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INTRODUCCION

1. Fisiologia vascular

La funcion del sistema cardiovascular es distribuir substancias por el
organismo para abastecer a los tejidos de nutrientes u otros factores y
eliminar de ellos los productos desechables de su metabolismo. El
corazén actua a modo de bomba y las arterias y venas son la red de
distribucion. En mamiferos la aorta es la principal arteria del cuerpo

con 1.2 m de largo y aproximadamente 2.6 cm de diametro'?.

1.1 Anatomia de la aorta

La aorta emerge desde el ventriculo izquierdo del corazon y bifurca en
la zona lumbar del cuerpo en las arterias iliacas. Se divide en 4 zonas
fundamentales: aorta ascendente, arco aodrtico, aorta descendente
toracica y aorta descendente abdominal (Fig. 1). A pesar de su
disposicion hacia las zonas inferiores, la aorta, también irriga las
zonas superiores del cuerpo a través de arterias carodtidas y la arteria

subclavia izquierda, ambas inician su recorrido desde el arco aértico.
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Figura 1. Anatomia de la aorta. A) Corazon y aorta ascendente B)
Irrigacion de las zonas superiores C) Aorta descendente abdominal D)
Aorta descendente toracica. Adaptada de Henry Gray’.
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1.2 Histologia de la aorta

Las arterias se dividen en arterias elasticas, siendo la aorta su
principal representante, y en arterias musculares, que en su gran
mayoria derivan de la aorta. Las arterias de un calibre grande o
mediano, como la aorta, estan compuestas de tres capas diferentes
desde el punto de vista morfologico y celular. La capa mas interna, en
la luz del vaso, es conocida como capa intima, se compone de una
monocapa de células endoteliales, una lamina de fibras elasticas y de
una fina capa de matriz extracelular de tejido conectivo. A
continuacion hallamos la capa media, compuesta principalmente de
células vasculares lisas y tejido elastico y colageno, esta capa es
diferente en las arterias elasticas, tales como la aorta, ya que en
estas, observamos una gran cantidad de tejido elastico y también se
observan capas de células vasculares lisas alternadas con laminas de
elastina fenestradas. Esta capa se delimita de la capa adventicia a
través de una lamina elastica. La capa mas externa de todas, la capa
adventicia, se halla compuesta por tejido conectivo, fibroblastos y
algunas células musculares lisas, separandose de la capa media con

una fina capa elastica discontinua. (Fig. 2)
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Intima

Endothelium

Subendothelial layer

Internal elastic lamina

Media

External elastic lamina

Adventitia

Vasa vasorum

Figura 2. Histologia de la aorta. Se indican las diferentes partes de la
aorta. Adaptada de Junqueira Basic Histology*.

2. Aneurisma de aorta abdominal

El aneurisma de aorta abdominal es una patologia vascular que
consiste en una dilatacién del 50% o mayor que el diametro normal.
Se desarrolla de forma progresiva, localizada y permanente debido a
un debilitamiento que se produce en la pared arterial. El desarrollo del
AAA se asocia a un proceso inflamatorio crénico, caracterizado por un
fuerte infiltrado de células inmunes, por la degradacion de los
componentes de la matriz extracelular (MEX), la produccién de estrés

oxidativo, un incremento de la neovascularizacion y una exacerbada
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apoptosis de las células musculares lisas (CML), lo que conlleva un

remodelado destructivo de la pared vascular.

En humanos afecta principalmente al segmento de la aorta abdominal
infrarrenal. Por su ubicacion, la aorta abdominal esta expuesta a
condiciones hemodinamicas que incrementan el desarrollo de esta
enfermedad®. En esta zona es normal un ligera disminucién del
colageno vy la elastina® y si a esto le sumamos a la pérdida de estos
componentes de la matriz extracelular con la edad se explica porque

la aorta abdominal sea especialmente vulnerable’.

En el AAA, la dilatacion de la aorta llega a un punto en el que si no se
interviene quirdrgicamente, puede llegar a romperse y provocar la
muerte del individuo. Hoy en dia el diametro arterial es el unico
indicador del riesgo de rotura y la cirugia es la unica terapia, todo esto
conlleva un elevado riesgo de morbilidad y mortalidad en los pacientes
con AAA.
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Figura 3. Anatomia del aneurisma. Aneurisma de aorta abdominal.
Adaptado de www.mayoclinic.org

2.1 Desarrollo del AAA

2.1.1 Epidemiologia

La incidencia de la enfermedad es mayor en hombres que en mujeres,
con un ratio 6:1. En mujeres suele aparecer mas tardiamente debido
probablemente al papel protector de las hormonas sexuales
femeninas®. El aneurisma de aorta abdominal tiene una prevalencia de
hasta un 8% en la poblacién masculina mayor de 65 afios. Ademas,
en las sociedades occidentales se ha observado un incremento en la
incidencia de la enfermedad en las ultimas décadas en paralelo con el
envejecimiento poblacional™®. Estudios mas recientes muestran que
en los ultimos 20 afos la epidemiologia ha cambiado con la

introduccion de la cirugia endovascular, programas nacionales de
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seguimiento del diametro adrtico en paises como Suecia, Reino Unido
o Estados Unidos junto con el cambio de uno de los mayores factores
de riesgo: el tabaquismo. Todos estos factores han hecho que la
mortalidad disminuya tras una intervencién tanto si no ha sufrido
ruptura como si la ha sufrido tanto a corto como a largo plazo™. Esto
también ha a contribuido a la disminucion de la incidencia y del

tamano del diametro aortico'"'2.

Los principales factores de riesgo asociados a AAA son la edad, el
sexo, el tabaquismo, el grupo poblacional, la historia familiar, la
presencia de otros aneurismas, hipertension y aterosclerosis. La
incidencia y la prevalencia no son significativas en menores de 60
afos y en varones entre 65 y 80 afos la prevalencia es de entre un 4
y un 8%'*'®. La incidencia en mujeres en el mismo rango de edad es
entre 4 y 6 veces menor comparado con los hombres™. A pesar de
estos datos la auténtica prevalencia en mujeres puede estar
subestimada ya que la mayoria de estudios definen aneurisma cémo
diametro mayor a 3 cm y esto no tiene en cuenta el menor tamafio de
basal de la aorta en mujeres'’. A pesar de todo al ser el tabaquismo
uno de los mayores factores de riesgo del AAA, y que el porcentaje de
poblacion femenina fumadora esta aumentado se espera un cambio

en las ratios de incidencia entre géneros en un futuro®.

El tabaquismo es el principal factor de riesgo modificable, alrededor de
un 18 a 25% de los pacientes aneurismaticos son fumadores'®?'. Al
mismo tiempo los fumadores suelen presentar, inicialmente,
aneurismas mas grandes. Esto se da probablemente por la accion
inhibitoria de la a-1-antitripsina, un inhibidor de la elastasa®. Existe
una asociacion entre el numero de paquetes - afio con el incremento

de hallar un AAAZ®?'_ El cese en el tabaquismo baja las probabilidades
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de sufrir AAA, siendo mayor el beneficio en aquellos sujetos que
dejaron el habito de fumar hace diez 0 mas anos. A pesar de
abandonar el habito la probabilidad de sufrir la enfermedad sigue

existiendo, lo que indica un dafio irreversible a causa del tabaco® .

El AAA ocurre mas frecuentemente entre poblaciones caucasicas, la
incidencia baja 10 veces entre las poblaciones asiaticas® y se reduce
a la mitad en el caso de poblaciones de origen afroamericano respecto

a la poblacion caucasica'.

Tampoco se puede ignorar la predisposicién genética como factor de
riesgo. Desde que se reportd el caso de tres hermanos donde los tres
sufrieron una cirugia por rotura de AAA, se ha sospechado que existe
un componente genético**. Un estudio de 313 linajes mostro un
aumento de ruptura de 4 veces en casos familiares comparado con
casos esporadicos y, adicionalmente la edad en la que se producia
una ruptura bajaba significativamente (65 afios vs. 75 afios)®.

y
demuestran que la probabilidad de que un gemelo monocigético

Diversos estudios con gemelos también resaltan su importancia®®?’

desarrolle AAA si su hermano lo ha desarrollado es de un 24%?. La
importancia genética parece recaer en la acumulacion de genes
implicados en la regulacion de la inflamacion o proteasas, mas que en
una mutaciéon puntual. Aunque no podemos obviar sindromes
monogénicos como el sindrome de Marfan o el sindrome de Ehlers-
Danlos, habria que matizar que, generalmente, estos sindromes

desarrollan aneurismas aorticos toracoabdominales®.

En los pacientes con aneurismas en otros vasos mayores, como las
arterias iliacas, femorales o carétidas, aumenta el riesgo de padecer
AAA. Los pacientes con aneurisma en arteria femoral tienen un AAA

concomitante en un 85% de las veces®*?'. Hasta un 25% de los
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pacientes tienen una combinacion de AAA y aneurisma
toracoabdominal®**. En comparacién con los hombres, las mujeres

suelen sufrir mas aneurismas combinados (48% frente un 28%)%.

Tradicionalmente se ha considerado que el AAA pudiera ser una
consecuencia de la arteriosclerosis; sin embargo, su etiopatogenia es
mas compleja. A menudo la aterosclerosis esta presente en el AAA
corroborando que los factores de riesgo de ambas enfermedades se

solapan'®?"%

, sSin embargo, gran parte de los pacientes que presentan
una aterosclerosis avanzada en el lecho vascular no llegan a

desarrollar aneurisma®.

Otros factores como la obesidad, parecen tener cierta inconsistencia
al relacionarse con la formaciéon de AAA**™®. La obesidad parece ser
un factor de riesgo que cobra mas importancia al combinarse con la
enfermedad aterosclerdtica ya que en este caso dobla las
probabilidades de sufrir AAA en comparacion con pacientes no
obesos®. También se ha descrito en la literatura cientifica la posible
relacién entre el AAA y la dieta y el consumo de alcohol aunque la
informacion respecto al consumo moderado de alcohol es
inconsistente y necesita de mas estudios para confirmar esta relacion.
A pesar de esto diversos estudios apuntan a un posible efecto

protector del consumo moderado de alcohol®®

y, por el contrario, un
efecto perjudicial cuando hay un consumo excesivo*’. En cuanto a la
dieta, el consumo de fruta y vegetales parece estar asociado
débilmente con una menor incidencia de AAA?"*°. En una cohorte
sueca de mas de 80.000 participantes, el alto consumo de frutas se
asocié con un 25% menos de riesgo de desarrollar AAA frente

aquellos individuos que ingerian menos cantidad de fruta®.
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La diabetes mellitus se asocia de forma positiva con la presencia de
aterosclerosis pero de forma negativa con el AAA'?"*"4 Esto parece
indicar que aterosclerosis y AAA, a pesar de compartir factores de

riesgo, se desarrollan por mecanismos etiopatogeénicos diferentes.

2.2 Expansion y rotura del AAA
Los factores de riesgo asociados con la expansion y rotura del AAA se
solapan con los asociados con el desarrollo del AAA, a pesar de esto,

existen algunas diferencias significativas.

En estudios realizados en 2013 por el Centro de Control de las
Enfermedades y Prevencién de los Estados Unidos* hallé que el AAA
es la 152 causa de muerte en adultos estadounidenses entre 60 y 64
afios®, esto representa un ratio de 4,1 muerte por cada 100000
personas. Como causa de muerte afecta mas a hombres que a
mujeres con un porcentaje de 0.13% para hombres y 0.07% para
mujeres. Estudios mas recientes estiman que es la 10? causa de
muerte global, siendo responsable de alrededor de un 2% de todas las
muertes. La mortalidad global para pacientes con ruptura de
aneurisma de aorta abdominal es entre el 65 — 85 % y la mitad de las
muertes atribuidas ocurren antes de que el paciente llegue a la sala de

cirugia'®.

Los principales factores de riesgo asociados a expansion y rotura del
AAA son el diametro adrtico, la rapidez de expansion, tabaquismo,
hipertensién, pico maximo de estrés de pared aortica, trasplante
cardiaco o renal, disminucién del volumen espiratorio forzado por

segundo (FEV1) y el sexo?.
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El diametro adrtico es el parametro mas utilizado y asociado con la
rotura del AAA siendo el porcentaje de riesgo de rotura en 12 meses
el siguiente®:

- <1% de riesgo si el diametro se halla entre 3y 3,9 cm

- 1% de riesgo si el didametro se halla entre 4 y 4,9 cm

- 1a11% de riesgo si el diametro se halla entre 5y 5,9 cm

- 10 a 22% de riesgo si el diametro se halla entre 6 y 6,9 cm

- 30 a 33% de riesgo si el diametro es > 7 cm
Mientras que la expansion del aneurisma es predecible, algunos de
estos aneurismas pueden expandirse de forma mas rapida de lo
habitual. Se ha descrito que a mayor diametro mas rapida es la

expansion’#®47.

En un ensayo del Reino Unido las medias de
expansion obtenidas se muestran a continuacién’:

- 1,9 mm/ ano para diametros de aneurisma de 2,8 a 3,9 cm

- 2,7 mm/ aho para diametros de aneurisma de 4 a 4,5 cm

- 3.5 mm/ ano para diametros de aneurisma de 4,6 a 8,5 cm
La expansion rapida se ha definido como un aneurisma que crece a
mas de 5 mm en seis meses (10 mm / ano). A pesar de esta definicion
inicial muchos estudios han mostrado que la definicién de expansion

rapida depende también del didmetro inicial del aneurisma®.

El tabaquismo no sélo se asocia con el desarrollo del AAA sino que
también lo hace con su expansién y rotura. El abandono del
tabaquismo es el medio no quirdrgico mas efectivo para reducir el
riesgo de complicaciones del aneurisma o la muerte por ello*. Varios
estudios sugieren que mantener el habito del tabaquismo incrementa
la dilatacion adrtica en 0.35 mm / afio y dobla las probabilidades de

sufrir una rotura®.

Los datos respecto a la hipertensidén son inconsistentes. La presién

diastdlica elevada se asocia con un incremento en el diametro del



INTRODUCCION

aneurisma de 0.02 cm / afio por cada 10 mmHg segun el grupo de

)*€. Por otro

estudio para la deteccién y manejo del aneurisma (ADAM
lado estudios desde el Reino Unido fallaron en mostrar una asociacion
entre hipertension y dilatacién del AAA'®" pero asociaron hipertension
con rotura®®. En general los estudios mas consistentes parecen dar
soporte a la asociacion entre rotura de AAA e hipertension pero la
asociacion entre la expansion del AAA vy la hipertension estda menos

clara.

El diametro aértico no siempre se puede utilizar para predecir el riesgo
de rotura®. En una revisién de estudios post-mortem, el 40% de los
AAA entre 7 y 10 cm no estaban rotos. Es mas, el 13% de los
aneurismas inferiores a 5 cm presentaban una rotura. Estos datos
conllevaron la busqueda de otros factores asociados con la rotura del
AAA. En la actualidad se dispone de varias herramientas basadas en
el diagndstico por imagen (ultrasonografia, tomografia computarizada
(TC) y resonancia magnética nuclear) para la deteccion y el
seguimiento de la dilatacién y expansiéon del AAA*®®. Uno de los
métodos mas utilizados es Ila modelizaciéon tridimensional
computarizada por analisis de elementos finitos a partir de los
registros de TC, este método proporciona informacién sobre las
propiedades estructurales de la pared aértica, definiéndose como un
predictor méas fiable del riesgo de ruptura que el didmetro adrtico®’.
Esta técnica se esta refinando cada vez mas y tiene en cuenta
multiples pardmetros®®*®. A pesar de ser prometedora se necesita
mas investigacion en esta area, y de momento esta tecnologia no esta

disponible para uso generalizado.

El trasplante cardiaco y de érganos abdominales parece incrementar
la prevalencia de AAA, la probabilidad de expansién y el riesgo de

rotura post-trasplante®®?. De la misma forma los inmunosupresores y



INTRODUCCION

corticosteroides asociados al tratamiento post-trasplante también se
hallan asociados al desarrollo, expansion y rotura en modelos
animales. A pesar de estos datos se necesitan estudios adicionales
para esclarecer qué mecanismos estan implicados en el desarrollo,

expansion y rotura del AAA después de un trasplante®' %

Estudios individuales sugieren que pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) podrian tener un alto riesgo de
rotura de AAA®2®® aunque aln no estd claro todavia si esta

asociacion es débil o moderada.

A pesar de que la prevalencia del AAA es menor entre mujeres,
multiples estudios han mostrado que el género femenino es un fuerte
predictor de rotura de aneurisma®°*®*®°. Los datos obtenidos sobre un
estudio realizado en Reino Unido sugirieron que el riesgo de muerte
por rotura en mujeres es 4 veces superior comparado con hombres
con didmetro similar®® y estudios mas recientes confirman esta

tendencia®®’.

2.3 Fisiopatologia

El AAA es una enfermedad compleja que implica varios procesos
como la degradacion de proteasas, degradacion de elastinas, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), la infiltracion de
células inflamatorias, la estimulacion de la apoptosis y una inflamacién
transmural que conlleva, finalmente, a un remodelado de la pared
aortica®®. El desarrollo de la enfermedad implica una respuesta
inflamatoria local que conlleva la infiltracion de macréfagos,
neutrdéfilos, mastocitos y linfocitos, siendo la respuesta que generan
retroalimentada por las proteasas y las citoquinas que secretan. El
resultado es la muerte celular programada de las células musculares

lisas de la pared adrtica y una degradacién de la matriz extracelular.
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Asi pues existen tres procesos que dan lugar al desarrollo de la
enfermedad: la protedlisis, la inflamacién y la apoptosis. Estos
procesos son los responsables de la pérdida de elasticidad y
resistencia de la pared adrtica, impidiendo la recuperacion del

diametro normal tras cada bombeo cardiaco®"°.

El AAA se inicia con un proceso de degradacion de tejido conectivo
por parte de las metaloproteinasas, aunque también se han descrito la
implicacion de otras enzimas como las activadoras de plasminogeno,
las serinas elastasas y la catepsina’’. La actividad de estas enzimas
en la capa media de la aorta provoca que pierda su estructura y

propiedades elasticas dando lugar a su dilatacién.

A continuacién la pared sufre una infiltracion masiva de células del
sistema inmune. Se desconoce la razén por la cual la inflamacion se
produce, pero se especula que péptidos solubles derivados de la
degradaciéon de componentes de la matriz extracelular, como son la
elastina, la laminina o la fibronectina, sean los causantes, actuando
como elementos quimiotacticos para macréfagos’?. Tampoco esta
establecido cémo se inicia la captacion de leucocitos pero
probablemente esté dirigido por niveles elevados de IL-8 y MCP-1 en
eI AAA56’73_75.

El tejido aneurismatico produce prostaglandina E2, TNF-a, IL-1B e IL-
6. La activacion de la cascada de citoquinas aumenta la expresion de
moléculas de adhesion celular y el incremento de la degradacion de la
matriz extracelular’®. TNF-a e INFy parecen ser las citoquinas con el
incremento mas acusado en pacientes con AAA de dimensiones

considerables’®.
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La reduccion del contenido de células musculares lisas en la capa

77,78 provoca un debilitamiento de la

media de la aorta por apoptosis
pared arterial. Existe una opinién consensuada en que la aorta se
dilata por la pérdida de elastina, pero la pared arterial se engruesa
como resultado de depédsitos de colageno tratando de compensar el
dafio sufrido’. Este contenido se va incrementando a medida que el

diametro del aneurisma también aumenta®®'

. El colageno que se va
depositando es principalmente tipo | y 1lI¥2. Este coldgeno no es

maduro, lo que provoca una arteria mas distensible.

Esta desestructuracion de la capa media provoca que la presidon
recaiga sobre la capa adventicia, generando una respuesta
inmunoldgica inflamatoria, fibréticas y angiogénicas®, empeorando
drasticamente el aneurisma. Se ha observado una gran correlacion
entre la formacion de nuevos capilares, la degradacion de fibras
elasticas y la medida del infiltrado de leucocitos en la cara externa de
la pared arterial de los enfermos de AAA, zonas de elevado riesgo de

rotura®.

En la actualidad la nocion del trombo intraluminal que se forma en el
75% de los casos de AAA ha cobrado importancia®. Este trombo es
un tejido de nueva creacién biolégicamente activo formado por
multiples capas de fibrina coagulada. La cara luminal es una capa
hematica con fibras de fibrina, mientras que, en la cara contraria
encontramos fibrinolisis activa. El grosor de este trombo disminuye la
biodisponibilidad de oxigeno en la pared arterial®®, hecho que puede
estar relacionado con la reactividad de los macrofagos y su

produccién de elastasa®’.

Todos estos cambios provocan un incremento gradual del diametro

aortico y del estrés hemodinamico®®. El aneurisma se puede expandir,
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diseccionar o romper cuando la tensién hemodinamica es muy
elevada. Turbulencias en el flujo también contribuye al crecimiento del
aneurisma pues causan dafo al endotelio y aceleran la degeneracion
de la pared arterial. La gran mayoria de AAA son asintomaticos hasta
el momento de la rotura. Estudios experimentales con modelos
murinos de AAA demuestran que el tratamiento de arteria con
elastasa conduce a la dilatacién arterial mientras que el tratamiento
con colagenasa conduce a la rotura arterial sin dilatacion. Asi se
sugiere que la degradacién de elastina es una paso clave en el
desarrollo de la enfermedad, pero que la consecuencia final de rotura
viene dada por la degradacion de colageno®. Con estos datos es muy
probable que una rotura de AAA tenga unos niveles proteasas
elevados, junto con un numero incrementado de leucocitos y

neovascularizacion del tejido aneurismatico® 2.

2.4 Diagnéstico y tratamiento

Una de las caracteristicas del AAA es que en general es una
enfermedad asintomatica. Suele diagnosticarse de forma casual
durante exploraciones abdominales para el estudio de otras
patologias. A pesar de que la falta de sintomatologia se da en la
mayoria de pacientes con AAA en algunos casos si se presentan
manifestaciones clinicas aunque siempre inespecificas y sutiles.
Algunos ejemplos de estas son edema en los miembros inferiores,

dolor lumbar o abdominal y pérdida de peso®.

En caso de no intervenir un AAA se corre el riesgo de que se rompa
tras una dilatacién progresiva® siendo la rotura la mayor
consecuencia clinica que se asocia con una mortalidad del 90%%.
Existen diversos criterios para definir el AAA*"®, pero es aceptado
que existe un aneurisma cuando el diametro adrtico esta

incrementado un 50% respecto al didmetro normal®. En la actualidad
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el diametro aodrtico es el unico marcador de progresién de la

enfermedad y de su complicacion mas grave, la rotura.

Actualmente existen varias técnicas para el seguimiento del diametro

aortico:

- Ecografia (Ultrasonografia): Un método no invasivo que
permite medir el diametro adrtico y observar el trombo
intraluminal, se trata de un método con una alta sensibilidad en
torno un 92 - 99 % y una especificidad del 100%%. A pesar de
tener limitaciones en casos concretos, es el método
exploratorio de eleccion para el AAAY .

- Tomografia computarizada con contraste: Esta técnica ofrece
imagenes de alta resolucion y permite una exploracion
detallada de toda la anatomia, como las caracteristicas
inflamatorias, calcificantes, trombo o sefales de rotura. Los
vasos viscerales y pequefias variaciones anatdomicas también
son halladas con este método. A pesar de ser un método muy
fiable y preciso tiene ciertos inconvenientes como la irradiacion
y la utilizacion de contraste. A pesar de ello es el método
diagnéstico utilizado para el preoperatorio®”.

- Resonancia magnética con contraste: Con unas caracteristicas
muy similares a la tomografia computarizada con contraste
pero sin nefrotoxicidad o radiaciones ionizantes. Puede
sobrestimar el grado de estenosis, no detecta calcificacion y
presenta varios artefactos en portadores de dispositivos
metalicos. Es el método indicado en caso de no ser posible

realizar la tomografia computarizada®.
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Figura 4. Técnicas de seguimiento del diametro aértico. A)
Ultrasonografia de un aneurisma abdominal B) Tomografia
computarizada indicando el lumen (flecha delgada) y el trombo (flecha
gruesa). Adaptada de Crawford 2003%.

El tamano del aneurisma es un factor reconocido para la prediccion de
ruptura, Tras un seguimiento se aconseja una intervencion quirurgica
cuando el didmetro es superior a 5,5 cm. La gran controversia
proviene de cdmo manejar los aneurismas mas pequefios, un
seguimiento riguroso de aneurismas inferiores de 5,5 cm es seguro,
mientras que una intervencién temprana no se asocia con una mejora
en la supervivencia a largo plazo'®. La Gnica medida para reducir el
riesgo de rotura es la intervencién quirtrgica®’. Existen dos
intervenciones posibles para el AAA, la cirugia de reparacion
endovascular, que consiste en acceder a la aorta mediante una
pequefia incision desde la femoral y colocar un stent, y la cirugia
abierta de reparacion, que consiste en una gran incision desde debajo
del abdomen hasta debajo del ombligo y se sustituye la aorta dafiada

100101 Debido a la ausencia de farmacos para

por una pieza sintética
tratar el AAA, la mejora del conocimiento sobre los mecanismos
implicados en todas las etapas de la enfermedad es clave para el
desarrollo de estrategias terapéuticas que prevengan, o frenen, la

patologia.
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Para luchar contra la progresién del AAA, la Unica herramienta es
regular los factores de riesgo. Las estatinas para el control de la
hiperlipidemia y un control de la hipertensiéon arterial limita la
progresion del aneurisma en modelos animales en un 25% vy la

%1921%3  Diversos autores defienden el uso de

incidencia en un 30
estatinas como farmaco beneficioso para reducir la progresion del
AAA en humanos'™ "%, Se cree que el uso de estatinas repercute de
forma positiva de forma general en todo el sistema cardiovascular,

aunque ningun estudio ha sido todavia concluyente.

Los estudios centrados en la limitacion de los procesos inflamatorios
subyacentes en la patologia mediante el uso de antiinflamatorios no
esteroideos, muestran una reduccién en el crecimiento anual de
aneurisma en el caso de pacientes con AAA de pequefias
dimensiones'® y, en el caso de pacientes con aneurisma mas
avanzado, parecen reducir el riesgo de rotura'®. Sin embargo, otros

estudios presentan resultados contradictorios'®'"".

En modelos preclinicos la doxiciclina, una tetraciclina, puede inhibir
directamente la actividad metaloproteinasa''. En estudios clinicos, los
tratamientos con doxiciclina reducen el contenido de neutréfilos en la
pared de la aorta y disminuye los niveles de proteina MMP9 y su
actividad'™*""°. A pesar de tener estos efectos todavia se tienen serias
dudas sobre la funcionalidad de este farmaco ya que no se observan

beneficios claros sobre la progresion del tamafio del AAA™®.

Otros tratamientos como la aspirina, un antiplaquetario, han
demostrado en modelos animales una disminucién de la formacion del
trombo intraluminal'’. Este proceso puede darse por dos vias, o bien
por efecto antioxidante o bien por reduccion de radicales libres''®'"°.

En la actualidad, los pacientes diagnosticados con AAA suelen iniciar



INTRODUCCION

tratamientos con aspirina porque se ha asociado con una reduccién de
las muertes vasculares, a pesar de esto la aspirina tiene un valor
incierto ya que a pesar de reducir los eventos oclusivos de las
enfermedades vasculares cualquier aumento hemorragico debe

sopesarse cuidadosamente®'?°.

Al no existir terapias farmacoldgicas que limiten la progresion o que
permitan revertir el dafo arterial que sufren los pacientes con AAA, es
fundamental identificar nuevos marcadores de evolucién y la
busqueda de nuevas dianas farmacoldgicas para poder tratar esta

patologia en el futuro.

2.5 Modelos animales de AAA

El estudio con animales de experimentacion surge de la necesidad de
conocer y entender la fisiopatologia del AAA. Existen dos
aproximaciones para simular el AAA en modelos animales, la cirugia o
el tratamiento farmacolégico. En la literatura cientifica se han descrito
una serie de modelos animales de AAA, desde ratones y ratas hasta
grandes animales, como cerdos'?"'??, La busqueda de un nuevo y
mejor modelo animal es evidente ya que incluso el pez cebra se ha
utilizado recientemente por primera vez en la investigacion del AAA'?.
A pesar de esto, el raton sigue siendo el modelo animal mas utilizado
para el estudio del AAA siendo tres los métodos principales que
generan la enfermedad: la perfusion con elastasa, la induccién con
cloruro de calcio (CaCl,) y la infusién con Ang Il en el ratdn deficiente

en Apolipoproteina E.

La induccion experimental del AAA utilizando una perfusiéon
intraluminal con elastasa pancreatica porcina (EPP) se desarrollé por
primera vez, utilizando un modelo canino, en la década de los

‘60'%*'% Desde este descubrimiento, el método se ha utilizado
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ampliamente en diferentes especies animales y sufriendo diversas
variaciones'?*'¥_ A pesar de esto hay discrepancias en los ratios de

desarrollo de AAA con la perfusion de EPP'%,

La induccién por CaCl, aparecié a finales de los afos ‘80 en un
modelo de conejo'”. Inicialmente este estudio fue sobre arteria
cardtida pero mas tarde fue utilizado en AAA'™’ finalmente se
demostré que aplicaciones peri-aorticas de CaCl, induce AAA™'. La
exposicion de CaCl, provoca una destruccién de las fibras de elastina
de la pared adrtica y la infiltracion de células inflamatorias entre 3y 7

dias después de la induccion.

La infusion por Ang Il fue descrita por primera vez en el afio 2000 en

un modelo murino deficiente para ApoE™"

. Este modelo presenta
ciertos inconvenientes como la necesidad de minibombas osméticas
para la infusion sistémica continua de la Ang Il y que los animales
tienden a generar aneurismas suprarrenales. Al infundir con Ang I
ratones con genotipo silvestre C57BL/6, la formacion de AAA se
produce en un 39% de casos. Pero en ratones ApoE” o LDLR™ los
animales desarrollan AAA en casi el 100% de los casos. El modelo
Ang Il se basa en la simulacién del proceso inflamatorio'. Este
modelo no necesita de una gran cirugia, pero la induccion de AAA por
este método conlleva a menudo la muerte del animal por rotura de la
aorta en un 20-25 % de los animales. A pesar de sus inconvenientes
este modelo esta siendo utilizado ampliamente dada su alta

reproducibilidad'**'%.

3. Respuesta a proteinas mal plegadas

Se ha demostrado que el estrés del reticulo endoplasmatico y la
apoptosis de células musculares lisas se hallan aumentados en

aneurismas de aorta toracica humana y en modelos murinos'®.
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Factores como la isquemia, la hipoxia, el estrés oxidativo, el
envejecimiento y factores genéticos pueden alterar la funcion del
reticulo endoplasmatico. Esto provoca una acumulacion de proteinas
mal plegadas en el lumen del reticulo, denominado estrés del reticulo
endoplasmatico’™®. En respuesta a este estrés se dispara la
denominada respuesta a proteinas mal plegadas (unfolding protein
response o UPR) compuesta por 3 vias de cascadas de sefializacion
iniciadas con la activacion de tres proteinas sensoras de diferente
indole: la enzima IRE1 o inositol requiring enzyme 1, la proteina

quinasa PERK o vy el factor de transcripcion de activacion 6 o ATF6.

PERK, IRE1 y ATF®6 tienen funciones citosodlicas diferentes asociadas
con la habilidad de activar sus respectivos transductores de sefal
(respectivamente, factor de transcripcién de activacion 4 (ATF4), x-
binding protein 1 activado (sXBP1) y ATF6 activado). Cada una de
estas vias tiene una funcién asociada, de esta manera, la via PERK, a
través de la fosforilacion de elF2aq, inhibe la traduccion proteica. ATF4
en la induccion de varios genes relacionados con autofagia vy,
dependiendo del nivel del estimulo, puede activar apoptosis en
colaboracién con la proteina CHOP. XBP1 activado induce la
expresion de chaperonas y la degradacién de proteinas ligada a
estrés del reticulo endoplasmatico (ERAD). Finalmente, ATF6 se
transloca al aparato de Golgi donde es activado y pasa a regular

genes como CHOP y componentes del ERAD.
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Figura 5. Conexion entre estrés oxidativo y UPR. Esquema de las
vias que unen la respuesta a proteinas mal plegadas con la respuesta
apoptética del estrés oxidativo'’

El UPR se halla muy regulado y se ha observado que una sefal
prolongada provoca la muerte celular mientras que una sefal corta o
moderada ayuda a restablecer la homeostasis celular. En la situacion
de un estrés prolongado, si la situacion no se resuelve, ocurre la
apoptosis celular. Esto conlleva a disfunciones celulares vy tisulares.
Una desregulacion de las vias del UPR pueden desencadenar
diversas enfermedades tales como diabetes, inflamacion,
neurodegeneracion o contribuir al desarrollo de enfermedades

cardiovasculares'-141,

Varios autores han reportado la suma
importancia que juega el estrés del reticulo endoplasmatico en la
patogenicidad de la hipertension, aterosclerosis, fallo cardiaco y otras

enfermedades cardiovasculares*#'%3,

Estudios recientes sugieren la existencia de wuna estructura

comunicativa entre la mitocondria y el reticulo endoplasmatico’“. La
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UPR se halla ligada especialmente al estrés mitocondrial pero también
145,146

al estrés oxidativo y a procesos de autofagia

Musfoided
protelns

Translation

Oxidative
protein folding \ ,

Figura 6. Conexion entre el estrés del RE y el estrés oxidativo.
Esquema de las vias que conectan la respuesta a proteinas mal
plegadas con la respuesta apoptética dependiente de mitocondria y
asociada con el estrés oxidativo (Harmeet M 2011).

4. El estrés oxidativo
Las ERO son moléculas que derivan del oxigeno con una gran
capacidad de reaccion con otras moléculas. Las ERO mas habituales

en los tejidos, son el perdxido de hidrogeno, el radical hidroxilo y el
anién superéxido, siendo este ultimo precursor de muchas otras

especies oxidativas.
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Suelen aparecer con especies reactivas de nitrogeno (RNS), como el
NO y derivados como el peroxinitrito, que suelen acompanar a los

ERO en las reacciones de oxidacion - reduccion.

En condiciones normales, los niveles de ERO se mantienen dentro de
unos niveles fisiolégicos, donde actuan como sefializadores, regulan
el tono vascular, la deteccion de oxigeno, la proliferacion, la apoptosis
y las respuestas inflamatorias, entre otras funciones. En una situacién
de estrés, la generacion de ERO se exacerba generando estrés
oxidativo, que puede ocasionar dafios celulares debido a interacciones

con el ADN, proteinas o lipidos.

Actualmente el estrés oxidativo se define como una pérdida del
equilibrio entre los agentes oxidantes y los antioxidantes en favor de
los primeros, que potencialmente pueden causar dafio celular. En la
actualidad se sabe que el estrés oxidativo esta implicado en la
patogénesis de diferentes enfermedades como el cancer, la diabetes,
enfermedades neurodegenerativas, la artritis reumatoide, el
envejecimiento 'y enfermedades cardiovasculares como la

aterosclerosis, la hipertension o el aneurisma de aorta abdominal™"~

149

La generacién de ERO ocurre a nivel de la mitocondria, el citosol, la
membrana plasmatica o el espacio extracelular por accién de
diferentes enzimas. En la pared vascular destaca el papel de la
NADPH oxidasas, la xantina oxidasa, las enzimas de la cadena
respiratoria, el sistema eNOS y las lipoxigenasas'. La reaccién que
llevan a cabo es la de reducciéon del O, a anion superéxido utilizando
NADPH como donador de electrones. Se forman complejos

enzimaticos unidos a membrana con multiples subunidades para
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ejercer su funcién, entre estas las enzimas Nox que tienen una funcién
catalitica. Nox presenta diversas isoformas, siendo las mas
importantes a nivel cardiovascular la Nox1, Nox2 y Nox4. Por otra
parte la xantina oxidasa se cree que puede ser una fuente adicional de
anién superoxido a partir del O, en el vaso. Diversos estimulos la
pueden activar como la hipoxia, la reoxigenacion, citoquinas, el estrés
de pared o las lesiones vasculares''. La mitocondria es una gran
generadora de estrés oxidativo debido al flujo de electrones en la
cadena respiratoria, donde una parte del oxigeno se convierte en
anion superoxido, siendo esta fuente asociada a aterosclerosis'*%. Por
otro lado el sistema eNOS es el responsable de la reaccion de
produccion de NO desde L-arginina. En diversas patologias como la
hipercolesterolemia o la hipertension'®, el desacoplamiento de la
eNOS puede generar anién superéxido en lugar de NO. Finalmente
las lipoxigenasas catalizan la insercion de oxigeno en cadenas de
acidos grasos poliinsaturados, las lipoxigenasas y sus productos

generan ERO y estan involucradas en aterosclerosis'*'°.

Debido a los multiples efectos perjudiciales que puede tener un
incremento en las ERO, las células han desarrollado una serie de
medidas para defenderse. En la pared vascular los sistemas
detoxificantes destacados con la superéxido dismutasa (SOD), la
catalas, glutation peroxidasa y la paraoxonasa. La principal defensa
contra el aniéon superéxido y el peroxinitrito son las enzimas de la
familia SOD, dismutando el aniéon superdxido a H,O, y oxigeno

molecular.

5. Oxisteroles

Los oxisteroles son productos enzimaticos derivados del colesterol
resultante de su oxidacion y en cuya estructura siempre aparecen

grupos funcionales tales como hidroxi, ceto o hidroperoxi. Estos
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grupos se unen a la estructura en anillo o la cadena unida a este'®

158 Estas moléculas participan en diversos procesos biolégicos como
la homeostasis, el metabolismo del colesterol, la apoptosis o la
autofagia'®'*""*°, Diversos estudios han asociado los oxisteroles con
enfermedades relacionadas con la edad como las enfermedades
cardiovasculares, ciertas enfermedades neurodegenerativas o

Céncer156'157'160_162.

Los oxisteroles 24-S-Hidroxicolesterol y 27-Hidroxicolesterol son
agonistas endogenos para el receptor de higado X (LXR), un receptor
nuclear involucrado en regulaciéon metabdlica y procesos inmunitarios.
Por otro lado, los oxisteroles 7a-Hidroxicolesterol y 7-Cetocolesterol
(7-KC) estimulan la respuesta inflamatoria en células endoteliales'®.
Finalmente, el 7R-Hidroxicolesterol es un inhibidor de Ia
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, de esta forma
7l3-Hidroxicolesterol actua reduciendo los niveles de lipidos, colesterol

y triglicéridos de la sangre.

Recientemente, 7-KC se ha descrito como un potente activador del
estrés del RE en células vasculares'™®. Su incremento en los niveles
circulantes en pacientes refleja un elevado numero de colesterol libre
junto con un incremento en el estrés oxidativo. El 7-KC interviene
activamente en la oxidacién de lipoproteinas induciendo autofagia y
apoptosis en placas ateroscleréticas avanzadas, las cuales son

comunes en pacientes con AAA'™.

6. Autofagia
La investigacién de la autofagia empezo en la década de los 90 donde

se identificd en levaduras los genes implicados en este proceso en
diversos trabajos'®. Los trabajos en este campo le valieron a

Yoshinori Ohsumi el premio Nobel de Medicina en 2016316,
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La autofagia es un proceso catabdlico en el cual se secuestran en
vesiculas de doble membrana todo tipo de organulos o vacuolas.
Estas vacuolas son liberadas dentro del lisosoma, donde son
degradados por enzimas hidroliticas, y posteriormente se reciclan.
Este proceso juega un papel esencial en la adaptacion al ayuno y a
las condiciones ambientales cambiantes, a la remodelacién celular
durante el desarrollo y acumulacion de organulos alterados que
generan ERO en las células durante el proceso de envejecimiento.
Estudios recientes indican que es un proceso implicado en la muerte

celular y es conocido por ello como muerte de tipo 11",

A pesar de que la mayoria de estudios sobre autofagia en el sistema
cardiovascular se centran en el corazdon, la autofagia se ha

relacionado recientemente con la regulacion de la homeostasis celular

170,171 I‘I72

en células vasculares Estudios como el de Torisu y co
muestran como la autofagia puede ser un regulador de la formacion
del trombo mediante el control de la secrecion del factor de von

Willebrand en la células endoteliales.

En CML la autofagia se ha descrito como determinante en la
respuesta a estrés celular ya que inducen autofagia a través de la

)'"®. Por otro lado, la

proteina quinasa activada por AMP (AMPK
autofagia tiene un papel protector en el proceso de calcificacion de las
CML, un proceso habitual en pacientes con AAA, el proceso de
autofagia actua regulando la apoptosis y la MEX aumentando la
recambio celular de células de la adhesién y la via intrinseca de

sefializacion mediada por integrinas'™*'"°.

La autofagia en el AAA no ha sido suficientemente estudiada, a pesar

de esto se ha descrito que la expresion de LC3-I/-l, Atg4b, Beclin1,
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Bnip3 y Vps34 son reguladas al alza en tejido aneurismatico

comparado con controles'’®.
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Figura 7.Proceso de autofagia. Esquema de la degradacion de

organulos y las proteinas y procesos implicados'”’.

6.1 Mitofagia

La mitofagia es una forma especializada de autofagia en el que se
degradan y reciclan las mitocondrias transportandolas a
compartimientos hidroliticos'’®. La mitofagia se puede iniciar por
diversos motivos tales como la escasez de nutrientes, la baja
concentracién de oxigeno, por envejecimiento mitocondrial o por la

generacién de algun fallo durante la biogénesis mitocondrial.

El objetivo primario de la mitofagia es evitar que mitocondrias
defectuosas provoquen un exceso de ERO que podrian tener
potenciales efectos perjudiciales para el resto de componentes

celulares.

La importancia de la mitofagia en la homeostasis de enfermedades

cardiovasculares se aprecia en estudios de delecion de genes de
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autofagia donde se han observado que desarrollaban enfermedades

cardiovasculares de forma espontanea'”®.

Varias proteinas estan implicadas en la mitofagia, destacando entre
ellas la dynamin 1 like protein (DNM1L), que tiene un papel regulador
clave en la fision mitocondrial, a su vez determinante en el proceso de

mitofagia'®*"%2,

También se cree que la DNM1L contribuye a la remodelacion de la
pared de la aorta, ya que su expresiéon se activa en CML incubadas
con Ang Il y esta a su vez modula la actividad enzimatica de la

183

metaloproteinasa 2 (MMP2)

7. Biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial es el proceso mediante el cual nuevas
mitocondrias son generadas por el crecimiento y division de las ya
preexistentes en la célula. Este proceso, opuesto a la mitofagia, tiene
como objetivo incrementar la masa mitocondrial, involucrando para
ello la sintesis de membranas, proteinas mitocondriales y proteinas
replicadoras del ADN mitocondrial (mtADN) e implica la coordinacién

de los genomas nucleares y mitocondriales'®.

El coactivador 1 alfa del receptor activad gamma del proliferador de
peroxisoma (PGC1-a) se considera un regulador clave de la
biogénesis mitocondrial ya que interactta con dos factores de
transcripcion nucleares, el factor de respiracion nuclear 1y el 2 (NRF1
y NRF2), y a su vez la interaccion entre estas dos proteinas activa el
factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM), un regulador directo de
la replicacion y transcripcién del ADN mitocondrial, activando la

expresion de genes de la cadena respiratoria tales como mtCO3 que
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codifica la subunidad 3 del complejo enzimatico de la citocromo ¢

oxidasa'®®.

La interaccion entre el estrés del reticulo endoplasmatico y la
mitocondria promueven la generacién de ERO vy la apoptosis. Es por
ello que las vias que modulan el estrés del RE o que regulan la
biogénesis mitocondrial son potenciales dianas terapéuticas para
mejorar la disfuncion vascular y por tanto las enfermedades
cardiovasculares. El empeoramiento de la funcion mitocondrial y la
disminucion de la biogénesis mitocondrial, junto con un incremento en

el dafio oxidativo, conlleva efectos deletéreos en el organismo "%’

En un estudio reciente se reportd la implicacion de genes asociados
con la disfuncién mitocondrial en el AAA'®. Es mas, en la capa intima
y media de muestras de AAA de pacientes se describid una bajada de
expresion en PGC1a y otros marcadores indicando un descenso en la

biogénesis mitocondrial®.
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Nuestra hipotesis global es que el estrés crénico del reticulo
endoplasmatico (RE) y el estrés mitocondrial son responsables
de la generacion de estrés oxidativo y de la induccién de procesos
apoptodticos y de autofagia en la pared adrtica promoviendo la
infiltracion de células del sistema inmunolégico y la degradacion de la
matriz extracelular en el AAA. El conjunto de estos procesos dan lugar
al remodelado destructivo de la pared arterial alterando sus
propiedades biomecanicas. A su vez formulamos 3 hipdtesis

especificas:

1. La expresion de los marcadores del estrés del RE, del estrés
mitocondrial y de apoptosis estaran aumentados mientras que
la biogénesis mitocondrial se encontrara disminuida en las
muestras de AAA de pacientes en comparacion con muestras

de aorta abdominal procedente de donantes sanos.

2. El perfil lipidico de oxisteroles y otras moléculas circulantes
estaran alterados en el plasma de pacientes y pueden

correlacionar con el diametro de la aorta aneurismatica.

3. Tanto la inhibicion farmacolégica para reducir el estrés del RE
in vivo como la deficiencia génica de marcadores del estrés del
RE en animales de experimentacion protegeran la pared
vascular del remodelado destructivo que ocurre en el AAA 'y

reduciran su incidencia.
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Nuestro objetivo global es encontrar una terapia farmacoldgica capaz
de limitar la degeneracion de la pared vascular que ocurre en el
aneurisma de aorta abdominal (AAA). Para ello, necesitamos
esclarecer los mecanismos moleculares subyacentes a la

fisiopatologia del AAA.

El objetivo principal de esta tesis era explorar el papel del estrés del
reticulo endoplasmatico (RE) y mitocondrial en el desarrollo del AAA
y testar la efectividad de nuevas terapias basadas en la inhibicion
del mismo para reducir la degeneraciéon de la pared vascular y
limitar la expansién del diametro aodrtico que ocurre en este

enfermedad.

Para conseguir este objetivo nos planteamos a su vez 3 objetivos

especificos:

1. Analizar la expresion de marcadores del estrés del RE y
mitocondrial como posibles dianas terapéuticas en
muestras de AAA de pacientes sometidos a cirugia de
reparacion en comparacion con muestras de aorta abdominal
procedente de donantes sanos y cuantificar los niveles
plasmaticos de oxisteroles y otros biomarcadores
potenciales relacionados con el estrés del RE para
determinar su valor prondstico y su posible co-relacién con

el diametro de la aorta aneurismatica.

2. Determinar la eficacia de la inhibicion farmacolégica del
estrés del RE en animales de experimentacion como
estrategia terapéutica para limitar el desarrollo del AAA.

Para ello, estudiamos si el tratamiento in vivo con TUDCA y

PBA, dos inhibidores clasicos del estrés del RE, limita la
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progresion y ruptura del aneurisma en un modelo murino de
AAA.

Determinar si la deficiencia genética en el factor pro-
apoptotico CHOP (C/EBP homologous protein), activado
por estrés cronico del RE, previene la progresion del
aneurisma en un modelo murino doble transgénico (ApoE™
/ CHOP™).
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1. Obtencion y preparacion de muestras de pacientes

1.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de aortas humanas de pacientes con aneurisma de
aorta abdominal desechadas en cirugias abiertas de reparacion se
recogieron en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) a
través del servicio de Cirugia Vascular y se procesaron y almacenaron
convenientemente por miembros de nuestro grupo para su posterior
estudio. Las muestras se registraron en la coleccién C.0001021 en el
instituto de Salud Carlos Ill. Por otro lado las aortas abdominales
control fueron obtenidas de donantes multiorganicos'®. Las muestras

de los controles no mostraron evidencias de AAA.

Los plasmas control se consiguieron a través del banco de sangre y
tejidos de Barcelona siguiendo los siguientes criterios de inclusion:
sujetos en su mayoria de sexo masculino, no fumadores, no
diabéticos y no hipertensos o con hipertension controlada con edades

comprendidas entre los 55 y 65 arios.

Los plasmas de pacientes se corresponden con los pacientes de los

que se obtuvieron las muestras de aorta aneurismaticas.

La aprobacién para la recogida y uso de las muestras de pacientes se
obtuvo a través del comité ético de investigacion clinica (CEIC) del
HSCSP vy tras obtener el consentimiento informado del paciente. Asi
mismo, este estudio se ha desarrollado acorde con la declaraciéon de

Helsinki.

1.2 Preparacion de las muestras
Parte de las muestras de tejido aneurismatico y de aorta abdominal
sana se fijjaron mediante inmersion en una soluciébn de

paraformaldehido al 4%, parte se preservaron en un compuesto de
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etilenglicol y resinas (OCT) (Tissue Tek, Sakura, Leiden, NL) y parte
del tejido fue congelado en seco para su posterior procesamiento para
extraccion de ARN, ADN vy proteina. En el caso de los tejidos en
paraformaldehido al 4%, tras incubarlos durante 24 h a temperatura
ambiente se sometieron a un proceso de deshidratacion progresiva
utilizando el equipo Shandon Citadel 2000 (Thermo) en dos bafos de
Gliofix de 30 minutos cada uno, cuatro bafios de etanol absoluto de 45
minutos cada uno y tres bafios de xilol de 45 minutos de duracién
cada uno. Finalmente las muestras se incluyeron en parafina liquida
mediante el dispensador EG1150H (Leica) que solidifica a
temperatura ambiente. Estas muestras fueron cortadas a 5 ym con un
microtomo JUNG RM 2005 (Leica). Estos cortes se montaron sobre
portaobjetos tratados a los que se les eliminaron todo los restos de

agua secandolos a 40 °C durante 1 h.

Para la inclusion de los tejidos en OCT, el fragmento de tejido se
cubrio6 con el OCT y se congeldé progresivamente, primero en
metilbutano y posteriormente se sumergié en nitrégeno liquido y se

almacend a -80 °C.

Parte del tejido fresco se congelé directamente en nitrégeno liquido

para su conservacion y almacenaje a -80 °C.

2. Cultivos celulares

2.1 Cultivo primario de células musculares lisas
Todos los experimentos de cultivos celulares se llevaron a cabo en

células musculares lisas vasculares humanas (CML).

Las células se extrajeron a partir de explantes de aorta de donantes

sanos (ver seccion “obtencién y preparacion de muestras de
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pacientes”). A la seccion de aorta se le retiré la capa adventicia y la
capa endotelial por accidon mecanica, quedandose la capa media, que
contiene las musculares lisas. A continuacion es troceada en
fragmentos de pequefio tamafio de alrededor de 1 mm? (explantes).
Estos explantes fueron colocados en una placa, cubiertos con medio
completo (tabla 1), mantenidos en una incubadora de cultivos a 37 °C
y en una atmoésfera al 5 % de CO,. Cada 3 dias se renové el medio y
alrededor de las 2-3 semanas las células empezaron a migrar.
Cuando llegaron a un grado de confluencia elevado se tripsinizaron y
se subcultivaron. Para realizar los ensayos, las células se cultivaron a
37 °C en una atmoésfera humeda con 5% de CO, y 21% de O,. Para
mantener un stock de células, éstas se congelaron en Suero bovino
fetal (SBF) al 7,5% de DMSO, a una densidad de 10° células/ml.

Tabla 1.

Medio M199 Porcentaje
Suero bovino fetal (SBF) 20%
Suero humano 2%
L-Glutamina 1%
Penicilina - estreptavidina 1%
Piruvato 1%

La tripsinizacion se llevé a cabo aspirando el medio y lavando 2 veces
con PBS atemperado. Seguidamente se incubd con un volumen
minimo de tripsina — EDTA (Gibco, BRL) en un incubador a 37 °C
hasta que las células empiezan a despegarse de la placa. A
continuacion y tras anadir el doble de volumen de medio completo que
el usado de tripsina, se centrifugaron 10 minutos a 1200 rpm y se

afiadié medio completo atemperado para su resuspension. El contaje
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de células se realizé con camara neubauer, después de tefir con azul
de tripan y se sembraron en placas a una densidad de 10.000 células /

cm?.

Para los ensayos experimentales, se utilizaron células con un pase
entre 3 y 6, sembradas hasta una confluencia del 80 - 90% vy
ayunadas con medio suplementado con SBF al 1% durante 24 h antes

de iniciar el tratamiento.

2.2 Tratamiento de cultivos primarios de CML

Las células se incubaron con 7-cetocolesterol (7-KC) (Sigma Aldrich)
(15 - 30 uM diluido en etanol) durante 24 h - 48 h y / o con Ang Il
(Sigma Aldrich) (107 M, diluido en PBS) durante 48 h.

Para el tratamiento con los agentes antioxidantes N-acetil cisteina
(NAC) y 4-Hidroxi-TEMPO (Sigma aldrich), las CML se preincubaron

durante 1 h antes de afiadir el 7-KC.

3. Experimentacién en modelos murinos

3.1 Manipulacién y estabulaciéon de los animales

Los ratones de la cepa ApoE™ (B6.129P2 - Apoe™'“"°/J, 002052,
Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) (Piedrahita JA, 1992),
los de la cepa CHOP™ (B6.129S(Cg) - Ddit3™*'°"/J (MGI J:137887),
005530, Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) y los ratones de
la cepa C57 (C57BL6/J, 000664, Jackson Laboratories, Bar Harbor,
ME, USA) se mantuvieron en ciclos de luz / oscuridad de 12 h a una
temperatura de 21 °C (x1). Los ratones fueron alimentados ad libitum
con una dieta comercial estandar (2014C Teklad Global 14% Protein
Rodent Maintenance Diet, Harlan Iberica S.L.). Todos los
procedimientos realizados han sido aprobados por el comité ético del

IIB - Sant Pau tal y como estipula la ley 5/1995 del 21 de junio
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aprobada por la Generalitat de Catalunya, siguiendo la politica estatal
espafiola de Proteccion de los animales RD53/2013, que cumple a su

vez con la directiva de la Unién Europea 2010/63/UE.

3.2 Supervision del Bienestar animal
Los animales estuvieron bajo supervision siguiendo unos parametros

estandar, evaluando y puntuando expuestos en la siguiente tabla.
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Tabla 2.

Parametros de supervision animal

Criterios

Pérdida de peso

(0) Peso normal.

(1) Menor del 10%.

(2) Entre un 10 y un 15%.

(3) Consistente o rapida, Superior a un 20% mantenida durante 72h.

Aspecto fisico

(0) Normal.
(1) Deshidratacion, delgadez. Cambios en el color de la piel.
(2) Piloereccion, “no brillante”, “despeinado”. Palidez. Cianosis.

(3) Encorvamiento (indicativo de dolor). Pérdida de masa muscular (emaciacion).

Signos clinicos

(0) Ninguna.

(1) Hipotermia, respiracion laboriosa

(2) Secreciones mucosas y/o sanguinolentas por cualquier orificio. Diarrea. Organos
hipertrofiados detectables (ganglios, bazo, higado).

(3) Temblores, convulsiones, descarga nasal y/o cianosis, Caquexia.

Alteraciones de la conducta

(0) Ninguna.

(1) Incapacidad de moverse con normalidad, agresividad.

(2) Dificultad de llegar a la comida / bebida. Aislamiento del resto de los animales de la jaula.
(3) Inconsciente o comatoso. Intencion de “esconderse” en la viruta, no responde a estimulos
(Moribundo).

Heridas

(0) Ninguna.
(1) Arafazos.
(2) Heridas que no cicatrizan.

(3) Heridas ulceradas que pueden incluso supurar.
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3.3 Fundacion y mantenimiento de colonias murinas

Tras la adquisicion de los modelos murinos (ApoE™ (B6.129P2 -
Apoe™'V™/J), CHOP™ (B6.129S (Cg) - Ddit3™%'°"/J y C57BL6J)) en
la casa comercial Jackson Laboratories (CHOP) y Charles River
(ApoE y C57) se empezaron a generar los modelos de interés
cruzando los animales modificados genéticamente con los animales
de genotipo silvestre y con cruces sucesivos entre la prole de la
primera generacion y evitando al maximo la endogamia. Los cruces
se realizaron durante 2 semanas tras las cuales se separaron las
parejas y las hembras se mantuvieron individualizadas otras dos
semanas a la espera de posibles partos. Durante este periodo de
tiempo fueron alimentadas con un pienso especial para cria, mas rico
en nutrientes (2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet,
Harlan Iberica SL, Espana). Pasadas 4 semanas tras el nacimiento de
las crias, estas se destetaron y se marcaron para su posterior
identificacion. Al mismo tiempo se cogioé un fragmento de tejido de la
punta de la cola para el consiguiente genotipado. Para empezar el
procedimiento experimental o para cruzar los animales se esperaba a

que estos alcanzaran la edad adulta (2 meses y medio de vida).

Para generar la colonia de ratones deficientes en Apolipoproteina E
(ApoE™), se cruzaron hembras C57BL6J con machos de la cepa
B6.129P2 - Apoe™Y"°/J y se generaron animales heterocigotos para
ApoE en la generacion F1, que al alcanzar la madurez se cruzaron
para generar la F2. De los ratones machos de la generacion F2 se
obtuvieron animales homocigotos deficientes en Apolipoproteina E en
una proporcion aproximada del 25% y un 50% de animales
heterocigotos. Los animales homocigotos (ApoE™) se cruzaron entre
si y con los animales obtenidos a partir de la generacion F3 se
pusieron cruces sucesivos Yy realizamos nuestros estudios

experimentales.
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Parte de los animales ApoE™ generados se cruzaron con la cepa de
ratones deficientes en el factor de transcripcién pro-apoptético CHOP
codificado por el gen Ddit3 (B6.129S (Cg) - Ddit3™%'°"/J) con el
objetivo de obtener un modelo doble transgénico (ApoE” / CHOP™).
Tras cruzarlos se obtuvieron una F1 de doble heterocigotos para
ambos genes, y tras cruzarlos entre si, se obtuvo la generacion F2
compuesta por animales portadores de todos los genotipos posibles:
heterocigotos para CHOP (CHOP*") y homocigotos para ApoE (ApoE™
); heterocigotos para la deficiencia en ApoE y deficientes en CHOP™);
heterocigotos para la deficiencia en ambos genes y un menor
porcentaje de animales con el genotipo de interés doble deficientes
para ApoE y CHOP (con una proporcion del 6,25%). Tanto los
animales doble deficientes (ApoE’/CHOP”) como los animales
deficientes en CHOP o ApoE y heterocigotos para uno u otro gen se
cruzaron entre si para dar lugar a la generacibn F3 donde el
porcentaje de animales con el genotipo de interés (ApoE”/CHOP™)
resulté ser del 25%. Estos animales no hermanos se cruzaron para
obtener la generacién F4, de la que se obtuvieron el 100 % de
animales doble deficientes (ApoE™/CHOP™) que se utilizaron en los

procedimientos experimentales.

3.4 Genotipado de los ratones

Para el genotipado, a los ratones de un mes se les cort6é un fragmento
de la cola al separarlos de la madre y marcarlos para su identificacion.
Este fragmento de cola fue digerido en 100 pL de tampdn de digestion
(50 mM Tris pH 8, 50 mM KCI, 2,5 mM EDTA y 0.45% del detergente
Nonidet P40 o NP40) que contenia proteinasa K (1/50) (Qiagen,
Hilden, Alemania) a 56°C durante 18 h en un bafio seco para la

extraccion del ADN gendmico.



MATERIALES Y METODOS

Tras completar su digestion, la solucién se centrifugé a 12000 rpm
durante 10 min a 4 °C y se recogio¢ el sobrenadante, donde se halla el
ADN genomico. A continuacién el ADN diluido 1/10 se amplificd por
PCR utilizando oligonucleétidos especificamente disehados para el
genotipado de cada cepa de ratén por la casa comercial y mediante el
kit MyTaq (Bioline, Meridian Bioscience, OH, USA) en un
termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied biosystems, CA,

USA) y que se detallan a continuacién en las tablas 3 y 4:

Tabla 3.

Oligonucledtidos para genotipar ApoE™ Regién

0IMR0180 | 5-GCCTAGCCGAGAGCCG-3' | Comun

oIMR0181 | 5-TGTGACTTGGTGCAGC-3’ Mutante anti - sentido

0IMR0182 | 5-GCCGCCCCGAGCATCT-3" | Natural anti - sentido

Tabla 4.

Oligonucledtidos para genotipar CHOP™ Regién

CHOP1 5-ATGCCCTTACATCGTG-3’ Comun

CHOP2 5-ACCGCCAGGGCAGTCA-3’ | Mutante anti - sentido

CHOP3 5-GCAGGGTCAAGTAGTG-3’ Natural anti - sentido

Para el genotipado seguimos un programa de amplificacion especifico
dependiendo de la cepa de raton que se detalla a continuacion en las
tablas 5y 6.
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Tabla 5.

Programa PCR ApoE

Fases Temp °C Tiempo Notas

1 94 3 min

2 94 30 seq

3 68 40 seq

4 72 1 min

5 Repetir 35 ciclos de las fases 2 - 4
6 72 2 min

7 4 -

Tabla 6.

Programa PCR Chop

Fases Temp °C Tiempo Notas

1 94 2 min

2 94 20 seg

3 65 15 seg Reducciéon de 0.5 C, hasta 60 C*
4 68 10 seg

5 Repetir 10 ciclos de fases 2 - 4
6 94 15 seg

7 60 15 seg

8 72 10 seg

9 Repetir 28 ciclos de las fases 6-8
10 72 2 min

11 10 ©

*Esta fase consiste en 10 ciclos, empezando en 65 °C y reduciendo
0,5°C sucesivamente en cada ciclo (64.5, 64.0, 63.5, 63,0, etc.) hasta
llegar a los 60 °C.
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Se afadio al resultado de la PCR tampdn de carga y se resolvié en un
gel de agarosa al 1,8 % con GELSAFE Nucleic Acid Gel Stain Solution
(1/20000), utilizando para ello el kit comercial (DANAGEN, La Roca
del Valles, Barcelona, Espafia) y en paralelo con un marcador de peso
molecular de ADN (DANAGEN, La Roca del Valles, Barcelona,

Espanfia). Al transiluminador se visualizaron las siguientes bandas:

ApoE
Mutante: 245 pb
WT: 155 pb

CHOP
Mutante: 320 pb
WT: 544 pb

Heterocigoto Homocigoto
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3.5 Implantacion de las minibombas

Los modelos murinos fueron sometidos a cirugia para implantar las
minibombas osméticas subcutaneamente (Alzet, modelo 1004) entre
las 8 y 12 semanas de vida. Las minibombas se cargaron previamente
con angiotensina Il (Ang Il) mediante un jeringuilla con aguja sin bisel
(100 plI con una liberacion constante de 1000 ng / Kg / dia), tras lo cual
se activaron sumergiéndolas 5-6 h en solucion salina a temperatura
ambiente. Para la operacién, el ratén se anestesié con isofluorano
(Abbot Laboratories, Chicago, IL, USA) al 2% con oxigeno, se le
depilé la zona de la nuca y se desinfecté con povidona yodada. A
continuacion se practicé una pequefia incisién de alrededor de 1 cm y
con unas tijeras curvas se crea un bolsillo subcutaneo paralelo a la
espalda y levemente girado hacia una de las extremidades inferiores.
En la incisidon se introduce la minibomba ya activada y, finalmente, se
cerro el corte con pegamento quirdrgico, Histoacryl (Braun, Kronberg,

Alemania).

3.6 Tratamiento farmacolégico del modelo murino

Los modelos de aneurisma murinos fueron tratados con diferentes
farmacos para testar su funcién en la formacién, progresién y ruptura
del aneurisma. Los quimicos testados fueron el fenilbutirato de sodio
(PBA) a una dosis de 1g / Kg / dia y el acido tauroursodeoxicélico
(TUDCA) a una concentracién de 150 mg / Kg / dia. Ambos
compuestos se administraron por inyeccion intraperitoneal 3 dias a la
semana durante las cuatro semanas de infusién con Ang Il y desde el

dia 1 de implantacion de la minibomba.

El PBA es un quimico que es capaz de intervenir en multiples
reacciones enzimaticas, en la actualidad es usado en el tratamiento de
trastornos en el ciclo de la urea ayudando a reducir los niveles de

amoniaco y glutamina plasmaticas. Entre los diversos efectos que
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presenta cabe destacar el papel inhibitorio del estrés del reticulo

endoplasmatico (RE)'™".

El TUDCA es un acido biliar anfifilico y su uso como farmaco no esta
aprobado por la Fundacion estadounidense de administraciéon de
medicamentos y alimentos (FDA). Estudios recientes muestran un
amplio abanico de efectos destacando la inhibicion del estrés del RE y

su accién antiapoptética’®.

3.7 Medicion de la presion arterial en el raton por la técnica del
manguito en la cola.

Las medidas de la presion sistélica se realizaron con los ratones
conscientes e inmovilizados mediante un cepo. Los ratones fueron
adaptados previamente a la toma de medidas para reducir el impacto
que conlleva la inmovilizacion en el estrés del animal. Las medidas se
realizaron con un sistema no invasivo, mediante el uso del manguito
en la cola que determina la presion arterial del ratén a través de la
cola del mismo (Kent Scientific, Torrington, CT, USA) y con el software
CODA high Through put System (Kent Scientific, Torrington, CT,
USA). Se realizaron 20 medidas por cada ratdon una vez a la semana,
durante 6 semanas, iniciando la adaptacion al cepo y las lecturas 14

dias antes de comenzar el tratamiento.

3.8 Seguimiento del diametro de la aorta mediante ultrasonografia
Con el uso de la plataforma de imagen digital de alta frecuencia y
resolucion VeVo 2100 (Visual Sonics, Tokio, Japén) y con el
transductor lineal M400 MicroScan Transducer (30 mHz) se realizaron
ecografias de la aorta de los ratones de forma semanal durante 4
semanas. Los ratones se anestesiaron con isofluorano al 2% con
oxigeno, y se prepararon para la ecografia con la depilacion de la

zona abdominal. El ratéon se coloca en posicidn supina sobre una
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plataforma a 37 °C para mantener su temperatura corporal vy
colocando sus extremidades sobre unos electrodos que permiten la

monitorizacién de sus constantes vitales durante el proceso.

Las imagenes fueron captadas tanto en cortes sagitales como en
cortes longitudinales. Para la captura sagital el transductor se coloco
debajo del esternén en perpendicular y se hizo un barrido hacia la
zona inferior del animal hasta la bifurcacion de las arterias renales.
Para la captura longitudinal, el transductor se colocé de forma paralela
al animal y se situ6 debajo del esternén haciendo, en este caso, un

barrido lateral del animal.

Las mediciones se hicieron siempre en la region suprarrenal y en

diastole para conseguir el maximo diametro posible.

3.9 Obtencion de tejidos de ratén

Tras el estudio experimental los ratones fueron sacrificados siguiendo
el criterio de punto final. Para su sacrificio se les suministré una
sobredosis de isofluorano al 5 % con oxigeno, cuando se observo la
ausencia de reflejos, se procedio a la extraccion de sangre mediante
puncién cardiaca. El raton fue perfundido con solucién salina y tras
ello se extrajeron aorta, corazon, rifidn, higado y otros tejidos de

interés.

4. Analisis de la expresion de ARN mensajero
4.1 Extraccion de ARN

El ARN se extrajo de las células musculares lisas tras su tratamiento

mediante el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA) siguiendo el protocolo establecido por la casa
comercial. Para aislar el ARN de las muestras de tejido humanas se

utilizé el kit RNeasy Fibrous Mini Kit (Qiagen, Venlo, Paises Bajos)
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siguiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente, para
extraer las muestras de tejido de ratdn, el tejido se homogeneizé en el
reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN, USA) con ayuda de un homogenizador (Tissue Ruptor Il, Quiagen)
y siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial. La
integridad del ARN se determind por electroforesis en geles de

agarosa.

4.2 Cuantificaciéon del ARN

El ARN extraido previamente se midié utilizando un espectrofotometro
(Nanodrop, Thermo Scientific), a una longitud de onda de 260 nm, que
a su vez nos determina la pureza del ARN obtenido mediante los
cocientes 260/280 y 260/230 que tiene que estar dentro de los rangos
1,8 - 2,0 y 2,0 - 2,2 respectivamente, y que determinan la calidad y

pureza de la muestra.

4.3 PCR a tiempo real

Para estudiar la expresion de los genes de interés se cuantifico el
ARN mensajero (ARNm) mediante la PCR a tiempo real. Para ello, el
ARNm se retrotranscribio a ADN de cadena complementaria sencilla
(ADNc) utilizando el kit High Capacity RNA to DNA (Applied
biosystems, Foster City, CA, USA) que se empled posteriormente
como ADN molde en la reaccion de PCR a tiempo real utilizando un
termociclador ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). El protocolo
de amplificacion cambidé dependiendo del uso de sondas tagman
(Applied Biosystems) o SYBR-Green (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA).

El uso de sondas TagMan permite medir la amplificacion de productos
de PCR mediante un sistema de dos oligonucleétidos cebadores y una

sonda especifica para la secuencia diana. La sonda tiene un
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fluorocromo en su extremo 3’ y una molécula inhibidora (Quencher) en
5 que, por proximidad, bloquea la emision de fluorescencia del
primero. Cuando la polimerasa alcanza la sonda la hidroliza y el
quencher se separa del fluorocromo, lo que permite la emisién de

fluorescencia.

SYBR-Green es un agente intercalante que se inserta en la hélice de
ADN, incrementando su tasa de emision fluorescente con una
absorcion y emisiéon de 498 y 522 nm respectivamente. Se pueden
detectar y cuantificar en cada fase de sintesis de ADN durante una
PCR a tiempo real, lo que permite conocer la expresion relativa de los
ARNm. Para usar este método se utilizan unos oligonucledtidos
directos (F) o inversos (R) disefados para amplificar un gen concreto

(www.Biomers.net, Donau, Alemania).

Mediante este analisis se midid la expresidn génica de proteinas
implicadas en el estrés del RE, la biogénesis mitocondrial y el estrés
oxidativo. Se utilizd la expresion génica de GAPDH y Beta-actina
como referencia y como controles de expresion enddgena. Los

resultados se analizaron y se expresaron usando el método de 224,


http://www.biomers.net/

Tabla 7.
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Sondas tagman humanas

Sonda Referencia
ATF6 Hs00909586_g1
DDIT3 Hs99999172_m1
XBP1 Hs00231936_m1
ATF4 Hs00909569_g1
HSPA5 Hs99999174_m1
ERN1 HS00176385_m1
SEL1L Hs01071406_m1
CRELD2 Hs00360923_g1
MT-CO3 Hs02596866_g1
CYBB Hs00166163_m1
CYBA Hs00609145_m1
MMP2 Hs01548727_m1
IL1B Hs01555410_m1
NOX4 Hs01379108_m1
NFE2L2 Hs00975961_g1
Beta-actina Hs99999903 m1
GAPDH Hs02758991_g1
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Tabla 8.

Sondas tagman murinas

Sonda Referencia
ATF6 MmO01295319 m1
DDIT3 MmO01135937 a1
ATF4 Mm005105325 g1
HSPA5 MmO00517691 m1
ERN1 MmO00470233 m1
COX3 MmO04225261 g1
Nfe2l2 MmO00477784 m1
Beta-actina Mm02619580 g1
GAPDH Mm99999915 g1
Tabla 9.
SYBR Green
PGC1a

F 5-CCTGTGGATGAAGACGGATT-3’

R 5-TAGCTGAGTGTTGGCTGGTG-3

TFAM

F 5-GATGCTTTAGGGCGGAG-3’

R 5-GCTGAACGAGGTCTTTTTGG-3’

NRF1

F 5-GATCGTCTTGTCTGGGGAAA-3’

R 5-GGTGACTGCGCTGTCTGATA-3’

CytB

F 5-AGACAGTCCCACCCTCACAC-3’

R 5’-AAGAGAAGTAAGCCGAGGGC-3'
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5. Histologia basica

5.1 Desparafinado de las muestras para su uso

Previo al uso de las muestras se tienen que eliminar la parafina que
podria interferir en la tincion de los diferentes elementos y estructuras
de las muestras. Para llevar a cabo este proceso de desparafinado se
debe seguir el proceso inverso de la parafinacién; Inicialmente se
utilizan 2 bafos de xilol de 5 minutos cada uno y a continuacion se
inicia la hidratacién consecutiva con bafos de etanol, 2 lavados de 5
minutos por cada uno, al 100%, 95%, 70% vy finalmente con agua

destilada.

5.2 Hematoxilina Eosina

Se trata de una tincidn que tife, gracias a la hematoxilina, las
estructuras con pH acido, como los nucleos celulares, en azul y las
estructuras con pH basico, como el citoplasma celular, son tefidas por
accion de la eosina de un color rosado. Las muestras de tejido fueron
desparafinadas y a continuacion se tifieron 5 min con hematoxilina
tras lo cual se lavaron con agua corriente durante 5 minutos vy
posteriormente se tifleron durante 1 minuto con eosina y se lavaron de
nuevo con agua corriente durante 5 min. A continuacién se procedio
con la deshidratacion seriada consistente en 2 lavados de 5 min en
etanol 70%, 95%, 100% y un lavado final con xilol. Finalmente las
muestras se montaron con medio de montaje DPX (Sigma - Aldrich,
MO, USA).

5.3 Tricrémico

Se trata de una tincion compuesta por 3 tintes que da como resultado
una tinciéon de nucleos en color negro, citoplasma en color rosado,
musculo en color rojo y el colageno en color azul verdoso. Las

muestras de tejido fueron desparafinadas antes de proceder con la
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tincion seriada (ver seccion Desparafinado de las muestras para su
uso). Inicialmente los portas se trataron con una soluciéon de Bouin, un
mordiente, durante 1 hora seguido de un lavado en agua corriente de
5 min y de tincién con hematoxilina durante 10 min tras lo cual se
efectud un nuevo lavado con agua corriente de 5 min. A continuacion
se tiferon con escarlata-fucsina durante 5 min, se lavaron con agua
destilada y se trataron con una solucion de acido fosfomolibdico-
fosfotungstico durante 15 min. Finalmente las muestras se tifieron con
azul de anilina durante otros 15 min, se lavaron con agua destilada
durante 5 min y se incubaron en una solucion de acético al 1%
durante 3 min. Las muestras se deshidrataron (ver seccién
hematoxilina eosina) y se montaron con DPX (Sigma - Aldrich, MO,
USA).

5.4 Orceina

Es un método de tincion de fibras de elastina. En nuestro caso se us6
para el estudio de la integridad de las laminas de elastina en cortes
histolégicos de tejido parafinado. Para la tincion se siguieron las
instrucciones del fabricante del kit comercial de tincion de orceina

(Casa Alvarez, Barcelona, Espafia).

5.5 Rojo Sirio

La tincion con rojo sirio marca de forma especifica el colageno y
permite observar el grado de entrecruzamiento de las fibras al
observarlas bajo luz polarizada. Este gradiente de entrecruzamiento
es observable con los diferentes tonos de color, verde y amarillo
correspondiente con pocas fibras entrecruzadas y naranja y rojo

correspondiente a un alto grado de entrecruzamiento.

Brevemente, las preparaciones se desparafinaron y sumergieron

durante 1 h en solucién rojo sirio, se lavaron en agua con &acido
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acético por 3 min y se procedié a su deshidratacion en etanol 70%,
95%, 100% vy xilol en bafios sucesivos de 3 min cada uno. Finalmente

las muestras se montaron en DPX (Sigma - Aldrich, MO, USA).

6. Andlisis de la expresion de proteina

6.1 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Las muestras fueron marcadas con diversos anticuerpos para
observar su expresion y localizaciéon en el tejido aneurismatico de
pacientes con AAA y donantes de aorta multiorganicos. Tras la
desparafinacion de los cortes de aorta abdominal. Las muestras se
sumergieron en tampén citrato a pH 6 en un bafio a 95 °C por 20 min
para la recuperacion de la expresion antigénica. Seguidamente se
dejaron enfriar 30 min a temperatura ambiente. A continuacion las
muestras se lavaron en PBS (5 min, 3 veces), se incubaron con una
solucion de PBS con tritén x-100 al 1% para permeabilizar el tejido y
seguidamente, en el caso de las tinciones mediante
inmunohistoquimica IHQ, se trataron con peroxido de hidrégeno al
0.3% durante 30 minutos para bloquear la actividad enzimatica
peroxidasa. Se bloquearon los uniones inespecificas con una solucion
de albumina bovina fetal al 5% en PBS tritén x-100 al 0.1% durante 1
h y finalmente se afadié el anticuerpo de interés diluido en solucién de

bloqueo. Incubando toda la noche a 4 °C.
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Tabla 10.

Tabla de anticuerpos

Anticuerpo Referencia

CHOP 9661, Cell Signaling, Boston (USA)
cCaspase 3 9661, Cell Signaling, Boston (USA)
XBP1 NBP1 - 77681, Novus Biological (USA)
ATF6 NBP1 - 40256, Novus Biological (USA)
a-actina ab5694, Abcam (United Kingdom)
CD3 SK202, Dako (USA)

CD68 MO0876, Dako (USA)

GDF15 NBP1-81050, Novus Biological (USA)
S100A4 NBP1-89402, Novus Biological (USA)

Al dia siguiente se lavaron en PBS (5 min, 3 veces) y se incub6 con un
anticuerpo secundario marcado con avidina-biotina (Vector
Laboratories, Peterborough, UK) o bien con anticuerpos secundarios
marcados (anti - ratdn, anti - cabra o anti - conejo) con un fluorocromo
488 o 594 (Molecular Probes, Life Technologies, Eugene, OR, USA)
diluido a 1/200 en solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras marcadas con fluorocromo se
lavaron con PBS (5 min por 3 veces) y se montaron con el reactivo
Prolong Gold Antifade con DAPI (Molecular Probes, Life Technologies,
Eugene, OR, USA). Por otro lado las muestras con avidina-biotina se
lavaron con PBS (5 min, 3 veces) y se sumergieron con el reactivo
ABC del kit Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
durante 30 min. Tras lo cual se trataron con el sustrato DAB (Roche,

Basilea, Suiza). Esta reaccion se par6 con agua corriente y se
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montaron con medio de montaje Glicergel (Dako, Santa Clara, CA,
USA).

Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron mediante el equipo de

microscopia TCS-SP5 Leica Confocal (Leica, Germany).

6.2 Medicion del estrés oxidativo

La cuantificacion del aniéon superdxido se realizd6 mediante la
deteccion de emisién de fluorescencia por Dihidroetidio (DHE)
(Sigma). Esta molécula es capaz de entrar en la célula gracias a su
capacidad de permeabilizacion a través de la membrana celular. El
dihidroetidio se oxida a etidio cuando reacciona con el anion
superoéxido intracelular y este se una al ADN emitiendo fluorescencia a

una longitud de onda de 590 - 620 nm.

Para su deteccion se utilizaron cortes de donantes y pacientes
procedentes de tejidos frescos preservados en OCT. En primer lugar,
los cortes se incubaron a 37 °C durante 1 h para secar la muestra y
aumentar su adhesion al portaobjetos, a continuacién se cubrieron las
secciones con Krebs - HEPES (en mM: 130 NaCl, 5.6 KCI, 2 CaCl,,
0.24 MgCl,, 8.3 HEPES, 11 Glucosa, pH = 7.4) a 37 °C en una camara
himeda durante 30 min. El DHE se preparé en Krebs - HEPES a una
concentracién final de 5 yM y se volvié a cubrir las secciones con la
solucion de DHE durante 30 min a 37 °C. A continuacion se realizaron
3 lavados sucesivos con solucién Krebs - HEPES para eliminar el
exceso de sonda y finalmente, las muestras se montaron con el
reactivo Prolong Gold Antifade (Life Technologies). Inmediatamente
después se capturaron las imagenes en el microscopio a una longitud

de onda de excitacion de 563 nm.
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La sonda fluorescente MitoSOX Red (Molecular Probes) es un
marcador del estrés oxidativo, mas especificamente del anién
superoxido (O,") generado en la mitocondria. Al entrar en la
mitocondria el producto se oxida exclusivamente por la accién del
anion superoxido y no por otras especies reactivas de oxigeno (ERO)

0 especies reactivas de nitrogeno. Emitiendo fluorescencia.

Para su deteccion, al igual que con el DHE, se utilizaron cortes de
donantes y pacientes procedentes de tejido fresco preservado en
OCT. En primer lugar los cortes se incubaron a 37 °C durante 1 h para
aumentar su fijacién, a continuacion las secciones se cubrieron con
PBS en una camara humeda durante 30 min. El MitoSOX Red se
diluyé en PBS (previamente resuspendido en DMSO a una
concentracion de 50 mM en stock) a una concentracion final de 5 uM y
se cubrieron las secciones con esta solucion durante 30 min. A
continuacion se lavaron con PBS 2 veces eliminando siempre el
exceso de liquido anterior y se dejaron secar brevemente. Finalmente
la preparacion se montd con el reactivo Prolong Gold Antifade
(Lifetechnologies). Inmediatamente después se capturaron las
imagenes en el microscopio confocal TCS-SP5 (Leica) excitando a

510 nm para que emita a 580 nm.

La cuantificacién del estrés oxidativo en plasma de pacientes se
determiné por HPLC (high performance liquid chromatography)
mediante la deteccién de fluorescencia emitida por el compuesto 2-
hidroxietidio (2-EOH) y siguiendo la metodologia descrita por Laurindo
y col, 2008'%. Un volumen de 25 pL de plasma se incubd con una
solucion de la sonda dihidroetidina 0,8 uM (DHE, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) durante 1 hora en PBS, después se centrifugd
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durante 5 minutos a 10000 g y el sobrenadante se inyecté en el
sistema cromatografico (fase movil: 65% de agua con 4&cido
trifluoroacético al 0,3%: 35% de acetonitrilo; flujo 1ml / min; columna
kromasil C-18, 5 ym, 200x4.6 mmm- Teknokroma Analitica; logitud de
onda de excitacion a 510 nm, logitud de onda de emisiéon a 595 nm).
Tal y como otros autores ha descrito previamente el sistema xantina /
xantina oxidasa se utilizé para calibrar la sefial de O,"%*. La curva de
calibrado se obtuvo comparando la produccién de 2-EOH vy el ratio de
la actividad Xantina oxidasa entre la concentracién de DHE (85-605
nU XO/ng HE).

6.3 Ensayos de apoptosis

El marcado de final de corte de dUTP de terminal deoxinucleotidil
transferasa (TUNEL) es un método para detectar fragmentacién de
ADN. La fragmentacion del ADN se da en una de las etapas tardias de
la apoptosis celular y el sistema DeadEnd Fluorometric TUNEL system
(Promega, Madison, WI, USA) esta disefiado especificamente para la

deteccion de células apoptéticas.

En nuestro caso, las células apoptéticas se detectaron en tejido

parafinado siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial.

Los niveles de apoptosis celular en las células CML humanas, se
cuantific6 mediante citometria de flujo y mediante el Kit PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD, Pharmingen) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Consiste en el marcaje de la fosfatidil serina con
anexina V, combinado con el marcaje con 7-Amino-Actinomicina (7-
AAD) con una fuerte afinidad hacia el ADN. Los experimentos de

citometria de flujo se hicieron en un equipo Beckman Coulter’s Epics
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XL flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA). Por cada muestra se
adquirieron como minimo 10.000 eventos, utilizando como control
negativo las muestras incubadas con las soluciones vehiculo. Los
datos se analizaron con el software Expo32 (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA).

6.4 Extraccion de proteinas de células en cultivo
Para la extraccion de proteina de células, estas se lavaron 2 veces
con PBS y se lisaron con tampon de lisis RIPA (80-100 pL/pocillo 10

cm?) cuya composicién se detalla en la tabla 10.

Tabla 11.

Tampédn de lisis RIPA

Producto Concentracién
Tris-ClpH 7.4 10 mM

EDTA 1 mM

EGTA 0.5 mM

Tritén x-100 1%

Sodio desoxicolato 0.1%

SDS 0.1%

NaCl 140 mM

Céctel inhibidor de proteasas 1x (CIP) (Sigma aldrich)

Los lisados se recogieron con un raspador y se congelaron a -80 °C y
se volvieron a descongelar para disgregarlas mecanicamente con la
ayuda de una jeringa de 29 G. Se centrifugé (16000 g, 5 min) y se
recogio el sobrenadante. Finalmente el extracto se puede conservar a

-20 °C hasta su posterior uso.
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6.5 Extraccion de proteinas de tejido murino

La extraccion de proteina desde tejido murino se hizo utilizando el
reactivo TriPure Isolation Reagent (116671, Roche, Sigma - Aldrich) y
se sigui6 el protocolo establecido por la casa comercial. A partir de la
fase fendlica conteniendo proteina y ADN, tras la separacion de la
fase que contiene el ARN. Los extractos se conservaron a -20 °C
hasta su uso. Las muestras humanas se prepararon en tampon RIPA
utilizando un Tissue Ruptor (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo un

protocolo estandar.

6.6 Determinacion de la concentracion proteica

La determinacion de los niveles de proteina se midieron mediante el
uso del acido bicinconinico (BCA), que utiliza la reacciéon de biuret
(reduccion de Cu*? a Cu™ causado por la presencia de proteinas en
medio basico), unido a una deteccién colorimétrica del Cu*'. En este
caso utilizamos el Rapid Gold BCA Protein Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Appleton, WI, USA), siguiendo el protocolo facilitado

por la casa comercial.

6.7 Western - Blot

Para el ensayo de western blot, los extractos proteicos se hirvieron
durante 5 min en tampon de Laemmli 1 x. (Tris - HCI 125 mM, SDS
2%, Glicerol 5%, azul de bromofenol 0,003% y B-mercaptoetanol 1%)
como paso previo a la resolucién por electroforesis en condiciones
reductoras, en un gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato
sédico (SDS - PAGE, geles del 10 % al 12 % de acrilamida
:bisacrilamida 37,5 : 1) en paralelo con un marcador de peso
molecular. Las proteinas se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF, Immobilon-P, poro de 0,45 uM; Millipore) en

tampdn de transferencia con metanol durante 90 min, a 200 mA a 4
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°C. Las membranas se incubaron con la solucién de bloqueo durante
1 h (solucién al 5% de leche desnatada en polvo Sveltesse® en
Tampon Tris salino (NaCl 100 mM; Trizma Base 10 mM a pH 7.5) con
detergente Tween (TBS — Tween) al 0,05%. Tras lo cual se incubaron
con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche
a 4 °C. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas
se lavaron con TBS - Tween 0,05% (2 veces, 15 min) y posteriormente
con TBS (1 vez, 15 min) a temperatura ambiente y en agitacion. La
union del anticuerpo primario a la proteina de interés se detectd
mediante la incubacién (1 h a temperatura ambiente) con un
anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa de rabano
(HorseradishPeroxidase, HRP). Las membranas se lavaron como se
indico anteriormente y se incubaron con un solucion de ECL
Immobilon Forte Western HRP Substrate (Millipore, Burnlington, MA,
USA) durante 1 min para proceder a su revelado. Este compuesto
actua de sustrato para la HRP y permite detectar una sefal
quimioluminiscente  mediante la  exposicion de  peliculas
autorradiograficas CURIX rp2 plus (Agfa), que se revelaron por
procedimientos fotograficos estandares. Para verificar que la carga de
proteina fuese homogénea se determinaron los niveles de B-actina o
GAPDH. Las peliculas se escanearon en el densitometro GS-800 (BIO
- RAD) y la cuantificacion relativa de las bandas se realiz6 mediante el

uso del programa QuantityOne (BIO - RAD).

6.8 Zimografia

La actividad gelatinolitica de las metaloproteinasas MMP9 y MMP2 se
cuantific6 mediante zimografia clasica en los lisados de proteina de la
aorta abdominal de ratones. Para ello, 30 pg de proteina se
resolvieron en gel de poliacrilamida al 10 % con SDS co-polimerizado
con 1 mg / ml de gelatina de piel porcina tipo A (Sigma-Aldrich), como

substrato de la actividad enzimatica de las metaloproteinasas. La
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electroforesis se desarrolld a 4°C durante 4 h, tras la cual los geles se
lavaron durante 30 min a temperatura ambiente en una soluciéon de
triton X-100 al 2.5 % (Sigma-Aldrich) y posteriormente se incubaron
con tampon sustrato (50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl2 (Merck) y 0.02 %
(p/v) N3Na (Fluka), pH 8) durante 18 h a 37°C. A continuacién los
geles se tifleron con una soluciéon de Coomassie® Brilliant blue R 250
(Sigma-Aldrich) preparada siguiendo las instrucciones del fabricante
durante 15 minutos en agitacion suave y posteriormente se procedio a
realizar dos lavados en una solucioén al 10 % de acido acético de 20
minutos para retirar el exceso de colorante. Tras esta tincion, las
areas con actividad enzimatica, aparecian como bandas claras con un
fondo azul. Estos geles se escanearon con el densitometro GS-800
(Bio-Rad) y se determind su cantidad con el software Quantity-One
(Bio-Rad)'®°.

7. Analisis del plasma

7.1 Bioquimica basica

El plasma humano se aislé de muestras de sangre extraidas en tubos
EDTA dentro de las 2 horas desde la extraccion. El plasma fue
alicuotado y congelado a -80 °C. El perfil lipidico se determiné
enzimaticamente usando un kit comercial para el analizador COBAS
6000 (Roche Diagnostics). El perfil lipidico incluye el colesterol total,
triglicéridos, HDL-C, LDL y VLDL. El colesterol LDL y VLDL se calculo
con la ecuacion de Friedewald, exceptuando los casos con unos
triglicéridos superiores a 3 mmol/L, donde los VLDL se separaron por
ultracentrifugacion acorde a las recomendaciones del National
Cholesterol Education Program (NCEP).

7.2 Andlisis de oxisteroles
La cuantificacion de oxisteroles (24-hidroxicolesterol (HC); 25-HC; 27-
HC; 7a-HC; 7B-HC y 7-KC) se hizo mediante cromatografia de
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liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
Se evalud el uso de distintas fuentes de ionizacion: ESI (electrospray
ionization) y APCI (atmospheric pressure chemical ionization). Estas
determinaciones se llevaron a cabo en el centro de Ciencias Omicas
de Reus (Center for Omics Science, COS) (Reus, Tarragona,
Espana). Siguiendo los protocolos descritos por Helmschrodt C y

162,196

Mukhopadhyay

El protocolo consiste, brevemente, en dos métodos, en el primero se
cuantifico la cantidad de oxisteroles libres (7 — KC y 27 — HC) que
contenia el estandar interno deuterado'®. El segundo cuantificaba el
total de oxisteroles introduciendo un paso de saponificacion'"'%%. Al
mismo tiempo se desarrolld6 una metodologia de validaciéon en LC-
(APCI)-MS/MS por cada componente analizado. Los estandares de 7-
B-HC, 25-HC y 7-KC se adquirieron en Sigma Aldrich, los estandares
24-S-HC y 27-HC se adquirieron en Enzo life Sciences (Farming dale,
NY, EUA) y el 7-KC-d7 en la casa comercial Toronto Research

Chemicals (Toronto, Canada).

7.3 ELISA

Los niveles circulantes de S100A4 y GDF15 en plasma de pacientes
se midieron mediante la técnica ELISA (Human protein S100A4 ELISA
kit CusaBIlO, Houston, TX, USA, Murine protein S100A4 ELISA kit
CusaBIO, Houston, TX, USA y Human GDF15 Quantikine ELISA Kit,
Minneapolis, MN, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante

tanto para la metodologia como para su posterior analisis.
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8. Analisis estadistico

Los resultados que se obtuvieron de estas metodologias se expresan
como datos individuales, porcentajes 0 medias * las desviaciones
estandar de la media (SD) o el error estandar de la mediana (ESM). El
analisis estadistico para la comparacion de dos grupos se realizdé con
la prueba t de Student o Mann - Whitney test dependiendo de si la
prueba supera o no el test de normalidad ShapiroWilk
respectivamente. En cuanto a la comparativa entre mas de dos grupos
se utilizé un analisis de la varianza de una via (ANOVA) aplicando la
correccion mas estricta, la de Bonferroni o bien un test no -
paramétrico Kruskal - Wallis utilizando la correccion de Dunn
dependiendo nuevamente si pasaban o no el test de normalidad.
Todos estos analisis estadisticos se realizaron con el programa Graph
Pad Prism v6. Por otro lado, para el analisis de la correlaciéon entre
variables se utilizd el coeficiente de correlacion de Pearson, el analisis
se realizd mediante el software de analisis estadistico R (www.r-
project.org), los resultados se expresan utilizando la razéon de momios

e intervalos de confianza del 95%.
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1. Resultados obtenidos en muestras de pacientes

1.1 Histologia Basica de la aorta abdominal aneurismatica

Las muestras de aorta abdominal procedentes de pacientes con
aneurisma de aorta abdominal (AAA) y de donantes sanos, fueron
estudiadas con técnicas de histologia basica para analizar la

estructura de la pared arterial (Fig. 8 y 9).

Tricromicg

Figura 8. Histologia basica de la aorta abdominal aneurismatica.
A-D) Imagenes representativas de secciones de aorta abdominal
tefidas con tricromico de Masson capturadas con los objetivos de 10x
y 20x. E-H) Imagenes representativas de secciones de aorta
abdominal tefidas con orceina mostrando la morfologia de las fibras
elasticas capturadas con los objetivos de 10x y 20x. I-L) Fotos
representativas de secciones de aorta abdominal tefiidas con rojo sirio
capturadas con los objetivos de 10x y 20x.
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Figura 9. Inmunohistoquimica de células inmunes infiltradas en la
pared de la aorta abdominal aneurismatica. A-D) Fotos
representativas mostrando la tincion con el marcador de linfocitos T
CD3 captadas con los objetivos de 10x y 20x en secciones de aorta
abdominal de pacientes (AAA) y de donantes. E-H) Fotos
representativas mostrando la tincién con el marcador de macréfagos
CD68 captadas con los objetivos de 10x y 20x en secciones de aorta
abdominal de pacientes (AAA) y de donantes.
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1.2 Los marcadores del estrés del reticulo estan inducidos en el

AAA

Los datos clinicos y demograficos de las muestras de pacientes con

AAA 'y de donantes incluidas en el estudio se recogen en la tabla 12.

ARNm Plasma
AAA Donantes AAA Donantes

N 96 17 94 47
Edad (afios) 70.9+6.5 60.9+13.4 71.0+6.7 59.3+4.3
Mujeres (%, N) 5.2 (5) 59 (1) 5.3 (5) 30 (14)
Diametro aértico (mm) 64.1+1.4 - 64.1+1.4 -
Dislipidemia (%, N) 63.5 (61) 17.6 (3) 64.9 (61) -
HTC (%, N) 85.4 (82) 41.2(7) 84.6 (80) 7.8
Diabetes (%, N) 22.9 (22) 29.4 (5) 23.4 (22) -
Fumadores / ex-fumadores 83 (78) 41.2(7) 82 (76) 9.8
Presion sistélica 139.8+£19.3 - 139.8+19.3 -
FC(N=65) 73+11.6 - 73+11.6 -
Glucosa (mM, N=79) 5.9+1.3 - 5.5+0.9 -
CT (mM) - - 3.9+1.2 5.6+0.8
HDL-C (mM) - - 1£0.3 1.5+0.3
LDL-C (mM) - - 2.3+0.9 3.5+0.7
VLDL-C (mM) - - 0.6+0.3 0.6+0.3
Triglicéridos (mM) - - 1.3+0.7 1.4+0.7
EAP 47.9 0.0 48.4 -
ECV 9.4 11.8 15.4 -
IHD 24.0 0.0 27.5 -
EPOC 17.7 0.0 18.7 -
Antiplaquetario 59.4 11.8 62.6 -
Estatinas 69.8 5.9 68.1 1.8
NSAID 4.2 0.0 22 -
Corticoides 7.3 0.0 4.4 -
Inmunosupresores 4.2 0.0 3.3 -
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Tabla 12. Datos clinicos y demograficos de la cohorte de
pacientes utilizados en este estudio. Las variables nominales se
muestran como %. Las variables continuas se muestran como media
1+ SD. Debido a la procedencia de las aortas sanas algunos datos son
desconocidos. FC, frecuencia cardiaca; ECV, enfermedad
cerebrovascular; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica;
HTC, hipertension cronica; TC, colesterol total; HDL-C, lipoproteinas
de alta densidad; LDL-C, lipoproteina de baja densidad; EAP,
enfermedad arterial periférica; ECI, enfermedad del corazén
isquémico.

Los marcadores del estrés del reticulo endoplasmatico (RE) que
forman parte de las tres vias de sefializacién activadas en respuesta
al acumulo de proteinas mal plegadas (unfolding protein response o
UPR), se analizaron en aorta abdominal de pacientes con AAA y
donantes. Los niveles de ARNm de IRE1, ATF6, XBP1 y DDIT3
estaban aumentados significativamente en la aorta aneurismatica de
los pacientes, mientras que no se observaron diferencias en la
expresion de ATF4 y HSPAS (Fig. 10 A-F) indicando una activacién
diferencial de las vias del UPR en el tejido aneurismatico en una fase
avanzada de la enfermedad. Adicionalmente estudiamos la expresion
de dos genes cuya implicacion en el estrés del RE ha sido
recientemente descrita, CRELD2 y SEL1L1 (Fig. 10 G-H). La
expresion génica de CRELD2 estd regulada por ATF6 y hemos
observado que su expresion también estd aumentada en el AAA (Fig.
3 G). Por otro lado, los niveles de SEL1L1 también estaban
aumentados (Fig. 10 H), indicando la activacion del complejo de

degradacién de proteinas asociado al estrés del reticulo (ERAD).
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Figura 10. Los niveles de ARNm de algunos marcadores del
estrés del RE se hallan inducidos en pacientes con AAA. A-H)
Niveles de ARNm de IRE1, ATF6, XBP1, DDIT3, ATF4, HSPAS,
CRELD2 y SEL1L1 analizados por PCR a tiempo real y normalizados
con la expresiéon de B-actina en donantes (n=17) y pacientes (n=96).
Los resultados se expresan como la media £ ESM. **p<0.01 vs. AAA;
***p<0.001 vs. AAA.

Los niveles de proteina de los marcadores del estrés del RE que se
encontraron aumentados se estudiaron mediante Western Blot y por
inmunotincion. El incremento de expresion de los factores de
transcripcion XBP-1, ATF6 y CHOP se confirmé6 por Western blot (Fig.
11). El marcaje de XBP-1, ATF6 y CHOP se detect6 en la capa media
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de las muestras aneurismaticas por inmunoinfluorescencia, mas
especificamente en células CML como demuestra la co-tinciéon con a-
actina (Fig. 12). En areas de la aorta aneurismatica con una gran
infiltracion de células inflamatorias, una co-tincién con CD3 reveld que
ATF6 y XBP-1 también co-localizaban con linfocitos T (Fig. 13).
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Figura 11. Aumento de la expresion de marcadores del estrés del
RE en aneurisma de aorta abdominal humana. A-C) Western blot
representativos analizando las proteinas ATF6 activada, CHOP,
sXBP1 y uXBP1 (forma activa e inactiva respectivamente) junto con
su correspondiente histograma cuantitativo (AAA: n=15 y Donantes:
n=10). Los resultados se expresan como la media + ESM. **p<0.01
vs. AAA; ***p<0.001 vs. AAA.
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Figura 12. Expresiéon de marcadores del estrés del RE en
aneurisma de aorta abdominal humana. Imagenes representativas
de inmunofluorescencias realizadas en secciones aorticas contra
ATF6, XBP-1 o CHOP (en rojo) y a-actina (en verde) analizados por
microscopia confocal. Tal y como se indica en los paneles superiores
se observan fotografias representativas de cortes procedentes de
segmentos de aorta aneurismatica de pacientes con AAA y en los
paneles inferiores fotografias representativas procedentes de
muestras de aorta abdominal sana de donantes (n=8-10; Escala 25
pm).
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Figura 13. Expresion de marcadores del estrés del RE en
aneurisma de aorta abdominal humana. Imagenes representativas
de ensayos de inmunofluorescencia realizados en secciones adrticas
para detectar expresion de ATF6, XBP-1 o CHOP (en rojo) en células
positivas para CD3 (en verde) captada por microscopia confocal. Tal y
como se indica en los paneles superiores se observan fotografias
representativas de cortes de muestras de aorta aneurismatica de
pacientes con AAA y en los paneles inferiores fotografias
representativas procedentes de muestras de aorta abdominal sana de
donantes (n=8-10; Escala 25 pym).
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Para cuantificar apoptosis en la pared aodrtica estudiamos la expresion
de CHOP, como efector pro - apoptético del UPR, detectando un
aumento en tejido aneurismatico junto con una elevacion en células
positivas para caspasa 3 activada mediante ensayos de
inmunohistoquimica y un aumento en células apoptéticas detectadas
mediante el ensayo de TUNEL (Fig. 14).
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Figura 14. Marcadores de apoptosis en aorta abdominal de
pacientes con AAA y donantes sanos. A-B) Imagenes
representativas de IHC frente a CHOP y CAS3 activada (cCAS3) y su
correspondiente histograma de cuantificaciéon para células positivas en
donantes y pacientes (AAA) (n=8-10). C) Imagenes representativas de
TUNEL y su cuantificacion en secciones parafinadas de aortas
abdominales procedentes de pacientes y donantes (n=8-10). Los
histogramas muestran la cuantificacion del numero positivo de células
por area adrtica (20x). Los resultados se expresan como la media +
ESM ** p<0.01 contra AAA, ***p<0.001 contra AAA.
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1.3 Estudio del estrés oxidativo en la pared adrtica abdominal

La familia de las nicotinamidas adenina dinucleétido fosfato - oxidasas
(NADPH oxidasas), es la mayor fuente de especies reactivas de
oxigeno (ERO), se hallan reguladas por mecanismos mecanicos,
agentes vasoactivos (como la Ang Il) y por el estrés del reticulo™®.
NOX2 y p22phox ARNm estaba aumentado, mientras que la expresion
de NOX4 estaba disminuida y el NRF2 (Nuclear factor erythroid 2 -
related factor 2) no cambiaba en pacientes con AAA comparado a los
controles (Fig. 15 A-D). Adicionalmente se cuantificaron los niveles
circulantes de ERO, observando un incremento en la produccion total

de ERO en pacientes con AAA respecto a donantes (Fig. 15 E).

Encontramos que la produccion de anidon superéxido estaba
aumentada en secciones de aorta abdominal aneurismatica
preservada en OCT mediante tinciébn con la sonda fluorescente
dihidroetidio (Fig. 16 A). La comunicacion entre el RE y la mitocondria
promueve la generacion de ERO a nivel mitocondrial y la apoptosis
(Thomas M, 2006). Por esta razon, estudiamos la posible generacion
de ERO derivadas de la actividad mitocondrial mediante la tincion de
secciones de aorta abdominal preservadas en OCT con la sonda
Mitosox Red, observandose un incremento en la produccion de anion
superoxido (Fig. 16 B). Para estudiar la masa mitocondrial en la pared
aodrtica, tefiimos secciones de tejido preservado en OCT con la sonda
MitoTracker Green. Observamos que la sefial fluorescente entre las
laminas de elastina es mayor en la aorta de donantes indicando una

mayor masa mitocondrial (Fig. 16 C).
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Figura 15. El estrés oxidativo se hallé exacerbado en el AAA. A-D)
Niveles de ARNm de NOX2, p22phox, NOX4 y NRF2 cuantificados
por PCR a tiempo real normalizados por los niveles de ARNm de B-
actina de donantes (n=17) y de pacientes de AAA (n=96). E) Niveles
de ERO circulantes en plasma de AAA (n=78) y donantes (n=28). Los
resultados se expresan como media £ ESM. *** p<0.001 vs. AAA.
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Figura 16. El estrés oxidativo estd aumentado en el AAA. A-C)
Secciones representativas de aorta abdominal de tejido congelado y
preservado en OCT, tefiidas con las sondas fluorescentes
dihidroetidio (DHE) (A) o mitosox red (B). Los histogramas muestran la
cuantificaciéon de intensidad de fluorescencia correspondientes (n=10;
escala 50 um). C) Secciones representativas de aorta abdominal
tefiidas con Mitotrackergreen (n=10; escala 75 ym). Los resultados se
expresan como la media £ ESM. *** p<0.001 vs. AAA.
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1.4 Estudio de la biogénesis mitocondrial y del proceso de
autofagia en el AAA

La biogénesis mitocondrial se determind mediante el ratio de la
expresion de Citocromo B (CytB) o de Citocromo C (CytC) entre la
expresion de B-actina. Esta relacion se utiliza como indicador de la
biogénesis mitocondrial. Los resultados mostraron una clara reduccion
de la biogénesis mitocondrial en la aorta abdominal de pacientes con
AAA en comparacion con la de los donantes (Fig. 17 A-B). Ademas, la
expresion de los genes relacionados con la biogénesis mitocondrial
como PGC1a, un regulador clave en la biogénesis mitocondrial, y sus
genes dependientes: TFAM, un regulador de la transcripcion, y NRF1
estaban considerablemente reducidos en pacientes de AAA en

comparacion con los donantes sanos. (Fig. 17 C-E).

Como la autofagia mitocondrial (mitofagia) juega un papel importante
en el recambio mitocondrial, analizamos la expresion de marcadores
de autofagia y mitofagia en lisados de tejido en pacientes de AAA y
donantes. La expresiéon de DRP1 estaba disminuida mientras que la
expresion de las proteinas LC3Il, Beclin-1 y p62, tres reguladores
clasicos del proceso de autofagia, se hallaron incrementadas en los

pacientes con AAA comparado a los donantes. (Fig. 18).
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Figura 17. Marcadores de biogénesis mitocondrial y mitofagia /
autofagia en la aorta abdominal de donantes y pacientes con
AAA. A-B) Gréficas mostrando los ratios entre CytB o CytC y B-actina.
C-E) Niveles de ARNm de PGC1a, TFAM, y NRF1 analizados por
PCR a tiempo real y normalizados por GAPDH en aorta abdominal de
donantes (n=17) y pacientes de AAA (n=96). Los resultados se
expresan como la media £ ESM. **p<0.01 vs. AAA; *** p<0.001 contra
AAA.
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Figura 18. La expresion de proteinas implicadas en la biogénesis
mitocondrial y mitofagia / autofagia se hallé alterada en AAA.
Western-blot representativo mostrando la expresién de DRP-1, p62,
Beclin-1 y LC3Il junto con los histogramas correspondientes a su
cuantificacion. (AAA: n=15, Donantes: n=10). Los resultados se
expresan como la media £+ ESM. **p<0.01 vs. AAA; *** p<0.001 vs.
AAA.
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1.5 Marcadores circulantes en plasma

El incremento de 7-cetocolesterol (7-KC) refleja un incremento del
colesterol libre intracelular y un incremento del estrés oxidativo y
ademas es un inductor reconocido del estrés del RE y de la apoptosis
en células vasculares. Los oxisteroles han demostrado tener
numerosos efectos que afectan la homeostasis del colesterol en

células endoteliales, CML, macréfagos y linfocitos'’.

Los niveles de 7-KC libres y otros oxisteroles como  24S-
hidroxicolesterol  (24-S-HC), 25-hidroxicolesterol (25-HC), 27-
hidroxicolesterol (27-HC), 7-B-hidroxicolesterol (7-B-HC) y 7-o-
hidroxicolesterol (7-a-HC) se cuantificaron en el plasma de pacientes
con AAA (n=94) y de donantes sanos (n=47). Observamos que los
niveles de 7-KC estaban incrementados de forma significativa (Fig. 19
A), mientras que los niveles de 7-a-HC, 24(S)-HC y 27-HC, estaban
reducidos significativamente en los pacientes respecto a los controles.
(Fig. 19 C-E). Los niveles de 7-B-HC no se encontraron alterados (fig.
19 B) y los niveles de 25-HC fueron indetectables. Después de ajustar
por la edad y por sexo, las diferencias en 7-KC, 24-S-HC y 7-a-HC se

mantuvieron estadisticamente significativas. (Tabla 13)
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Figura 19. Los niveles de oxisteroles estan alterados en pacientes
de AAA. A-E) Los histogramas representan los valores de 7-KC, 70-
HC, 7B-HC, 24-HC, y 27-HC en ng / mL en plasma de donantes sanos
y pacientes de AAA. Los resultados estan expresados como la media
+ ESM. ***p<0.001 vs. AAA.
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OR (95% Cl) P-valor
7-KC 1.317 (1.176-1.475)  0.000001*
Edad 1.325(1.121-1.565)  0.001*
Sexo 1.318 (1.165-1.491)  0.00001*
Todos los factores 1.320 (1.117-1.560)  0.001*
7a-HC 0.980 (0.968-0.992) 0.001*
Edad 0.987 (0.975-1.00) 0.045*
Sexo 0.979 (0.966-0.992)  0.002*
Todos los factores 0.987 (0.974-1.00) 0.050*
27-HC 0.902 (0.858-0.948)  0.000048*
Edad 0.953 (0.893-1.017)  0.149
Sexo 0.910 (0.865-0.957)  0.00021*
Todos los factores 0.968 (0.906-1.035) 0.343
24-S-HC 0.926 (0.898-0.955)  0.0000007*
Edad 0.904 (0.857-0.953)  0.00019*
Sexo 0.930 (0.901-0.960) 0.000009*
Todos los factores 0.902 (0.853-0.954) 0.0003*

Tabla 13. Estadistica de los niveles de oxisteroles tras el ajuste
por factores de confusion. Razon de probabilidades (Odds Ratio);
95% IC: 95. *p<0.05 vs. Donantes.
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A continuacion estudiamos si los niveles de los diferentes oxisteroles
correlacionaban con los niveles de colesterol total (TC), colesterol
HDL (HDL-C) y colesterol LDL (LDL-C) en el plasma de los pacientes

y donantes sanos (tabla 14).

Los estudios de correlacion entre oxisteroles y lipidos (TC, HDL-C,
LDL-C, TG y VLDL-C) mostraron que existia una asociacion entre los
niveles altos de 24-S-HC y 27-HC vy los niveles del CT en pacientes
con AAA, mientras que so6lo los niveles de 24-S-HC se asociaron con
el grupo HC. El colesterol LDL-C se asocio con niveles altos de 24-S-
HC en el plasma de donantes y pacientes, y con niveles altos de 27-

HC en pacientes pero no en donantes.

Los niveles altos de HDL-C se asociaron significativamente con los
niveles de los oxisteroles 24-S-HC y 7-a-HC en los pacientes
aneurismaticos. Ademas, los niveles de los oxisteroles 24-S-HC y 27-
HC también se asociaron significativamente con TG y VLDL-C en
pacientes pero no en controles. Ninguno tipo de colesterol se asoci6
significativamente con los niveles de 7-KC en ninguno de los dos
grupos. Los niveles de 7-KC en plasma de pacientes de AAA se
correlacionaron con la expresion génica de IRE1, ATF6 y CHOP en
tejido (Fig. 20 A-C). También se asocioé los niveles de 7-KC circulante
con la expresiéon local de las subunidades de NADPH oxidasa en
pacientes de AAA (Fig. 20 D-E).
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AAA
Variable n 7-KC 24-S-HC 27-HC 7a-HC
vs DS
CT AAA 94 | -0.0323 0.5762 0.4627 0.1711
(mmol/L) (P<0.7573) (P<0.0001) | (P<0.0001) | (P<0.1010)
DS 47 | 0.07300 0.5470 0.03066 -0.0715
(P<0.6258) (P<0.0001) | (P<0.8379) | (P<0.6326)
HDL-C AAA 94 | -0.0023 0.2976 0.1385 0.2294
(mmol/L) (P<0.9825) (P<0.0036) | (P<0.1832) | (P<0.027)
DS 47 | 0.07150 0.1355 0.2013 -0.0193
(P<0.6330) (P<0.3637) | (P<0.1749) | (P<0.8974)
LDL-C AAA 94 | -0.0145 0.5730 0.4839 0.1003
(mmol/L) (P<0.8896) (P<0.0001) | (P<0.0001) | (P<0.3388)
DS 47 | 0.07491 0.5590 -0.04272 -0.0663
(P<0.6168) (P<0.0001) | (P<0.7756) | (P<0.6577)
TG AAA 94 | -0.0842 0.2828 0.2699 0.1322
(mmol/L) (P<0.4197) (P<0.0057) | (P<0.0085) | (P<0.2066)
DS 47 | -0.03966 0.1003 -0.008408 -0.0260
(P<0.7913) (P<0.5024) | (P<0.9553) | (P<8621)
VLDL-C AAA 94 | -0.0819 0.2856 0.2698 0.1328
(mmol/L) (P<0.4326) (P<0.0053) | (P<0.0085) | (P<0.2046)
DS 47 | -0.03609 0.1011 -0.01043 -0.0266
(P<0.8097) (P<0.4988) | (P<0.9445) | (P<8591)
AA AAA 94 | -0.191 -0.119 -0.196 -0.129
diametro (P<0.15) (P<0.246) (P<0.107) (P<0.208)

Tabla 14. Valores de correlacion entre los diferentes oxisteroles y
niveles de colesterol en donantes sanos y pacientes de AAA. DS:
Donantes sanos; AAA: pacientes con aneurisma; KC: cetocolesterol;
HC: Hidroxicolesterol; CT: colesterol total; HDL-C: lipoproteina de alta
densidad; LDL-C: lipoproteina de baja densidad. El coeficiente de
correlacion de Pearson (r) se muestra junto con la significancia
estadistica.
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Figura 20. Graficas de correlaciones establecidas entre los
niveles circulantes de 7-KC de pacientes y la expresion génica de
marcadores del estrés del RE y de estrés oxidativo en el tejido
aneurismatico de los mismos. A-C) Los graficos muestran la
correlacion entre los niveles de ARNm de IRE1, ATF6 y CHOP con los
niveles de 7-KC en pacientes de AAA (n=75). D-E) Los gréficos
muestran la correlacion entre los niveles de ARNm de NOX o p22phox
con los niveles de 7-KC en pacientes de AAA (n=78). Lar y la
significancia estadistica se calcularon a través del coeficiente de
correlacion de Pearson.
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La forma soluble del factor de crecimiento GDF15, que juega un papel
preponderante en las vias reguladoras de la inflamacion y se ha
relacionado con la apoptosis, reparacion celular y crecimiento celular,
ha demostrado ser un marcador con valor prondstico en pacientes con

198202 En  nuestra cohorte de

enfermedades cardiovasculares
pacientes hemos observado que los niveles de GDF15 se encuentran
significativamente elevados respecto a los donantes y se asocian con

el diametro adrtico y con la edad de los pacientes (Fig. 21).

Por otro lado S100A4, una proteina relacionada con la remodelacion
de la pared media de la aorta, por cuanto interviene en la regulacion
de la induccién y migracion de CMLs a través de la activacion de NF-
kB?*®. Hemos observado que tanto los niveles circulantes como la
expresion de S100A4 en tejido estan disminuidos significativamente
respecto a los donantes. No encontramos asociacion entre los niveles
circulantes de S100A4 y el diametro del aneurisma en los pacientes
aunque si observamos una débil correlacion negativa con la edad de
todos los sujetos (donantes y pacientes) incluidos en nuestro estudio.
(Fig. 22)
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Figura 21. Los niveles de GDF15 estan aumentados en los
pacientes con AAA respecto los donantes y correlacionan con
los datos de diametro aértico y edad. A) Niveles de proteina GDF15
soluble en plasma de pacientes y donantes (pg/mL). B-C) Grafica de
correlacion entre los niveles de GDF15 y el diametro aodrtico (B) y
edad de los pacientes (C). n=42 (donantes) n=96 (AAA), la
significancia estadistica se estableciéo mediante un test de student (A)
y a través del analisis de correlacion se obtuvo el coeficiente de
Pearson (B-C). D-E) Fotos representativas de secciones de aorta
abdominal parafinada captadas con el objetivo de 20x de mostrando la
expresion de GDF15 en la pared arterial de donantes y pacientes
(n=8-10).
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Figura 22. Los niveles de S100A4 circulante se hallaron reducidos
en los pacientes con AAA respecto los donantes A) Niveles de
proteina S100A4 en plasma de pacientes y donantes (ng/mL). B-C)
Correlacion de los niveles de S100A4 con el diametro adrtico (B) y con
la edad de los pacientes (C). n=42 (donantes) n=96 (AAA), la
significancia estadistica se estableciéo mediante un test de student (A)
y a través del analisis de correlacién se obtuvo el coeficiente de
Pearson (B-C). D-E) Fotos representativas de secciones de aorta
abdominal parafinada captadas con el objetivo de 20x de mostrando la
expresion de S100A4 en la pared arterial de donantes y pacientes
(n=8-10).
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1.6 La exposicion a 7-KC activa el estrés del RE, el estrés
oxidativo y altera la biogénesis mitocondrial.

En experimentos preliminares de apoptosis las CMLs se incubaron a
diferentes concentraciones de 7-KC, 15y 30 uM durante 24 y 48 h, tal
y como se describié anteriormente en la literatura®*?**. Observamos
que la concentracion mas alta de 7-KC era muy toxica tras 24 h de
incubacion. Por esta razon, los ensayos de apoptosis y expresion
génica se realizaron con la dosis mas baja testada, 15 yM. Para los
ensayos de apoptosis ayunamos las células durante 18 h antes de
afiadir el 7-KC durante 24 h, el porcentaje de células sanas, apoptosis
temprana, apoptosis tardia y células necréticas se midié por citometria
de flujo (Fig. 23)
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Figura 23. Apoptosis inducida por exposicion a 7-KC. Las CMLs
fueron expuestas a 7-KC (15x10°) durante 24 h en presencia o
ausencia de Ang Il (107 M). En el histograma se representa el
porcentaje de células vivas (LC), el de células en fase de apoptosis
temprana (apoptosis), el porcentaje de células en apoptosis tardia y
de células necréticas. Los valores se muestran como la media + ESM
(n=4; *p<0.01 vs. vehiculo; # p<0.05 vs. 7-KC).
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Por otro lado las células se expusieron a 7-KC durante 24 h para
analizar la induccion del estrés del RE y la biogénesis mitocondrial. Se
estudié la expresién génica de los siguientes marcadores: ATF4,
ATF6, CHOP, HSPA5, ERN1, SEL1L y CREDL2 observandose una
induccién significativa en todos ellos. Cuando los cultivos se co-
incubaron con Ang Il durante 48 h para estudiar sus efectos como
péptido vasoactivo, la expresion de HSPA5, ERN1 y CHOP se vi6

potenciada, sugiriendo un efecto sinérgico. (Fig. 24)

Adicionalmente, se estudié si la biogénesis mitocondrial estaba
alterada en las CML tratadas con 7-KC y si la co - incubacién con Ang
Il la afectaba o no. Se observd un descenso en la expresion de
PGC1a y TFAM, mientras que los niveles de NRF1 no se vieron
reducidos significativamente con el tratamiento de 7-KC (Fig. 25 A-B).
La exposicion a 7-KC incrementé ademas los niveles de MMP2 y IL-
18 (Fig. 25 C-D). La co-incubacion con Ang Il no modificé los efectos
que producia el 7-KC en los marcadores de la biogénesis mitocondrial
(Fig. 25). En la literatura se ha descrito que el 7-KC genera estrés
oxidativo en células vasculares®®*?®. En otra tanda de experimentos
con CMLs estudiamos si la produccion de ERO contribuia a la
induccién por 7-KC de los marcadores estudiados mediante la pre-
incubacién con los antioxidantes Tempol y NAC. Observamos que
ambos atenuaban la expresiéon de diversos marcadores del estrés

endoplasmatico y oxidativo en respuesta a 7-KC (Fig. 26).
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Figura 24. La exposicion a 7-KC induce el estrés del RE en CMLs
humanas y la co-incubaciéon con Ang Il tiene un efecto sinérgico.
A-G) Niveles de ARNm de ATF4, ATF6, CHOP, HSPA5, ERN1,
SEL1L y CREDL2 normalizados con GAPDH en CMLs estimuladas
con 7-KC (15x10® M) durante 24 en presencia o ausencia de Ang |l
(107 M). Los valores se muestran como la media + ESM (n=6; *p<0.01
vs vehiculo; # p<0.05 vs 7-KC).
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Figura 25. La exposicion a 7-KC reduce la expresion de
indicadores de la biogénesis mitocondrial e induce la expresién
de MMP2 e IL-1p en CMLs humanas. A-D) Niveles de ARNm de
PGC1a, TFAM, MMP2 e IL-1B normalizados con los niveles de ARNm
de GAPDH en CMLs estimuladas con 7-KC (15x10® M) durante 24 h
en presencia o ausencia de Ang Il (107). Los valores se muestran
como la media £ ESM (n=6; *p<0.01 vs vehiculo; # p<0.05 vs 7-KC).
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Figura 26. La preincubacion con los antioxidantes Tempol y N-
acetilcisteina protege frente a la respuesta a 7-KC. Niveles de
ARNm de NOX2, NOX4, ATF4, ATF6, CHOP, HSPA5, IRE1 y IL-1B
normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH en CMLs
estimuladas con 7-KC (15x10°® M) durante 24 h preincubadas o no con
Tempol (10° M) o NAC (10 mM) durante 24 h. Los valores se
muestran como la media + ESM (n=6; *p<0.01 vs vehiculo; # p<0.05
vs 7-KC).
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2. Resultados obtenidos en modelo murino

2.1 Histologia Basica

Las muestras de aorta abdominal murina procedente de todos los
grupos, fueron estudiadas mediante técnicas de histologia clasica
para analizar su estructura (Fig. 27).
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Figura 20. Histologia basica. A-D) Cortes representativos de aortas
abdominales murinas procedentes de ratones de los diferentes grupos
en estudio teAidas con tricromico de masson; E-H) orceina y I-L) con
rojo sirio. Las imagenes fueron captadas con el objetivo de 4x y 10x.
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2.2 El diametro adrtico se encuentra reducido en los ratones
tratados con TUDCA y PBA

El efecto de los inhibidores del estrés del RE en la formacion del
aneurisma se estudié en el modelo modelo murino ApoE™ infundido
con Ang Il. El diametro de la aorta abdominal de los animales
pertenecientes a los diferentes grupos de estudio (Salino, Ang I, PBA
y TUDCA) fue monitorizado mediante ultrasonografia a dia 0, 3, 7, 14,
21 y dia 28, coincidiendo este ultimo con el punto final del estudio. El
didmetro adrtico se cuantificd en imagenes capturadas de videos tanto

en plano tanto sagital como transversal (Fig. 28). A continuacién se

muestran las figuras de la evolucion del diametro adrtico a diferentes
dias y a punto final (dia 28) (Fig. 29 A-B).

Figura 28. Imagenes representativas de ultrasonografia de alta
frecuencia. Las imagenes fueron captadas a nivel de la aorta
suprarrenal en plano transversal y longitudinal de videos y analizadas
en los diferentes grupos experimentales de animales. A-D) Plano
transversal E-H) Plano sagital. de izquierda a derecha: Salino, Ang Il,
PBAy TUDCA
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Figura 29. La progresion del aneurisma de aorta abdominal (AAA)
se vio reducido con el tratamiento con los inhibidores clasicos
del estrés del RE, PBA y TUDCA. Los ratones ApoE” fueron
infundidos con salino o Ang Il y fueron tratados o no con TUDCA o
PBA durante 28 dias. A) El grafico muestra la evolucién del diametro
adrtico (mm) durante las 4 semanas de tratamiento, medido por
ultrasonografia. B) Diametro adrtico (mm) a dia 28 medido por
ultrasonografia. Los datos estdn expresados como media £+ ESM
*p<0.05 vs salino.
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2.3 El tratamiento los inhibidores del estrés del RE incrementa la
supervivencia y reduce la incidencia de formacién de AAA en los
ratones ApoE™ infundidos con Ang II.

La supervivencia de los ratones ApoE™ infundidos con Ang Il y
tratados con TUDCA fue mayor que en aquellos animales tratados con
PBA. La supervivencia de los ratones tratados con PBA fue similar a la
observada en los ratones del grupo problema pero observamos un
retraso de los eventos de muerte durante el tiempo de infusién con
Ang Il (Fig. 30 A).

En nuestro estudio cuantificamos la incidencia de formacion del
aneurisma abdominal de aorta en ambos sexos y en los diferentes
grupos de ratones tratados. La incidencia varié de forma significativa
entre machos y hembras, siendo del 90% en los primeros,

significativamente mas elevada que en las hembras (Fig. 30 B-D).

En la figura 30 se muestran fotos representativas de aortas fijadas de
cada grupo en las que es posible apreciar a nivel macroscopico el
remodelado adrtico generado en nuestro modelo murino y el efecto

beneficioso de la administracion de los farmacos (Fig. 30 E-F)
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Figura 30. TUDCA incrementa la supervivencia de los ratones
infundidos con Ang Il y la incidencia de formacion de AAA
disminuye con la administracién de ambos inhibidores del estrés
endoplasmatico. A) El grafico muestra los porcentajes de
supervivencia (%) de cada grupo experimental B-D) Los histogramas
representan el porcentaje de incidencia de AAA total y dividido entre
machos y hembras. E-F) Imagenes representativas de aortas fijadas
mostrando la formacién o no de AAA: E) Salino, Ang Il y TUDCA y F)
Salino, Ang Il y PBA.
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2.4 La presion sistolica esta reducida significativamente en los
ratones tratados con TUDCA y PBA.

Siguiendo los estudios in - vivo estos ratones fueron monitorizados
durante 6 semanas para cuantificar la presién sistélica previamente y
en paralelo con el seguimiento del diametro adrtico semanalmente. Se
ha descrito anteriormente que los ratones infundidos con Ang I
presentan una presién arterial alta y se consideran hipertensos
respecto a los animales infundidos con suero salino. El tratamiento
con los inhibidores del estrés del reticulo redujo de forma leve pero
significativa la presion arterial sistdlica en los ratones infundidos con

Ang Il pero no la presion arterial diastélica y media (Tabla 15)

Presiones Sistolica Diastdlica Media
Salino (n=7) 101.1 £ 2.4 70.1 + 7.6 81.6 + 5.2***
Ang Il (n=10) 131+£6.1%°  97.1+£133%°  108.8+11.3%®

Ang Il + PBA (n=11) 118.5+13*® 922+ 139"  101.9+153%

Ang Il + TUDCA (n=12) 122.9+10.7**® 94.4 +14.4%°  102.9 + 12°%

Tabla 15. Valores de presién arterial en los diferentes grupos de
estudio. *p-valor<0.05 respecto al grupo Ang II; %p-valor<0.05
respecto al grupo infundido con solucion salina.
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2.5 Andlisis comparativo de la expresion génica en los diferentes
grupos de animales que conforman el estudio.

La expresion de marcadores del estrés del RE fue analizada para
estudiar la activacion de las tres vias implicadas en la respuesta a la
acumulacion de proteinas mal plegadas (UPR) durante la infusién de
Ang Il en el ratén ApoE”. Los niveles de ARNm de todos los
marcadores analizados (ERN1, XBP1, ATF6, ATF4, HSPA5 y DDIT3)
se hallaron incrementados significativamente en los ratones infundidos
con Ang Il. La expresion de estos marcadores se estudid en la aorta
abdominal de ratones ApoE” infundidos con Ang Il a tiempo 0, y a 3,
7, 14 y 28 dias (Fig. 31). Al analizar los marcadores del estrés del RE
correspondientes con las diferentes vias de activacion del UPR se
observo que la expresion génica de la mayoria de ellos aumentaba lo
largo del tiempo de infusion con Ang Il, excepto HSPAS. La infusion de
los ratones con los farmacos PBA y TUDCA redujo de manera
diferencial los niveles de expresion génica de los marcadores de
estrés del RE ATF6, XBP1, HSPA5, ATF4 y ERN1 (Fig. 32).



RESULTADOS

A ATF6 B HSPAS

Niveles de ARNm ATF6
Niveles ARNm HSPAS
N

Dia0 Dia3 Dia7 Dia14 Dia28 Dia0 Dia3 Dia7 Diald Dia28

DDIT3 D ATF4

-]
1
I
2]

1

N
o
I

B
1

- -
o v
1 1

Niveles de ARNm DDIT3
o
i

Niveles de ARNm ATF4

JC1]

Dia0 Dia3 Dia7 Diald Dia28 Dia0 Dia3 Dia7 Dial4 Dia28

o
o

m
m
.
2
—

*hk

Niveles de ARNm ERN1
¥

1]

Dia0 Dia3 Dia7 Dial4 Dia?28

Figura 31. El estudio de expresion génica de los marcadores de
estrés del RE realizado a lo largo del tiempo de infusién con Ang
Il mostré un incremento de los mismos gradual o sostenido.
Histogramas mostrando los niveles de ARNm de A) ATF6 B) HSPAS
C) DDIT3 D) ATF4 y E) ERN1 se evaluaron por PCR a tiempo real y
se normalizaron mediante la expresion de GAPDH y de B-actina (n=8).
Los valores mostrados se corresponden con la media £ ESM *p<0.05
vs dia 0.
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Figura 32. El aumento de la expresiéon génica de los marcadores
del estrés del RE hallado en el AAA del modelo murino ApoE™
infundido con Ang Il se redujo con el tratamiento con PBA y/o
TUDCA. A-F) Los niveles de ARNm de ATF6, XBP1, HSPA5, ATF4,
DDIT3 y ERN1 se evaluaron por PCR a tiempo real y se normalizaron
mediante la expresion de GAPDH (n=8-14). Los valores mostrados se
corresponden con la media + ESM *p<0.05 vs AnglI
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También estudiamos la expresion de marcadores implicados en la
biogénesis mitocondrial y en el proceso de mitofagia: mtCO3,
DNML1L y BNIP3 y observamos que su expresion estaba alterada en
los ratones infundidos con Ang Il. El tratamiento con TUDCA recuperdé
la expresién génica del mtCO3 a los niveles hallados en el grupo

control (ApoE™ infundidos con salino) (Fig. 33).

Se analiz6 la expresion de los genes clasicos de la inflamaciéon como
son IL-1B, IL-6, EMR-1 y CCL2. Vimos que su expresion génica
estaba aumentada en la aorta abdominal de los animales infundidos
con Ang Il y que el tratamiento con TUDCA y PBA la disminuia parcial
o totalmente a los niveles de expresion encontrados en las aortas de

los animales del grupo salino (Fig. 34).
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Figura 33. Los marcadores de biogénesis mitocondrial y mitofagia
estan alterados en el AAA del ratén ApoE™ infundido con Ang II.
A-C) La expresion de mtCO3, BNIP3 y DNML1 se evalud por PCR a
tiempo real y se normalizd con la expresion de GAPDH (n=8-14). Los
valores representados se corresponden con la media + ESM. *p<0.05
vs Ang Il.
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Figura 34. La inducciéon de la expresion de genes relacionados
con la inflamacién se hallé modulada por el tratamiento con PBA
y / o TUDCA. A-D) La expresion de IL-1B3, IL-6, EMR-1 y CCL2 se
evalu6é por PCR a tiempo real y se normalizé con la expresion de
GAPDH (n=8-14). Los valores representados se corresponden con la
media + ESM. *p<0.05 vs Ang Il
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2.6 La actividad enzimatica se hallé reducida en TUDCA y PBA
Estudiamos los niveles génicos de las metaloproteinasas 2 'y 9, que se
conocen que estan alterados en el AAA, y su actividad enzimatica por
zimografia clasica para determinar si estaban afectados por la
inhibicién del estrés del RE in vivo (Fig. 35 A-B). Observamos que la
expresion génica de MMP9 y su actividad estaban disminuidas en la
aorta abdominal de animales tratados con TUDCA y PBA respecto al
grupo Ang Il, aunque mostraron mayor actividad que en el grupo
salino (Fig. 35 C). Sin embargo, los niveles génicos de la MMP2 sélo
se vieron ligeramente reducidos en la aorta de los animales tratados
con TUDCA. Respecto a la actividad de la MMP2, observamos que
estaba disminuida con TUDCA pero no con PBA (Fig. 35 D).
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Figura 35. La disminucion de la expresion génica de MMP9 por el
tratamiento con los inhibidores del estrés del RE se corresponde
con una bajada en la actividad enzimatica. A-B) La expresion de
MMP2 y 9 se evalu6 por PCR a tiempo real y se normalizé con la
expresion de GAPDH (n=8-14). Los valores representados se
corresponden con la media + ESM. *p<0.05 vs Ang Il. C-D) Gel
representativo que muestra los zimégenos de las MMP9 y 2 en
extractos proteicos de aorta abdominal de los animales de cada
grupo.
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2.7 La deficiencia para el gen DDIT3 no limita la dilatacion de la
aorta abdominal en el modelo ApoE”" infundido con Ang II.

CHORP es la proteina efectora de apoptosis activada por el estrés del
RE. Dada la importancia de los fendmenos de apoptosis que ocurren
en la pared vascular durante el desarrollo del AAA quisimos estudiar el
efecto de la deficiencia de CHOP en la formacién del aneurisma en los
ratones doble transgénicos con genotipo ApoE™ / CHOP™ infundidos
con Ang Il. La aorta abdominal de los diferentes grupos de animales
(ratones ApoE”/CHOP™ infundidos con solucién salina (Salino), ApoE
"ICHOP™ o ApoE”/CHOP** infundidos con Ang Il (Ang Il) y ratones
ApoE”/CHOP™ infundidos con Ang Il) fueron monitorizados mediante
ultrasonografia a 0 dias, 3 dias, 7 dias, 14 dias, 21 dias y 28 dias,
coincidiendo este ultimo con el punto final del estudio. Con esta
técnica se midi6 el diametro adrtico con imagenes capturadas tanto en
plano sagital como transversal. A continuacién se muestran las figuras
de la evolucion del diametro adrtico a diferentes dias y a punto final
(dia 28) (Fig. 36 A-B)
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Figura 36. La dilatacion del aneurisma de aorta abdominal (AAA)
no se hallé limitada por la deficiencia del gen que codifica para
CHOP. Los ratones ApoE™ / CHOP™ fueron infundidos con salino o
Ang Il durante 28 dias. A) Las graficas muestran la evolucién del
diametro adrtico (mm) durante las 4 semanas de tratamiento y B) el
didmetro adrtico (mm) a dia 28 cuantificados por ultrasonografia (n=5-

14). Los datos estan expresados como la media £+ ESM.
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2.8 La deficiencia de DDIT3 reduce la presion arterial y la
incidencia de formacion de AAA pero no mejora la supervivencia
de los animales ApoE™ infundidos con Ang II.

La supervivencia de los ratones doble transgénicos ApoE™” / CHOP™
infundidos con Ang Il comparado a los ratones ApoE™ infundidos con

Ang Il no mostré ninguna diferencia significativa (Fig. 37 A)

En nuestro estudio cuantificamos la incidencia de formacion del
aneurisma abdominal de aorta comparando los diferentes grupos
(ApoE™ / CHOP™ + Salino, Ang Il y ApoE™ / CHOP™ + Ang Il). La
incidencia disminuyé de forma significativa entre grupos, siendo del 90
% en el Ang |l y reduciéndose a un 33% en el grupo ApoE™ / CHOP”+
Ang Il (Fig. 37 B).

En la figura 25 se muestran fotos representativas de aortas fijadas
procedentes de animales incluidos en los diferentes grupos en
estudio: ApoE”/ CHOP™ + Salino, Ang Il y ApoE™”/ CHOP™ + Ang Il en
las que es posible apreciar a nivel macroscépico el remodelado adrtico
generado en nuestro modelo murino y el efecto beneficioso de la

deficiencia genética del gen que codifica para CHOP (Fig. 37 C).
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Figura 37. En los ratones ApoE™ / CHOP™ la incidencia de AAA
disminuye pero la supervivencia es similar a la del grupo de
ratones ApoE” infundidos con Ang Il. Comparativa de la
supervivencia entre los diferentes grupos de ratones macho y su
incidencia. A) El grafico muestra los ratios de supervivencia (%) de
cada grupo. B) Los histogramas representan el porcentaje de
incidencia de AAA. C) Imagenes representativas de aortas fijadas
mostrando la formacion o no de AAA y el remodelado en toda la
longitud de la aorta.
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2.9 La presion sistélica y media se hallé reducida en los ratones
ApoE” | CHOP™-,

Para cuantificar la presion arterial, los ratones ApoE™/ CHOP” fueron
monitorizados durante 6 semanas previamente a y durante la infusién
con Ang Il o salino y en paralelo con el seguimiento del diametro
aortico semanalmente. La deficiencia del gen DDIT3 mantuvo la
presion sistolica en los ratones infundidos con Ang Il a valores de
presion arterial similares a los observados en los ratones normotensos
(Tabla 16).

Valores de Sistolica Diastolica Media
presion arterial (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)
ApoE™ | CHOP™ 101 + 6.3*** 75.5 + 6*** 83.7 + 5.9%**

Salino (n=5)

Angiotensina Il 119+6.3 86.9 + 15.1 103 +11.6
(n=12)
ApoE™ /| CHOP™ + 97.1+9.2* 60.3 + 15.7 72.2 +13.1*
Ang Il (n=10)

Tabla 16. La deficiencia en el gen DDIT3 redujo la presion arterial
a valores de animales normotensos. Valores de presion sistélica,
diastélica y media en los ratones ApoE™ / CHOP™ infundidos con
salino o Ang Il en comparacién con el ratén ApoE™/ CHOP”* o ApoE™
/ CHOP™ infundido con Ang Il. *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 y ***p-

valor<0.001 respecto a Ang Il.
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2.10 Analisis bioquimico

El plasma de los ratones fue analizado para analizar su perfil lipidico.
Se realizdé la cuantificacion del colesterol total, de los niveles de
colesterol en HDL y los niveles de colesterol no HDL junto con un
analisis de la glucosa. (Tabla 17).

Salino (n=10) Angll (n=14)  TUDCA (n=14) PBA (n=11)

Lipidos plasmaticos totales

Colesterol (mM) 8.65 £ 0.88 9.02 £ 2.03 9.62 % 1.99 9.21+1.72
C°'e5t(?,/$" libre 55324267 28.48 £ 5.27 25.50 + 8.47 20.61 £ 4.17
Fosfolipidos 2.67 + 0.41 2.77 + 0.67 2.95+0.6 2.93 + 0.59
(mM)
Lipidos plasmaticos en HDL
Colesterol (mM) 0.88+0.12 1.11+£0.34 1.25+£0.37 0.93+0.26
Colesterol libre 0.07 +0.03 012 +0.11 0.11+0.13 0.08 + 0.06
(mM)
Fosfolipidos 0.75+ 0.1 0.92 + 0.25 0.93+0.2 0.79 + 0.23
(mM)
Lipidos plasmaticos en no HDL
Colesterol (mM) 7.77 £1.03 7.91+223 8.37 £1.39 8.28 +0.43
Fosfolipidos 2.10 £ 0.33 2.03 + 0.74 241073 2.27 + 0.67
(mM)
Otros parametros bioquimicos
Glucosa (mM) 13.07 £ 2.13 12.3+2.02 11.14 £ 2.61 13.43 £2.45

Tabla 17. Perfil lipidico realizado en el plasma de los diferentes
grupos de ratones. Se muestran los datos de concentracion de
colesterol, fosfolipidos, y glucosa.
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En la actualidad, las estrategias terapéuticas en pacientes con
aneurisma abdominal de aorta (AAA) se limitan a la reparacion
quirurgica invasiva en aquellos pacientes que presentan un alto riesgo
de ruptura. A dia de hoy, no se han establecido estrategias
farmacologicas efectivas para suprimir el desarrollo de AAA y para
prevenir la necesidad de una reparacion quirurgica e invasiva del

aneurisma'?7207-210,

Como consecuencia, la busqueda de nuevas
dianas terapeéuticas para limitar la progresion de la AAA es uno de los

retos a los que se enfrenta la investigacion actual.

En la dltima década, un numero creciente de estudios apunta a que
una induccion exacerbada del estrés del reticulo endoplasmatico (RE)
y del estrés mitocondrial podria ser perjudicial en multiples patologias,
entre ellas, las enfermedades cardiovasculares en las que se han
descrito desregulacion del trafico de proteinas y anomalias del RE
compatibles con el estrés del RE*>*"?'!. Sin embargo, el estrés del RE
no se ha considerado como una posible diana terapéutica en el AAA'y
se desconoce su papel en el proceso degenerativo de la pared
vascular durante la formacion, expansion y rotura del AAA. Nuestros
estudios en tejido aneurismatico procedente de pacientes con AAA
evidencian la participacion del estrés del reticulo y del estrés
mitocondrial, intimamente ligados con el estrés oxidativo y con los
procesos de apoptosis que ocurren en la pared de la aorta

aneurismatica.

En las muestras aneurismaticas humanas de nuestra cohorte de
pacientes, la respuesta a la acumulacién de proteinas mal plegadas
en el RE (UPR) se encontr6 activada tal y como se demuestra por la
sobre-expresion del eje IRE1-XBP1, de ATF6 y CHOP en
comparacion con las aortas abdominales de donantes, mientras que

no se observaron diferencias de expresion génica del factor de
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transcripcion ATF4 y de HSPA5, que codifica la chaperona BiP,
indicando una activacion diferencial de los tres ejes de la respuesta de
estrés del RE en la etapa final del AAA. Adicionalmente, estudiamos la
expresion de dos factores recientemente descritos en el estrés del RE,
CRELD2 y SEL1L y observamos que su expresion génica también
estaba aumentada en muestras aneurismaticas. CRELD2 esta
implicado en el procesamiento y trafico de proteinas a través del

6%'2, mientras que SEL1L

aparato RE-Golgi y esta regulado por ATF
participa en el complejo de degradacion de proteinas asociado al
estrés del reticulo (ERAD)?"® y sefiala las proteinas secretoras y de
membrana mal plegadas en el RE para su degradacién en el

proteasoma?™.

Nuestros estudios de inmunofluorescencia en tejido fijado indicaron
que la expresion de marcadores de estrés del RE estaba localizada
principalmente en las CMLs de la capa media y, en menor medida, en
el infiltrado inflamatorio de la pared aneurismatica. Estos resultados
sugieren que el estrés del RE podria estar relacionado con la
degeneracion de la pared arterial que ocurre durante la progresion de
la AAA. Recientemente varios autores demostraron que la inhibicion
del estrés del RE con acido tauroursodeoxicélico (TUDCA) o a través
del tratamiento con el péptido intermedin 1-53 o con estatinas redujo
la incidencia de la formacién de aneurismas en un modelo murino de
la enfermedad evidenciando el papel del estrés del RE en la formacién
de AAA*'>?'  Sin embargo, hasta la fecha, el nuestro es el Unico
estudio que ha analizado exhaustivamente las tres ramas efectoras de
la respuesta al estrés del RE en una cohorte extensa de pacientes con
AAA.
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La formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas la
actividad NADPH oxidasa (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-oxidase) y por la mitocondria juega un papel crucial en las

complicaciones vasculares?'®2%,

La expresion y actividad del
complejo enzimatico NADPH oxidasa se inducen por agentes
mecanicos, por agentes vasoactivos (angiotensina Il) y por el estrés
del RE?'®2"°_E| estrés oxidativo esta estrechamente relacionado con la
induccion de estrés del RE y también se sabe que esta involucrado en
los mecanismos patolégicos subyacentes a la formacion del
aneurisma de aorta abdominal®®'. El estrés del RE aumenta la
expresion y la actividad de la NADPH oxidasa, la mayor fuente de

139 A su vez,

especies reactivas de oxigeno (ERO) de origen vascular
las especies reactivas de oxigeno O, modulan las reacciones
inflamatorias y pueden inducir el reclutamiento de leucocitos, lo que
también contribuye a la progresion de AAA?2. En el plasma de nuestra
cohorte de pacientes con AAA observamos un aumento de ERO
circulantes respecto a los donantes que resulté ser independiente de
la edad. En el tejido aneurismatico de los pacientes con AAA
observamos ademas una expresion incrementada en las subunidades
NOX2 y p22phox de la NADPH oxidasa y una produccion exacerbada
de aniones superéxido y ERO mitocondriales. En contraposicion, la
expresion de NOX4 se encontrd reducida en la aorta de pacientes con
AAA respecto a las muestras de aorta abdominal de donantes, tal y
como describieron Guzik y col. en una pequena cohorte de pacientes

con AAA?%,

El RE estad estrechamente relacionado con la funcién mitocondrial
debido a sus comunicaciones estructurales y funcionales dentro de la

célula?®,

Se cree que la comunicacion entre el reticulo y la
mitocondria en situaciones de estrés da lugar a un circulo vicioso que

amplifica el estrés oxidativo que participa de la activacion de
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mecanismos de autofagia y apoptosis contribuyendo de esta manera

al remodelado y al dafio tisular'®.

La produccion de ERO y activacion de apoptosis dependiente de
mitocondria juega un papel critico en la progresién de la AAA en
modelos animales?°. Asi, se ha demostrado que la induccién de la
biogénesis mitocondrial conduce a una disminucion de la apoptosis y
de la produccion de ERO. Por el contrario, la biogénesis mitocondrial
se ve disminuida por el estrés oxidativo’®?’. En nuestra cohorte de
pacientes con AAA observamos que la expresion de los factores de
transcripcion que activan la biogénesis mitocondrial y regulan la
funcién mitocondrial (PGC1a, NRF1 y TFAM), asi como la expresion
de las citocromos B y C oxidasa, se encontraba reducida en el tejido
aneurismatico sugiriendo una reduccion del contenido mitocondrial. En
linea con nuestros hallazgos, en un estudio previo se describié una
disminucién en la expresion de PGC1a en la capa media de la aorta
aneurismatica en una cohorte de pacientes suecos?®. Ademas, la
tincion con Mitotracker green evidencié una reduccién de la masa
mitocondrial en la pared aneurismatica. Por lo tanto, nuestros
resultados refuerzan el concepto de que el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial podria ser una estrategia terapéutica
interesante y apuntan a posibles tratamientos que aumenten la
biogénesis mitocondrial para reducir la degeneracion de la pared

vascular en el AAA.

Por otra parte se sabe que los oxisteroles, componentes mayoritarios
de las lipoproteinas LDL oxidadas (LDLox), intervienen en la
patogénesis del envejecimiento vascular debido a sus propiedades
pro-oxidantes, proinflamatorias y pro-apoptéticas. Su contribucion a la
disfuncion endotelial, a la migracion de células musculares lisas y a la

rigidez arterial debido al incremento de deposicién de colageno y a la



DISCUSION

calcificacion se ha relacionado con la progresién de procesos
patoldgicos cronicos. Recientemente, se ha observado que el nivel de
ciertos oxisteroles y concretamente, los niveles de 7-KC, estan
alterados en lesiones ateroscleréticas, en ciertas enfermedades
neurodegenerativas (con valor pronostico), en enfermedades
intestinales  inflamatorias 'y otras condiciones patoldgicas
caracterizadas por la alteracion de captacién de colesterol y/o su
metabolismo'*®'822° E| 7.KC se considera un inductor de procesos
de apoptosis en placas ateroscleréticas, un denominador comun
presente en la pared adrtica de pacientes con AAA que ademas en su
mayoria, presentan dislipemia. Ademas, se ha descrito como un
potente inductor del estrés del RE y de procesos de autofagia en

cultivos de células vasculares'14°,

En nuestra cohorte de pacientes aneurismaticos, encontramos un
perfil de oxisteroles claramente alterado curiosamente similar al perfil
de oxisteroles recientemente descrito en un estudio realizado en
pacientes con esclerosis mdltiple (EM)'®. Otros estudios han
demostrado que los niveles de oxisteroles estan alterados en otras
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson,
enfermedades en las que el estrés del RE desempefia un papel
critico®® %223 | os niveles de 7-KC se encontraron significativamente
mas elevados en el plasma de los pacientes con AAA en comparacion
con los donantes sanos y que mostraban una correlacion positiva con
la expresion vascular de los marcadores de estrés del RE en AAA. En
este contexto, en publicaciones recientes se ha resaltado la
importancia de los oxisteroles circulantes en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y, en particular, el aumento de los
niveles de 7-KC se ha asociado con eventos de enfermedades

159,231

cardiovasculares . Sin embargo, la repercusion fisiopatoldgica del

aumento de 7-KC circulante en pacientes con AAA aun esta por
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dilucidar y se necesitan realizar estudios adicionales en otras cohortes

de pacientes que apoyen nuestros hallazgos.

En los ensayos con CMLs humanas, la incubacion con 7-KC evoco la
induccion de estrés del RE y fendmenos de apoptosis, tal y como
reportaron anteriormente Pedruzzi E y col.?*?. Se ha descrito que 7-KC
amplifica los procesos inflamatorios y regula la expresion de
citoquinas inflamatorias 'y metaloproteinasas (MMPs)'®®.  En
consecuencia, encontramos una induccién de la expresion de MMP-2
e IL-18 en CMLs humanas auspiciada por 7-KC, lo que respalda el
efecto perjudicial que este oxisterol podria tener en la pared vascular

durante el desarrollo de la enfermedad aneurismatica.

En cuanto a otros oxisteroles, en nuestra cohorte de pacientes los
niveles de 7p-HC fueron similares a los de los donantes. En contraste,
los niveles circulantes de 7a-HC, 24-S-HC y 27-HC se hallaron
significativamente mas bajos en los pacientes con AAA. Comparados
con otros oxisteroles, los niveles de 24-HC son dependientes de la
edad y disminuyen notablemente a partir de los sesenta afios. Una
disminucion en los niveles de 24-HC ha sido reportada anteriormente
en pacientes con EM y con Alzheimer?®®. Sin embargo, no se encontrd
correlacion entre los niveles de los distintos oxisteroles y la edad de
los individuos, lo cual se podria atribuir a la edad avanzada de nuestra
cohorte de pacientes y donantes de AAA. 24-HC y 27-HC son ligandos
de los receptores X del higado (LXR) que controlan la transcripcion de
los genes implicados en la homeostasis del colesterol y la inmunidad
innata®®*. Nuestra hipétesis es que una disminucién en los niveles de
24-HC, 27-HC y 7a-HC podria alterar la homeostasis del colesterol y
exacerbar una respuesta inmunologica en la pared vascular a través

de una reduccion en la activacion de los LXR. En conjunto, estos
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hallazgos sugieren que una alteracién en la red de oxisteroles puede

contribuir a la progresion del AAA.

Especulamos que el aumento de 7-KC circulante podria ocasionar un
incremento del colesterol libre intracelular y del estrés oxidativo. Entre
los oxisteroles, 7-KC y 27-HC, ambos inducen ERO en CML y en

2352%  En nuestros estudios con cultivos

células no vasculares
primarios humanos observamos que la pre-incubacién de CMLs con
antioxidantes atenuaba el aumento de la expresién de marcadores de
estrés oxidativo y del RE inducidos por 7-KC. En este contexto
encontramos una correlacion positiva entre la expresion de NOX2 o
p22phox y los niveles de 7-KC en pacientes con AAA, lo que respalda
el impacto negativo que este oxisterol pueda tener en la homeostasis

vascular.

La activacion del estrés del RE puede desencadenar cambios no solo
en la funcién mitocondrial sino también en la autofagia®*’ y se ha
descrito que el 7-KC induce autofagia y apoptosis en placas
ateroscleréticas avanzadas®®. La autofagia es un proceso catabdlico
importante que suministra proteinas, componentes citoplasmaticos y
organulos a los lisosomas para su degradacion y reciclaje. Si bien la
autofagia es un mecanismo citoprotector critico, se ha sugerido que
interviene en la muerte celular programada dependiendo de las

146239 En este estudio, encontramos un

circunstancias celulares
aumento en la expresion de Beclin-1, LC3ll y p62 en aortas
aneurismaticas humanas. A su vez, la mitofagia elimina la
acumulacion de mitocondrias danadas que, de otra manera, resultan
en una produccién excesiva de ERO y apoptosis®’?*°. Los niveles de
la proteina DRP1, un marcador de mitofagia, se encontraron
disminuidos en el tejido aneurismatico respecto al tejido sano de los

donantes. Esta reduccién podria derivarse de la disminucion del
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contenido mitocondrial, pero también podria sugerir que este

mecanismo de proteccidn esté desregulado en la pared aneurismatica.

En paralelo al estudio realizado en muestras humanas procedentes de
nuestra cohorte de pacientes con AAA, realizamos un estudio
preclinico en el ratén ApoE” infundido con Ang Il como modelo
experimental de AAA para testar el efecto in vivo de dos compuestos
inhibidores del estrés del RE. Escogimos este modelo dada su alta
reproducibilidad e incidencia en la formacion de aneurismas

abdominales'-1%,

Los compuestos usados fueron el Fenilbutirato de sodio (PBA) y el
acido tauroursodeoxicélico (TUDCA), cuya actividad inhibitoria sobre
el estrés del RE se ha demostrado ampliamente'''%2. EI PBA es un
farmaco ampliamente utilizado y descubierto hace mas de 50 afios
usado como adyuvante para el tratamiento crénico de enfermedades
congénitas de deficiencias en la produccion de enzimas del ciclo de la
urea®*'. Por otro lado el TUDCA, es un acido biliar de la familia de los
acidos colicos que comenzo a estudiarse en la década de los 80 para

el tratamiento de calculos biliares?*?243,

El estudio in-vivo demostré que el diametro aodrtico en los ratones
infundidos con Ang Il y tratados con PBA o TUDCA se veia disminuido
significativamente respecto al grupo problema (Ang Il).-La incidencia
de AAA en los ratones ApoE” infundidos con Ang Il de ambos sexos
se hallé disminuida con la administracion de PBA y TUDCA. Al
separar por sexos, la incidencia de formacion de AAA en hembras (50

% en el grupo problema) se vio reducida al 0 % y en machos al 20 %.

En la bibliografia actual no hay estudios en animales de

experimentacion sobre el desarrollo de AAA que solo incluyan
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hembras y los estudios que incluyen animales de ambos sexos son

3803308132244_246.

En estudios previos sobre mujeres y AAA es
evidente que se ha infravalorado los didmetros adrticos en mujeres en
el desarrollo del aneurisma debido a su baja prevalencia'’ respecto a
la poblacién masculina y seguir descartando a las hembras para los
estudios in-vivo puede ser un grave error al no tener en cuenta las
diferencias fisiolégicas entre machos y hembras. En cuanto a las
diferencias fisiologicas, la disminucion del AAA en hembras parece
provenir del papel protector de las hormonas, pues el efecto

desaparece al alcanzar la menopausia®?4>24.

La supervivencia de los diferentes grupos fue monitorizada en este
estudio y observamos que el tratamiento con TUDCA la mejoré
sustancialmente mientras que, el tratamiento con PBA a dia 28 mostré
la misma mortalidad que el grupo problema aunque se observé un
retraso en los eventos de muerte. Estos efectos se podrian explicar
por la bajada en la dilatacion adrtica y en la incidencia de AAA en el
caso del tratamiento con TUDCA, pero en el caso de PBA y a pesar
de disminuir el diametro aodrtico y la incidencia, la mortalidad se
mantuvo indicando que el TUDCA tiene un efecto protector adicional a
nivel de pared mientras que el tratamiento con PBA reduce el
desarrollo del aneurisma pero no evita la ruptura de la pared adrtica.

Estos datos evidencian claramente la relacidn existente entre el estrés
del RE y el desarrollo del AAA, y demuestra la eficacia de estos

farmacos para paliar el desarrollo de la enfermedad.

En cuanto a la presion arterial, los valores de la presion sistélica,
diastdlica y media demuestran que todos los animales infundidos con
Ang Il son hipertensos, pero en el caso de la presién sistdlica los
grupos de animales tratados con PBA y TUDCA mostraron una

disminucion significativa respecto al grupo Ang Il. Con estos datos
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podemos especular que los farmacos TUDCA y PBA tienen un ligero
efecto beneficioso sobre la presion arterial, pero insuficiente para
normalizar la presion sistélica del raton.

Los hallazgos obtenidos de nuestros estudios in vivo estan
respaldados en la literatura por otros estudios realizados sobre AAA
en ratones y que han sido publicados durante el desarrollo de la parte

experimental que se incluye en este trabajo de tesis®'*?"".

Para complementar los resultados obtenidos de la inhibicion
farmacologica del estrés del RE realizamos estudios adicionales en
animales para estudiar si la deficiencia en el factor pro-apoptético
CHOP que se ve activado por una induccién cronica del estrés del RE

limitaba la formacién de AAA en el ratén ApoE™ infundido con Ang Il

La incidencia de formacion de AAA se vio reducida en los animales
macho ApoE™ / CHOP” respecto a los animales macho ApoE™
infundidos con Ang Il. Ademas, en la gréafica donde se muestra la
evolucién del diametro aodrtico a lo largo del tiempo de estudio
observamos una tendencia a la estabilizacién de la expansion del
mismo respecto al grupo problema (ratones macho ApoE” / CHOP™y
ApoE™ / CHOP™ infundidos con Ang Il).

En cuanto a la supervivencia, los animales ApoE” / CHOP™" infundidos
con Ang |l parecen seguir la misma tendencia que los animales del
grupo problema. Estos resultados indican que la deficiencia genética
de CHOP no protege de la formacién de AAA ni reduce los eventos de

muerte por ruptura asociados si bien disminuye la incidencia.

En definitiva, nuestros datos in vivo indican que TUDCA es un farmaco
protector para el desarrollo y ruptura del AAA mientras que PBA tiene
un rol protector en la formacién del AAA pero un efecto insuficiente en

cuanto a que no protege de la ruptura de la aorta y que la supresion
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de apoptosis dependiente del estrés del reticulo puede contribuir al
desarrollo del AAA pero es insuficiente para prevenir su formacion y el

riesgo de ruptura.

En la aorta abdominal de los animales de los diferentes grupos de
estudio se analizaron marcadores del estrés del RE tales como ATF6,
XBP-1, HSPA5, ATF4, CHOP o ERN1. Comparado con los niveles
expresados en el grupo Ang Il, el tratamiento con TUDCA disminuyo
significativamente la expresion de todos los marcadores a excepcion
de CHOP. Por otro lado el tratamiento con PBA tuvo unos efectos mas
limitados pues Unicamente disminuyo significativamente la expresion
de ATF6, XBP-1 y ERN1, mientras que la expresion HSPA5, ATF4 y
CHOP no se vio modulada. Estos resultados explican que TUDCA sea
mas efectivo para limitar el desarrollo de AAA que el tratamiento con
PBA.

Al analizar la expresion de genes relacionados con la mitofagia y la
biogénesis mitocondrial, observamos que la expresion del gen mtCO3
como indicador de la masa mitocondrial se encontré disminuido®’
mientras que la expresion del gen DNM1L que codifica a la proteina
dynamin related protein 1y la del gen BNIP3 que codifica a la proteina

2248249 e encontraron aumentados en la

3 que interactua con BCL
aorta abdominal del grupo problema. DRP-1 es clave en la fision
mitocondrial en células normales y media la fragmentacion
mitocondrial durante el proceso de muerte celular programada 82
BNIP3 es una proteina pro-apoptética que participa de la apoptosis
mediada por mitocondria a través de la formacion de poros en la
membrana externa mitocondrial e interviene en el recambio
mitocondrial por autofagia. Su sobreexpresion se relaciona ademas
con la generacion de ERO. El equilibrio entre la destruccion y la

generacion de mitocondrias es importante por cuanto afecta a la
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generacion de ERO y activa o inhibe la apoptosis. Una mitocondria
disfuncional junto con una disminucién de la biogénesis mitocondrial
puede conllevar un rapido incremento en el dafo oxidativo, lo que
conllevaria la muerte celular'®®'®’.

El tratamiento con TUDCA previno la bajada de expresién de mtCO3
pero ninguno de los dos inhibidores del estrés del RE tuvo efecto en la
expresion de DNML1 y BNIP3 en la aorta abdominal de los animales
infundidos con Ang Il. Estos resultados indican que el tratamiento con
TUDCA puede tener cierto efecto protector de la biogénesis
mitocondrial y que la inhibicién del estrés del RE por cualquiera de las
dos chaperonas quimicas no previene la apoptosis dependiente de

mitocondria en la aorta abdominal.

También se analizaron genes relacionados con la inflamacién ya que
la inflamaciéon se halla intimamente relacionada con el AAA. La
expresion génica de IL-1B, IL-6, CCL2 y EMR-1 se hall6 aumentada
en la aorta abdominal de los animales infundidos con Ang Il. IL-13 e
IL6 son dos citoquinas pro-inflamatorias liberadas por macréfagos y
monocitos pero también por la CMLs favoreciendo el reclutamiento
leucocitario. La IL-6 se induce por la IL-1B3 y al contrario que ésta, la
IL-6 puede tener también un papel anti-inflamatorio. La CCL2 también
conocida como MCP-1 es una proteina relacionada con el
reclutamiento leucocitario, especificamente de los monocitos vy
finalmente, el EMR-1 es un receptor de membrana de macréfagos que
no se expresa por células vasculares®'?*2. También se analizé la
expresion de las metaloproteinasas 2 y 9, ampliamente relacionadas
con la remodelacién de la MEX y se vio que estaba claramente
inducida en la aorta abdominal de los animales infundidos con Ang Il.

La expresion de EMR-1 e IL-6 se encontré disminuida con ambos

tratamientos mientras que la expresion de IL-1B se vio modulada
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unicamente por el tratamiento con TUDCA y la de CCL2 por el
tratamiento con PBA. Estos datos demuestran que el tratamiento con
ambos inhibidores reduce la inflamacién a nivel de pared que
caracteriza al AAA. En cuanto a la expresién y actividad zimogénica
de las metaloproteinasas, solo la de MMP9 se hallé disminuida con
ambos tratamientos en la aorta abdominal de los animales infundidos
con Ang Il mientras que la expresion de MMP2 pero no su actividad
gelatinolitica se hallé6 disminuida por la administracion de TUDCA.
Esto explicaria en parte que el TUDCA proteja mas de la ruptura del

aneurisma respecto al tratamiento con PBA.

En resumen, nuestro estudio resalta la importancia del estrés del RE y
la biogénesis mitocondrial en AAA y demuestra, por primera vez, que
una alteracion del perfil de oxisteroles puede estar asociada a esta
enfermedad. Nuestros datos respaldan la hipétesis de que el aumento
en los niveles de 7-KC y la disminucién en las concentraciones
plasmaticas de varios hidroxi-colesteroles podrian contribuir a la
activacion del estrés del RE y la inflamacion crénica en la aorta de los

pacientes con AAA.

Ademas, los resultados obtenidos de nuestros estudios en animales
demuestran que la inhibicion del estrés en el RE limita la formacion del
AAA y respaldan la contribucién del estrés del RE en el desarrollo de
esta enfermedad como parte de los procesos fisiopatoldgicos
implicados. En definitiva, nuestros resultados sugieren que el estrés
del RE vy la disfunciéon mitocondrial podrian ser dianas potenciales de
nuevas estrategias terapéuticas encaminadas a limitar la progresion
del aneurisma en pacientes que se diagnostican con AAA en una
etapa temprana y en los que se hace seguimiento del diametro

aortico.
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Limitaciones de nuestro estudio

En nuestro estudio, encontramos las restricciones inherentes del
trabajo con especimenes humanos. En concreto, la disponibilidad de
muestras adrticas se ve obstaculizada por el requisito de donantes
multiorganicos, de los cuales es casi imposible obtener muestras de
sangre. Por lo tanto, la aorta saludable y los donantes de sangre no
son del mismo grupo de individuos. Finalmente, hay diferencias
importantes entre los pacientes con AAA y los donantes sanos con
respecto a los datos clinicos. Falta la informacion clinica completa de
los donantes de nuestro estudio, incluyendo aquellos tratamientos
farmacologicos a los que estuvieran sometidos y que pudieran
interferir en nuestros resultados. Sin embargo, después de realizar el
analisis estadistico correspondiente, podriamos excluir la edad, el
sexo, el tabaquismo, la hipertensién y la diabetes tipo 2 como factores

de confusion de nuestras observaciones actuales.
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Las conclusiones de este trabajo respecto a las hipétesis marcadas

son las siguientes:

1.

Respecto a la primera hipétesis:
La expresion de los marcadores del estrés del RE, el estrés
oxidativo y la apoptosis estan aumentados mientras que la
biogénesis mitocondrial se encuentra disminuida en las muestras
de AAA de pacientes en comparacion con muestras de aorta
abdominal procedente de donantes. Estos resultados nos indican
que el estrés del RE crénico forma parte de los mecanismos
fisiopatoldgicos implicados en la formacion del AAA.

Respecto la segunda hipétesis:
Los niveles de algunos oxisteroles y otras moléculas circulantes de
marcadores potenciales de la enfermedad estan alterados en el
plasma de pacientes con AAA pero en su mayoria no se asocian
con el diametro de la aorta aneurismatica; uUnicamente existe
correlacion positiva entre los niveles de Gdf15 y el diametro.

Respecto la tercera hipoétesis:
Tanto la inhibicion farmacoldgica para reducir el estrés del RE in
vivo como la deficiencia génica del factor pro-apoptético CHOP
activado por el estrés del RE en animales de experimentacion,
reducen la incidencia de formacion del AAA y protegen la pared
vascular del remodelado destructivo que ocurre en el desarrollo del
AAA.

En definitiva, podemos concluir que nuestros resultados evidencian la

activacion de estrés del RE en el AAA humano y sugieren que su

inhibicién podria constituir una estrategia terapéutica para limitar del

desarrollo de esta enfermedad.
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