƳƻ ƭŀ ǊŜǎǇǳŜǎǘŀ ƛƴŦƭŀƳatoria 

y la secreción de quimioquinas en ratones deficientes para ApoE (138). Hasta ahora, la 

activación de la vía no canónica inducida por TWEAK no se ha observado en las placas 

ateroscleróticas. 

 En placas avanzadas, la estabilidad depende de la integridad de la capa fibrosa que 

recubre el núcleo lipídico. Las placas estables suelen tener una capa fibrosa densa. Sin 

embargo, la inflamación sostenida, la acumulación de macrófagos y la apoptosis pueden 

debilitarla haciéndola vulnerable y propensa a la rotura. Este debilitamiento depende de la 

actividad de las MMPs, endopeptidasas que degradan el colágeno y que son secretadas por 

CMLV y macrófagos (139). TWEAK, Fn14 y diferentes MMPs colocalizan en regiones ricas en 

macrófagos y células espumosas en las placas de ateroma. El empleo de un anticuerpo que 

activa la señal a través de Fn14, incrementa la expresión de MMP-9 y MMP1/13 en monocitos 

en cultivo  (140). Además, nuestro grupo ha demostrado recientemente como el tratamiento 

con un anticuerpo anti-TWEAK, disminuye la actividad de las MMPs en las placas 

ateroscleróticas de las válvulas aorticas en ratones deficientes para ApoE, dando lugar a un  

aumento de las características de estabilidad de las placas ateroscleróticas como el cociente 

colágeno/lípidos, una reducción del contenido de macrófagos, una menor presencia de 

xantomas laterales, capsulas enterradas, erosión medial, hemorragia intraplaca, o un menor 

contenido de calcio (138). Estos datos indican la implicación de TWEAK en la progresión de la 

lesion aterosclerótica, favoreciendo la inestabilidad de la misma. 

 La rotura o erosión de la placa y la consecuente trombosis, representa una de las 

principales complicaciones de la aterosclerosis ya que puede derivar en un evento 

cardiovascular. El inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1) y el factor tisular (TF) son 

responsables de la hemostasis y la trombosis (141). TF es el principal iniciador de la cascada 
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de coagulación, mientras que PAI-1 juega un papel imprescindible inhibiendo la fibrinólisis, 

por lo que la actividad de PAI-1 y de TF promueven la trombosis (142) Recientemente también 

se ha demostrado como Fn14 colocaliza con ambas moléculas en placas ateroscleróticas 

humanas. Además, TWEAK incrementa la expresión ambas moleculas, tanto a nivel de RNAm 

como de proteína, así como su actividad en CMLV de aortas humanas en cultivo. (60). Del 

mismo modo, la inyección sistémica de TWEAK recombinante, aumenta la expresión de TF y 

PAI-1 en las placas ateroscleróticas de ratones deficientes para ApoE y, por el contrario, el 

tratamiento con un anticuerpo anti-TWEAK disminuye la expresión de ambas proteínas (143). 

Estos datos sugieren que el eje TWEAK/Fn14 participa en la respuesta protrombótica asociada 

a la rotura de la placa aterosclerótica.  

 Aunque con los datos que disponemos hasta el momento ha quedado demostrado que 

el eje TWEAK/Fn14 participa en el desarrollo de la lesión aterosclerótica, se desconoce si este 

sistema está implicado en otros modelos de remodelado vascular patológico. De hecho, hasta 

la fecha lo único descrito es la presencia tanto de TWEAK como de su receptor en muestras 

de AAA humano, colocalizando con CMLV, macrófagos y neutrófilos (133).  

 Por lo tanto, en esta tesis nos centraremos en el papel que juega el eje TWEAK/Fn14 

en otras situaciones de remodelado vascular como son el AAA y la aterosclerosis acelerada 

por diabetes. 
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La enfermedad cardiovascular es la primera causa de morbimortalidad en los países 

occidentales, de ahí que la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas sea un tema de máxima 

actualidad. 

Hipótesis:  

Teniendo en cuenta los estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo en los que se ha 

demostrado que: 

¶ Los niveles de TWEAK soluble en plasma son capaces de predecir la expansión del AAA, 

lo que sugiere la implicación del eje TWEAK/Fn14 en esta patología, y su potencial uso 

como biomarcador diagnostico y pronostico en la enfermedad aneurismática (133) 

¶ La inyección sistémica de TWEAK aumenta el tamaño de la lesión, y la carga 

aterosclerótica e induce la expresión de proteínas inflamatorias, en un modelo de 

aterosclerosis experimental en ratones deficientes en ApoE y además induce la 

expresión y secrección de quimioquinas in vitro (103). 

¶ La deleción de genética o el tratamiento con un anticuerpo anti-TWEAK  reducen el 

daño vascular y mejoran la estabilidad de las placas ateroscleróticas, en ratones ApoE 

(138). 

Nuestra hipótesis postula que la inhibición genética o terapéutica del eje TWEAK/Fn14 podría 

ser beneficiosa para el tratamiento de enfermedades que involucran remodelado vascular 

como son el AAA y la ateroclerosis acelerada por diabetes. 

Para demostrar nuestra hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos: 

1.- Estudiar la implicación de TWEAK y Fn14 en el desarrollo del AAA. Mediante un modelo 

experimental de AAA inducido por elastasa en ratones deficientes para TWEAK o Fn14, 

analizaremos el efecto de la deleción de este eje, sobre las lesiones aneurismáticas. Entre los 

parámetros que estudiaremos se encuentran la presencia o ausencia de dilatación aórtica en 

los diferentes genotipos, el contenido inflamatorio de las lesiones, y parámetros clave en esta 

enfermedad como son la apoptosis de CMLV o la degradación de la elastina.  
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 2.- Evaluar la participación del eje TWEAK/Fn4 en la aterosclerosis acelerada por diabetes. 

La aterosclerosis es una de las principales causas de muerte, asociada a esta enfermedad 

metabolica, que además esta creciendo de forma exponenecial en los últimos años. Para ello 

realizaremos un modelo experimental en ratones doble deleccionados para TWEAK y ApoE a 

los que induciremos diabetes mediante inyección con estreptozotozina. Para analizar el efecto 

de la deleción de este eje, sobre los ratones diabéticos, estudiaremos los siguientes 

parámetros: la carga aterosclerótica, y el tamaño de las lesiones en dos territoros vasculares 

propensos a formar placas como son el arco aórtico y la arteria braquioceflica, la progresión 

de las placas, así como parámetros de estabilidad que contribuyen a evitar la rotura de las 

placas y las consecuencias catastróficas asociadas. También analizaremos las vías de 

señalización implicadas en la respuesta inducida por TWEAK. 

3.- Determinar el efecto de la intervención terapéutica sobre la progresión de las placas 

ateroscleróticas en los ratones diabéticos. A través de la inyección sistémica de un anticuerpo 

monoclonal bloqueante anti-TWEAK, valoraremos el efecto terapéutico de la inhibición de 

TWEAK sobre acelaración de la progresión de la placa aterosclerotica en los ratones 

diabéticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 



             
                                                                                                                              III Materiales y métodos 
 

53 
 

1. Muestras de AAA humanas 

Se recogieron 10 muestras de AAA provenientes de la cirugía reparativa de pacientes 

adscritos al programa RESAA (144). Las muestras se obtuvieron bajo consentimiento 

informado por los pacientes. Además, se obtuvieron 10 muestras de aortas control, 

procedentes de donantes de órganos, fallecidos, con la autorización de la Agencia de 

Biomedicina Francesa (PFS 09-007). Estas aortas control eran macroscópicamente normales, 

y no presentaban ningún síntoma de lesión ateromatosa. 

 

2. Cultivos Celulares 

2.1. Cultivos primarios  

Las CMLV se obtuvieron a partir de aortas de ratones de fenotipo salvaje y de ratones 

deficientes para Fn14 de 12-16 semanas de edad. Tras el sacrificio de los ratones, prevíamente 

anestesiados, se extrajeron las aortas y se eliminó la grasa y el tejido conectivo adherido. Los 

vasos troceados en piezas de aproximadamente 1 mm se incubaron durante 45 minutos a 

отɕ/ Ŏƻƴ п ƳƎκƳ[ ŘŜ ŎƻƭŀƎŜƴŀǎŀ ǘƛǇƻ LL όнфл ¦κƳƎΤ {ƛƎƳŀύ ǊŜǎǳǎǇŜƴŘƛŘŀ Ŝƴ ƳŜŘƛƻ 5a9a 

ό[ƻƴȊŀύ ǎǳǇƭŜƳŜƴǘŀŘƻ Ŏƻƴ н Ƴa ƎƭǳǘŀƳƛƴŀΣ млл ¦κƳ[ ǇŜƴƛŎƛƭƛƴŀ ȅ млл ˃ƎκƳ[ ŜǎǘǊŜǇǘƻƳƛŎƛƴŀΦ 

Tras varios lavados, las células resuspendidas en DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

ǎŜ ǎŜƳōǊŀǊƻƴ Ŝƴ ŦǊŀǎŎƻǎ ŘŜ ŎǳƭǘƛǾƻ ŘŜ нр ƳƳн ȅ ǎŜ ƛƴŎǳōŀǊƻƴ ŀ отɕ/ Ŝƴ ŀǘƳƽǎŦŜǊŀ ŘŜ р҈ /hнΣ 

reemplazando el medio cada 2-3 días. Las células se usaron entre el tercer y el séptimo pase. 

Antes de realizar los experimentos, las células se incubaron durante 24h en medio sin SBF. 

Los macrófagos derivados de médula ósea (BMDM) se obtuvieron de ratones de 

fenotipo salvaje, deficientes para Fn14, de 12-16 semanas de edad. Tras el sacrificio, se 

esterilizaron las patas posteriores en alcohol al 70%, se aislaron los fémures quitando todo el 

tejido muscular y se realizó un corte en ambos extremos del hueso, extrayendo la médula 

ósea del fémur mediante la inyección de medio en el interior del hueso. La suspensión celular 

se sembró y diferenció durante 7 días en placas de cultivo con medio DMEM suplementado 

Ŏƻƴ мл҈ {C.Σ н Ƴa ƎƭǳǘŀƳƛƴŀΣ млл ¦κƳ[ ǇŜƴƛŎƛƭƛƴŀ ȅ млл ˃ƎκƳ[ ŜǎǘǊŜǇǘƻƳƛŎƛƴŀ y 10% de 

medio condicionado de L-929, una línea celular productora de GM-CSF (concentración 

aproximada 400 pg/mL) (145). Antes de los experimentos las células se incubaron al 2% de 

SBF durante 24h. 
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2.2. Ensayos de víabilidad  

Las CMLV de ratón se sembraron en placas de 24 pocillos (Corning) a una 

concentración inicial de 104 células/ml en 1ml de DMEM al 10% de SBF por pocillo y se 

cultivaron durante 16h. Posteriormente se incubaron en medio al 0% de SFB durante 24h y a 

continuación se estimularon con Elastasa porcina tipo I (Sigma, E120) con dosis que iban desde 

0 a 0,5U/ml y con o sin TWEAK recombinante murino (R&D Systems) 100ng/ml. Tras 18h de 

estimulación se cuantifico el número de CMLV mediante el ensayo de incorporación de azul 

de metileno.  Se fijaron las células con salino al 10% de formaldehido durante 30 minutos y 

posteriormente se incubaron durante 30 minutos con 1% (peso/volumen) de azul de metileno 

en 0,01 mol/L de tampón fosfato. Se quitó el exceso de tinción sumergiendo la placa en 0,01 

mol/L de tampón de borato (pH 8,5). Para eluir la tinción se añadieron a cada pocillo 100ul de 

etanol, HCL en una relación 1:1 (v/v). Las placas se midieron a una absorbancia de 650 nm 

usando un lector de placas. Se calcularon y compararon los porcentajes de cambios de 

absorbancia. 

 

2.3. Zimografía 

Se sembraron CMLV y BMDM en placas de 24 pocillos (Corning) a una concentración 

inicial de 104 células/ml en 1ml de DMEM al 10% de SBF por pocillo y se cultivaron durante 

16h, posteriormente se deplecionaron al 2% de SBF durante 24h. A continuación, se 

reemplazó el medio por 0.5 ml de DMEM al 2% de SBF por pocillo con diferentes 

concentraciones de TWEAK recombinante murino (R&D Systems). Tras 72 horas, se recogió el 

sobrenadante de las CMLV, se centrifugó, se eliminaron los debrís celulares, y se concentraron 

utilizando un microcon de 10 kDa de poro (Millipore) hasta un volumen final de 25 µL. La 

actividad de las MMP se comprobó gracias a una zimografía en gel de gelatinasa (Zymogran 

gels, Life Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la zimografia de tejido, 

se homogeneizó la pared de los AAA o de la aorta torácica (control) de los distintos grupos de 

estudio y cargaron 10µl en un gel de zimografía de gelatinasa. 
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3. Modelos Animales. 

 En ambos modelos animales, los ratones se mantuvieron enjaulados, con agua y dieta 

normal ad libitum. El cuidado y mantenimiento de los animales, así como todos los 

procedimientos llevados a cabo durante la elaboración de esta tesis siguieron la normativa 

europea y nacional vigente (Directiva 2010/63/EU, Recomendación 2007/526/EC y Real 

Decreto 53/2013) y fueron prevíamente aprobados por el comité ético de nuestra institución.   

 

3.1. Modelo de AAA por perfusión de elastasa 

Para estudiar la implicación del eje TWEK/Fn14 en el desarrollo del AAA, se utilizaron 

ratones deficientes para Tnfsf12 (TWEAK KO), o para Fn14 (Fn14 KO), así como sus homólogos 

salvajes (WT) prevíamente descritos (146,147), todos con bagaje genotípico C57BL/6 

generosamente suministrados por Biogen Idec. A las 12 semanas de edad se les perfundió con 

0.411U/ml de elastasa pancreática porcina tipo I  (Sigma E120): Fn14 KO (N=15), TWEAK KO 

(N=15), WT (N=16) para producir AAA experimental, o con suero salino: Fn14 KO (N=6), 

TWEAK KO (N=5), WT (N=5) como controles, tal y como se describió prevíamente (148). Los 

animales fueron sacrificados a los 14 días post-perfusión, se les extrajo la aorta y la zona de 

máxima expansión se incluyó en OCT o parafina para posteriores análisis histológicos (Figura 

9).  

 

Fig 9. Representación esquemática del modelo animal utilizado para analizar la influencia del eje TWEAK/Fn14 
en el desarrollo del AAA. 
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