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RESUMEN

El remodelado vasculas un proceso adaptativo, esencial en las enfermedades arteriales,
gue implicacambios estructurales de la pared vasculard&erminadas circunstancias, se puede
producir una cronificacion de esta respuesta dando lugar a un remodelado patologico. Tanto el
remodelado fisiolégico como el patologico estan mediados por una complejee igabs celulares
y moléculas que continua sin identificarse completamente en la actualidad. Entre estas moléculas
se encuentra la citoquina proinflamatoriBWEAKy su receptor Fnl4. En la presente tesis
analizamos el papel que desempenia el eje TWEAK/Entos patologias en las que interviene el
remodelado vascular patolégico, como son el Aneurisma de Aorta Abdorfivad)y la
Aterosclerosis acelerada por diabetes.

El remodelado vascular contribuye a la dilatacion de la aorta que tiene lugar durante el
desarrollo del AAA. Para analizar el papel que desempefia el eje TWEAK/Fnl14, realizamos un
modelo de perfusion de elastasa en las aortas de ratsabaje{WT) y deficientes para TWEAK
(TWEAK K@ Fnl14 En14 KO). La deficiencia de TWEAK o Fnl4 redajpémsion aortica, la
infiltracién de leucocitos, la neoangiogénesis, y la expresién de citoquinas proinflamatorias tras
14 postperfusién. También disminuyo la pérdida de células del musculo liso vascular (CMLV),
debido a una menor apoptosis en los ragsndeficientes comparado con los controles. Ademas,
los ratones WT presentaron una mayor disrupcién de las capas elasticas, asi como una actividad
MMP aumentada. Experimentas vitro demostraron que TWEAKdUj0 la secrecién de CCL5 y la
activacion de MMP tanto en CMLV como en macrofagos derivados de medula ésea (BMDM) y
disminuyd la viabilidad de las CMLV.

Por otro lado, la diabetes es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular. Sin
embargo, ¢ papel de TWEAK sobre el desarrollo de la lesion aterosclerdtica en condiciones de
hiperglucemia se desconoce. Para evaluarlo, utilizamos dos abordajes experimentales
complementarios: la delecién génica de TWEAK vy el tratamiento con un anticuerpo bltguean
anti-TWEAK. La inhibicion de TWEAK redujo la extension y severidad de las lesiones
aterosclerdticas en el ratén diabético, presentando placas mas estables, caracterizadas por un
menor contenido lipidico y macrofagico. Ademas, comprobamos tanto eraleasspdie los ratones
ApoE como en CMLYV en cultivo en condiciones de hiperglucemia, que la activacion de STAT1y la
consecuente expresion de algunos de sus genes proinflamatorios diana (CCL5, CXCL10-and ICAM
1) mediaba, al menos en parte, los efectos proaggmicos de TWEAK. También demostramos
gue TWEAK induce la expresiéon de RNAm de estos genes proinflamatorios a través de su receptor
Fnl4 y mediante la activacién de STAT1 en CMLYV en cultivo.

En conclusion, el eje TWEAK/ Fn14 participa en el remodeladal@apatologico implicado
tanto en la formacion del AAA como en la aceleracion de la aterosclerosis en condiciones de
hiperglucemiaLa inhibicion terapéutica del eje TWEAK/Fn14 podria tener un efecto protector en
patologias que implican remodelado vascuio adaptativo.



SUMMARY

Vascular remodelling is an adaptative process esential in arterial illnesses that involves
structural changes in the vascular wall. However, in some circumstaimeggpropriate 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 unraveledamong them, the cytokie TWEAK and its receptor Fn14. In this thesis we have
analizel the role that TWEK/Fn14 axis in two pathologies that implies vascular remodelling such
as ddominal aortic aneurysm (AAA) and diabetarelerated aterosclerosis.

Vascular remodelling contrilbes to aortic dilatationduring AAA formation To analize
whether TWEAK/Fn14 axis are involved in AAA developmesxparimental AAAnodel with
aortic elastase perfusion in mice was induced in e (WT), TWEAK deficient (TWEAK KO), or
Fnl4deficient(Fn14 KO) mice. TWE or Fnl4eficiency reduced aortic expansideukocytes
inflitration, angiogénesig;hemokines expression, and MMP activity after 14 days postperfusion.
TWEAK and Fn14 KO mice also showed a reduced loss of medial vascular smoleticetiasc
(VSMC) that was related to a reduced number of apoptotic edilsn 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. o eXperiments unveiled that
TWEAK induces CCL5 secretion and AMietivation in both VSMC and bone marrderived
macrophages, and decrease VSMC viability, effects dependent on Fnl14.

In the other hand, diabetes is a key cardiovascular risk factor butalleeof TWEAK/Fn14
axisunder hyperglycemic conditioris uknown.Using two different approaches, genetic deletion
of TWEAKand treatment with a TWEAK blocking mAb, we have analyzed the effect of TWEAK
inhibition on atherosclerotic plaque progression astdbility in streptozotociinduced diabetic
ApoE deficient mice. Genetic inactivation BYWEAKreduced atherosclerosis extension and
severity in diabetic ApoE deficient micEWEAKdeficient mice display a more stable plaque
phenotype characterized by law lipid and macrophage content within atherosclerotic plaques.

A similar phenotype was observed in diabetic mice treated with-BAWEAK mAb. The
proatherosclerotic effects of TWEAK were mediated, at least in part, by STAT1 activation and
expression of grinflammatory target genes (CCL5, CXCL10 and-IgAbddth in plaques of ApoE

mice and in cultured vascular smooth muscle cells (VSMCs) under hyperglycemic conditiens. Loss
of-function experiments demonstrated that TWEAK induces proinflammatory genes mRNA
expression through its receptor Fn14 and STAT1 activation in cultured VSMCs.

In conclusain, TWEAK/Fn14 axis contribute to the pathological remodelling during AAA
formation, and aterosclerosis progression undhiperglucemia conditions Therapeutical
inhibition of TWEAKcould have a protective effect on pathologies that implies vascular
remodelling.
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CLAVE DE ABRETURAS

A continuacion,se detallan todos los acrénimos utilizada lo largo de la tesiEnla mayoria
se ha conservado laomenclaturacorrespondiente en inglédebido a su frecuente utilizacién en el
lenguaje cientificoen cuyocaso aparece la explicacion en inglés en prilngar (en cursiva), y en

segunddugar la explicacion en castellano

AAA: Aneurisma de Aorta Abdominal.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

AECsustrato cromogénic8-amino-9-ethylcarbazole

AGEAdvanced Glication End producBoductos de Glicosilacion anzada
Angll: Angiotensina Il

ApoE: Apolipoproteina E.

ApoB: Apolipoproteina B

ApoB: Apolipoproteina B100

ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero.

Arg: Arginina

BCAAcido bicinconinico

BMDM:Bone Marrow derived Macrophageslacrofagos derivados de Médufsea.
CCL: Ligando de quimiogquina con motivo CC

CMLVlulas del musculo liso vascular.

Cys: Cisteina

DAB: Tetraclorhidrato de 3;3liaminobenzidina

DAPI: 4',&iamidino-2-fenilindol

DE: Desviacion Estandar
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DKODouble Knock OuDoble ddiciente.

DPX: Resina acrilica con base de xileno

ECLEnhanceahemiluminescen¢&istema de quimioluminiscencia.

EEM: Error estandar de la media

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

ELISAEnzyme_.inked ImmunoSorbent Assansayo por inmunoabsorcién ligado a enas
ERKEXxtracellular Regulated Kinasguinasa regulada extracelularmente.

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos.

Fn14:Fibroblast growth facteinducible 14 factor inducible de crecimiento de fibroblastos

14.
GAS: Secuencia activada gamma

GM-CSFGranulocyteMacrophage Colon$timulating Factof factor estimulante de colonias

de granulocitoamacréfagos.
HDL:High Density Lipoproteiflipoproteina de alta densidad.
HRPPeroxidasa de rabano

HUVECHuman Umbilical Vein Endothelial CEltélulas endoteliales procedentes de vena de

corddén umbilical humano.

ICAM:Intercellular Adhesion Moleculenolécula de adhesion intercelular.
IgG: Inmunoglobulina G.

LS.Y LYKAOAR2NIRS 11 LWL} . @

IKK: 9B quinasa.

IL: Interleuquina.
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INFFY LYGSNFSNdsyYy 3IFYYlF D

ISRE: Elemento de Respuesta Estimulado por INF.

JAK: Janus quinasa.

JNK: €Jun Nterminal Kinase / quinasaterminal de Jun.

KO:Knockout deficiente para un gen

LDL1ow Density lipoproteihlipoproteina de baja densidad.

LDLoxoxidated Low Densityipoproteir/ lipoproteina de baja densidad oxidadas.
LDLR: Receptor de Lipoproteinas de Baja Densidad.

MAPKMitogen-Activated Protein Kinasgproteina quinasas activadas por mitdgenos.
MCRL1: Monocyte Chemotactic Proteil/ proteina quimiotactica paranonocitos.
MMP: Matrix Metalloproteinasé metaloproteinasa de matriz.

NF B:Nuclear Factor Kappa/Bactor nuclear kappa B.

NO: Oxido Nitrico.

OCT Optimal cutting temperature compouridCompuesto de temperatura de corte optima.
OMS: Organizaciddundial de la Salud

PBSPhosphate Buffered Salinéampon fosfato salino.

PCRPolymerase Chain Reactibreaccion en cadena de la polimerasa.
PDGFPlateletDerived Growth Factdfactor de crecimiento derivado de plaquetas.
PI3KPhosphatidylinositeB-Kinase' fosfoinositol 3quinasa.

PKC Proteina quinasa C

PMA:Phorbol Myristate Acetatéforbol miristato acetate.

PVDFFluoruro de polivinilideno
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RANTESRegulated onActivation,Normal T cellExpressed an&creted
RAS: Sistema Renina Angiotensina

RESAA:

ROS: Reactive Oxygen Speciespecieseactivas de oxigeno

RTFPCR:Reverse ranscriptionPolymerase I@ain Reaction / reaccidon en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa
Ser Serina

SFB: Suero Fetal Bovino.

SH2 Dominio de homolog&rc2

SiIARN: ARN pequeiio de interferencia
SLN: sefal de localizacion nuclear.

STATTransductor de la sefial y activador de la transcripcién

STZEstreptozotocina

TAA: Aneurisma de Aorta Toracica

TBS: Tampodn Tris Salino

TdT:Terminal deoxyucledidyl Transferase desoxnucledidiltransferasa terminal
¢ D CTravisforming Growthdetor beta 1/ factor de crecimiento transformante. 1
TNF:Tumoral Necrosis Factbfactor de necrosis tumoral

TNFRTumoral Necrosis Factor Recepftoeceptor del factor denecrosis tumoral

TNFSFRIumor Necrosis Factor Superfamily Recepteceptor de la superfamilia del factor

de necrosis tumoral
¢ bChdeY2 NI £ b S ON&tardénedosixindislalfa

TRAFTNF Receptor Associated Fadttactor asociado laeceptor de TNF
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TUNELTerminal deoxyucledidyl transferasedUTP nick end labeling

TWEAK:Tumor necrosis factotike weak inducer of apoptosisfactor inductor débil de

apoptosis similar al factor de necrosis tumoral

Tyr: Tirosina

UDA: UnidadeBensitometricas Arbitrarias

Ul: Unidades de Insulina

VCAMXVascular Cell AdhesiormoMcule/ molécula de adhesion celular vascular

VEGFA: Vascular Endothelial Growth Factof factor de crecimiento de endotelieascularA.

VLDLVery Low Density Lipoprotéeitipoproteina de muy baja densidad
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| Introduccion

1. Remodelado Vascular

En 1987, Glagov et al. publicaron un hallazgo sorprendente, durantefdanedad
aterosclerotica, no 46 se producia un crecimiento de la lesion ateroscleréticaiadia luz
arterial, sino que las arterias estabsometidas a otros muchos cambios como el crecimiento
expansivoaumentando asi su didmetro para presereéflujo sanguinedl). Esta capacidad
de remodelado de las arterias es un proceso adaptativo, esencial en las en las enfermedades
arteriales.En la actualidad,esdenominaremodeladovasculara las alteraciones persistentes
en la estructura y composicion de los vasos sanguilideemodeldo vasculares un proceso
activo en el que se producerambios estructuralesle la pared vasculague implican:
crecimiento, muerte, proliferacién migraciéncelular,asi como lgproduccion o degradacion
de matriz extracelular. Todos estos procesos estan regulados por la interaccion dinamica de
factores de crecimiento, sustancias vasoactivas y estimulos hemodinamicos. El remaalelado
pesar de ser uproceso adaptativo en respuesta a cambios a largo plazo en las condiciones
hemodinamicas, puede contribuir a la fisiopatologia de enfermedades vasculaees y
desordenes circulatorio®). Puede ser hipertréfico o hipotfito y el crecimientale la pared
arterial puede dase hacia fuera o hacia el lumdtl.remodelado vascular es caracteristico de
ciertas patologiasardiovascularesomo son la hipertension, la aterosclerosis, el aneusism

o la restenosigFigura ).

Hipertension Aneurisma
(aumento de la pared vascular,
pero disminucion de su anchura)

=
-
3
E
=
2
S
-

(en grandes arterias)

Pared Vascular

Aterosclerosis

Hipertension (remodelacion expansiva hacia el
exterior, preservacion del lumen)

(resistencia arterial, diametro

externo disminuido anchura . i

de la media igual 0 mayor)

Aterosclerosis

( delacie PP

P
disminucion del lumen)

Restenosis
(en un vaso aterosclerético,
después de angioplastia)

Restenosis
(en un vaso sano, después de dano
arterial, engrosamiento de la neointima)

oNuap BHORE

Figura 1.Representacion esquemética del remodelado vascular que ocurre en distintas patologias.
Modificado dg(3)
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| Introduccion

Lasenfermedades cardvasculares son la primera causa de muerte no solo en los
paises occidentales sino también en los paises en vias de deséolien esta tesis
estudiaremos dos patologiagasculares que implican remodelad@a, aterosclerosis y el

aneurisma deaortaabdominal(AAA).

Las arterias sanas estan formadas por tres capaséntricagFigura 2:

- Capa intimaCompuesta por una capa délulas endoteliales que reviste la superficie
interna del vaso y una membrana limitante el4stica 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 disgge La membrana elastica es tubular y
perforada, permitiendo la difusiébn de los metabolitos que nutren las células de la
pared arterial.

- Capa mediaFormada principalmente por CMLV dispuestas circularmente a las que se
agregan cantidades variables de @las, colageno y proteoglicanos. Las CMLV son
células metabolicamente muy activas y responsables de la sintesis de la matriz
extracelular. La media posee una lamina elastica externa que la separa de la capa
adventicia.

- Capa adventiciaConsta principalmeet de fibras de colageno y elastina. Esta capa
contindia con el tejido conjuntivo y adiposo que envuelvevlsa vasorumlos cuales

desempefian una funcién principalmente estructural y nutritiva.

:A | Tunica intima: endotelio
i Membrana Basal
Vi W Ldmina Elastica Interna

t— Tunica media: musculo liso

1 Tunica adventicia: Tejido conectivo
1 !
‘

'—» Serosa: Células Epiteliales

Figura 2.Esquemaepresentativo de la structuray capasde la pared arterial
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| Introduccion

1.1 El Aneurisma déorta Abdominal.

El aneurisma daortaabdominal (AAA) es una dilatacion permanente y localizada del
diametro de laaortaigual o superior a 3cm. Los AAA son normalmenigt@mnaticos por lo
que el mayor peligro es que permareeoculto y sin tratamiento hasta que farogresiva
expansion desencaderem rotura de Igpared arterialhemorragia y muerte. Sin tratamiento,
un AAA se debilita siendo incapaz de aguantar la presidgusnea lo que induce su dilatacion
progresiva y posterior roturalando 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, dbido al hecho de que los AAA pequefios son clinicamente silenciosos,
el acceso a muestras de este tipo dedeg estd muy limitad@,7)por lo que el conocimiento
de coOmo se inicia este proceso es practicamente inexistentgydaconocemos, se basa en
la extrapolacién de datos procedentes de modelos animales, desconosiemtiqoder
traslacional de estos modelos en el contexto humano. Como consecuencia la etiologia de la

enfermedad aneurismatica sigue siendo un enigma en la actugi&jad

La aorta se puede subdividir en sus componentesatico y abdominal. Laorta
torécica se puede clasificar a su vez, eadaaascendente, el arco adrtico ydartatoracica
descendente mientras que laaorta abdominal se extiende desde elattagma hasta la
bifurcacion adtica. Los aneurismas se pueden desarrollar tanto eaolda toracica (TAA)
como en la abdominal, siendo estos ultimos mas frecuef@d®)y en sumayoria localizados
en la zona infraenal (11) (Figura3). Histéricamentese pensaba que tanto los TAA como los
AAA tenian su origen en la degeneracion aterosclerotica de la pared a&iticambargo,

estudios recientes han demostradoe estas patologias son entidades distir{te).
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| Introduccion

Aorta Normal Aneurisma de

Aorta Abdominal

Figura3: Representacion esquemética de la localizacion y dilatacién dmolda en el AAA.

El AAA es una enfermedad multifactorial compleja, con un fuerte componente
genético (13¢16). Sin embargo, existentros factores de riesgo en el desarrollo de esta
patologiasiendoel primero y mas influyente el tabaquismaAdemas,se ha comprobadque
esta enfermedad se da principalmente en etapas tardias de lawipancipalmente en
varones(14). Se han identificado varios procesos biolégicos que contribuyen a la patogénesis
del AAA. A nivel histologico, los marcadores de esta enfermedad incluyen: la inflamacién, la
apoptosis de CMLV, la degradacion de la matriz extracelular y el estrés oxigat)vona de
lasprincipales diferencias entre la paradrticaaneurismatica y la sana es la perdida de ¢ML

y el aumento del contenido inflamator{d@8,19)

El estado iniciatle esta patologiae caracteriza por la fragmentacion de las fibras
elasticasde lapared vascularque dependeprincipalmentede la produccién de proteasas
como las MMPs (MMR, MMR3, MMR9, MMR13, MMR14, MMR19) por las CMLV
residentesy por las células inmung20,21) A continuaciény en respuesta a la degradacion
de la elastina y & expresion deitoquinas proinflamatoriapor las células residentes de la
pared arteria) se produce un incremento de la infiltracién de leucocitos. Esta inflamacion
local, favorece la intensificacion de la produccion de enzimas proteolificagavorecerda
degradacion de la matriz extracelulé2l). Acompafando est@rocesq se produce una
disminucién en el nimerale CMLV por apoptosis muerte celular programaddo que
contribuye a la degeneracion del AEA,22) Durante la progresion del AAA puede producirse
un trombo intramural lo que complicaria ain mas la evolucion del @AA 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 arteriglano es capaz de soportar la presion sanguif23a

Actualmente no hay unas recomendaciones claras en relacion al tratamiento
farmacoldgico para prevenir la progresion de los AAA o para reducir el riesgo de rotura de los
mismos(24,25) Los tratamientos actuasimplican cirugia de repacion, tanto cirugia abierta
como endovasculaf24), que se recomiendauando el dignetro luminal es mayor de &n
(26,27) Por este motivoes de vital importancia llevar a cabo estudios celulares y moleculares
paradesarrollar nuevas terapias para el tratamiento del AAA. Paraueliade las principas
fuentes de conocimiento siguen siendo los modelos animales. En este sehtideugisma
aortico enratonespuede inducirse mediante tres estrategidferentes por perfusion de
elastasamediante laaplicacion de Cagib porinfusion de angiotensind (Ang 11Y28). En el
modelo deinfusién deelastasa se aisla aorta abdominal y se perfunde con elastasa en el
lumendurante un breveperiodo de tiempd5 min)provocandda degradacion de la elastina
y la subsiguientelilatacion de laaortaal cabo de unos 14 dias. De forma similar a lo que se
observa histologicamente en humanos, aparece una respuesta inflamatoria crénica en la
pared adrtica En el segundo modelo, se aplica ¢a€lforma peiarterial por lo que ésta
técnica esnenos invasia y exigente que el modelo de elast#28). Al igual que en el modelo
de elastasa, lomtonesdesarrollan los aneurismas de forma graduah ao incremento del
100% del diametro de kortaa las 3 semanas de la intervencipnaracterizandoseste AAA
por la presencia de ungespuesta inflamatoria crénica. En el tercer modelo, se infunde Angll
biol6gicamente activa eatoneshiperlipidémicosgdeficientes para ApoE o paeareceptor de
LDL DLRRmediante una minbomba osmética subcutdnea, durante unas 4 semanas. Este
modelo, replica la acciddel Sistema RenirAngiotensina (RAS)neste caso, el aneurisma
se desarrolla en la regién supramal, y la histologia de estos aneurismas es diferente a la
observada en humanos, con una elastina mas preservaaieasi, es el método mas utilizado,

ya gue no es necesario practicar cirugia a los animales.
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1.2 La Aterosclerosis

Clasicamentgla aterosclerosis seonsiderda una enfermedad provocadapor la
acumulacion de lipidos en la pared vascular. Sin embagdia de hoy, entendemos la
aterosclerosis como un desorden inflamatorio créngee afecta mayoritariamente a las
arterias de grarmalibre.Esta patologiase caracteriza por la formacion en la pared del vaso de
una lesion o placa de ateroma, constituida por acumulacion de lipidos y leudadlitcantes
y una capa formada mayoritariamente por coldgeno y producida por las cékilagistculo
liso vascular (CMDY30).

1.1.1 Patogenia de la aterosclerosis.

La aterosclerosis es un proceso complaje @mpiezaa desarrollarse en la juventud,
progresando de forma asintomatica hasta la edad ad@13dy que implica multiples procesos
como disfuncién endotelial, inflamacion, proliferacion vascular, neovascularizastms
oxidativo,apoptosis, degradacion de la matriz extridar y trombosig32).

En la actualidad, se considegae la disfuncion endotél es uno de Is primeros
eventos de la aterogeesis. La pérdida de un adecuado funcionamiento del endotglie
regula la interaccion de las células y proteinas circulantes con las células residentes de la pared
vascular, afecta a la homeostasis vascular, promoviendo de este modo el inicio de la formacion
de la lesion aterosclerética. La activacion del endot@iarece estar relacionada con la
disminucion de la disponibilidad de oxido nitrico (NO) secundaria a langiasge diversos
factores de riesgo cardiovascular con@o Hipertersion, la dislipidemia, la diabetes el
tabaquismo(33¢37).

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son uno de los factoresestm
cardiovasculaclaves, ya que aprovechéas pegiefias alteraciones en &apa endoteligpara
entrar y acumularse eel espaciosubendotelial. Debido al aumento de la centracion
plasmatica de las LDkl tiempo de residencia en el espacio subendotelial puede verse
incrementado,aumentando asi lprobabilidadde oxidacion a cargo de los radies libres de
oxigeno (ROS) producidos por el endotelio adyacente, las CMLV y/o los macrofagos. Es asi
como se generan las LDL oxidadas (LDLox), que pueden activar al endotelio y estimular la
expresion de moléculas de adhesion celular y de sustanciasajacticas como la proteina

guimiotactica para monocitos (MEB, la molécula de adhesion vascular 1 (VCBMa
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molécula de adhesion intercelular 1 (ICAMy la E-selectina,favoreciendo la unién de los
leucocitos circulantes a la superficie endoteliau infiltracion en la capa intima vascular,
donde se diferencian y se activé®B,39) La mayoria de los monocitos atraidos a la zona de
la lesion se derencian a macrofagosacélulas dendriticas por efecto del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos (GBHYO0). Los macrofagos activados liberan
mediadores y expresan niveles elevados de receptoassireros scavenge(CD204 y CD36,
principalmente) encargados de leaptacion de LDLox, transformandose asi en células
espumosas cargadas de lipidd4) La acumulacién de estas células da lugar a la formacion

de la estria gras@2,43)

Por otro ladglos monocitos y las células endoteliales liberan factores mitogénicos que
estimulan la migracién, proliferacion y sintesis de matriz extracelular por parte de las CMLV.
Ademaslas CMLV activadas y las células espumosas secretan gran cantidad de mediadore
proinflamatorios que aceleran el reclutamiento den nimero mayor deleucocitos,
generandose un bucle de inflamacion cronica en el lugar de la Jegiéragava el proceso
ateroscleroticoTodo ello da lugar a que la lesién progrese hacia una placarmdduingesta
continuada de LDLox por las células espumosas provoca finalmente la necrosis de las mismas,
vertiendo su contenido lipidico al medio extracelular y dando como resultado la formacién de
un nucleo lipidico avascular con bajo niamero de célutasubierto por una matriz
extracelular rica en colageno, elastina y CMLV, denominada capsula fibasaas,se

produceun cambio de fenotipo de las CMU¥ contractila secretor.

Los macréfagos,demas de su papel en la respuesta inflamatonoduciendo gran
cantidad de citoquinas proinflamatorias y quimioguinas que por um laplaen a mas
leucocitos circulanteg por otro inducen el remodelado vascular por las CMioY, células
clave en la progresion de la aterosclerosis, ya que influyen estdailidad de la placa, bien
provocando una disminucién en la sintesis de proteinas de matriz extracelular (colageno,
fibronectina, elastina y laminina), bien favoreciendo su degradacion mediante la expresion
incrementada de las metaloproteinasas (MM@)Y) Este desequilibrio entre sintesis y
degradacion de colageno debilita la placa y la hace vulnesalpi®pensa a la roturaDe
hecho, varios estudios han mostradana correlaciéon significativa entre la presencia de

macrofagosn regiones del hombro dedplaca propensas darotura, elestrechamientade
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la cdpsuldibrosa en estas regiones y la acumulaciomudaloproteinadagMMP) activadas
(44,45)

Las placas fibrateromatosas evolucionan hacia lesiorezgla veanas complicadag
heterogéneas, caracterizadas por la presencia de calcificaciones, nyiakeo necrético,
lipidico y hemorréagico. Los vasos sanos se nreaves ded difusion de oxgeno del lumen
a los vasos o deiasa vasorunadventicial Sin embargo, cuando fered del vaso excede la
distanciaefectiva dedifusiondel oxigeno, prolifeain losvasa vasorunen las capas internas
de la pared del vasdEstaneoangiogé@esis yaparicion dela hemorragiaintraplaca, son
determinantesen la apariciérde eventos clinicoga que lasangre proee a la placa de un
ambiente proeoxidativo,pro-inflamatorio y proteolitico que promueve la vulabilidad de la

capsuldibrosa.(46)

Las consecuencias clinicas mas significativas ocurren cuando la capsula fbrosa s
rompe y el nacleo trombogénico mterior de la lesion entraen contacto con las proteinas
coagulantes de la sangre circulante, formandose un trombo que, al ser liberado, puede dar
lugar a diferentes efectos patoldégicos como infarto de miocardio,sicterebral o

tromboembolismo venos®7) (Figura4).

Lumen

: LDLs Eritrocitos 2
O lo ® Plaqueta ) O

®

Disfuncion Adhesion y Proliferaciéon y Migracién Roturay
Endotelial Extravasacion de CMLV Yy Fibroblastos Trombosis

Figura4: Representacia esquematica de la formacion de la placa aterosclerotycsu evolucion en el tiempo.
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Para estudiar la aterosclerosis hay varios modelos animales dispoiiblasdelo de
ratonesdeficientes para el receptor de LD&s un modelo de hipercolesterolemia familiar,
causada por una mutacion que afecta a el L&drfRriéndole un perfil lipoproteio del plasma
similar al de humanosLosratonesdeficientes para LDLR manifiestamackramiento lento
de VLDL y LDL del plasma, lo que deriva en un incremento moderado de los niveles plasméticos
de colesterol y un lento desarrollo de aterosclerosis con una dieta est@&j49)que pueden
acelerarse mediante dieta en geas rica en colesterd48¢50), mutardo el gen ApoB51)0
cruzandolos corratones deficientes para lepting52), o con ratones transgénicos para
ApoB100(53). En estas condiciones las lesioagsrosclerdticas que se generan en el animal
pueden progresar desde un estado de estniasaformada por células espumosas hasta un

estado fibroproliferativo.

El primer modeleen el que se describieron lesies similares a las de humanos, es el
modelo del raton deficiente para la Apolipoproteina (BpoB. Estos ratones tienen un
incrementonotable de los niveles plasméticos de LDL y VLDL debido al fallo en el aclaramiento
a través de LDLRdg susproteinas asociadas. Con una dieta estaniisratonesdeficientes
para ApoE presentan unos niveles plasmaticos de colesterol muy elevaddasgrrollan
grandes lesiones ateroscleréticas amplerte distribuidas por laortaque ademaspueden
ser exacerbadacon dieta gras29¢31). Un analisis cronolégico de estas lesiones revela los
eventos que se suceden en laesigéesis. Losratones deficientes paraApoE son
actualmente,los mas utilizados para el estudio de la atetesosis experimental, de hecho,
se ha examinado la participacion de muchos genes implicados en el desarrollo de la
aterosclerosis cruzando animales manipulados genéticamente s genes coratones

ApoE- (57).

Otras posibles aproximaciones, son la utilizacioratienestransgénicos, entre los que

destacan losatonesque expresa formas mutantes de ApoE, corpoB3Leiden (E3k)ApoE

(Arg 112 Cys 142). Estosatonesmuestran un perfil lipidico comparab# mostado por

los pacientegondisbetalipoproteinemig58).
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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
complicacion cardiovascular de la diabetes es la cardiopatia isquémica causadaap
aterosclerosis aceleradaExisten diversos modelos disponibles para el estudio de la
aterosclerosis y la cardiomiopatia asociada a la diabetes, incluyenctidogsApoE/-y los
LDLR- en los que se induce diabetes tipo | por Estreptozotocina (Z0&nas, existe un
nuevo moctlo animal que evita los efectos no espficos de la estreptozotocina, ratones
deficientes para LDLR vy, a su vez, transgénicos que expeeghcoproteina del virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV) bajo el promotor de insulina de células pancreaticas. Estos
ratones también desarrollan diabetes tipo | ya que, al infectarlos con LCMV, se produce la
destruccion mediada por células Tlds célulad pancreéticas que expresan la glicoproteina

de LCMV, un proceso muy similar al que conduce a la diabetes tipo | huis2y68)

1.1.2 Factores de Riesgo
Determinadas condiciones o0 habitos pueden aumentar las probabilidades de

desarrolar aterosclerosisEntre losfactores de riesgo mas importantes el desarrollo de la
lesion aterosclerdtica se encuentraa hipercolesterolemia ehipertrigliceridemia, la
hipertension, laresistenciaa la insulina yla diabetes el tabaquismg el sedentarismo, el
sobrepeso,la mala alimentaciénel estrés, el consumo excesivo delcohd, la edad,la
presencia deantecedentes familiare de enfermedad cardiovasculda,apnea del suefig/o

los procesos inflamatorio61,62) En esta tesis nos centraremos en unolak factores de

riesgo mas importante paral desarrolb de laaterosclerosis: la diabetes.

1.1.2.1 Diabetes

La diabetes mellitus es una alteracion metabdkeaacterizadapor un estado de
hiperglucemia persistente o crénico debido principalmente a efecto en la secrecion de
Ayadzt Ay LJ2 padcreaticaso Oup Usdrinidecuadode la mismapor parte del
organismg lo que conllea a alteraciones en el metabolismo de hidratos de carbono,

proteinas y lipidos. La severidad de los sintomas depéeld@o y la duracion de la diabetes.
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En 1997 la Asociacion Americana de Diabeteasificdlos distintos tipos de diabetes,
distinguiendoentre tipo 1 (consistente en la destruccion autoinmune s O S € dzf | &
pancredticasy deficiencia absoluta de inbna), tipo 2 (deficiencia y resistencia relativa a

insulina), otros tipogcomo enfermedad pancreatica)diabetes gestaciongb3).

En la actualidadaldiabetes se esta convirtiendo en werdaderaepidemia mundial
Segun la Organizacion Mundial de la Sadliciimero de personas diabéticas ha aumentado
de 171 millonesen el afio 2000 847 millones en 2014 e estima acemas,que siga
aumentandoen los préximos afosTeniendo en cuenta lagrediccionesde la Federacion
Internacional de Diabetes, una de cada diez personas sera diabética en el afiG265)
Dada su elevadprevalencia y debido a las complicaciones agudas y crénicas queetalasa
poblacion, la diabetes se ha convertido en una de las enfermedadesa@yor impacto socio
sanitaiio. Entre los problemas agudos que desencadena la diabetes los mas frecuentes son la
hipoglucemia, el estado hiperosmolar hiperglicémico y la cetoacidosis diabética, causados
principalmente por una descompensacion (déficit o exceso total o relativo)@mtalad de
insulina presente en el organismentre las complicaciones cronicas de la diabetes se incluyen
las microvasculares (retinopatia, neuropatia y nefropatia) y las macrovasculares (enfermedad
cardiaca, cerebrovascular y enfermedad vascular periférica), responsables de una reduccién
importanteen la calidad de vida del paciente y deldd80% de las muertes de los enfermos
diabéticos (66). De hecho,los pacientes con diabetestienen un aumento delriesgo
cardiovasculade 3 a 5 veces si lasmparanos con la poblaciémo diabética(67,68)
Asimismo,otros factores de riesgeardiovascular como la preseia de hipertension o niveles
lipidicos anormales son mas frecuentes en lalacion diabética, lo que acerdtel riesgo de
sufrir un evento cardiovasculé87). Sin embargoa pesar de esta asociaciG@stos factores
de riesgo solo contribuyen como maximo en un 25% de riesgo de sufrir aterosclerosis
coronaria en pacientes diabétic¢®9), lo que indica quéa diabeteses un factor ctico en el

desarrollo de la lesion aterosclerotiCz0).

Los mecanismos biolégicos implicados en el desarrollo de las complicaciones
vasculares de la diabetasin no se conocen completamenigero sabenos que & disfuncion

endotelial, la inflamacion y el estrés oxidativo, juegan un pape} relevante(71,72) De
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hecho,numerosos estudiosealizadosn pacientes diabéticosgn modelosexperimentales

han demostrado que la hiperglucemia tiene iamportante papel proaterogénico/a que la
concentracion elevada deglucosa altera la funcion del endotelio artergbomoviendola
adhesion de leucocitos a las células endoteliales en las etapas ind@dee$ormacion de la
lesion ateroscleroticér3) La hiperglucemia cronica también induce cambios epigenéticos (p.
ej. metilacion y acetilcion)en lospromotoresde genes prooxidantes y proinflamatoride

las células endotelialé34)promoviendola formacion de productos de glicosilacion avanzada
(AGE) los cuales, al interaccionar con sus receptores presentes en las edtidediales
activan la expresion de moléculas de adhegidh). Ademas, lahiperglucemiaprovoca la
activacion dda ruta de la proteina quinasa C (PKC), lo que dismiaupgresion dela 6xido
nitrico sintasa y aumenta la expresion de factopegsinflamatorios. Asimismo, ds niveles
elevados de glucosa inducen cambios fenotipicos en las CMLV, que pasan de un estado
guiescente y contractil a uno proliferatiwp secretorcon mawr capacidad migratoria y
expresion de genegroinflamatorios (76). Todos estos cambios facilitan el desarrollo y

progresion de la lesion aterosclerotica.

2. La Superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral

Las citoquinas son un amplio y diverso grupo de proteinas, que se unen a recelgtores
membrana y regulan un gran mero de procesos biologicos, entre los que destacan procesos
involucrados en desarrollo, hematopoyesis, inflamacion, respuesta inmune y reparacion
tisular(77).

La superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) forma un subgrupo de casquin
receptores que ha atraidain 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 proteinas transmenagana
tipo Il (proteinas con el dominio-t€rminal situado en elespacio extracelular). nE
determinadoscasos estas proteinase procesan eriormas secretadas que conservan su
actividad biolégica. Tanto las citoquinas ancladas como las solubles contiedemumo G
terminal homologo de la superfamilia de TNjEe media la autotrimerizacion y la union al

receptor. Los miembros de la superfamilia de TNF se unen a uno o mas miembros de la
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superfamilia de receptores de TNF (TNFR) siendo la mayoriellde proteinas
transmembrana de tipo | o tipo Ill. Estos receptores se caracterizan por la presencia de una
regioén de unién a ligando extracelular que contiene de uno a cuatro dominios ricos en residuos

de cisteina y una cola citoplasmatica con uno o mas sitioside a proteing78,79)

2.1. TWEAK Fn14

Entre los diferentes miembros de la superfamile TNF, nuestro grupo ha puesto su
foco de atencion en el efecto que pueda tener el factor inductor débil de apoptosis similar al
factor de necrosis tumorallWEAK durante el remodelado vascular patolégico. En 1997 el
grupo deChicheportiche y colidertificaron a TWEAKtambién conocido como TNFSF12,
APO3L, CD255)omo una glicoproteina transmembrana de tipo Il de 249 aminoacidos
codificada por un gen localizado en la posicion 17pIBsia proteina estéormada por un
R2YAYA2 [/ mi S NI RE6lamhinoicitlds Nue Codtierdzel kithdddeRuBion al receptor
& dzy aAridAz2 R88) ubdomifictr@drieinbran®de25/@macidos y un dominio
bmdSNYAY T AYyGNI OStdzZ  NJ RS my FYAy2t OAR2a®
de TWEAK, una forma anclada a la membrana (nTWEAK) de 30 KDa y otra forma soluble
(sTWEAK) de 18 Kda que se forma por el procesanmestteolitico por la accion de una sefin
proteasa (furina)de la isoforma anclada a la membra(®&il,82)y que basicamente esta
formada por la regiéiterminal con el subdominio de union al receptbigura 5. Los genes
humano y murino de TWEAK presentan una similitud del 93% secleencia de union al
receptor, hecho inusual dentro de la superfamilia del TNF y que podria indicar la importancia
de ésta proteina.

[ O2y FTA3Idz2NI OAsy SaLl OaAlLf Sy SaidNXzOG dzNI
receptor permite que TWEAK se organice en trimeros. Las ranuras que quedan entre las
subunidades del trimero constituyen los lugares de union del receptor.

El ARN mensajero (ARNm) de TWEAK se expresa en numerosos tejidos y tipos celulares,
alcanzando niveles relativamente altos eiertos 6rganos, como son corazoén, cerebro,
musculo esquelético y pancreas. Los tejidos relacionados con el sistema inmune, como
nodulos linfaticos y timo, también expresan ARNm de TWEAK. Ademas, se ha detectado en la
placenta durante el primer trimestre de embara@8), en varias lineas celulares de origen

tumoral (80,84) macréfagos peétoneales de ratdon(85), fibroblastos humanos(86),

35



| Introduccion

eritroblastos (87) y en el sistema nervioso centragganto en células endotelialesomo
astrocitos y neurona$88). TWEAK es una citoquina multifuncional que reguldtiples
procesos entre ellos proliferacion, migracion, supervivencia, diferenciacion y nmueduiar
cuando se aflade a cultivos celulams célulastanto primarias comonmortalizadas de
humanosrata oratén (89).

En 2001 se identifico el primgt hasta ahoralnico, receptor funcionalde TWEAK
(TWEAKR}PO). Posteriormente sedemostroque TWEAKR eran realidadidéntico d factor
inducible de crecimiento de fibroblastos {Bn14 TNFRSF128D266, habiédosedescrito
previmentecomo el producto de un gen inducible por factores de crecimiento en fibroblastos
murinos (91). Como su pr@io nombreindica, FA4 es altarente inducible en respuesta a
multiples factores de crecimiento y citoquinas en la superficie de células epiteliales,
endoteliales y otros tipos de células mesenquimal&s expresiones practicamente
indetectable en tejidosanos pero en el contexto de dafio tisulae induce de forma muy
brusca(89).

Fnl4, esle una proteina transmembrana de tipo | con 129 aminoacydb3911 KDa
de peso moleculaf90,92) Cuando se proceses el miembro mas pequefio de los receptores
de la superfamilialel factor de necrosis tumorédfNFRSFuya region extracelular de umo
al ligandatiene una longitud de 53 aminc#&los ycontiene un Unico dominio rico en cisteina
por donde se une al ligando. El daroi intracelular de tan solo 28 amirdridos, contiene un
anico motivo de unién a proteinas TR¢&gura 5. TRAF1, TRAF2, TRARBAFY TRAE son
capaces de unirse a estegitCabe destacaque la region citoplasmatica de Fn14 no contiene
dominio letal, que si presentan otros TNFRs, por loedjogecanismo por el cual TWEAKdia
muerte celular &n noesta totalmente descritoDos publicaciones recientes propusieron un
posible mecanismo por el cudIWEAK podrialisminuir la concentracion del complejo
TRAF2/clAP lo que daria como resultado la muerte celular medadab Ch k 3884y m
Sin embargo, esto no explicaria ottgms de muertes inducidas por TWEAK e independientes
de TNH95). Fn14 se expresa en una gran variedad de tejidos adultos, alcanzando niveles
relativamente altos en corazon, rifion, pulmones y placenta, asi como en cultivizseside
células endoteliales procedentes de vena umbilical y células del musculo liso en estado

proliferativo.
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Es importante sefialague ninguin otro miembro conocido de la superfamilia del TNF
tiene capacidad de unién a FnXdomo en el caso de TWEAJS§ leceptores Fn14 humano y
murino presentan una similitude aproximadamente €0%, y ambos tienen caracteristicas

estructurales tipicas de la TNFRSF

TWEAK @
TWEAK Fnl14 Extracelular O Fnl4
COOH| -~ N Tejido Sano | ]
Regién de unién . Células
al r%ceptor | Citoplasma Residentes
Dominio
] rico en .
Dominio ~ cisteina E_)ano
extracelular i Tisular
=]
Dominio | Sitio de
transmembrana E unién a
o _ l E TRAFs . _
Dominio COOH 7 Tejido Patoldgico |
intracelular

Células ) o
Residentese ~ Sefializacion

inflamatorias  dependiente de
ligando

Figura 5: Representacion esquemética de la estructura de TWEAK y su receptor Fnl4, asi comciésuiga
sefializacion.

Finalmente en 2007 se describi6 la existencia de un nuevo receptor para TWEAK,
CD16396). CD163 es un receptor basurero de expresion restringida a monocitos/macréfagos
NBaLyalofS RS TOfFNINI RS tF OANDdZBSOASs Y
receptor también es capaz de unir, internalizar y degradar TWEAK, por lo que guid&ia
como un receptor basurero en situaciones patologi(@g). Sin embargo, la capacidad de

unidbnde CD163 a TWEAK necesita ser confirmada en esindios

3. Sefalizaciora través dé sistema TWEAIKNn14

La unién de TWEAKsoluble a su receptor causda trimerizacion de estey la
transduccdn de sefia(98) (Figura 5) Sin enbargo, ro solo TWEAKoluble puede asociarse a
Fnl4. Rcientemente se halemostradoque las células que tienen TWEAK anclado a su
membrana pueden unirse de forma juxtacriaacélulas vecing que tengan Fnl4 como
receptor de superfici€99). La trimerizadin de Fnl14 induce el reclutamiento tisproteinas

TRAFtravés de su motivo de union a TRAF (PIEET). Este motivo es el responsable de la
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activacion de diferentesascadasle sefializacioncomo la via de sefalizacatel factor de
transcripcion nuclear kappaBNF¢ . taio la candica (p50/p65) como la no camica
(p52/RelB)la via de las MARKa via dePI3K/AKT100) asi comale la activacion de laia
de JAK/STALOL) entre otras(Figura 6)

Membrana Plasmatica

[ TRAF1 | V[ TRAF2
Citoplasma [ TRAF3 TRAF5 GIAP
/ TRAF6 \ o 7 .
_/ TAK1 N
/ / \\ NIK TAB1 | TAB2 JAK [ STAT1

(ERK1/2 | [ERK5 | [ JNK | [ p38 | !

o\ 9

(ReB | p52 | [RelA | ps0 )
|
Nucleo / /
Proliferacion
Expresion __, Migracion
Génica Inflamacién
Apoptosis

Figura 6: Vias de sefalizacién activadas por el eje TWEAK/Fn14

TWEAK es capazle inducir una activacion prolongada de-NFa través de una
induccion bifasica de lMdacanonicay nocanonicg102) Esta activacion prolongada dixqaria
la contribucionde TWEAKen la patogenia deenfermedades inflamgorias crénicas. La
activacion deNF¢ . por TWEAK participa en la sobreexpresion dendltiples citoquinas
implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias hacia la pared d@dos dafados
De hechg TWEAKincrementa la expresion dMCR1 y RANTE®n CMLV(103) TWEAK
también activaNF® .en la linea celular monocitica THp(100)y en placas aterosclerdticas
deratonesdeficientes para ApoEL04) AdemasTWEAK activasMAPK, aunque la activacion
de las viaERKg¢-JunNterminalkinase(JNK)p p38depende demicroambiente celularSe ha
observado la activacion dims MAPK en mdltiples lineas celulares, incluyendo la linea
monocitica Thgl, las células endoteliales, cardiomiocitos, fibroblastogntre

otrasX(100,10%108)
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3.1. Sefalizacion a través del factor de transcripcion-NF

NFS . S& dzyl FFEYAftAF RS FIFOG2NBa RS GNIy
complicada red de genes extracelulares y vias de sefializacion que regulan la transcripcion de
cientos de genes relacionados con inflamacion, inmunidad, apoptosis, prolifei@idar y
diferenciacion(109) En mamiferos, esta familia consta de 5 miembros: RelA (p65), RelB, ¢
wStf>X bCS.m O6LIpnklmnpsd @& b CS .ominiodNiprminalLden n 0 X
homologia Rel responsable de la unidon al DNA, de la hgnheterodimerizacion y dea
AYGSNYI OOAsy O2y adza 02 NNED a (I20y Rikr&S lgsinGnierodaiNP G S
estimulos que activan laviallF. R S & | @guhasgFactedd-dé crebihientagentes
infecciosos, roturas de ADN de doble cadena inducidas por radjaestrés metabdlico,
diversos mediadores inmunes como las inmunoglobulinas e incluso la protgibliip

Existen diversas vias de activacionMle® . = OF Rl dzy I RS Sftfl &
dimeros caracteristicos. De forma general se han descrito dos rutas: la via canfanida
alternativa. En la via candniebheterodimeo esta formado por las proteinas p50 y p65 (RelA)
(Figura 7) Esta combinacion es la mas abundante y es la que generalmente conocemos como
NFS . BEn células en reposcel factor de transcripcion se presenta asociado a su
correspondiente proteina represoenominada‘B. La familia d&' B estd compuesta por
siete proteinas®l. W% J I -3,F/ T L & f2a LINBSOdzNA2NBa Lmnp
NES . LIR2NJLINGLGS RS Saidla LINRPGSNYylLa asS O2yaiida
forman elcomplejoNFF . Sy Yl a0l N} yR2 &adz aS3Ft RS f20I¢

En la via candnica de activacion el dimero constituido por las proteinas p50 y p65 esta
dzy AR2  f I LINRPGSNYl AYKAOGOARZ2NI LEISTRARLID)  dzy A
conduce a la activacion del complejo IKKB (Quinasa) mediante autofosforilacidha
desaparicion de la proteina represdf# libera los heterodimergs50/p65 haciendo que la
SLN quede expuestpermitiendo su translocacion al nucleo. Una vez en el mjaedimero
p50/p65 se une a los elementdB (GGGRNNYYCC, donde R es una purina, Y una pirimidina y
N puede ser cualquier basg)12)de los promotores de los genes diana; inducierdesta
manera la transcripcién de factores priaflamatorios como citoquinas €L, 11-:6, TNF" 0 X

quimioquinas (MCR, RANTES), factores de crecimiento (TGF t 5DCU0U X Y2 f SC
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adhesion (ICAM, VCAM, selectina), enzimas {€;AXOS) y proteinas de fase aguda entre
otras muchag113,114)

En la via alternativa de activaciéhheterodimero esta formado por las protefEb2
y RelBFigura7). La unién el ligando a su receptor actil@quinasa inductorade NF. o0 b L YO
lo que conduce a la fosforilacion y posterior procesamiento via proteasoma del precursor
bCS. H LIvnversién adadorm@angdura p52 que dimerizara con la proteina RelB

permitiendo su traslocacion al nuclébl5)

CSeﬁales .
V)

IKKf3 IKK
NG 1

S
E -
9190,) . @p
~—TUbUbUb
zC [ps/

l\t\@'\‘l\l\ — N, 70 [
kB site kB site
Expresion de Expresion de
genes diana genes diana

Figura7. Esquema de las vias candnica yagamonicade activacion del factor nuclear kappa Blodificado de
Gerondakis et g[116)

Seha comprobadda presencia de este factor de transcripcién en el interior de las
placas geroscleréticas.especialmente en los hombros de las lesiordmde hay un alto
contenido en macrofagos y demas componentes inflamatofids’) La activacion de la
sefializacion mediadapor MF. Saidt LINBaSyaGS Sy G2Rla fI a

la formacion de Iplaca hasta su desestabilizacion y rotura
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Como veremos posteriormente en el apartadpel factor de transcripciomR® .
puede ser activado por el eje TWEAK/Fn14, promoviendo la respuesta inflamatoria asociada

al desarrollo y progresion de la lesion ateclerotica.

3.2. Sefalizacion a traves de la rud&AK/STAT

La via JAK/STAT es un mecanismo intracelular esencial de citoquinas, pero también de
moléculas proaterogénicas y otros factores activados por la diabetes, que regula la expresion
de mudltiples gnes implicados en proliferacion, diferenciacion celular e inflamaidg)
Constituye la conexion entre los receptores de la superficie celular y la activacion de la
maquinaria transcripcional en el nacl€bl9,120) El sistema esta constituido por la tirosina
quinasa JAK, el factor de transcripcién STAT y diversas proteinas reguladoras. En presencia de
estimulos externosono citoquinas,se produceen la célula la union del ligando a su receptor
transmembrana, de forma que las proteinas JAK asociadas al receptor (dos 0 mas) se ponen
en estrecha proximidad a través de la oligomerizacion del receptor, promoviendo su
autofosforiacién y/o transfosforilacion. Una vez activada, JAK fosforila residuos de tirosina en
la regién citoplasmatica de los receptores para crear sitios de reconocimiento SH2 (dominio
de homologia Sf2) para miembros de la familia STAT. Las proteinas STAIE ahigtceptor
son entonces fosforiladas por JAK, lo que favorece su dimerizacion y posterior translocacion

al nucleo, donde inician la transcripcion de los genes diaRa)(Figura8).

La familia JAK esta formada por cuatro proteinas delBZkDa (JAK1, JAK2, JAK3 y
TYK2), que contienen una regioaddminal de uniéral receptor y dos dominios con actividad
quinasa separados por una pequefia region bisgead) Por su parte, la familia STAT consta
de siete miembros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y STAT6) que compar
regiones de alta homologia, incluyendo un dominigeNninal, un dominio espiral, un
dominio de uniéon al DNA, un donio SH2 y un dominio de transactii@t en el extremo €
terminal (123) Este ultimo contiene dos residuos aminoacididgs01 y Ser727 en STAT1,
Tyr705 y Ser727 en STAT3) cruciales para la actividad de la proteina STAT, de manera que la
fosforilacion en tirosina por JAK promueve la dimerizacion de STAT, mientras que la
fosforilacién en serina por parte de la familia derasas activadas por mitbgenos aumenta

Su activacion transcripcionél23,124)
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Las proteinas STAT se encuentran de forma latente en el citoplasma y su fosforilacion
promueve la formacion de homodimeros (STAT1, STAT3, STAT4, STAT5A y STAT5B) o
heterodimeros (STATITAT2 y STABIAT3) a través de su domirbH2. Después, los
dimeros activos se translocan rapidamente al nucleo, donde se unen a la secuencia GAS
(secuencia activada gamma) del DNA, activando la expresion génica de quimioquinas (CCL2,
CCL5, IB y CXCL10), moléculas de adhesion (\MCAMICAML), proteinas de matriz
(colageno 1V) y genes de respuesta tempranfogcy €jun), entre otros(125) A veces, los
dimeros de STAT pueden interaccionar con otros factores para formar complejos capaces de
reconocer otros elementos de union al DNA, como ISRE (elemento de respuastdaso
por IFNY122,126% 9y 3ISYSNIfx {¢! ¢m & {¢! ¢H GNIyaRdzOS
activado por I6, 1-:10, el factor decrecimiento epidérmico y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas; STAT4, STAT5A y STAT5B transducen la sefial del recef@yr de IL
mientras que STAT6 es importante para la sefalizaciondle I:13 (120)

citoquina @——,

¥
receptor

Membrana
Plasmatica

0
‘ Dimero de STAT

nucleo l

Activacion de la transcripcion

3

Figura 8 Representacion esquematica de la via JAK/STATS
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Ademas de su activacion clasica a través de receptores de citoquinas, la via JAK/STAT
también puede asociarse a receptores de Angll, quimioquinas, lipoprotgh@essa, AGE,
insulina o inmunoglobulingd.27,128) En este sentido, estudios previoan demostradaue
la activacion de JAK2, STAT1 y STATS3 pantieipkas respuestas de las células vasculares y
renales inducidas por la hiperglucemia o tras estimulacion con agentes inflamatorios y

aterogénicos(118,129,130)

4. Papel de TWEAK y Fnl14 einAAA yla aterosclerosis

Durante los ultimos afios, el papel que desempefiajel TWEAK/Fnldurante el
desarrollo y progresion de la lesiaterosclerdica ha sido ampliamente estudiadComo se
ha comentado anteriormente, TWEAK se expresa en la pared arterial tanto sana como
patologica(131) Sn embargo,Fnl14 esh practicamenteausente en tégo sang aumentando
fuertemente bajocircunstancias patolégicasomo en el caso deplacas ateroscleréticas
carotideas(131) femorales(132)y en el AAA(133) El incremento de la expresion de Fnl4
esta inducido podiversos esthulos como citoquinaglL-m i $) yfaetbres de crecimiento
(PDGHBB, EGF, F&l; angiotensina Il d-trombina en CMLV deaorta humana y de rata
(90,96) Ademasse ha comprobado que VE@F FGR aumentan laxpresionde Fnl4 en
células endoteliales de cabd umbilical humano (HUVEQ@)5)y la estimulacion con IFN 2
con PMA lo hacean monocitos CD14134)

En las primeras fases del desarrollo de la placa aterosclerética son las moléculas de
adhesion y las quimioquinas las responsables del reclutamientasdeélulas inflamatorias
Estudiosin vitro han demostradogue la unién de TWAK/Fn14 induce la expresion de
moléculas de adésion como ICAM y Eselecting asi comda secrecia de 18 y MCPL en
células HUVEQ35)

Durante la progresion de la lesi@teroscleroticael eje TWEAK/Fnl4s capaz de
inducirla expresion d@roteinas proinflamatorias como-8, 1-8, MCP1 y RANTHESléculas
de adhesion, quimioquinasjtoquinas y MMPgn diferentegtipos celulareslo que perpeta
un bucle inflamatorio, coordina Ianfiltracion de las célulasirculantes incrementa la
proliferacion y migracion dEMLV y endotelialesiando lugar aéngrosamiento de la intima

y alremodelado de la matriextracelular(90,98,102,105,131,183.37)
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La respuesta inflamatoria inducida por TWEAK esta controlada, al menos en parte por
el factor de traascripcionNFRS . Asi, nuestro grupo ha demostrado que la inyeccién sistémica
de TWEAK recombinante emtones hiperlimidémicos, deficientes para Apoiaduce la
activacion de N .(103) La activacion de NF. LJ2NJ ¢2 91 Y 206 4aSNIIFRI S
experimental, seproducia a través de la via canda, ya que se detectarondodimeros
p50/p65 en el naleo de las célulagresentes en las lesionederosclerdtica. En la misma
linea de evidencia, la deleciégénicade TWEAK o el tratamiento con un anticuerpo
bloqueante aniTWEAK disminuye la activaciondesNF = | a N O2 Y2 &tbria NB & LJdzS 3
y la secrecid de quimioquinas ematones deficientes para ApoE138) Hasta ahora, la
activacion de la via no canodnica inducida por TWEAK no se ha observado en las placas
ateroscleroticas.

En placasavanzadas, la estabilidad depende de la integridad de la capa fiquesa
recubre elnucleo lipidico. Las placas estables sreltener una capa fibrosa dens8n
embargo, la inflamacién sostenida, la acumulacién de macréfagos y la apoptesien
debilitarla haciéndola vulnerable y propensa a la rotlgste debilitamiento depende de la
actividad de las MMPs, endopeptidasas que degradan el colageno y que son secretadas por
CMLV y macrofagqd39) TWEAKEN14 ydiferentesMMPs colocalizan en regiones ricas en
macréfagos y células espumosaslas placas de atema. H empleo de un anticuerpque
activala sefial a través denl4, incrementa la expresion de MNB MMP1/13 en monocitos
en cultivo (140) Ademas, nuestro grupo ha demostrado recientemente como el tratamiento
con un anticuerpo antTWEAK,disminwe la acividad de las MMPs en las placas
ateroscleroticagle las valvulas aortican ratonesdeficientespara ApoEdando lugar a un
aumenb delas caracteristicas de estabilidad de las placas aterosclergtcas elcociente
colagenol/lipidos, una reduccién del contenido de macréfagos, una menor presencia de
xantomas laterales, capsulas enterradas, énosnedial, hemorragia intraplaca, o un menor
contenido de calci¢138) Estos datos indican la implicacién de TWEAK proggesion de la
lesion ateroscleroticdavoreagendo la inestabilidad de lenisma.

La rotura o erosid de la plaa y laconscuente trombosis representauna de las
principales complicaciees de la aterosclerosisya que puede derivar en un evento
cardiovascular. El inhibidor del activador del plasmindégeno 1(PA&l factor tisular (TF) son

responsables de la hemostasis y la tromb@%#l) TF es el principal iniciador de la cascada
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de coagulacion, mientras que PAjuega un papel imprescindible inhibiendo la fibrindlisis,
por lo que la actividad deAtl y de Tiromueven la trombosiq142)Recientemente también

se ha demostrado comdénl4 colocaliza con ambas moléculas en placas ateroscleréticas
humanas Ademas TWEAK incrementa la expresi@mbas moleculgganto a nivelde RNAmM

como deproteina, asi como su actividad en GMle aortas humanasen cultivo. (60)Del
mismo modo Ja inyeccidn sistémica dBWEAK recombinanteaumenta la expresion ddF y

PALL en las placas ateroscleréticas dd¢ones déicientes para ApoE ypor el contrario, el
tratamiento con un anticuerpo aif WEAKlisminwe la expresion de ambgsoteinas(143)

Estos datos sugien que el eje TWEAK/Fn14 participa en la respuesta protrombdética asociada
a la rotura de la placa aterosclerotica.

Aunque con los datos que disponemos hasta el momento ha quedado demostrado que
el eje TWEAK/Fn14 participa en el desarrollo de la lesion aterosclerotica, se desconoce si este
sistema esta implicado en otros modelos de remodelado vascular patologico. b hasta
la fecha lo Unico descrito es la presencia tanto de TWEAK como de su receptor en muestras
de AAA humano, colocalizando con CMLV, macrofagos y neut{afids

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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Il Hip6tesis yObjetivos

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de morbimortalidad en los paises
occidentalesde ahi que la busqueda de nuevas dianas terapéuticas sea un tema de maxima

actualidad.
Hipotesis:
Teniendo en cuent#os estudiosprevios llevados a cabo por nuestro grupo en los quiease

demostrado que

1 Los niveles de TWEAK soluble en plasma son capaces de predecir la expansion del AAA,
lo que sugiere la implicacion del eje TWEAK/Fn14 en esta p&tpjogu potencial uso
como biomarcador diagnostico y pronostico en la enfermedad aneurismAR&)

1 La inyeccion sistémica de TWEAK aumenta el tamafio de la ,lesidm carga
aterosclerotica enduce la expresion de proteinas inflamatorias, un modelo de
aterosclerosis experimentatn ratones deficientes en Apoly ademas induce la
expresiony secreccion de quimioquinas vitro (103)

1 Ladelecionde genética cel tratamiento con un anticuerpo arfiWEAKreducen el
dafio vascular y mejoran éstabildad de & placas aterosclerotica, enratonesApoE
(138)

Nuestra hipétesis postula quea inhibicidbngenética o érapéuticadel eje TWEAK/Fnlgbdria
ser beneficioa para el tratamiento deenfermedades que involucran remodelado vascular

como son el AAA y la ateroclerosis acelerada por diabetes.
Para demostr nuestra hipotesisos planteamos los siguientes objetivos:

1.- Estudiar la implicacion de TWEAKFn14en el desarrollo deAAA Medianteun modelo
experimental de AAA inducido por elastasa ramones deficientes para TWEAK o Fnl4
analizaremos el efecto de la delecionekte ejesobre las lesioneaneurismétias.Entre los
pardmetros que estudiaremos se encuentrapiasencia o ausencia de dilataci@orticaen

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

enfermedadcomo son la apoptosis de CML\aalegradad@n de la elastina.
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2.- Evaluar la participacion 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 ademas esta creciendo de forma expeo&l en los Ultimos afios. Para ello
realizaremos un modelo experimental emtonesdoble deleccionados para TWEAK y ApoE a

los que induciremos diabetes mediante inyeccion con estreptozotozina. Para analizar el efecto
de la delecién de este eje, sobre loatones diabéticos, estudiaremos los siguientes
parametros: la carga aterosclerotica, y el tamafio de las lesiones en dos territoros vasculares
propensos a formar placas como son el arco adrtico y la arteria braquioceflica, la progresion
de las placas, asbmo parametros de estabilidad que contribuyen a evitar la rotura de las
placas y las consecuencias catastroficas asociadas. También analizaremos las vias de

sefalizacion implicadas en la respuesta inducida por TWEAK.

3.- Determinar el efecto de la interencion terapéutica sobre la progresion de las placas
aterosclerdticas en losatonesdiabéticos A través de la inyeccion sistémica de un anticuerpo
monoclonal bloqueante ariTWEAK, valoraremos el efecto terapéutico de la inhibicion de
TWEAK sobre acelaian de la progresion de la placteroscleroticaen los ratones

diabéticos.
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[l Materiales y métodos

1. Muestras de AAA humanas

Se recogieron 10 muestras de AgvAvenientesde la cirugiaeparativade pacientes
adscritos al programa RESA244) Las muestras se obtuvieron bajo consentimiento
informado por los pacientesAdemas se obtuvierm 10 muestras deaortas control,
procedentesde donantes de oOrganos, fallecidos, con la autorizacion de la Agencia de
Biomedicina Francesa (PFSQ09). Estasaortas control eran macroscépicamente normales,

y no presentaban ningun sintoma de lesion ateromatosa.

2. Cultivos Celulares

2.1. Cultivos primarios
LasCMLVse obtuvieron a partir daortas de ratonesde fenotipo salvaje geratones

deficientespara 14 de 1216 semanas de edad. Tras el sacrificio dedtmnes previamente
anestesiados, se extrajeron lasrtasy se eliminé la grasa y el tejido conectivo adherido. Los
vasos troceados en piezds aproximadamentel mm se incubaron uwtante 45 minutos a
otre/ 02y n Y3AKY[ RS O2fl 3ISylal GALERZ LL OH®
6[2yT 0 adzL) SYSyidlFIR2 02y W Ya 3t dzil YAYLlF I wmn
Tras varios lavados, las células resuspendidas en DMEM cotelf)$%ro fetal bovino (SFB)
a4S ASYONINRBY Sy FTNIraodz2a RS Odz GAG2 RS Hp YY
reemplazando el medio cada®dias. Las células se usaron entre el tercer y el séptimo pase.
Antes de realizar los experimentdas célilasseincubarondurante 24h en medio siSBF

Los macréfagos derivados de médula 6sBMIDM) se obtuvieron deatones de
fenotipo salvaje deficientespara Fnl4de 1216 semanas de edad. Tras el sacrifis®,
esterilizaron las patgsosterioresen alcohol al 70%, se aislaron los fémures quitando todo el
tejido muscular y se realiz6 un corte en ambos extremos del hudmyendola médula
Oseadel féemurmediante la inyeccion de medio en el interior del huesoslispension celular
se sembrdy diferencid durante 7 diaen placas de cultivo con medio DMEM suplementado
02y wmmgE: {C.3X H Ya 3Afdzil YAYIl X wmnn !ya0O¥%de LISy A
medio condicionado de-829, una linea celular productora de @SF (concentracion
aproximada 40(@g/mL)(145) Antes de los experimentos laglulas sencubaronal 2% de
SBRdurante 24h.
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2.2. Ensayos deiabilidad

Las CMLV de ratd se sembraron en placas de 24 pocillos (Corning) a una
concentracion inicial de f@élulagml en 1ml de DMEM al 10% d&BFpor pocillo y se
cultivaron durante 16hPosteriormente sancubaronen medio al 0% de SEBrante 24h ya
continuacionse estimularorcon Elastasa porcina tipo | (Sigma, E120) con dosis que iban desde
0 a 0,5U/ml y con ois TWEAKecombinantemurino (R&D Systems) 100ng/ml. Tras 18h de
estimulacion se cuantifico @dmerode CMLV mediante el ensayo de incorporacion 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 tampon fosfat&equitd el exceso de tinciosumergiendo la placa en 0,01
mol/L de tamponde borato (pH 8,5). Para eluir la tincion se afiadieron a padélo 100ul de
etanol, HCL en una relacién 1:1 (v/v). Las placasidierona una absorbancia de 650 nm
usando un lector de placas. Se calcularon y compararon los porcentajes de cambios de

absorbancia.

2.3. Zimografia
Se sembraron CMLVBMDMen placas de 24 pocilld€orning)a una concentracion

inicial de 10célulagml en 1ml de DMEM al 10% &BFRoor pocillo y se cultivaron durante
16h, posteriormente se deplecionaron al 2% 88Fdurante 24h A continuacion, se
reemplaz6 el medio por 0.5 ml de DMEM al 2% de&BFpor pocillo con diferentes
concentraciones d&@WEAKecombinante murindR&D SystemsJ.ras72horas serecogioel
sobrenadantale las CMLV, se ceiftrgo, se eliminaron loglebriscelularesy se concentraron
utilizando unmicroconde 10 kDade poro (Millipore) hasta un volumen final d&5 L. La
actividad de ladMMP secomprobogracias a una zimogiafen gel de gelatinag@Zymogran
gels, Life Technologies)guiendo las instrucciones del fabricar®ara la imografia de tejido,
se homogeneizéa paed de los AAA o de Bortatoracica(control)de los distintos grupos de

estudio ycargaronl0ul en un gel de zimogiafde gelatinasa.
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3. Modelos Animales

En ambos modelos animales, lasonesse mantuvieron enjaulados, con agua y dieta
normal ad libitum ElI cuidado y mantenimiento de laanimales,asi cono todos los
procedimientos llevados a cabo durante la elaboracion de esta tesis siglgemonmativa
europea Yy nacional vigente (Directiv®1®/63/EU, Recomendacion 2007/526/EC y Real

Decreto 53/2013) y fueron pwéamente aprobados por el comité ético de nuestra institucion.

3.1. Modelo de AAA por perfusion de elastasa

Para estudiar la implicacion del eje TWEK/Fnlélatesarrollo del AAAe utilizaron
ratonesdeficientesparaTnfsf12(TWEAK KO, para Fn14Fnl14 KQ)asi como susomologos
salvajes (WT) previamente descritos(146,147) todos con bagaje genotipico C57BL/6
generosamente suministrados por Biogen ldétas 12 semanas éead sdes perfundiécon
0.411U/ml deelastasa pancreatica porcina tipo | (Sigma EIR®4 KO (N=15), TWEAK KO
(N=15), WT (N=16) para producir AA¥perimental, o con suero saliné&:n14 KQN=6),
TWEAK KO (N=5), WT (Ne®&no controlestal y como se describié pvéamente (148) Los
animales fueron sacrificad@slos M4 diaspost-perfusion,se les extrajo laortay lazona de
maxima expansion se inclugm OCT o parafina para posteriores analisis histologikiggra
9).

0,411U/ml Suero
Elastasa tipo 1 Salino

Fn14 KO (n=15)  Fn14 KO (n=6)
TWEAK KO (n=16) TWEAK KO (n=5)

WT (n=16) ' WT (n=5) |
|
SEMANAO SEMANA 12 SEMANA 14
Exposicion Alslamlento Perfusion Cierre Aneurisma
] T h \ »
a,' \

Day 0 Day 14

Fig9. Representacion esquematica delodelo animal utilizado para analizar la influencia del eje TWEAK/Fn14
en el desarrollo del AAA.
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