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El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una enfermedad vascular caracterizada por una 
dilatación local de la aorta abdominal superior al 50% del diámetro normal y que afecta al 
5-8% de la población masculina mayor de 65 años. Es un proceso degenerativo que puede 
culminar en la rotura de la pared vascular hecho que se asocia al 75% de mortalidad. No 
existe ningún tratamiento farmacológico efectivo para limitar su progresión o evitar su 
rotura siendo la cirugía la única terapia disponible. Es una enfermedad asintomática lo que 
hace necesario la identificación de biomarcadores circulantes que permitan el diagnóstico 
y/o pronóstico de la enfermedad. Histológicamente se caracteriza por una degeneración de 
los elementos estructurales de la pared de la aorta y un remodelado de la media de origen 
multifactorial, con evidencia de inflamación crónica, hipervascularización, destrucción de la 
lámina elástica y depleción del músculo liso. En este remodelado de la pared vascular 
asociado al desarrollo del AAA las CMVL juegan un papel fundamental.   

El CD146 es una glicoproteína de membrana implicada en la unión de las células vasculares 
a la MB. Es conocido como receptor de la cadena α-4 de la laminina y correceptor del 
VEGFR2. Está implicado en procesos como la adhesión, diferenciación, migración y 
proliferación celular, angiogénesis e inhibición de la apoptosis y su expresión y la de su forma 
circulante, sCD146, se ha asociado con patologías inflamatorias que presentan daño 
vascular.  

El objetivo principal de esta tesis es comparar la estructura de la pared de la aorta del AAA 
con la de la AN y estudiar la expresión y actividad del CD146 en el AAA, así como valorar su 
forma soluble como posible biomarcador diagnóstico de la enfermedad. 

Hemos observado que los tejidos de AAA humana presentan alteraciones en la estructura 
de la pared acompañadas de cambios de los niveles de expresión del ARNm del DAG-1 y de 
las lamininas de la MB. El ARNm de las cadenas α-2, 3, 4 de la laminina y del DAG-1 se 
encuentran incrementados en el AAA mientras que la expresión de la cadena α5 está 
disminuida.  

En muestras de tejido de AAA y AN, hemos demostrado que la expresión del CD146 a nivel 
de ARNm y proteína disminuye en el tejido patológico debido mayoritariamente a la 
disminución de su expresión en las CMVL de la capa media. La pérdida de expresión del 
CD146 en las CMVL se asocia con la disminución de la expresión de las proteínas del fenotipo 
contráctil de las CMVL, Calponina-1, TAGLN y SM-MHC y el incremento de la expresión del 
marcador de fenotipo desdiferenciado S100A4. 

Utilizando cultivos primarios de CMVL tratados con TGF-β1 demostramos que la expresión 
de CD146 se correlaciona con el fenotipo contráctil de las CMVL pero la sobreexpresión de 
CD146 no regula el fenotipo de las CMVL ni modifica la capacidad de migración y 
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proliferación de las CMVL en cultivo. Por el contrario, la sobreexpresión de CD146 aumenta 
la capacidad de adhesión de las células al sustrato y disminuye la apoptosis inducida por 
citoquinas proinflamatorias.  

Finalmente, los pacientes con AAA presentan niveles circulantes de sCD146 más bajos que 
los controles sanos. En los pacientes de AAA los niveles de sCD146 se correlacionan con los 
niveles de ARNm de CD146 en tejido y se correlacionan negativamente con el diámetro de 
la aorta. El análisis estadístico indica que los niveles de sCD146 predicen la presencia de AAA 
con alta especificidad y sensibilidad. 

En conjunto, este trabajo demuestra la importancia de la interacción de las CMVL con la MB 
en el desarrollo del AAA y que en esta enfermedad se produce un cambio fenotípico de las 
CMVL que pasan del fenotipo contráctil de la aorta sana a un fenotipo sintético o 
desdiferenciado de la aorta patológica. Por otro lado, propone un biomarcador diagnóstico 
con posible utilidad clínica para detectar la presencia de AAA desde fases tempranas de la 
enfermedad. 

   –– 
Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a vascular disease characterized by a focal dilatation of 
the abdominal aorta larger than 50% of the normal diameter, and affects 5-8% of male over 
65 years old. It is a degenerative process and it can culminate in a vascular wall’s rupture, 
which is associated with 75% of death. To date, there is no pharmacological treatment to 
limit an aneurysm progression or to prevent its rupture, and surgery is the only available 
therapy. AAA is usually asymptomatic until it ruptures, which emphasizes the need to 
identify new circulating biomarkers that facilitate the diagnosis and/or the prognosis of the 
disease.  

Histologically, AAAs are characterized by destruction of the structural elements of the aortic 
wall and remodeling of the media, along with a chronic inflammatory process, 
hypervascularization, destruction of the elastic lamina and smooth muscle depletion. In this 
remodeling of the vascular wall related to AAA development, vascular smooth muscle cells 
(VSMC) play a crucial role. 

CD146 is a membrane glycoprotein implicated in the adhesion of vascular cells to the basal 
membrane (BM). It is known to act as a receptor of the α-4 laminin subunit as well as cor-
receptor of VEGFR2. Moreover, it is involved in processes such as adhesion, cellular 
differentiation, migration and proliferation, angiogenesis, and apoptosis inhibition. Besides, 
CD146 expression and the expression of its circulating form, sCD146, have been associated 
with inflammatory pathologies that present vascular remodeling. 
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The aim of the present work is to compare the aortic wall structure of human AAA and NA 
tissues and to study CD146 expression and activity in the AAA tissue, as well as to analyze its 
circulating form as a putative diagnostic biomarker of the disease. 

We have observed that human AAA tissues present structural alterations in the aortic wall 
accompanied with changes in BM’s DAG-1 and laminin mRNA expression levels. α-2, 3 and 4 
subunits of laminins and DAG-1 are overexpressed in AAA, while α-5 subunit is 
downregulated. 

Comparing human AAA and NA tissues, we have also demonstrated that CD146 mRNA and 
protein expression is downregulated in the pathological tissue, mostly due to the loss of its 
expression in VSMC from the media layer. Likewise, the loss of CD146 expression in VSMC is 
associated with downregulation of the VSMC’s contractile phenotype’s markers Calponina-
1, TAGLN and SM-MHC, while it associates with upregulation of the de-differentiated 
phenotype’s marker S100A4. 

By using primary culture of VSMCs treated with TGF-β1, we have demonstrated that CD146 
expression correlates with VSMC’s contractile phenotype. However, CD146 upregulation 
does not regulate cell phenotype or cell migration and proliferation capability in vitro. 
Conversely, CD146 upregulation increases cell adhesion to the substrate and decreases pro-
inflammatory cytokine’s induced cell apoptosis. 

Finally, AAA patients present lower circulating sCD146 expression levels than healthy 
controls. In AAA patients, sCD146 levels positively correlate with CD146 mRNA tissue levels 
and show an inverse correlation with the diameter of the aorta. Statistical analyses indicate 
that sCD146 levels predict AAA presence with a high specificity and sensitivity. 

Overall, this work demonstrates the importance of VSMC and BM interaction in AAA 
development and suggests that VSMC modulate their phenotype during the disease process, 
from a contractile phenotype of the healthy aorta to a de-differentiated or synthetic 
phenotype of the pathologic aorta. On the other hand, it proposes a diagnostic biomarker 
with a possible clinical use to detect AAA presence at early stages. 
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1. Estructura de la arteria 

 

La pared de las arterias está compuesta por 3 capas o túnicas concéntricas: capa interna o 
túnica íntima, capa o túnica media y capa externa o túnica adventicia (Figura 1). La 
composición de estas capas varía entre las diferentes arterias, que en función de su tamaño 
se clasifican en 3 grupos: las arterias grandes o elásticas, las medianas o musculares, y las 
pequeñas o arteriolas.  

La túnica íntima reviste la superficie interna del vaso y está compuesta por una monocapa 
de células endoteliales con su lámina/membrana basal (MB), tejido conjuntivo subendotelial 
y la lámina elástica interna. La capa de tejido conjuntivo subendotelial contiene fibras de 
colágeno y elásticas, y el tipo de célula principal es la célula muscular de vasculatura lisa 
(CMVL), aunque ocasionalmente pueden aparecer macrófagos. La íntima constituye una 
barrera de permeabilidad selectiva entre las células, componentes sanguíneos y el tejido 
vascular, y ejerce un papel activo en la regulación de la homeostasis vascular. 

La túnica media es normalmente la capa más gruesa de las arterias. Está constituida por 
CMVL dispuestas en forma concéntrica, fibras de colágeno y elásticas en proporción variable 
según el tipo de arteria, y matriz extracelular (ME). Las CMVL son células contráctiles y son 
las responsables de la síntesis de las fibras de colágeno, elastina y demás moléculas de la 
ME. Se distribuyen en capas y están rodeadas de una MB externa. La elastina se encuentra 
entre las capas de células en forma de láminas fenestradas facilitando la difusión de 
sustancias dentro de la pared arterial. La lámina elástica externa separa la capa media de la 
adventicia. 

La túnica adventicia es una capa delgada de tejido conjuntivo. Está formada principalmente 
por ME (con fibras de colágeno y elásticas), fibroblastos y macrófagos. La adventicia sirve de 
soporte para las terminaciones nerviosas y los vasa vasorum (una red finísima de pequeños 
vasos que se encargan de aportar nutrientes y oxígeno a la pared arterial) y de conexión 
entre las capas internas de la pared arterial y los tejidos circundantes. 



Introducción 

36 
 

 

 
2. La célula muscular de vasculatura lisa  

 

La principal función de las CMVL en los vasos sanguíneos adultos, es la de mantener el tono 
y ofrecer resistencia al vaso frente a los cambios hemodinámicos. Estas funciones vienen 
determinadas por los receptores de superficie involucrados en la unión célula-célula y las 
interacciones entre las células y las proteínas de la ME (2). 

Las CMVL presentan propiedades morfológicas y funcionales distintas dentro del mismo 
vaso sanguíneo así como en diferentes tipos de vasos, por ejemplo, arterias y venas. Poseen 
una plasticidad que les permite cambios reversibles de fenotipo, lo que se conoce como 
“modulación fenotípica” o “cambio de fenotipo”. Así, en respuesta a cambios del ambiente 
extracelular como una lesión vascular o formación de neoíntima, las CMVL cambian de un 
fenotipo contráctil o diferenciado a un fenotipo sintético o desdiferenciado (3) (4) (5).   

Durante el desarrollo vascular normal, la plasticidad fenotípica de las CMVL es muy 
importante. Durante dicho proceso, las CMVL presentan una alta tasa de proliferación, 
migración y síntesis de los componentes de la ME, como colágeno, elastina y proteoglicanos 
(PG), críticos para la maduración del vaso y el remodelado vascular. Una vez desarrollado 
por completo el vaso, las CMVL se diferencian a un fenotipo contráctil para asumir las 
funciones que requiere la pared arterial madura (4).  

Figura 1. Estructura 
de la arteria. 
Esquema de las tres 
capas principales de 
la pared (íntima, 
media y adventicia) 
y las láminas 
elásticas que las 
separan (lámina 
elástica externa e 
interna). Imagen 
adaptada de Krestan 
et al. (1). 
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Sin embargo, esta modulación fenotípica puede resultar perjudicial cuando las CMVL 
responden a señales ambientales patológicas con un cambio fenotípico hacia un fenotipo 
sintético, contribuyendo así a la progresión de la enfermedad vascular (3). De hecho, se ha 
descrito que las alteraciones del fenotipo de las CMVL juegan un papel clave en la 
fisiopatología de múltiples enfermedades como la aterosclerosis, restenosis, metástasis 
tumoral e hipertensión (4) (5). 

El fenotipo “contráctil” o diferenciado se caracteriza por una velocidad de proliferación 
extremadamente baja, una baja actividad sintética y la expresión de un conjunto de 
proteínas contráctiles, canales iónicos y señalizaciones moleculares que la célula necesita 
para realizar sus funciones (4). 

Algunas proteínas contráctiles y del citoesqueleto, como la proteína α-actina del músculo 
liso, codificada por el gen ACTA2, la Calponina-1, que la codifica el gen CNN1, y la transgelina, 
conocida como TAGLN/SM22α y codificada por el gen TAGLN, participan en la regulación de 
la contracción del músculo liso. Su expresión transcripcional depende del fenotipo y se 
conocen como marcadores musculares de las CMVL. También se han empleado como 
marcadores moleculares del fenotipo las diferentes isoformas de la caldesmona, codificada 
por el gen CALD, la miosina de cadena pesada del músculo liso (SM-MHC), que codifica el 
gen MYH11, la α-tropomyosina, codificada por el gen TPM1, y la vinculina/meta-vinculina, 
que codifica el gen VCL  (3) (6).  

El fenotipo sintético se caracteriza con un incremento de la proliferación y de la migración, 
por la represión de los genes que codifican proteínas contráctiles y, en respuesta a un 
proceso inflamatorio, por la inducción de la expresión de las MMP. También presenta un 
cambio de morfología, perdiendo la forma de huso (splinde shaped morphology), 
característica de la célula muscular contráctil, y adquiriendo una morfología romboide (4). 

La proteína de unión al calcio S100A4, también conocida como MTS1 y codificada el gen 
S100A4, es una proteína de señalización intracelular de Ca++ que puede secretarse (5) (6). Se 
ha descrito como marcador metastásico que presenta funciones intra y extracelulares y 
promueve la migración celular (7) (8).  Debido a funciones como inhibir la fosforilación de 
proteínas como la cadena de miosina no muscular (9) e interaccionar con proteínas del 
citoesqueleto, como por ejemplo, la actina (10) puede influir en la motilidad y morfología de 
las células (7). 

La S100A4 se ha identificado como marcador de las CMVL sintéticas en humanos in vivo (11). 
Un estudio demostró que el S100A4, vía extracelular, induce la modulación del fenotipo de 
la fase contráctil a la fase sintética: cambio de morfología, la disminución de la expresión de 
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los marcadores musculares y el incremento de la proliferación, migración celular y 
producción de MMP (7). 

     

 

El mecanismo exacto implicado en la regulación del fenotipo de las CMVL aún está por 
descubrir. No obstante, mediante modelos in vitro e in vivo se ha demostrado que la 
regulación de la expresión de los genes marcadores musculares del fenotipo contráctil 
depende de múltiples elementos CC (A/T) 6CG o CArGbox y del factor de respuesta al suero 
(SRF)  (12) (13). También se ha descrito que el factor de transcripción KLF-4 (Krüppel-like 
factor-4) regula la represión de los genes marcadores de diferenciación de las CMVL  (14).  

Las propiedades de la vasculatura arterial dependen de las CMVL y de su interacción con las 
proteínas de la ME y de la MB. En condiciones patológicas esta interacción se altera (15) y 
las CMVL sufren alteraciones en su función contráctil, en la producción de las MMP (16) (17) 
y en el remodelado de la media (18).  De hecho, en pacientes con aterosclerosis se ha 
observado una represión de los genes TAGLN, ACTA2 y MYH11 junto a un incremento de la 
expresión de las MMP-2, MMP-3 y MMP-9 (5) (19). 

Se conoce poco sobre la expresión fenotípica de las CMVL en la lesión aneurismática y su 
posible papel en la evolución de la enfermedad.  

 

3. La matriz extracelular y la membrana basal  

 

La matriz extracelular (ME) es el conjunto de materiales extracelulares que forman parte de 
un tejido en el que están "inmersas" las células. Es un entramado de moléculas, proteínas y 
carbohidratos que se disponen en el espacio intercelular y que es sintetizado y secretado 

Figura 2. Características de los fenotipos de las CMVL, contráctil y sintético. Imagen adaptada 
de Rzucidlo et al. (4). 
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por las propias células. Las proteínas que forman parte de la ME son largas y filamentosas, 
proporcionan resistencia a la tracción y canales para la comunicación y el movimiento de las 
células del tejido (20).  

La ME de las paredes de los vasos está constituida por las membranas basales (MB) y una 
matriz intersticial fibrilar. Entre las MB se distinguen la MB endotelial, que envuelve los 
pericitos, y la MB que secretan las CMVL, la cual es independiente y morfológicamente 
distinguible de la MB endotelial. Subyaciendo a la MB endotelial se encuentra una matriz 
intersticial fibrilar que interconecta las MB y está compuesta principalmente por colágenos 
tipo I y III y otras proteínas como elastina, PG (glicoproteínas altamente glicosiladas), 
fibronectina y lamininas (21). 

                     

 

La MB es una lámina altamente especializada de la ME. Por microscopía electrónica se ha 
observado que está compuesta por dos capas, la lámina basal y la lámina reticular y su 
composición molecular varía en función del tejido. Aunque originalmente había sido 
considerada una estructura de soporte a la cual las células se adhieren, actualmente se sabe 
que los componentes de la MB regulan actividades biológicas como el crecimiento celular, 
la diferenciación y migración. De hecho, se sabe que algunas enfermedades genéticas y 
adquiridas están asociadas a defectos en los componentes de la MB (20).  

Figura 3. Representación de las 
membranas basales de un vaso 
sanguíneo. Se muestra la MB que 
subyace al endotelio, envolviendo 
los pericitos, la MB que envuelve a 
las CMVL, y la matriz intersticial 
que interconecta las MB. Imagen 
adaptada de Yousif et al. (21). 
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La MB de los vasos sanguíneos está compuesta mayoritariamente por colágeno IV y 
lamininas, constituyendo el 50% de las proteínas que la componen. Además, contiene PG de 
heparan sulfato (HSPG), nidógenos y en menor cantidad otras proteínas como la fibulina, la 
osteopontina, la agrina, y colágenos del tipo XV y XVIII (20). El autoensamblaje de la MB se 
conforma con las lamininas como centro de la red. Estas glucoproteínas, a través de otras 
glucoproteínas, como el perlecan (HSPG) o el nidogeno, se unen al colágeno IV formando 
una estructura tipo andamio confiriendo estabilidad estructural (22).  

 

             

 

Las lamininas son una familia de proteínas heterotriméricas compuestas de tres cadenas (α, 
β, γ) de aa altamente glicosiladas y unidas por puentes de disulfuro. Se han identificado cinco 
cadenas α, cuatro cadenas β y tres cadenas γ, que se combinan y dan lugar a 18 isoformas 
de lamininas (21). Las diferentes isoformas se denominan de acuerdo con las tres cadenas 
que la componen, por ejemplo, la laminina 211 está compuesta de las cadenas α2, β1 y γ1 
(23). Las lamininas son las responsables de las funciones biológicas de la MB ya que, a través 
de su interacción con receptores de membrana de la superficie celular (15) (21), participan 

Figura 4. Estructura de la MB y sus componentes. Esquema del andamio que conforman las 
lamininas y el colágeno IV a través de los puentes creados por el Nidogeno/entactina; y el resto 
de componentes de la MB que interaccionan con la red y se organizan para dar forma a una MB 
funcional. Imagen adaptada de Kalluri et al. (20). 
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en la adhesión y migración celular y regulan la proliferación, diferenciación y supervivencia 
celular (24). 

El dominio N-terminal de la cadena de las lamininas participa en el autoensamblaje para 
formar la red de la MB, mientras que los sitios de unión a los receptores se encuentran en 
los dominios C-terminal, formados únicamente por secuencias de la cadena α lo que hace 
que sean estas cadenas las importantes en la transducción de señales específicas vía 
receptor (21).  

En las células endoteliales vasculares se ha descrito la expresión de las cadenas α4 y α5 de 
la laminina que se combinan con las cadenas β1 y γ1 formando las lamininas 411 y 511 
respectivamente (21). La laminina 411 también se ha identificado en la membrana basal 
endotelial vascular bajo condiciones inflamatorias y homeostáticas (25). Asimismo, en 
células endoteliales en cultivo, el TNF-α induce la expresión de la cadena α4 y la 
progesterona y los factores angiostáticos la α5, lo que indica distinta funcionalidad de ambas 
lamininas (26).  

En el músculo liso de los grandes vasos como la aorta en cambio, se ha descrito que las CMVL 
expresan las cadenas α2, α4 y α5 y las cadenas β1 y β2, lo que sugiere la presencia de las 
lamininas 211, 411, 511, 221, 421 y 521 (27). No obstante, en comparación con el endotelio, 
el conocimiento de las lamininas de la MB de las CMVL es escaso, tanto en condiciones 
normales como en patológicas (15). 

Entre los receptores que se unen a las cadenas α2, α4 y α5 de las lamininas se han descrito 
las integrinas β1 y β2, la molécula de adhesión celular basal del grupo sanguíneo Lutheran 
(Lu/BCAM) y el α-distroglicano (21).  

Las integrinas son mecanosensores transmembranales que transmiten señales de la ME al 
citoesqueleto y/o activan vías de señalización que regulan la forma, adhesión, 
diferenciación, proliferación y contracción celular (28). Asimismo, son críticas para la 
regulación de las vías de señalización que determinan el fenotipo de las CMVL (21).  

El receptor mayoritario de las lamininas en las CMVL es la integrina α7β1 cuya expresión se 
incrementa durante la diferenciación y a través de su interacción con las lamininas favorece 
el fenotipo contráctil de las CMVL. De hecho, en ratones adultos, la pérdida de la integrina 
α7 da lugar a hiperplasia (29). Asimismo, las lamininas 411 y 421, que se expresan en vasos 
sanguíneos, linfáticos y en algunas células tumorales, promueven la migración tumoral vía 
integrina α6β1 y CD146 (24). 

El Distroglicano, codificado por el gen DAG-1, constituye el nexo de unión entre el 
citoesqueleto de la célula y la matriz extracelular. Es una glicoproteína clave del complejo 
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Distrofina-glicoproteína (DGC). El DGC está conformado por un grupo de proteínas 
membranales, periféricas e integrales que proporcionan un vínculo estructural entre la ME 
y el citoesqueleto de las células musculares.  

Durante la modificación postraduccional, por proteólisis, el DAG-1 se parte por la Ser 654 
formando α-distroglicano (α-DG) y β-distroglicano (β-DG). La glicoproteína de membrana β-
DG se une con la distrofina, proteína citoesquelética, y extracelularmente con el α-DG que a 
su vez, se une a la cadena α2 de la laminina. Así, la distrofina participa en la interacción de 
la ME con el citoesqueleto de actina, mientras que las subunidades del distroglicano 
participan en las vías de señalización al interactuar con las proteínas de señalización (30). El 
α-DG también se conoce como receptor de la laminina 511 (21). 

Las mecanorrespuestas del músculo liso vascular requieren de una conexión entre las CMVL 
y su MB (15). Actualmente no existen estudios in vivo acerca de la distribución y la expresión 
de los componentes de la MB en los vasos que sufren remodelado, ni de cómo estos cambios 
impactan en las funciones del músculo liso. Sin embargo, algunos estudios demuestran que 
las lamininas promueven el fenotipo contráctil al inducir la expresión de las proteínas 
contráctiles de las CMVL, in vitro e in vivo (31). 

Entender las diferencias entre la composición y la estructura de las MB de distintos órganos 
podría revelar como el microambiente celular influye en la funcionalidad de los tejidos (21). 
De hecho, en pacientes con aneurisma de aorta torácica se ha observado que la MB sufre 
importantes alteraciones estructurales  (32), pero aún es muy poco conocido el papel de la 
estructura y la actividad de la MB en el AAA. 

 

4. El aneurisma de aorta abdominal 
 

Un aneurisma es una dilatación progresiva, permanente y localizada de una arteria. Es una 
patología vascular degenerativa que afecta a las arterias y la más frecuente es en la aorta 
abdominal infrarrenal (33). 

La aorta es la principal arteria del cuerpo humano, responsable de transportar y distribuir la 
sangre rica en oxígeno del corazón al resto del organismo. Da lugar a todas las arterias del 
sistema circulatorio, excepto las arterias pulmonares, y se divide en los componentes 
torácico y abdominal. La aorta torácica se clasifica en la aorta ascendente, el arco aórtico y 
la aorta torácica descendente, mientras que la aorta abdominal comprende el recorrido 
desde el diafragma hasta la bifurcación en las ilíacas. Los aneurismas se pueden desarrollar 



Introducción 

43 
 

en la aorta torácica (AAT) o en la aorta abdominal (AAA) (34) (35), concretamente en la zona 
infrarrenal, que debido a su localización se expone a fuerzas hemodinámicas únicas que la 
predisponen a la dilatación vascular (36). 

El aneurisma se define como una dilatación superior al 50% del diámetro normal del vaso, 
por lo que, a nivel de la aorta abdominal, sería un tamaño del diámetro igual o superior a 3 
cm (37). Es un proceso progresivo que alterna fases de aceleración con periodos de 
estabilidad, y puede culminar en la rotura de la pared vascular que se asocia al 75% de 
mortalidad (33). De hecho, el AAA se encuentra entre las principales causas de muerte a 
partir de la sexta década de vida (38). 

La incidencia del AAA es mayor en hombres que en mujeres, con una ratio 6:1, e implica una 
afectación del 5-8% de la población masculina mayor de 65 años (37). Además, el riesgo de 
muerte por rotura, a partir de esta edad, incrementa un 40% cada 5 años (39). La incidencia 
media anual de nuevos casos es de 0.4-0.67% en las poblaciones de los países occidentales 
(40) (41) (42), y la incidencia de muerte por rotura está aumentando, suponiendo ya el 1-2% 
del total de fallecimientos (43) (44) aunque las cifras podrían estar infravaloradas ya que 
sólo reflejan los casos en los que se realiza el examen postmortem (33) (37). Este incremento 
podría asociarse al aumento de esperanza de vida poblacional.  

La mayoría de los AAA son asintomáticos, sólo entre el 5 y el 22% de los pacientes presentan 
síntomas como dolor abdominal, dolor lumbar o eventos embólicos (45). Ante este 
escenario, el diagnóstico de esta patología resulta problemática (37), ya que, generalmente, 
se identifica accidentalmente tras una prueba de imagen realizada por una patología 
concomitante del paciente. Los programas de screening por ultrasonidos han mostrado una 
reducción de la mortalidad por AAA entre los hombres de 65-79 años, pero en las mujeres, 
debido a la baja prevalencia, estos programas no son coste-efectivos (46) (47) (48) (49). 

Actualmente no existe ningún tratamiento farmacológico efectivo para el aneurisma capaz 
de limitar su progresión o evitar su rotura. Cuando el diámetro se mantiene entre los 3-5 
cm, el manejo de los AAA se basa en un seguimiento periódico donde se realizan pruebas de 
imagen, control de los factores de riesgo cardiovascular y un tratamiento médico con terapia 
antiagregante y estatinas. La única terapia aplicable es la cirugía, que puede ser 
endovascular o abierta. La reparación quirúrgica se aplica cuando el riesgo de rotura supera 
el riesgo de la intervención y en general, a mayor tamaño mayor riesgo de rotura. Cuando el 
diámetro de la aorta supera los 5.5 cm de diámetro transversal máximo o bien crece más de 
0,5 cm en un periodo de 6 meses, el tratamiento es necesario. Se ha demostrado que la 
presencia de síntomas está asociada con el incremento del riesgo de rotura y por lo tanto 
también es causa de cirugía (33).  
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Hoy día, la cirugía endovascular resulta la mejor opción, en los casos en los que 
anatómicamente es posible, ya que cuenta con una mejor supervivencia perioperatoria (33) 
(50) (51). 

En resumen, el tratamiento dependerá del diámetro aórtico, la tasa de crecimiento y el 
potencial riesgo quirúrgico del paciente (33).  

 

4.1.  Fisiopatología del AAA 

 

La fisiopatología del AAA es un proceso multifactorial complejo. Histológicamente el AAA se 
caracteriza por una degeneración de los elementos estructurales de la pared de la aorta y 
un remodelado de la media de origen multifactorial, con evidencia de inflamación crónica, 
hipervascularización, destrucción de la lámina elástica y depleción del musculo liso. Además 
de los factores genéticos y la inflamación, los factores biomecánicos también influyen en la 
progresión y rotura de los AAA (52).  

Esta patología comienza cuando un evento desconocido produce una lesión en la pared de 
la aorta y se produce el reclutamiento de leucocitos que liberan citoquinas proinflamatorias. 
En respuesta a la producción de estas citoquinas los macrófagos y las CMVL liberan 
proteasas como metaloproteasas (MMP) (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14, 
MMP-19) (53) (54) produciéndose así la degradación de las proteínas de la ME, de las fibras 
de colágeno y elastina (52) (Figura 5). Se ha demostrado que la expresión de las MMP se 
encuentra incrementada en los tejidos aneurismáticos (55) (56). Posteriormente, las CMVL 
sufren apoptosis perdiéndose de este modo las células mayoritariamente responsables de 
la síntesis de las proteínas de la ME. 

La proteólisis de la ME está liderada por las MMP pero otras proteasas como la plasmina, las 
serinelastasas y las catepsinas, unido a la reducción de la expresión de proteínas 
elastogénicas como la Fibulina (57), también favorecen este proceso. La actividad de las 
proteasas produce la degradación de la matriz y provoca la pérdida de la estructura laminar 
y de las propiedades elásticas de la media, convirtiéndose así en uno de los procesos clave 
del desarrollo de la patología. 
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La progresión del AAA está también mediada por un componente inflamatorio. Muchos 
estudios han corroborado la importancia del infiltrado de las células inflamatorias 
(macrófagos, linfocitos T y B, e incluso neutrófilos) en las lesiones de AAA (59) (60). Parece 
que el proceso de reclutamiento de los leucocitos estaría promovido por niveles altos de IL-
8, MCP-1, y RANTES (Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted) en la 
zona de la lesión  (61) (62) (63) y que diversas moléculas inflamatorias como TNFα, IFNγ, 
IL1β, IL6 o protaglandina E2, que están incrementadas en el aneurisma, podrían inducir la 
expresión y la activación de las MMP  (64) (65). El motivo principal por el que se inicia este 
proceso sigue siendo desconocido pero es probable que los péptidos solubles derivados de 
la degradación de los componentes de la matriz actúen como agentes quimiotácticos 
promoviendo la infiltración de macrófagos (66). 

La disminución del número de las CMVL es un evento importante que también contribuye a 
la patogénesis de la enfermedad aneurismática (54) (67). Aunque aún no se conoce el 
mecanismo concreto que provoca la muerte celular de las CMVL, este proceso podría estar 
mediado por las células inflamatorias que al infiltrarse en la zona de la lesión, secretan 
citoquinas, perforina y FASL (FAS-ligand) e inducen la apoptosis de las CMVL. Además, la 

Figura 5.  Fisiopatología del AAA. Esquema que muestra las interacciones de las principales 
células implicadas en la fisiopatogía del AAA. Imagen adaptada de Davis et al. (58). 
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presencia de CMVL apoptóticas a su vez favorece el reclutamiento de células inflamatorias 
que agravan la lesión. La apoptosis de las CMVL contribuye al debilitamiento de la pared 
arterial ya que supone la desaparición de las células capaces de reemplazar la matriz 
degradada (68) (69) (70) (71).  En modelos animales se ha demostrado que la inhibición de 
la apoptosis de las CMVL reduce la formación del AAA (72). 

Como efecto compensatorio de la pérdida de CMVL y de los componentes estructurales de 
la ME se produce una gran deposición de colágeno, principalmente colágeno tipo I y III, 
siendo este último el responsable de las características tensoras de la nueva matriz (73) (74). 
Debido a la desestructuración de la capa media la adventicia tiene que soportar unas fuerzas 
inusuales y termina generando respuestas angiogénicas, inmunes, inflamatorias y fibroticas, 
lo que potencia el desarrollo del AAA.  

El desarrollo del AAA también va acompañado de un gran incremento de la 
neovascularización de todas las capas de la pared arterial (52) que se correlaciona con la 
degradación de la ME (75). La magnitud de la hipervascularización está directamente 
relacionada con la extensión del infiltrado inflamatorio y con la velocidad de expansión del 
aneurisma (76). El desarrollo de la angiogénesis requiere la degradación de la MB capilar y 
la degradación local de la ME por parte de las células inflamatorias y de las células de la 
pared vascular (77).  

La consecuencia de todos estos procesos es la pérdida de elasticidad y resistencia del vaso 
que impiden la recuperación del diámetro arterial después de cada pulsación, favoreciendo 
la dilatación de la arteria. La aorta sufre fuerzas hemodinámicas que aumentan a medida 
que la onda de presión sanguínea se propaga por el vaso como consecuencia de la 
disminución del diámetro arterial (78). Además, el flujo reverso en cada pulsación genera 
estrés en la pared (36). Estas características, junto con la disminución del contenido de fibras 
de elastina y colágeno en la media y el engrosamiento de la íntima (79) explican la tendencia 
de la aorta infrarrenal a desarrollar aneurisma. Por otro lado, en la aorta abdominal, el 
contenido de elastina y colágeno disminuye con la edad (73) lo que explica el aumento de la 
incidencia de la enfermedad con la edad.  

En los últimos años se está prestando mucha atención al trombo intraluminal (TIL) que se 
encuentra en el 75% de los AAA. Es un neotejido biológicamente activo formado por 
múltiples capas de fibrina coagulada. Se ha asociado el TIL con la progresión y el riesgo de 
rotura del AAA (80). Su presencia provoca una disminución de la disponibilidad de oxígeno 
en la pared arterial (81) (82) y esto refuerza la reactividad de los macrófagos y su producción 
de elastasa (83). Además, también sirve de fuente de enzimas proteolíticas que secretan las 
células inflamatorias con las que está en contacto (83). 
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Tradicionalmente se ha considerado que la formación del AAA era una manifestación local 
de la aterosclerosis (84). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que existen 
diferencias entre las dos patologías. Algunos estudios sugieren que la aterosclerosis en el 
AAA se desarrolla como consecuencia de la alteración del flujo luminal. Otros, que el AAA es 
una muestra local de una enfermedad vascular sistémica, ya que estos pacientes presentan 
afectaciones en todo el árbol vascular (37) (85).  

Lo cierto es que ambas patologías afectan a las arterias, comparten factores de riesgo y 
exhiben un infiltrado de células inmunes e inflamatorias similar en la zona de la lesión. No 
obstante, sigue sin estar claro si las mismas vías inflamatorias resultan esenciales para la 
aterosclerosis y el AAA porque, en algunos casos, los mismos mecanismos promueven 
ambas enfermedades de manera uniforme, mientras que en otros funcionan de manera 
opuesta (86). En cualquier caso, la implicación de la aterosclerosis en el AAA es aún tema de 
debate.  

 

4.2. Factores de riesgo 

 

Aunque el AAA es una enfermedad con un fuerte componente genético (87) (88) (89) (90), 
existen factores de riesgo que influyen de manera importante en el desarrollo de esta 
enfermedad como la edad, el género masculino y el tabaquismo.  

El consumo del tabaco incrementa el riesgo relativo de desarrollar un AAA 7.6 veces y cada 
año de edad el tabaquismo incrementa dicho riesgo un 4% (91). Aunque no se conozcan los 
mecanismos exactos a través de los cuales el tabaco desencadena la formación del AAA, se 
considera que puede estar relacionado con la inhibición de la síntesis de colágeno, con la 
alteración de la expresión de las MMP y con el estrés oxidante (92). Además, se ha asociado 
la exposición al tabaco con una alteración de la función de las células inflamatorias en 
modelos de AAA (93). 

La susceptibilidad genética aumenta la prevalencia de AAA hasta un 15-19% entre familiares 
de primer grado (33) (94). La historia familiar de AAA en parientes de primer grado aumenta 
hasta 10 veces el riesgo de padecer AAA y a edades más tempranas (95). Esta predisposición 
podría tener un origen embrionario que se justificaría con alteraciones en las vías de 
señalización implicadas en la síntesis de elastina de la aorta, el fenotipo de las CMVL u otros 
factores como el TGF-β en la embriogénesis (96). Asimismo, diversos estudios han puesto de 
manifiesto la importancia de la regulación epigenética en esta patología (57).  
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El hecho de que el AAA en mujeres se desarrolle aproximadamente 10 años más tarde, se 
ha atribuido a diferencias de los factores hormonales, en la susceptibilidad genética y en la 
exposición a los factores de riesgo entre los dos sexos (33). 

Historia de aneurismas en otros territorios, la hipertensión, hipercolesterolemia y la 
obesidad son también factores de riesgo descritos en esta patología (37), junto con la 
enfermedad coronaria y la enfermedad arterial periférica (33). El riesgo de presentar un 
evento cardiovascular en estos pacientes es un 52% superior respecto a los pacientes que 
no presentan patología aneurismática (97).  

Sin embargo, sobre la asociación entre los niveles plasmáticos de lípidos y el AAA existen 
datos contradictorios. Un estudio reveló que los niveles séricos de HDL (lipoproteínas de alta 
densidad) se asocian de manera independiente con una reducción del riesgo de AAA. Por el 
contrario, no se ha encontrado relación entre la presencia de AAA y los niveles de 
triglicéridos o colesterol LDL (lipoproteínas de baja densidad) (33) (98).  

Curiosamente, en contraste con su papel en la enfermedad aterosclerótica, la Diabetes 
Mellitus se considera un factor protector en la progresión de la patología (99) debido a su 
asociación con una menor prevalencia de AAA y, en el caso de que haya AAA, un crecimiento 
más lento del mismo. A pesar de que se desconozcan los motivos de este efecto, se ha 
propuesto que la medicación que se emplea en los pacientes diabéticos podría aumentar la 
estabilidad del TIL, la rigidez de la pared y reducir la inflamación. Asimismo, la presencia de 
los productos de glicosilación avanzada promueve la proliferación de las CMVL e incrementa 
el contenido de proteínas de la matriz en la pared del vaso (33) (100) (101).  

 

4.3. Biomarcadores  

 

Dado que la etiología del AAA sigue siendo un enigma en la actualidad (102) y que 
generalmente se diagnostica tras una prueba de imagen realizada por una patología 
concomitante del paciente, es importante trabajar en la identificación de biomarcadores 
para el AAA que permitan diagnosticar la enfermedad, valorar su progresión y el riesgo de 
rotura, así como determinar la respuesta al tratamiento de los pacientes (103).  

El National Institutes Health (NIH) estableció la definición de biomarcador como aquellas 
características biológicas, bioquímicas, antropométricas, fisiológicas, etc. objetivamente 
mesurables, capaces de identificar procesos fisiológicos o patológicos, o bien una respuesta 
farmacológica a una intervención terapéutica. Existen diferentes tipos de biomarcadores: 
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diagnósticos, pronósticos o terapéuticos. El biomarcador ideal debe ser específico, sensible, 
predictivo, rápido y económico, estable in vivo e in vitro, no invasivo y que tenga suficiente 
relevancia preclínica y clínica como para modificar las decisiones relativas al proceso 
patológico en que se aplica (104). 

Actualmente los factores pronósticos del AAA se limitan al diámetro aórtico y a la velocidad 
de expansión del AAA mediante técnicas de imagen. No obstante, trabajos actuales 
proponen el análisis de los elementos finitos (FEA, Finite Element Analysis) para evaluar el 
riesgo de rotura. Soto et al (45) han demostrado que los valores de la tensión máxima de 
pared son más elevados en pacientes con AAA sintomáticos que en los asintomáticos. Dado 
que la presencia de síntomas se ha asociado con un incremento del riesgo de rotura, el valor 
de tensión máximo de pared es un potencial indicador de riesgo de rotura, y por ende, 
marcador pronóstico. 

Entre los marcadores circulantes estudiados, por un lado están los marcadores relacionados 
con la degradación de la matriz extracelular, por ejemplo, los péptidos de elastina o el 
propéptido aminoterminal del procolágeno tipo III (33) que están elevados en el suero de 
los pacientes con AAA pero presentan una baja sensibilidad y especificidad. De igual manera, 
aunque se han asociado niveles elevados de las MMP-1 y MMP-9 con la rotura del aneurisma 
(105), un estudio con mayor tamaño muestral no encuenta correlación entre los niveles de 
MMP-9 en suero y la expansión del AAA (106). 

También se han estudiado marcadores relacionados con la actividad protrombótica, como 
por ejemplo, la trombina-antitrombina, que indica la actividad plaquetaria en el AAA, y los 
complejos plasmina-antiplasmina y el dímero D, que indican la actividad biológica del TIL. 
Además, se ha encontrado correlación de los niveles de estos últimos con el diámetro de la 
aorta y el grosor del TIL (33) (107). 

Por último, se han valorado marcadores relacionados con la respuesta inmuno-inflamatoria 
que se encuentran elevados en pacientes con AAA como el complejo α-1 antitripsina-
elastasa, la mieloperoxidasa o la α-defensina, indicadores de la activación de los neutrófilos 
y citocinas, TNF-α e IL-6, proteína C reactiva, y las IgG4 e IgE como marcadores de la 
inflamación (33) (108).  

Los niveles de la proteína NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin) se han 
correlacionado con la presencia del AAA (109) y recientemente se ha sugerido que la 
quimioquina CCL20, cuya expresión aparece elevada en los pacientes con AAA, tiene una 
alta sensibilidad como biomarcador para el AAA (110). 
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No obstante, la búsqueda de biomarcadores circulantes en el AAA sigue siendo un reto (103) 
(111), aún no se conoce ningún marcador bioquímico con la suficiente especificidad y 
sensibilidad para tener una aplicación directa en la práctica clínica. Las evidencias apoyan el 
hecho de que presentar una combinación de varios marcadores bioquímicos permitiría 
identificar pacientes con alto riesgo de desarrollar AAA.  

 

4.4. Tratamiento médico 

 

Hoy en día no existe ningún tratamiento capaz de modular la progresión del AAA. Los 
fármacos que se emplean en el tratamiento para el AAA son fármacos comercializados con 
otros fines, y si bien algunos han presentado efectos positivos en el AAA, existe una gran 
controversia acerca de los datos presentados. 

Los medicamentos empleados se pueden clasificar en tres grupos: antihipertensivos, 
antiinflamatorios y la terapia anti-agregante (33). 

Dentro de los fármacos antihipertensivos encontramos los bloqueantes de receptores beta 
adrenérgicos, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los 
bloqueantes de calcio.  

Los más estudiados son los bloqueantes de receptores beta adrenérgicos, cuya efectividad 
parece estar relacionada con un efecto directo antiaterosclerótico. Estudios de cohortes 
empleando distintos betabloqueantes demostraron diferencias en cuanto a la velocidad de 
crecimiento aneurismático entre los grupos en función de que recibiesen, o no, el 
tratamiento. Sin embargo, en menos de la mitad de los casos, esa diferencia resultó 
significativa (112) (113). En ensayos clínicos, en cambio, aunque el propranolol no haya 
presentado diferencias significativas acerca de la capacidad de reducir la velocidad del 
crecimiento aneurismático (114) (115), el metoprolol ha demostrado un efecto 
cardioprotector debido a su implicación en la respuesta de macrófagos y neutrófilos (116). 
Asimismo, las guías de la ACC/AHA (American College of Cardiology/American Heart 
Association) recomiendan la administración del bisoprolol durante el periodo perioperatorio 
debido a su efecto en la reducción de la mortalidad por causa cardíaca tras la intervención 
quirúrgica del AAA (117).  

Por otro lado, los estudios de cohortes con los inhibidores de la enzima convertidora de 
angiotensina (IECA), presentan resultados contradictorios (118) (119) (120) (121) y los 
ensayos clínicos realizados tampoco han demostrado resultados favorables (122). Lo mismo 
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ocurre con los bloqueantes de calcio (33), por un lado, se ha visto que el Nifedipino suprime 
la actividad del NF-kB y de la MMP-9 inhibiendo así la progresión del aneurisma (123). Por 
el contrario, el Amlodipino, promueve la formación del AAA potenciando la actividad de la 
elastasa (124). 

Respecto a los fármacos antiinflamatorios cabe destacar el uso de las estatinas y algunos 
antibióticos como por ejemplo, la Doxiciclina. La doxiciclina es capaz de inhibir las MMPs 
(33), hecho que se ha podido demostrar con estudios en modelos experimentales (125) (126) 
y en pacientes con AAA. Sin embargo, los ensayos clínicos realizados más recientemente han 
demostrado lo contrario (127). Los estudios experimentales realizados con estatinas 
confirman que son capaces de reducir el crecimiento aneurismático (128), por lo que su uso 
está recomendado como tratamiento en los pacientes con AAA (33).  

De igual manera, a pesar de que no exista una evidencia concluyente y los resultados sean 
contradictorios, se recomienda que los pacientes con AAA reciban dosis bajas de aspirina 
(117). 

 

4.5. Nuevas dianas terapéuticas del AAA 

 

Debido a la ausencia de fármacos eficaces que eviten la progresión del AAA, y que la única 
alternativa para evitar la muerte por rotura es la cirugía a costa de un elevado gasto socio-
sanitario, es de vital importancia ampliar el conocimiento de las bases biológicas de esta 
enfermedad para contribuir en el desarrollo de nuevas intervenciones preventivas y 
terapéuticas. La identificación de dianas terapéuticas es clave para un abordaje 
farmacológico de la progresión del AAA que disminuirá el riesgo y la morbimortalidad y el 
coste financiero asociados a la cirugía.  

La búsqueda de nuevas dianas terapéuticas se ha centrado en tres líneas de investigación, 
siendo la más estudiada, la modulación de la respuesta inflamatoria (33). 

La interleuquina 1β (IL-1β) se encuentra elevada en el AAA a nivel clínico y experimental 
(33). Asimismo, la ausencia experimental de la IL-1β y la de su receptor reducen la dilatación 
aneurismática, la infiltración de macrófagos y neutrófilos, y favorece el mantenimiento de 
la integridad de la elastina (129). 

También se ha estudiado el potencial del TNF-α y el de otros miembros de esta superfamilia. 
El bloqueo del TNF-α parece que podría ser más efectivo que el de la IL-1β por su papel en 
la polarización de los macrófagos (130), y porque estudios experimentales realizados con 
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Infliximab, un anticuerpo monoclonal capaz de inhibir su actividad funcional, han 
demostrado que limita la progresión del aneurisma (65).  

Por otro lado, los niveles circulantes de la proteína TWEAK (tumour necrosis factor-like weak 
inducer of apoptosis) soluble están asociados con la progresión del AAA (131) y la delección 
génica de TWEAK y de su receptor Fn14 en modelos experimentales murinos de AAA se 
asocia a una disminución del tamaño y de la progresión del AAA, así como de la respuesta 
inflamatoria (132). 

La prostaglandina E2 también está asociada a los procesos inflamatorios vasculares en el 
AAA. Además, su receptor EP4 parece estar implicado en el desarrollo del aneurisma (133), 
ya que al reducir su expresión disminuye la dilatación del aneurisma y los niveles de IL-6, IL-
17, MIP-1α, MMP-2 y MMP-9 (134). 

Respecto a los mediadores implicados en el reclutamiento de las células inflamatorias, se ha 
visto que la inhibición de la galectina-3, a través de la regulación del MCP-1, disminuye la 
progresión del AAA (135). La regulación de la polarización de las células T (ratio Th1/Th2) 
podría constituir una nueva estrategia terapéutica para el AAA (136). Los linfocitos B 
también pueden ser de gran interés, ya que se ha demostrado que al eliminarlos se reduce 
la progresión del AAA (137). 

La segunda línea de investigación es la de los reguladores epigenéticos. Anteriormente 
hemos subrayado que la patología aneurismática se caracteriza por un fuerte componente 
genético, pero al igual que el resto de las enfermedades cardiovasculares, en el desarrollo 
del AAA se producen interacciones entre los factores genéticos y los ambientales, donde los 
mecanismos epigenéticos cobran un papel importante. Entre éstos se encuentran las 
histonas deacetilasas (HDEACs) y los microRNAs (miRNAs), reguladores postranscripcionales 
de genes (33). 

El papel de los miRNAs y su posible potencial como diana terapéutica en el AAA ha resultado 
de gran interés en los últimos años (138) pero se cree que la traslación a la práctica clínica 
podría ir acompañada de efectos colaterales severos (33). Por otro lado, los estudios 
realizados en un modelo experimental en ratón de AAA han demostrado que el tratamiento 
con inhibidores de HDEACs limita el desarrollo de la patología sugiriendo una nueva 
estrategia terapéutica eficaz para el AAA (139). 

Por último, la línea de la terapia celular ha abierto otra vía terapeútica para el AAA, como en 
el caso de otras muchas enfermedades. Las células madre de tipo mesenquimal se 
caracterizan por la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares, y además 
presentan actividad antiinflamatoria e inmunoreguladora. Los resultados de un estudio 
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realizado con modelos animales murinos de AAA demostraron que la administración 
intravenosa de células mesenquimales retrasaba el desarrollo del AAA (140). Asimismo, hay 
un ensayo clínico en marcha para probar la eficacia de este tratamiento en pacientes con 
AAA pequeños (141). 

 

5. El MCAM/CD146 
 

El CD146 (Cluster of differentiation 146) es una glicoproteína integral de membrana. 
Pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), que junto a las selectinas, 
integrinas, y cadherinas, conforman las 4 familias de moléculas de adhesión (CAM, cell 
adhesion molecule) identificadas (142) (143). 

El CD146, también conocido como MCAM (Melanoma Cell Adhesión Molecule), fue descrito 
por primera vez en 1987 con un anticuerpo monoclonal obtenido inmunizando ratones con 
un lisado celular de melanoma humano metastásico que reconocía una glicoproteína, 
MUC18, capaz de discriminar en células de estirpe melanocítica entre malignas y benignas 
(142) (144). Shih et al. (145) (146) identificaron la misma molécula (MUC18) como un 
antígeno asociado al potencial metastásico de las células de los tumores del melanoma 
humano y denominaron a este antígeno A32. Otro estudio demostró que al inyectar células 
de melanoma humano que expresaban CD146 en ratones nude el número de metástasis que 
se formaba era mucho más elevado que al inyectar células que no lo expresaban (147).  

Debido a las características de CD146 como una molécula de adhesión y su papel en la 
modulación de la metástasis tumoral, se le han asignado los siguientes sinónimos: MCAM o 
Mel-CAM (148) (149), y MET-CAM (150). Por último, se la denominó S-Endo-1 por el hecho 
de expresarse de forma constitutiva en todos los tipos de células endoteliales humanas 
(151). 

En el ser humano el gen de CD146, MCAM, está localizado en el brazo q23.3 del cromosoma 
11. En ratones, en cambio, se encuentra en el cromosoma 9 (152). La secuencia codificante 
es de ~14 kb (153) y consta de un total de 16 exones (154) que codifican una región 
extracelular, un dominio transmembrana, y una región citoplasmática (155). La región 
extracelular está codificada por 13 exones, mientras que la codificación de las regiones 
transmembrana y citoplasmática depende de 3 exones. La región extracelular a su vez, está 
compuesta por 5 dominios del tipo inmunoglobulina, 2 dominios variables (V) y 3 dominios 
constantes (C-2), que debido a la estructura del gen están codificados por más de un exón. 
De esta manera, el primer conjunto V y los tres conjuntos C-2 están codificados, cada uno, 
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por 2 exones, mientras que el segundo conjunto V, está codificado por 3 exones (143). El 
exón 16 contiene una región 5’-UTR de más de 1 kb (Figura 6).  

 

 

 

 

La secuencia de la región promotora, comienza a unos 505 pb por delante del primer ATG 
carece de las cajas TATA y CAAT y es rica en CGC (143). Asimismo, contiene varios motivos 
de unión consenso reconocidos por los factores de transcripción AP1 (153), SP1, AP-2, CREB 
(156) (157) y c-Myb, así como los motivos de la caja CArG (154) responsables de la regulación 
diferencial de CD146 (Figura 7). Por último, el gen contiene tres señales poli (A) de las cuales 
2, curiosamente, se encuentran entre las secuencias no codificantes de los intrones 5 y 15 
(154). 

Figura 6. Estructura intrón-exón del gen MCAM y de la proteína CD146. Los cuadrados azules 
representan los exones, las líneas ininterrumpidas los intrones y las líneas interrumpidas el inicio 
y el final los exones. SP, péptido señal; V, región variable del dominio Ig; C-2, región constante del 
dominio Ig; TM dominio transmembrana; CYT, dominio citoplasmático. Imagen adaptada de 
Wang et al. (143). 
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Los 4 sitios SP-1, 4 elementos AP-2 y un elemento de respuesta AMPc constituyen el 
promotor mínimo para la transcripción de CD146 (152). La mutación en el sitio CRE produce 
una reducción del 70% de su actividad, y 2 sitios AP-2 son los responsables de la inhibición 
del 70% y 44% de la actividad de CD146 (152) (157). 

La estructura del gen en humano (154), ratón (158) y pollo (143) (159) es similar. Las regiones 
codificantes y la región 5’UTR del gen de CD146 humano y de ratón, comparten una 
homología aproximada del 80 y 72%, respectivamente. El fragmento 3’UTR, en cambio, 
presenta una homología del 31% (153). La secuencia del gen humano presenta una 
extensión en las regiones 3’ y 5’ UTR junto a una pérdida de 6 pb en el exón 2 que no se 
observa en la secuencia del gen en ratones. Se han identificado 6 polimorfismos de 

Figura 7. Secuencia de la región promotora del gen MCAM. La secuencia incluye 905pb previos 
al 5’, el primer exón, y los motivos de unión de los factores de transcripción: Sp1 (subrayado); 
CRE, elemento respuesta cAMP (cuadrado); AP-2 (en cursiva y subrayado interrumpido); OCT, 
octamero relacionado (doble subrayado); c-Myb (subrayado con puntos); caja CArG (subrayado 
y entre paréntesis).La flecha negra indica la región inicial de transcripción (+1). Imagen adaptada 
de Sers et al. (154). 
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nucleótidos simples (SNP) en la región promotora del gen de la proteína CD146 en humanos 
(160).  

El tamaño del ARN mensajero de CD146 es de ~ 3.3 kb, y su región codificante es de ~1941 
pb (152) (153).  

 

5.1. La proteína CD146 y sus isoformas  

 

La secuencia de la proteína CD146 está compuesta por un dominio extracelular de 558 aa, 
un dominio transmembrana hidrofóbico de 24 aa (559-582) y un dominio C-terminal 
citoplasmático (161). La región extracelular a su vez, la componen un peptido de señal (SP) 
de 28 aa y 5 dominios del tipo inmunoglobiluna, 2 dominios variables (V) y 3 dominios 
constantes (C-2) (Figura 6)  (144) (152) (162) que contienen 8 sitios de n-glicosilación (Asn-
Xaa-Ser/Thr) en las posiciones 56, 418, 449, 467, 508, 518, 527 y 544 de la secuencia (161) y 
representan aproximadamente el 35% del peso molecular de la proteína que es de 113 KDa 
aunque, teóricamente, tiene un peso de 72 KDa (163).  

En humanos, así como en las especies aviar, canina y murina (143), se han identificado 2 
isoformas de membrana de distinto tamaño que se generan por splicing alternativo en el 
exón 15. Ambas tienen la misma secuencia extracelular y transmembrana, la diferencia se 
encuentra en la región citoplasmática (152) (164). La región citoplasmática de la isoforma 
larga consta de 63 aa, y contiene 2 sitios de fosforilación para la proteína quinasa C (dominio 
PKC) y una secuencia de señal de endocitosis (motivo de dileucina), mientras que la isoforma 
corta tiene 21 aa, 1 dominio PKC y un dominio de unión PDZ (165) (Figura 8). 

Además de la proteína de membrana, en 1998, se identificó una forma soluble, sCD146, en 
sobrenadantes de células endoteliales de vena de cordón umbilical (HUVEC) en cultivo y en 
plasma de individuos sanos (166). Esta forma carece de las regiones citoplasmática y 
transmembrana y su peso molecular es de alrededor de 100 KDa. 
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En referencia al origen de sCD146, se sabe que en la especie aviar, proviene de un 
mecanismo de splicing del ARN mensajero (159) (167) (168), y se ha detectado en las células 
progenitoras hematopoieticas de la médula ósea embrionaria. En humano en cambio, las 
evidencias apoyan que el dominio extracelular de la proteína se libera de la membrana 
celular mediante proteólisis mediada por MMP (153) (167) (168). De hecho, el uso del 
inhibidor no específico de metaloproteinasas (GM6001) inhibe la formación del sCD146 
(169).  

 

5.2. La expresión de CD146 y sus funciones 

 

El CD146 se identificó por primera vez en el melanoma humano (142) (144), pero 
posteriormente también en otros tipos de cáncer como de páncreas, mama, próstata, 
ovario, pulmón, riñón, osteosarcoma, sarcoma de Kaposi, angiosarcoma, leiomyosarcoma y 
tumores de las células Schwann (153). De hecho, actualmente se conoce como un 
biomarcador de pronóstico tumoral (143).  

Figura 8. Las isoformas de la proteína CD146. Se muestran las formas de membrana, larga y 
corta, y la forma soluble de CD146 junto con las características de las regiones que las 
constituyen: región extracelular, transmembrana y citoplasmática. Imagen adaptada de Leroyer 
et al. (152). 
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En sangre periférica los linfocitos B y T expresan CD146 y su expresión aumenta cuando son 
activados. También se expresa en células mesangiales glomerulares, células Schwann, 
trofoblastos intermedios, células madre mesenquimales, progenitores endoteliales, y en 
gran cantidad en las CMVL, pericitos y células endoteliales de los vasos sanguíneos (151) 
(153) (170). El CD146 se expresa en todo el árbol vascular sea cual sea la ubicación anatómica 
y el calibre del vaso siendo clave para la estructura del mismo (152).  

Aunque su función no está claramente establecida, es una molécula multifuncional que 
participa en procesos como la adhesión celular, la transducción de señal, diferenciación, 
migración y proliferación celular, y activación, permeabilidad y migración de linfocitos (143) 
(153) (171). Por ello, ha aumentado el interés por el estudio de su papel en el desarrollo 
embrionario, en cáncer y en funciones como la respuesta inmune, transducción de señal y 
angiogénesis (143). 

Las propiedades adhesivas, tanto homo como heterofílicas, del CD146 se han estudiado 
mediante ensayos de agregación celular y de unión a fase sólida. Primero se descubrió que 
la unión CD146-CD146 está involucrada en la extensión neurítica y en el desarrollo de las 
neuronas en las especies aviares. Asimismo, se identificó el factor de crecimiento neurítico 
(NOF, neurite outgrowth factor), una proteína de la ME que pertenece a la familia de las 
lamininas, como el primer ligando de CD146 en retinas embrionicas en pollos. En humanos 
también se ha observado que la unión CD146-CD146 está implicada en el control de la 
cohesión celular y se ha descrito que el CD146, a través de su unión a la laminina 411, facilita 
la entrada de las células T en el sistema nervioso central. Además, se ha demostrado que el 
CD146 se expresa en la vasculatura del sistema nervioso central, sugiriendo que puede 
promover el desarrollo del sistema nervioso facilitando la adhesión de las neuronas y las 
células gliales con las células endoteliales en la vasculatura (143). 

A diferencia de otras CAM que se expresan en abundancia en los tejidos adultos normales la 
expresión de CD146 se encuentra restringida. Por el contrario, está ampliamente expresado 
durante el desarrollo embrionario (142) (144). Los tejidos embrionarios, epitelio del sistema 
nervioso en ratas (172), y de la tráquea y del riñón en pollos, presentan unos niveles de 
expresión de CD146 elevados respecto a los tejidos adultos (143) (173). Asimismo, estudios 
realizados con embriones humanos también han revelado que los niveles de CD146 
disminuyen a lo largo de las diferentes etapas que conforman el desarrollo (142) (144), 
indicando que tiene un papel fundamental en la organogénesis (143) (158).  

La región promotora del gen de CD146 contiene múltiples sitios de unión de AP-2, un factor 
de transcripción crucial en el desarrollo embrionario, lo que explica que el CD146 esté 
aumentado en dicho proceso (143). 
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El CD146 se ha identificado como un marcador de las células madre mesenquimales (CMM) 
aisladas de diferentes órganos adultos y fetales. Su expresión se ha vinculado con la 
multipotencia ya que las células con mayor potencial de diferenciación, expresan mayores 
niveles de CD146 en la superficie celular (174). Subpoblaciones de CMM caracterizadas por 
altos niveles de expresión de CD146 dan origen a un linaje de CMVL (175). Asimismo, las 
células perivasculares del cordón umbilical presentan niveles de CD146 más altos que las 
CMM de la médula ósea y una mayor capacidad de diferenciación osteocitica, condrocitica 
y adipogénica (176). Todo esto sugiere que el CD146, además de estar implicado en la 
organogénesis, podría estar activamente implicado en los procesos de diferenciación (143). 

El CD146 activa diferentes cascadas de señalización que producen la activación de rutas 
específicas de transducción de señal. Por ejemplo, en las células endoteliales activa la 
cascada de fosforilación de la proteína quinasa, a través de la activación de Fyn (figura 9a), 
promoviendo la motilidad celular a través de la remodelación del citoesqueleto de actina 
(177) (178). 

En células del melanoma humano (179) la sobreexpresión de CD146 activa la cascada 
PI3K/AKT endógena. A su vez, la fosforilación de PI3K/AKT induce la expresión de CD146 
dando lugar a una retroalimentación positiva. Esto inhibe la apoptosis de las células 
tumorales favoreciendo el desarrollo tumoral (Figura 9b). El CD146 también contribuye a la 
metástasis regulando a la baja la expresión del ATF-3, un inhibidor transcripcional de Id-1 
(inhibidor de la proteína de unión al ADN). Id-1 es un oncogen que se encuentra 
sobreexpresado en el melanoma humano (Figura 9c). Sin embargo, no sabemos si el CD146 
juega un papel en la regulación de las metástasis de otros tipos de tumores malignos (180). 

Asimismo, el CD146 participa en la proliferación celular, migración y formación de vasos, por 
lo cual juega un papel clave en la angiogénesis (181) (182). Actúa como correceptor del 
VEGFR2 y favorece la transducción de señal del VEGF en células endoteliales (183) a través 
de la unión de alta afinidad a la netrina-1 (184). También activa la vía de señalización 
VEGFR/NF-kB como correceptor del VEGFR2 (185), lo que sugiere que es un potencial 
biomarcador de la angiogénesis tumoral (Figura 9d) (186). Y su sobreexpresión promueve el 
proceso de transición epitelial-mesenquimal mediante la inducción de la expresión del 
factor de transcripción Slug  (187) (188) (Figura 9d).  
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La expresión del CD146 está regulada por factores proinflamatorios como el TNFα, la IL-13, 
el TGF-β, la proteína morfogenética ósea 4 (BMP4) y las lipoproteínas de baja densidad 
oxidadas (ox-LDL) (152) (189) (190). El factor de crecimiento del músculo liso endotelina-1, 
el factor de crecimiento nervioso (NGF) y señales ambientales como, la presión osmótica y 
niveles altos de glucosa (191), de AMPc (148) y de Ca++ (163) también actúan aumentando 
los niveles de ARNm de CD146 en varios tipos celulares (192) (193) (194) (195). Por el 
contrario, el factor de transcripción ZBTB7A, la activación de CD44 y la sobreexpresión de la 
proteína de choque térmico 27 (Hsp27) suprimen la expresión del CD146. Asimismo, se han 

Figura 9. Vías de señalización mediadas por el CD146. a) El CD146 estimula la fosforilación de 
tirosina quinasa de adhesión focal p125 (FAK) a través de Fyn en células endoteliales humanas. 
b) El CD146 y el AKT presentan una regulación reciproca en las células del melanoma humano. c) 
El CD146 favorece la inducción del Id-1 a través de la inhibición del ATF-3 y promueve la 
metástasis en el melanoma humano. d) El CD146 promueve el proceso de transición epitelial-
mesenquimal de las células endoteliales a través de Slug; y activa la vía del factor de transcripción 
NF-kB a través de la activación de la quinasa p38. Imagen de Wang et al.(143). 
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identificado 2 microRNAs que inhiben la expresión de CD146, miRNA-329 y miRNA-573 (196) 
(197). 

La expresión inducible de CD146 en el tejido normal adulto sugiere que juega un papel 
importante en la respuesta a estímulos ambientales promoviendo reacciones inflamatorias, 
proliferación celular y comunicación intercelular (143). Numerosos trabajos se han centrado 
en estudiar el papel del CD146 en la regulación de la respuesta inflamatoria (198). Se han 
observado niveles aumentados de CD146 en reacciones inflamatorias activas y en procesos 
inflamatorios crónicos (199), en artritis reumatoide (200), en la enfermedad inflamatoria 
intestinal activa (167) (168), en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (201) y en la 
esclerosis múltiple (25) (202).  

Guezguez et al. (203) demostraron que el CD146 está implicado en el reclutamiento de los 
linfocitos T activados a los sitios de inflamación favoreciendo el rodamiento y la adhesión a 
la proteína 1 de adhesión celular vascular (VCAM-1) mediante la inducción de microvilli. 
Asimismo, demuestran que interacciones homofílicas CD146-CD146, linfoide y endotelial, 
podrían participar en la interacción linfocito-endotelio. Aparte de favorecer el reclutamiento 
de las células inmunes, el CD146 juega un papel en la extravasación o diapédesis de las 
células T activadas (170).  

Además, se ha observado que tras una reestimulación de las células T de memoria humanas 
in vitro, las células que expresan CD146 son las que presentan la capacidad de secretar IL-
17, y sugiere que el CD146 facilita la entrada de las células TH17 en los tejidos favoreciendo 
la inflamación (25). 

El CD146 es un marcador de linfocitos NK (Natural Killer) en ratones (204). Los linfocitos NK 
CD146+ cuando son estimulados son menos citotóxicos y producen menos IFN-γ que los 
CD146-. Además, linfocitos NK transfectados con CD146 presentan una velocidad de 
rodamiento disminuida y un aumento de la adhesión a células endoteliales y de la formación 
de microvellosidades, características importantes en la extravasación de leucocitos (205). 

Por otro lado, en células endoteliales en cultivo, se ha demostrado que la forma soluble de 
CD146, sCD146, en congruencia con la forma de membrana, participa activamente en el 
proceso inflamatorio dado que incrementa la permeabilidad endotelial y estimula la 
trasmigración de monocitos (168). Otro estudio realizado con un modelo de isquemia 
demostró que el sCD146 posee propiedades quimiotácticas y angiogénicas, efectos aditivos 
con el VEGF, que requieren la expresión de CD146 y van asociados a la inducción de genes 
proangiogénicos (206).  
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En el líquido sinovial de pacientes en fases iniciales de artritis reumatoide se han descrito 
niveles altos de sCD146 (200). CD146/sCD146 es un biomarcador de la esclerosis sistémica, 
un trastorno autoinmune que se caracteriza por presentar daño vascular (152). Asimismo, 
la sobreexpresión de CD146 y sCD146 se ha correlacionado con patologías asociadas a lesión 
endotelial (198).  

El CD146 y su forma circulante, sCD146, se correlacionan positivamente con el desarrollo de 
la inflamación e inestabilidad de la placa en la aterosclerosis en humanos (207) (208). Quian 
et al. (207) revelaron que la sobreexpresión de CD146 se asocia al infiltrado de macrófagos 
en la placa carotídea. La sobreexpresión de CD146 en los macrófagos promueve la absorción 
de lípidos y favorece la formación y la retención de las células espumosas en la placa durante 
la aterosclerosis. Lo que sugiere su papel proangiogénico (209). Por el contrario, otro estudio 
ha demostrado que la deficiencia constitutiva de CD146 provoca un incremento de los 
niveles circulantes de RANTES y el reclutamiento y acumulación de neutrófilos y macrófagos 
en la placa de ateroma favoreciendo su progresión e inestabilidad  (198). 

Curiosamente, un estudio preliminar demostró que los niveles de ARNm de CD146 son 
significativamente inferiores en biopsias de arterias con enfermedad aterosclerótica 
dilatada en comparación con los niveles de arterias con enfermedad aterosclerótica 
estenótica que presentan angiogénesis colaterales. Este trabajo apoya la idea de que el 
CD146 actúa como proangiogénico durante la ateriosclerosis (210).  

En cualquier caso, estos datos indican que el CD146 y su forma circulante, sCD146, son 
actores importantes en la estructura del vaso, angiogénesis e inflamación (152) por lo que 
las alteraciones en su expresión podrían jugar un papel en el desarrollo de las patologías 
vasculares.  
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El aneurisma de aorta abdominal (AAA) constituye una patología de evolución larvada cuya 
manifestación clínica más temida, la rotura, se asocia a una elevada mortalidad (75%) (33). 

A pesar de los avances producidos, no existen tratamientos farmacológicos que permitan 
prevenir la aparición o detener el crecimiento del AAA siendo la única solución la reparación 
quirúrgica. Al ser una enfermedad asíntomática, las herramientas disponibles para su 
detección se reducen al rastreo poblacional lo que hace necesario la identificación de 
biomarcadores circulantes que ayuden en el diagnóstico y/o pronóstico. 

Tanto la remodelación de la ME por la acción de las MMP (66), como las alteraciones en la 
función contráctil de las CMVL  (3) representan procesos fundamentales en la formación y 
desarrollo del AAA. 

En condiciones patológicas las CMVL sufren cambios fenotípicos relacionados con la 
interacción de las células con proteínas de la ME y MB, como las lamininas. Las lamininas, 
además de participar en el autoensamblaje de la MB confiriéndole estabilidad estructural 
(22), participan en la adhesión y la migración celular y regulan la proliferación, diferenciación 
y supervivencia celular (24) a través de la unión a receptores de superficie celular  (21). 

El CD146 es una molécula de adhesión celular implicada en la unión de célula-célula y célula-
ME. Se localiza en el sistema vascular y está ampliamente expresado en las CMVL (151). Se 
conoce como receptor de las lamininas 411 y 421 (24) y está implicado en funciones como 
la adhesión, diferenciación, migración y proliferación celular, angiogénesis y la inhibición de 
la apoptosis (153) (143) (171) (179). Además, los niveles de CD146 y los de su forma 
circulante (sCD146)  (166), se han asociado con el desarrollo de patologías inflamatorias que 
presentan daño vascular y con la inestabilidad de la placa en la aterosclerosis (152) (207) 
(208) (209) (210). 

Nuestra hipótesis es que las CMVL juegan un papel fundamental en el desarrollo del AAA y 
que el estudio de la expresión y actividad del CD146 y de su forma soluble en el AAA puede 
aportar información muy valiosa para el conocimiento de esta enfermedad. Con este trabajo 
pretendemos profundizar en el conocimiento de la biología del AAA, aportar conocimientos 
necesarios para el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas que posibilitarán la generación 
de fármacos que eviten la aparición y/o la progresión del AAA y evaluar el sCD146 como 
biomarcador diagnóstico y/o pronóstico de la enfermedad. 

En este contexto, nos planteamos los siguientes objetivos:
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I. Comparar la estructura de la pared vascular y los niveles de ARN mensajero de las 
cadenas α de las lamininas y del receptor DAG-1 en tejidos de aorta humana de AAA 
y de aortas sanas procedentes de donantes multiorgánicos (AN). 

 

II. Estudiar la expresión de CD146 y su relación con el fenotipo de CMVL en cultivos 
primarios de CMVL tratados y no tratados con TGF-β1 y en tejidos de AAA y AN. 

 

III. Estudiar el efecto de la expresión de CD146 sobre la regulación del fenotipo y las 
funciones celulares asociadas a la fisiopatología del AAA, adhesión, migración, 
proliferación y apoptosis en CMVL en cultivo. 

 

IV. Analizar los niveles plasmáticos de la forma circulante de CD146, sCD146, en 
pacientes con AAA e individuos sanos y evaluar su capacidad como biomarcador 
diagnóstico de la enfermedad. 
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1. Obtención de muestras de pacientes: tejido de aorta y plasma 

 

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Ética del Hospital de la Sta. Creu y Sant Pau 
y las muestras se han obtenido con el consentimiento informado de los pacientes.  

Se recogen biopsias de aorta infrarrenal de pacientes con AAA, intervenidos 
quirúrgicamente en el Servicio de Cirugía Vascular del Hospital de la Sta. Creu y Sant Pau, y 
tejidos de aorta normal, procedentes de donantes multiorgánicos del Servicio de 
transplantes del mismo Hospital, con previa firma de consentimiento informado de los 
parientes.  

Inmediatamente después de la extracción de la biopsia se realiza el procesamiento y 
almacenamiento de la misma. En condiciones de esterilidad el tejido se lava con tampón 
fosfato (PBS) para eliminar la sangre, y se trocea en segmentos que se procesan para obtener 
ARN, proteína y secretomas, o realizar estudios inmunohistoquímicos. 

 

- Un trozo de tejido de aproximadamente 3 x 3 mm se sumerge en 1 mL de RNAlater 
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) durante 24 horas a 4 °C, para estabilizar el ARN. 
Transcurrido ese tiempo se extrae el líquido y el tejido se guarda a -80 °C hasta su 
procesamiento. 

 
- Para la obtención de los secretomas, 100-200 mg de tejido se incuban a 37 °C con 1 

mL de medio DMEM (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) sin suero 
fetal bovino (SFB) conteniendo penicilina (100 U/mL)-estreptomicina (10000 
U/10000 µg), L-glutamina 2000 mM y Piruvato Sódico 100 mM durante 48 horas. 
Transcurrido ese tiempo se recupera el medio y se almacena a -80 °C hasta su 
posterior análisis.  

 
- Para los estudios de proteína el tejido se congela a -80 °C. 

 
- Para los estudios inmunohistoquímicos el tejido se sumerge en una solución de 

formaldehido al 4% durante 24 horas y posteriormente se incluye en bloques de 
parafina para su conservación.  
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Los plasmas de los pacientes con AAA se obtienen en el momento de la operación quirúrgica 
en el Servicio de Cirugía Vascular del Hospital de la Sta. Creu y Sant Pau, y los plasmas de 
controles sanos, proceden del banco de sangre. Se extraen 10 mL de sangre periférica en 
tubos con heparina como anticoagulante que inmediatamente se centrifugan a 1500 x g 

durante 10 minutos a 4 °C. El plasma se alícuota y se guarda a -80 °C hasta su análisis. 

 

2. Cultivo de células musculares vasculares lisas 

 

2.1. Obtención del cultivo primario 

 

Las CMVL humanas se obtienen de tejido de aorta de donantes multiorgánicos mediante la 
técnica de explantes.  

En condiciones de esterilidad, se elimina la grasa y la capa adventicia adheridos. El vaso se 
abre longitudinalmente y se raspa la superficie interior con un bisturí para eliminar las 
células endoteliales. La capa media se trocea en pequeños segmentos de aproximadamente 
2 mm2  de área que se colocan en frascos de cultivo de 75 cm2 y se deja durante 2 horas para 
que se adhieran. A continuación se añade el medio de cultivo de crecimiento suficiente para 
que cubra las piezas de tejido y se mantienen en la estufa de CO2. 
 
El medio de crecimiento se prepara con medio M199 Earl’s Salts suplementado con 15% de 
SFB, Sodio Piruvato 1mM, L-Glutamina 2mM y penicilina-Streptomicina 100 U/mL-100 
µg/mL (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemet, Israel), y se cultivan a 37 °C en una 
atmosfera húmeda con 5% de CO2.  

Se cambia el medio cada 3 días hasta que las células empiezan a migrar del explante y a 
proliferar.  
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2.2. Mantenimiento de las CMVL  

 

Una vez alcanzan la confluencia, las células se subcultivan. Se descarta el medio y los cultivos 
se lavan con PBS, previamente atemperado a 37 °C, se añade 1 mL de Tripsina 0.25%-EDTA 
0.02% y se incuba 5 minutos a 37 °C y 5% de CO2, observando al microscopio hasta que las 
células se desprenden. Cuando las células se han desprendido, se añade medio de 
crecimiento y se recuperan las células que se traspasan a un tubo estéril. 

Una alícuota de la suspensión celular se diluye 1:1 con una solución de azul de Tripan (Trypan 
Blue solution 0.5%, SERVA), para determinar la viabilidad celular, y el número de células se 
cuenta en el microscopio óptico invertido con una cámara de Neubauer (BRAND GmbH). 
 
Las células se siembran en frascos de 75 cm2 a la densidad de 7000 células/cm2 con medio 
de crecimiento. Cuando los cultivos alcanzan de nuevo la confluencia, se vuelven a 
tripsinizar.  Una parte se mantiene en cultivo y otra se congela para su utilización posterior. 
 
Para congelar las células, los cultivos se tripsinizan, se cuenta el número de células y se 
centrifugan a 270 x g durante 10 minutos. El botón celular se resuspende, a la concentración 
deseada, en SFB con 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) como crioprotector, suavemente, 
evitando pipeteadas vigorosas. Primero se guardan a -80 °C durante una noche y después se 
almacenan en un tanque de nitrógeno líquido durante, incluso, años. 
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2.3. Sobreexpresión proteica en CMVL en cultivo mediante transfección 
transitoria 

 

2.3.1. Transformación de bacterias competentes y obtención del ADN plasmídico 

 

La transformación de las bacterias competentes se realiza por choque térmico. Las bacterias 
competentes DH5α (Invitrogen) se descongelan en alícuotas de 50 µL en hielo. A 
continuación, se añade 20 ng del ADN de los vectores a transformar (tabla1) a cada alícuota 
y se incuban en hielo durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se someten a un choque 
térmico durante 20 segundos a 42 °C, seguido de 2 minutos en hielo.  

Las bacterias se recuperan con 950 µL de medio Luria Bertain (LB) y se incuban a 37 °C en 
agitación durante 1 hora. Seguidamente, se siembra una cantidad determinada de la 
solución de las bacterias en placas de LB-agar con el antibiótico adecuado para la selección, 
en este caso 0.1 mg/mL de ampicilina, y se incuban o.n. a 37 °C. 

Al día siguiente, se escogen unas colonias aisladas de cada placa, se pican y se dejan crecer 
en 5 mL de LB con 0.1 mg/mL de ampicilina a 37 °C en agitación durante el día. Por la tarde, 
se seleccionan las soluciones más turbias, se pasan a un frasco de 75 cm2 que contiene 100 
mL de LB conteniendo 0.1 mg/mL de ampicilina y se incuban a 37 °C en agitación o.n. Una 
parte de estas soluciones, tal y como se especifica más adelante, se emplea para purificar el 
ADN plasmídico.  

Este procedimiento se lleva a cabo en condiciones de esterilidad.  

La solución de las bacterias incubada se pasa a uno o varios tubos de 50 mL y se centrifuga 
a 3000 x g durante 15 minutos. De los precipitados obtenidos se realiza la purificación del 
ADN plasmidico con el kit de midiPrep (PureLink™HiPure Plasmid Midiprep Kit, Invitrogen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El ADN obtenido se diluye en tampón TE (tris-EDTA) y se cuantifica con el espectofotómetro 
(NanoDrop, Thermo Scientific). Finalmente, cada ADN se separa en alícuotas, una alícuota 
para conservar a -20 °C y otra, a 4 °C para emplearla en los ensayos de transfección celular. 
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Tabla 1. Características de los vectores y las construcciones de ADN empleadas. 

 

2.3.2. Comprobación del ADN plasmídico por gel de agarosa 
 

Para comprobar que el ADN obtenido pertenece a los plásmidos empleados, se realizan 
digestiones con enzimas de restricción (tabla 2). Los enzimas se escogen tras estudiar el 
mapa genético de cada uno de los plásmidos y la reacción se hace en un bloque térmico a la 
temperatura óptima para cada enzima durante 2 horas. 

Los productos digeridos se analizan por electroforesis en gel de agarosa (figura 10). Y una 
vez confirmado que los ADN son los correctos, se genera el stock de bacterias con glicerol al 
15%, que se preservan a -80 °C (la parte restante de las soluciones empleadas para purificar 
el ADN), y el ADN obtenido se alícuota. Una parte del ADN se guarda a -20 °C, para conservar, 
y la otra a 4 °C para emplearlo en los ensayos de transfección celular. 

 

 

 

 

Características comunes Características individuales Referencia 

 
 
 

- True ORF clonning vector 
- El producto se expresa sin tag 
- Promotor de citomegalovirus 

(CMV) 
- Secuencia Kozak para la 

expresión de proteínas mamarias 
- Múltiples sitios de clonación 
- Selección procariota: Resistencia 

a la Ampicilina 
 

 
pCMV6-AC-Ø 

 
- Selección eucariota: Resistencia 

a Kanamycina 
 

 
 
 
- ORIGENE 
- #PS100020 

 
 

 
pCMV6-XL4-MCAM 

 
- Selección eucariota: Resistencia 

a la Neomicina 
- Contiene la construcción del 

ADNc: MCAM humano sin tag 

 

 
 

 
 

- ORIGENE 
- #SC116067 
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VECTORES REACCIÓN VOLÚMEN TEMPERATURA (°C) 
PCMV6-AC-Ø    

 
 

DIGESTIÓN 1 

 
Tampón D 10% 
Not I (Promega) 

ADN 
H2O 

 
1 µL 

0.2 µL 
0.6 µg 

Hasta 20 µL 

 
 

37 °C 

 
 
 

DIGESTIÓN 2 

 
Tampón H 10% 

Eco RI (Promega) 
Pst I (Promega) 

ADN 
H2O 

 
1 µL 

0.2 µL 
0.2 µL 
0.6 µg 

Hasta 20 µL 

 
 
 

37 °C 

PCMV6-XL4-MCAM    
 
 

DIGESTIÓN 1 

 
Tampón D 10% 
Not I (Promega) 

ADN 
H2O 

 
1 µL 

0.2 µL 
0.6 µg 

Hasta 20 µL 

 
 

37 °C 

 
 
 

DIGESTIÓN 2 

 
Tp MULTI-CORE 10% 

Sma I (Promega) 
ADN 
H2O 

 

 
1 µL 

0.2 µL 
0.6 µg 

Hasta 20 µL 

 
 
 

25 °C 

 
 
 

DIGESTIÓN 3 

 
Tampón D 10% 
Xba I (Promega) 

ADN 
H2O 

 

 
1 µL 

0.2 µL 
0.6 µg 

Hasta 20 µL 

 
 
 

37 °C 

Tabla 2. Reacciones de digestión empleadas para cada plásmido. 
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2.3.3. Transfección celular de las CMVL  

 

La transfección celular se realiza por nucleofección con el equipo Amaxa® y con el kit 
“Human AoSMC Nucleofector® Kit” (Lonza) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se tripsinizan las células y se centrifugan a 270 x g durante 10 minutos. El botón celular se 
resuspende en 200 µL de la solución de nucleofección (Nucleofector solution + supplement 
4.5/1) que se reparten entre dos cubetas de nucleofección. Se añaden 5 µg del ADN 
plasmídico pCMV6-Ac-Ø en una cubeta y 5 µg de pCMV6-XL4-MCAM en la otra.   

A continuación, las células se someten a una nucleoporación, programa U-025, tal y como lo 
recomienda el kit. Las células transfectadas, en función del ensayo a realizar, se siembran en 
placas o en frascos a una determinada densidad. 

 

 

 

Figura 10. Representación de los fragmentos del ADN digerido de los plásmidos pCMV6-Ac-Ø y 
pCMV6-XL4-MCAM por gel de agarosa. 
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2.4. Inducción del fenotipo contráctil de las CMVL por TGF-β1 

 

La diferenciación de las CMVL al fenotipo contráctil se realiza mediante un tratamiento de 7 
días con el factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1, del inglés Transforming growth 
factor-β1) (Recombinant Human TGF-β1, Peprotech) a 1 y 10 ng/mL. Cuando el cultivo 
alcanza una confluencia de aproximadamente el 80%, se detiene el crecimiento con medio 
de cultivo con 1% de SFB durante 24 horas y a continuación las células se cultivan en 
presencia del TGF-β1 en medio con el 1% SFB. El medio se cambia cada 3 días. Transcurridos 
los 7 días, se obtienen los extractos celulares para analizar la expresión de proteínas o bien, 
se siembran a una densidad determinada, en placas o frascos, en función del ensayo a 
realizar.  

 

3.  Estudio de la expresión proteica 

 

3.1. Homogenización de tejidos 

 

El tejido congelado se trocea en una placa de Petri con un bisturí, y una vez troceado se 
introduce en un microtubo de 1.5 mL. Por cada mg de tejido se añaden 20 µl de tampón T-
PER (Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific) y con un homogenizador, 
manteniendo el tubo en hielo, se homogeniza la muestra.   

A continuación se centrifuga a máxima potencia durante 5 minutos a 4 °C, y el sobrenadante 
se pasa a un tubo nuevo. Las muestras se guardan en alícuotas de trabajo a -80 °C hasta su 
posterior análisis. 

 

3.2.  Homogenización de células en cultivo 

 

Las células cultivadas a las diferentes condiciones experimentales se solubilizan con un 
tampón de lisis. Las células crecidas en monocapa se lavan 2 veces con PBS y seguido se lisan 
con un volumen de tampón de lisis que depende del área de cultivo y se solubilizan con la 
ayuda de un raspador. El lisado se congela a -80 °C y se descongela (en hielo) para favorecer 
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la lisis. Una vez descongelada la muestra se centrifuga a máxima potencia durante 5 minutos 
a 4 °C y el sobrenadante se pasa a un tubo nuevo.  El precipitado, donde están las matrices 
y los restos celulares, se desecha.  

  
TAMPÓN DE LISIS CONCENTRACIÓN 

Tris  200mM  
EDTA  1mM  

Triton-100X  0.1% 
Complete mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 1/6 

Tabla 3. Composición del tampón de lisis empleado para la extracción de proteína. 

 

3.3. Cuantificación de proteína 

 

Para determinar la concentración de la proteína se utiliza el método de Bradford (Bio-Rad 
Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La concentración se calcula con una recta patrón midiendo la absorbancia a 595 nm en el 
espectrofotómetro. 

 

3.4.  Electroforesis y Western Blot 

 

La expresión proteica se analiza por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en 
condiciones desnaturalizantes con Sodio dodecil sulfato (SDS). El porcentaje de acrilamida 
varía entre 7.5-12% (acrilamida:bisacrilamida 37,5:1), dependiendo del peso molecular de la 
proteína de interés. La electroforesis se realiza con el sistema de Mini-Protean II/Tetra 
system (Bio-Rad). Las soluciones y los tampones utilizados en esta técnica se especifican en 
la tabla 4. 

A concentraciones equivalentes de proteína se les añade tampón de muestra y se calientan 
en un baño a 95 °C durante 5 minutos. Se cargan las muestras en el gel apilador y se hace 
migrar la electroforesis a 150 V en una cubeta con tampón de migración. El marcador de 
peso molecular que se utiliza es el Precision Plus Protein Dual Color Estándar (Bio Rad). 

Finalizada la electroforesis, la proteína se transfiere mediante un sistema semi-húmedo (Bio-
Rad) a una membrana de PVDF (Immobilion-P Transfer-Membrane 0.45 µm; Millipore), 
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previamente activada con metanol (MeOH). La electrotransferencia se realiza a 25 V durante 
45 minutos con tampón de transferencia.  

A continuación, la membrana se tiñe con una solución de Rojo Pounceau para comprobar 
que la carga de proteínas es uniforme en todas las muestras. El exceso de colorante se lava 
con H2O destilada y la membrana se bloquea durante 1 hora con una solución de leche sin 
grasas al 5% en TBS a temperatura ambiente y agitación suave. Para la detección de las 
proteínas de interés, las membranas se incuban con los anticuerpos primarios (Tabla 5) 
diluidos en una solución de leche sin grasa al 1% en TBS o.n. a 4 °C. 

Después de la incubación se realizan 2 lavados de 15 minutos con TBS-0.1% Tween-20 y 2 
con leche al 1% en TBS, y se incuba la membrana con el anticuerpo secundario marcado con 
la peroxidasa de rábano (HRP, hourseradish peroxidase) durante 1 hora y 30 minutos a 
temperatura ambiente y agitación suave. Transcurrido este periodo de tiempo, se realizan 
4 lavados de 15 minutos con TBS-0.1%Tween-20 y se revela con un sustrato 
quimioluminiscente (LuminataTM Forte Western HRP Substrate, Merck Millipore). La señal se 
detecta mediante películas autoradiográficas CURIX RP2 PLUS (AGFA) con procedimientos 
fotográficos estándares. 

Como control de carga se utilizan los niveles de β-actina. 
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 REACTIVOS CONCENTRACIÓN pH 
 
 

Tampón TBS 

 
Tris-HCl 

 
NaCl 

 

 
50 mM 

 
150 mM 

 
 

7.5 
 

 
 

Tampón de migración 

 
Tris 

Glicina 
SDS 

 

 
25 mM 

192 mM 
1% 

 
 

8.3 

 
 

Tampón de 
transferencia 

 
Tris 

Glicina 
MeOH 

 

 
25 mM 

192 mM 
15% 

 
 
- 

 
 
 

Tampón de muestra 

 
Tris-Hcl 
Glicerol 

SDS  
β-mercaptoetanol 

Azul de bromofenol  
 

 
62.5 Mm 

10% 
2% 
5% 

0.0025% 

 
 
 
- 

 
 
 

Gel separador 

 
Acrilamida:Bis 37,5:1 

Tris-HCl pH 8.8 
SDS 

Persulfato de amonio 
TEMED 

 

 
7,5-12% 
0.375 M 

0.1% 
0.05% 

0.005% 

 

 
 
 

Gel apilador 

 
Acrilamida:Bis 37,5:1 

Tris-HCl pH 6.8 
SDS 

Persulfato de amonio 
TEMED 

 

 
4% 

0.125 M 
0.1% 

0.05% 
0.01% 

 
 
 
- 

Tabla 4. Composición de soluciones y tampones empleados para western blot.  
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ANTICUERPO 1ario REFERENCIA DILUCIÓN 
 

Rabbit polyclonal anti-CD146 
 

 
ABCAM (Ab75769) 

 
1/5000 

 
TAGLN 

 

 
SCBT (Sc-53932) 

 

 
1/1000 

 
CNN1 

 

 
SCBT (Sc-58707) 

 

 
1/1000 

 
MTS1 

 

 
SCBT (Sc-377059) 

 

 
1/1000 

 
β-actina mouse monoclonal 

 

 
SIGMA-ALDRICH 

(A5441) 
 

 
1/20000 

 
α-actina mouse monoclonal 

 

 
SIGMA-ALDRICH 

(A5228) 
 

 
1/2500 

ANTICUERPO 2ario   
 
Polyclonal Goat Anti-rabbit Immunoglobulins/HRP 
 

 
DAKO (P 0448) 

 

 
1/2000 

 
Polyclonal Rabbit anti-mouse  
Immunoglobulins/HRP 
 

 
DAKO (P 0260) 

 
1/2000 

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para western blot. 
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4. Estudio de los niveles de ARN mensajero 

 

4.1. Extracción de ARN de tejido 

 

El ARN de tejido se purifica con el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), técnica basada 
en el método de Chomcczynski i Sacchi. Este método, mediante guanidina, urea, fenoles y 
cloroformo, separa el ARN en un medio acuoso dejando el ADN y las proteínas en una fase 
orgánica. 

El tejido congelado se trocea en una placa de Petri, se introduce en un tubo que contiene la 
matriz Lysing matrix D (MP Biomedicals Germany GmbH, Alemanya) y se añade 1 mL de 
Trizol. El tejido se homogeniza en un FastPrep-24 (MP Biomedicals, Solon, OH) durante 60 
segundos. 

A la muestra se añaden 200 µl de cloroformo por mL de Trizol, se agita con el vórtex y se 
incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifuga 
la muestra a 20780 x g durante 10 minutos a 4 °C, y se transfiere la fase acuosa superior a 
otro tubo libre de ARNsas.  

Al volumen extraído se le añaden 500 µL de Isopropanol, se agita con el vortex y se incuba 
o.n. a -20 °C para que el ARN precipite. Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 20780 x g 
durante 5 minutos a 4 °C, se elimina el sobrenadante, y el ARN precipitado se limpia con 
etanol al 75%.  

Finalmente, el ARN se resuspende en 50 µl de H2O destilada libre de ARNsas y se guarda a -
80°C hasta su posterior análisis. 

La concentración del ARN se analiza con un espectrofotómetro (NanoDrop, Thermo 
Scientific) según la absorbancia a 260 nm (1 UA=40 µg RNA), y la pureza se determina con el 
cociente 260/280, que para ser óptima el valor debe estar entre 1.8 y 2. 
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4.2. Extracción de ARN celular 

 

El ARN de las células en cultivo se extrae con el reactivo Trissure (BioLine) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Esta técnica también está basada en el método de 
Chomczynski. 

Las células crecidas en monocapa se lisan con el Trissure (1 mL/9.6 cm2) y se pasan a un tubo 
libre de ARNsas. El lisado se congela para facilitar la lisis celular. En el momento de la 
extracción, las muestras se descongelan a temperatura ambiente y se añaden 200 µl de 
Cloroformo (por mL de Trissure).  A partir de aquí el protocolo de extracción y cuantificación 
es el mismo que se emplea para el ARN de tejido, excepto que el ARN celular se resuspende 
en 30 µl de H2O destilada. Finalmente, las muestras se guardan a -80 °C hasta su posterior 
análisis. 

 

4.3. Transcripción reversa y PCR a tiempo real  

 

La cuantificación relativa de los niveles del ARN mensajero de los genes de interés se analiza 
por RT-qPCR a tiempo real (Real Time Polimerase Chain Reaction).  

El ADN de cadena sencilla complementaria (ADNc) se sintetiza a partir de 0.5-1 µg de ARN 
por transcripción reversa (o retrotranscripción) utilizando el kit “High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se utilizan secuencias aleatorias como oligonucleótidos cebadores (random 
primers) y la transcriptasa reversa MultiscribeTM. La reacción y las condiciones se especifican 
en las tablas 6 y 7. 

  
REACCIÓN VOLUMEN 

BUFFER 10X 2.0 µl 
dNTP’s 0.8 µl 

CEBADORES ALEATORIOS 2.0 µl 
TRANSCRIPTASA REVERSA 1.0 µl 

H2O 4.2 µl 
ARN 1 µg + H2O hasta 10 µl 

TOTAL 20 µl 
                      Tabla 6. Reacción de la transcripción reversa.  
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CICLO (Tª) TIEMPO 
25 °C 10 min 
37 °C 120 min 
85 °C 5 min 

Tabla 7. Condiciones del programa de la transcripción reversa. 

 

El ADNc se diluye 1/10 con H2O destilada y se almacena a -80 °C hasta su posterior análisis. 

Para la amplificación del ADNc por PCR a tiempo real, se utilizan ensayos TaqMan® Gene 
Expression Assay y el equipo de detección ABIPRISM 7900HT (Applied Biosystems). Este 
método permite medir la amplificación de productos a tiempo real mediante un sistema de 
dos oligonucleótidos cebadores y una sonda específica (tabla 8) para la secuencia diana. Las 
sondas tienen un fluorocromo en el extremo 3’ y una molécula inhibidora o quencher, sin 
fluorocromo, en el extremo 5’, que por proximidad, bloquea la emisión de fluorescencia de 
la primera. La sonda hibrida a la parte central del amplicón, pero no emite fluorescencia 
hasta que la polimerasa la hidroliza. De esta manera se detecta la amplificación de un 
determinado producto con una elevada especificidad. La reacción y las condiciones del 
programa se especifican en las tablas 9 y 10. 

    
LISTA DE OLIGONUCLEÓTIDOS SONDA ESPECIE REFERENCIA 

 
CONTROLES ENDOGENOS 

 

 
β-actina 

 
Humana 

 
Hs99999903_m1 

 

 

LAMININAS 

DAG-1 

LAMA-2 

LAMA-3 

LAMA-4 

LAMA-5 

Humana 

Humana 

Humana 

Humana 

Humana 

Hs00189308_m1 

Hs00166308_m1 

Hs00165042_m1 

Hs00935293_m1 

Hs00966585_m1 

 

MARCADORES MUSCULARES 

CNN1 

MYH-11 

TAGLN 

Humana 

Humana 

Humana 

Hs00959434_m1 

Hs00975796_m1 

Hs01038777_g1 

 
OTROS MARCADORES 

S100A4 

MCAM 

Human 

Human 

Hs00243202_m1 

Hs00174838_m1 

Tabla 8. Oligonucleótidos usados para las RT-PCR cuantitativas realizadas en este proyecto. 
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REACTIVO VOLUMEN 
MASTER MIX (2X) 5.0 µl 

SONDA (25X) 0.5 µl 
ADNc diluido 4.5 µl 

TOTAL 10 µl 
Tabla 9. Reacción de la PCR a tiempo real. 

  
CICLO (Tª) TIEMPO 

50 °C 2 min 
95 °C 10 min 
95 °C 15 seg 
60 °C 1 min 

Tabla 10. Condiciones del programa de la PCR a tiempo real. 

 

5. Estudio de los niveles de sCD146 en plasma 

 

Los niveles de sCD146 en sangre se analizan mediante un ELISA (Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) comercial siguiendo las instrucciones del fabricante (Human MCAM 
ELISA Kit; RayBio®, Norcross, GA). Las muestras de plasma se diluyen 1/100 para su análisis. 

Los niveles de sCD146 presentes en los medios de los secretomas y los niveles de CD146 de 
los extractos de tejido obtenidos como se explica en el apartado 3.1 también se cuantifican 
mediante este ensayo. 

El ELISA se basa en la inmunoabsorción ligada a enzimas. El antígeno, la proteína de interés, 
presente tanto en el estándar como en las muestras, se une al anticuerpo inmobilizado. A 
continuación, se añade un anticuerpo de detección marcado con biotina que reconoce el 
complejo. Después se añade una solución de Streptavidina conjugada con HRP y una 
solución con sustrato colorimétrico. Tras la incubación se para la reacción y se realiza la 
lectura por absorbancia en un espectrofotómetro a 450 nm de longitud. 

Para cuantificar los niveles de la proteína se extrapolan los valores de la absorbancia a la 
curva estándar que proporciona el kit. La intensidad del color es proporcional a la cantidad 
de proteína presente en cada pocillo/muestra. 
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6. Estudios histológicos del tejido de aorta 

 

Los análisis histológicos se hacen en cortes consecutivos de tejido de aorta de 3 µm de 
grosor. En cada portaobjetos se procesan cortes de tejido control y de AAA para su 
comparación. 

El estudio de la estructura de los tejidos y la localización de las proteínas de interés se realiza 
mediante 3 técnicas diferentes. 

 

6.1. Tinciones histológicas específicas 

 

Los cortes de tejido de los portaobjetos se desparafinan y se rehidratan con concentraciones 
descendientes de alcohol. A continuación, se lavan las preparaciones en H2O destilada y se 
incuban secuencialmente con los reactivos específicos para cada técnica. 

 

6.1.1. Tinción del ácido periódico 

 

Los cortes se incuban, en orden secuencial, con la solución del ácido peryódico 0.5% durante 
5 minutos, el reactivo de Schiff durante 10 minutos y con la solución de hematoxicilina 
modificada según Gill III durante 2 minutos. Entre reactivo y reactivo se realizan lavados de 
agua de grifo y de H2O destilada. Por último, las secciones se deshidratan utilizando 
concentraciones crecientes de alcohol, se humedecen en xileno, y se montan las 
preparaciones con el medio de montaje Neo-Mount®. 

 

6.1.2. Tinción tricómica de Masson (con azul de anilina) 

 

Esta tinción se realiza utilizando el Kit de Tinción de Tricómica de Masson con azul de anilina 
(PanReac AppliChem, ITW Reagent) siguiendo las indicaciones del fabricante.   
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En primer lugar, los cortes se incuban con hematoxicilina férrica según Weigert durante 10 
minutos y ácido pícrico durante 4 minutos. Después se lavan con H2O destilada y seguido se 
incuban con la solución de escarlata de Biebrich durante 4 minutos. A continuación, los 
cortes se incuban con ácido fosfomolíbdico durante 10 minutos y azul de anilina durante 5 
minutos realizando lavados de H2O destilada entre reactivo y reactivo.  

Una vez teñidos los cortes se lavan y se deshidratan. Finalmente, se humedecen en xileno y 
se montan con medio de montaje Eukitt®. 

 

6.2. Inmunohistoquímica 

 

Los cortes se desparafinan, se rehidratan y se realiza el desenmascaramiento de antígenos 
a pH bajo. A continuación, se procesan en un equipo DAKO Autostainer Link 48, utilizando 
el Dako Envision Flex Kit, los anticuerpos de interés (tabla 11) y diaminobencidina como 
cromógeno. 

   
ANTICUERPO 1ario REFERENCIA DILUCIÓN 

 
Rabbit monoclonal 

Anti-CD146 

 
ABCAM (Ab75769) 

 
1/500 

 
Rabbit polyclonal 

Anti-SM22α 

 
CUSABIO (CSB-PA00804A0Rb) 

 
1/200 

 
Rabbit polyclonal 

Anti-S100A4 

 
CUSABIO (CSB-

PA020632HA01HU) 
 

 
1/200 

 
SM-MHC 

 

 
DAKO (IR066) 

 
Ready to use/1:1 

Tabla 11. Anticuerpos primarios utilizados para las inmunohistoquimicas de este proyecto. 

 

Los cortes se fotografían con el microscopio Olympus BX50 y se modifican con el programa 
CaseViewer. 
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6.3. Inmunofluorescencia 

 

Los estudios de colocalización se realizan con la inmunodetección doble fluorescente. 
Después de desparafinar, rehidratar y realizar el desenmascaramiento de los antígenos, se 
bloquea la muestra durante 1 hora a temperatura ambiente con solución de bloqueo (TBS + 
0.5% triton + 3% suero de burro) para evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos.  

A continuación, se incuban los cortes, primero, con los dos anticuerpos primarios (tabla 12) 
en solución de bloqueo o.n. a 4 °C y 2 horas a temperatura ambiente, y posteriormente, con 
los 2 anticuerpos secundarios fluorescentes a 37 °C durante 2 horas, a oscuras. Entre las 
incubaciones se realizan los lavados con solución de bloqueo. Después del último lavado, 
para reducir la autofluorescencia, se incuban las secciones con Sudan Black B al 1% en etanol 
(EtOH) al 70% durante 4 minutos a temperatura ambiente.  

Los núcleos se tiñen con Hoesch 33258/DAPI a una dilución 1/10000 durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. 

Para el montaje de los cubreobjetos se utiliza medio de montaje Fluoroprep. Las imágenes 
se captan por microscopia laser confocal con el microscopio Leica SP5 del Servicio de 
Microscopia del Institut de Recerca del Sant Pau. 
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ANTICUERPO 1ario 
 

REFERENCIA 
 

DILUCIÓN 
 

Rabbit monoclonal 
Anti-CD146 

 

 
ABCAM (Ab75769) 

 
1/500 

 
TAGLN 

 

 
SCBT (Sc-53932) 

 
1/50 

 
CNN1 

 

 
SCBT (Sc-58707) 

 
1/50 

 
SM-MHC 

 

 
DAKO (IR066) 

 
Ready to use/1:1 

 
MTS1 

 

 
SCBT (Sc-377059) 

 
1/50 

 
ANTICUERPO 2ario 

 
REFERENCIA 

 
DILUCIÓN 

 
Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG 

 
Life Technologies (#A-

11008) 
 

 
1/200 

 
Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG-Cy3 

 

 
Life Technologies (#A-

11001) 

 
1/200 

Tabla 12. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las inmunofluorescencias de este 
proyecto. 
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7.  Ensayos funcionales realizados con las CMVL 

 

7.1. Ensayo de adhesión  

 

Para estudiar la adhesión celular las células se tiñen con el colorante catiónico lipofílico 
fluorescente 1,1’-Dioctadecyl-3, 3, 3’, 3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 97% 
(DiI). 

Las células transfectadas se siembran en frascos de 25 cm2 para que se recuperen de la 
nucleoporación durante 48 horas. Transcurrido este tiempo las células se separan del 
soporte de cultivo mediante el reactivo Cell Dissociation Solution 1X Non-enzymatic (Sigma), 
para evitar que se pierda la expresión de CD146 de la superficie celular. 

A continuación, las células se tiñen con DiI a 10 µg/mL diluido en medio base y se incuban (a 
37 ºC en atmósfera húmeda con 5% de CO2) durante 50 minutos, el exceso de colorante se 
elimina con lavados de PBS.  

Tras el último lavado, las células de cada condición se resuspenden con medio de 
crecimiento hasta igualar la concentración, se siembra un volumen determinado de cada 
condición por duplicado, en pocillos de placas de 12 y se incuban durante 30 minutos. Se 
descarta/aspira el medio junto con las células no adheridas, y el cultivo se lava bien con PBS, 
previamente atemperado a 37 °C. Las células adheridas se solubilizan con 50 µl Triton X-100. 
La solución celular se transfiere, por triplicado, a pocillos de una placa de 96 y se mide la 
fluorescencia a 590 nm de excitación y 530 nm de emisión. 

 

7.2. Ensayo de apoptosis  

 

Inducimos la apoptosis en las CMVL transfectadas con un cocktail de citoquinas compuesto 

por 800 U/mL TNF-α (Peprotech), 800 U/mL IFN-ƴ (Peprotech) y 50 U/mL IL1β (Peprotech). 

Las células se transfectan y se siembran en frascos de 25 cm2 durante 72 horas antes del 
tratamiento a una densidad de 11000 células/cm2. Una vez transcurrido este tiempo y que 
las células se hayan recuperado, se tratan con el conjunto de citoquinas diluido en medio de 
cultivo con 1% de SFB.  
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Para estudiar la apoptosis celular se utiliza el kit “Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit” 
(eBioscience, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante, y el citometro de 3 
lásers MacsQuant (Milteny Biotec).  

Los datos obtenidos se analizan con el mismo programa MacsQuant. 

 

7.3. Ensayo de migración 

 

La migración celular se estudia mediante el ensayo de herida (Wound-healing). Se basa en 
la observación del comportamiento de una monocapa confluente de células a la que 
previamente se ha hecho una brecha o herida. 

Las células se transfectan y, se siembran en frascos de 25 cm2 durante 48 horas para que se 
recuperen de la transfección. A continuación, se separan del soporte de cultivo con el 
reactivo Cell Dissociation Solution 1X Non-enzymatic (Sigma). Se cuenta el número de células 
y se siembran a una densidad de 15000 células/cm2, por duplicado en pocillos de placas de 
12, para que la monocapa alcance una confluencia aproximada del 90% a las 24 horas. 
 
A las 24 horas se realiza la “herida” arrastrando una punta de pipeta p200 con un ángulo 
aproximado de 30 grados por la monocapa. Inmediatamente se realiza un lavado con PBS, 
para eliminar los restos celulares, y se añade medio fresco de mantenimiento al 1% de SFB.  
 
La placa se mantiene en cultivo (37 °C, 5% CO2) y se van tomando imágenes al microscopio 
invertido de manera periódica hasta que se cierre la herida por completo. En las imágenes 
fotográficas, el área libre de células se calcula con el programa informático Image J (NIH, 
Bethesda, MD, USA) y se determina la velocidad de migración. 
 

7.4. Ensayo de proliferación 

 

Para la determinación de la proliferación celular, en CMVL tratadas con TGF-β1 y CMVL 
transfectadas se eligió el ensayo XTT (Cell proliferation kit II, Roche) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El ensayo utiliza la sal de tetrazolio XTT ((3), 2, 3-bis- (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamin-carbonil-2Htetrazol hidróxido) y como catalizador el PMS 
(N-metilfenacina metosulfato). 
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El XTT se reduce por acción de enzimas celulares formando una sal de formazán soluble 
coloreada. La medida de formazán que se libera al medio nos permite determinar el número 
de células metabólicamente activas. La cantidad de formazán se determina al 
espectrofotómetro midiendo la absorbancia a 490 nm.  

CMVL incubadas en presencia de TGF-β1 durante 7 días o CMVL transfectadas se siembran 
por triplicado en pocillos de placas de 96 a 2 inóculos diferentes (1 y 5 x 103 células) en medio 
de crecimiento. La placa se incuba (37 °C, 5% CO2) durante 96 horas. Cada 24 horas se realiza 
una medición por XTT. Para ello, se agrega a los pocillos que corresponda 50 µL de una 
mezcla de XTT más el catalizador. Se incuba la placa durante 4 horas a 37 °C y posteriormente 
se realiza la lectura a 490 nm en espectrofotómetro de placa. 

 

7.5. Comprobación de la inducción del CD146 y de la transfección en las CMVL 
empleadas en los ensayos funcionales 

 

En los estudios funcionales se comprueba la inducción y la sobre-expresión de CD146 en las 
CMVL, tratadas con TGF-β1 y transfectadas con el plasmido pCMV6-XL4-MCAM, empleadas.  

En cada experimento realizado se siembran dos pocillos por cada condición celular en placas 
de 6 pocillos. La proteína se extrae al principio y al final del experimento y la comprobación 
de la expresión de la proteína se realiza por electroforesis y western blot. 

En los experimentos de apoptosis también se analiza el efecto del estímulo apoptótico sobre 
la expresión de CD146. 

 

8.  Análisis estadístico  

 

La distribución de los datos de los grupos a comparar se analiza con el test de normalidad 
D’Agostino & Pearson omnibus. La evaluación de la significación estadística se realiza con 
test no paramétricos, entre los grupos cuyos resultados no siguen una distribución normal: 
Mann Whitney Rank Sum y con test paramétricos entre los resultados que siguen una 
distribución normal: t-student pareada o no pareada. 
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Los resultados se representan como la media ± el error estándar de la media (SEM), y el 
análisis estadístico se realiza con el programa GraphPad Prism 6. Las diferencias se 
consideran significativas a partir del valor p<0.05. 

Las correlaciones estadísticas entre diferentes grupos y variables se calculan utilizando la 
correlación de Pearson (Pearson Product Moment Correlation).  

Se utiliza la regresión lineal múltiple para estudiar la asociación de los niveles plasmáticos 
de sCD146 con variables cuantitativas y la regresión logística múltiple para estudiar la 
probabilidad de la aparición de AAA en función de los niveles plasmáticos de sCD146. 

La curva ROC (Receiver operating characteristic) se emplea para evaluar la capacidad de 
CD146 de distinguir entre los pacientes con AAA y, los que no tienen AAA (AN).  

Los parámetros de valor continuo se analizan mediante un análisis de árbol de clasificación 
y regresión (CART), considerando la condición AAA como una variable dependiente. El 
análisis CART divide los datos continuos en segmentos lo más heterogéneos posible, según 
la variable dependiente. 

Esta parte de la estadística se lleva a cabo empleando el programa informático SPSS. Las 
diferencias se consideran significativas a partir del valor p<0.05. 

 

9.  Determinación del diámetro de la aorta de los pacientes con AAA 

 

El diámetro transversal máximo del aneurisma se cuantifica mediante angio-TC con 
contraste endovenoso. Se realiza en las estaciones de trabajo AGFA IMPAX, versión 
6.4.4.4010 y la Osirix MD, versión FDA cleared/CE IIa para el diagnóstico primario. El 
diámetro transversal máximo a la luz del vaso se mide con el center line a nivel infrarrenal. 
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1. Características de los pacientes del estudio 
 

Para realizar este trabajo se han utilizado muestras de tejido de AAA obtenidas de pacientes 
sometidos a cirugía abierta electiva de AAA en el Hospital de la Sta. Creu y Sant Pau. Las 
muestras de tejido de aortas sanas para los controles se obtuvieron de donantes 
multiorgánicos en el momento de la extracción de los órganos abdominales. Los plasmas de 
los pacientes con AAA provienen de pacientes intervenidos quirúrgicamente y fueron 
extraídos en el quirófano antes de la inducción de la anestesia y los plasmas de los controles 
sanos de donantes del banco de sangre de nuestro centro. 

En la tabla 13 se muestran las principales características clínicas, demográficas y los factores 
de riesgo de la población del estudio.  

En la población de donantes de tejidos, observamos diferencias significativas respecto a la 
edad, sexo, y la prevalencia de los factores de riesgo: tabaquismo, dislipemia, hipertensión 
crónica (HTC), enfermedad arterial periférica (EAP), isquemia miocárdica (ECI) y enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica (EPOC) que son más prevalentes en los pacientes con AAA. 
También se observan diferencias significativas en el consumo de antiplaquetarios y 
estatinas.  

Hay que tener en cuenta que debido a la procedencia de los donantes parte de la 
información se desconoce, por lo que algunas variables pueden estar infravaloradas en este 
grupo e inducir un sesgo en el cálculo estadístico.  

Respecto a los donantes de plasma, también existen diferencias significativas respecto a la 
edad, el sexo y a los factores de riesgo dislipemia, HTC, EAP, ECI y EPOC. El uso de 
antiplaquetarios también es significativamente más alto en los pacientes con AAA. 

Estos datos coinciden con los factores de riesgo asociados al AAA: sexo, la frecuencia es 
mucho mayor en hombres que en mujeres, edad, son más frecuentes en personas de más 
de 65 años, consumo de tabaco, EAP y la HTC. Aunque, en la actualidad, no existen 
alternativas no invasivas para el tratamiento de esta enfermedad, el uso de fármacos 
(estatinas, bloqueantes de receptores beta adrenérgicos) se recomienda como tratamiento 
en los pacientes con AAA a fin de reducir el riesgo de complicaciones derivadas del 
aneurisma. Únicamente modificaciones del estilo de vida, como la reducción del consumo 
de tabaco, han demostrado ser eficaces reduciendo la progresión anual de la enfermedad. 
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  TEJIDOS   PLASMAS  

  

AAA 

 

AN 

 

p 

 

 

AAA 

 

Controles 

 

 

p 

N 89 17 - 89 63  

Edad (años) 71.0±6.6 57.5±15.9 <0.001 71.7±6.7 65.9±6.29 <0.001 

Mujeres 5.6 58.8 <0.001 5.6 11.1 0.045 

Diámetro aótico (mm) 64.9±13.0 -  65.0±12.1 -  

Dislipidemia 60.7 17.6 0.003 60.7 15.9 <0.001 

HTC 71.9 5.9 <0.001 73.0 36.5 0.006 

Diabetes 23.6 11.8 0.446 24.7 7.9 0.516 

Fumadores 27.0 17.6 0.050 22.5 14.3 0.489 

EAP 49.4 0.0 <0.001 49.4 0.0 <0.001 

ECV 7.9 5.9 0.828 9.0 0.0 0.971 

ECI 24.7 0.0 0.048 28.1 0.0 0.005 

EPOC 19.1 0.0 0.108 16.9 0.0 0.017 

Antiplaquetarios 59.6 11.8 <0.001 60.7 7.9 <0.001 

Estatinas 68.5 5.9 <0.001 73.0 47.6 0.166 

Antiinflamatorios no 
esteroideos 

4.5 0.0 0.845 3.4 11.1 0.711 

Corticoides 5.6 0.0 0.706 5.6 4.8 0.532 

Inmunosupresores 4.5 0.0 0.845 4.5 1.6 0.990 

 

 

Tabla 13. Datos clínicos y demográficos de la cohorte de individuos empleados en este estudio. 
Las variables nominales se muestran en %, y las variables continuas como media ±SD. Debido a 
la procedencia de las muestras de los controles se desconocen algunos de los datos clínicos por 
lo que es probable que estén infravalorados. HTC, hipertensión crónica; EAP, enfermedad arterial 
periférica; ECV, enfermedad cerebrovascular. ECI, enfermedad de corazón isquémico; EPOC, 
enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 
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2. Estudio histológico de la pared aórtica en AAA y AN  

 

2.1. Los tejidos de AAA presentan alteraciones en la estructura de la pared 

 

La etiopatogenia de la enfermedad aneurismática es compleja y todavía hoy permanece 
esencialmente desconocida. Histológicamente el AAA se caracteriza por una degeneración 
de los elementos estructurales de la pared de la aorta y un remodelado de la media con 
evidencia de inflamación crónica, hipervascularización, destrucción de la lámina elástica y 
pérdida de las CMVL. 

Para estudiar las alteraciones estructurales de la pared de la aorta en el AAA, hemos 
realizado tinciones histológicas específicas en muestras de tejido de AAA y AN. 

El estudio histológico confirma la alteración en la estructura del tejido de AAA. Con la tinción 
tricómica de Masson se observa en la capa media de los tejidos de AAA una disminución del 
citoplasma celular y una disminución y desorganización de las fibras musculares, que se 
asocia a una disminución del número de CMVL (Figura 11a). La tinción negativa de ácido 
peryódico de Schiff (PAS) en tejidos de AAA muestra una pérdida de estructura de la MB, 
posiblemente debido a la disminución de polisacáridos (Figura 11b). La MB es una delgada 
capa de la matriz extracelular que rodea las células musculares dejando algunos espacios 
que permiten a las células musculares contiguas formar uniones en hendidura. Sus 
principales funciones son dar soporte físico y actuar como barrera con una permeabilidad 
selectiva, así como regular las actividades biológicas. 

En las muestras de tejido de aneurisma, también se observa un infiltrado inflamatorio focal, 
predominantemente en la adventicia, con tendencia en algunos casos a formar nódulos y la 
presencia de trombos.  

Estas alteraciones estructurales en el tejido de AAA se pueden asociar al remodelado de la 
media que contribuye al debilitamiento de la pared vascular y progresión de la enfermedad. 
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  AN      AAA 
 

    

 

 

 

 

2.2. Los niveles de expresión de ARN mensajero de las cadenas α-2, -3, -4 y -5 
de las lamininas y del receptor DAG-1 están diferencialmente expresados 
en los tejidos de AAA y AN  

  

En el estudio histológico observamos que existen diferencias estructurales entre los tejidos 
de AAA y de AN, parcialmente debidas a cambios en la membrana basal. Para determinar si 
este cambio estructural va asociado a la variación en la composición de ésta, analizamos la 

Figura 11. Imágenes representativas de tinciones histológicas de tejido de AAA y AN. a) Tinción 
tricómica de Masson: tinción del tejido conjuntivo, colágeno (azul), núcleos (lila-marrón) y 
citoplasma, glóbulos rojos y fibras musculares (rojo). b) Tinción de ácido peryódico de Schiff 
(PAS): Tinción de la cromatina, núcleos (azul oscuro) y polisacáridos (proteoglicanos y 
glucoproteínas), que componen la membrana basal (MB), de color magenta (rojo-púrpura). Los 
números representan las tres capas/túnicas que componen el tejido: 1-íntima, 2-media y 3-
adventicia. La escala es de 100 µm; AAA, n=4; AN, n=4. 
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expresión a nivel transcripcional de las cadenas α de las lamininas y del receptor DAG-1 por 
PCR a tiempo real.  

Las lamininas son uno de los principales componentes de la MB que proporcionan sitios de 
unión a través de sus cadenas α, promueven la adhesión y migración celular y regulan la 
proliferación, diferenciación y supervivencia celular. El receptor DAG-1, actúa como receptor 
de las lamininas participando en la unión del citoesqueleto y los componentes de la ME. 

El análisis por PCR muestra que los niveles de expresión de ARNm de las cadenas α-2,-3 y -4 
de las lamininas y de DAG-1 están incrementados significativamente en el tejido de AAA 
respecto al tejido de AN (p=0.005, p<0.0001, p=0.0003 y p=0.028, respectivamente), 
mientras que los niveles de expresión de ARNm de la cadena α-5 de la laminina están 
disminuidos (p=0.012) (Figura 12). 

Las isoformas de laminina muestran un patrón de distribución específica de tejido y son 
esenciales para el correcto desarrollo tisular, por lo que el estudio de la composición de 
lamininas en tejido podría permitir establecer las bases moleculares de numerosas 
patologías. La expresión diferencial de las lamininas en el tejido de AAA que observamos en 
estos resultados representa un cambio en la estructura y función de la MB.  
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Figura 12. Niveles de expresión de ARNm de las cadenas α de las lamininas y del receptor DAG-
1 en tejidos de AAA y AN. Los niveles de ARNm de la cadena α-2 (a), -3 (b), -4 (c) y -5 (d) de la 
laminina y del receptor DAG-1 (e) en tejidos de AAA (n=88) y de AN (n=17) se analizan por RT-
qPCR. Las cajas indican los percentiles 25 y 75%, y la línea horizontal, la mediana. Los puntos 
representan los valores que se encuentran fuera de los percentiles 10 y 90%. Los datos se 
comparan con la prueba Mann Whitney. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
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3. Estudio de la expresión de CD146 en tejidos de AAA y AN 

 

3.1. La expresión de CD146 está disminuida en el tejido de AAA, y esta 
disminución está asociada a la disminución de su expresión en las CMVL 
de la capa media 

 

El CD146 tiene un papel importante en la estructura del vaso, así como en la angiogénesis e 
inflamación. Los niveles de CD146 se han asociado a la presencia de enfermedad 
cardiovascular, relacionado con los mecanismos de inflamación crónica y disregulación 
inmunitaria presentes en estas enfermedades que conducen a daño endotelial y fallo de la 
reparación vascular. El CD146 actúa como receptor para las lamininas compuestas por la 
cadena α-4 y está asociado con la reorganización del citoesqueleto de actina.  Forma parte 
de la unión de las células de la pared del vaso sanguíneo, endoteliales vasculares, musculares 
lisas y pericitos, a la membrana basal. Dado que hemos observado diferencias en la 
composición de la MB, nos planteamos el estudio de la expresión y actividad del CD146 en 
el AAA.  

Para estudiar la expresión del CD146 en tejidos de AAA, analizamos los niveles de expresión 
de CD146 a nivel transcripcional, por PCR a tiempo real, y de proteína, por western blot y 
ELISA, en tejidos de AAA y AN. 

        

 

Figura 13. Niveles de expresión de ARNm de CD146 en tejidos de AAA y AN. Los niveles de ARNm 
de CD146 en tejidos de AAA (n=88) y de AN (n=17) se analizan por RT-qPCR. Las cajas indican los 
percentiles 25 y 75%, y la línea horizontal la mediana. Los puntos representan los valores que se 
encuentran fuera de los percentiles 10 y 90%. Los datos se comparan con la prueba de Mann 
Whitney. ****p<0.0001.  
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Observamos que los niveles de expresión de ARNm de CD146 en tejidos de AAA son 
significativamente más bajos que los niveles en tejidos de AN (p<0.0001) (Figura 13). Los 
resultados de western blot (Figura 14a) y ELISA (Figura 14b) de lisados de tejido de AAA y AN 
muestran que la disminución de los niveles de ARNm se correlaciona con una disminución a 
nivel de proteína, siendo la diferencia de los niveles de CD146 cuantificados por ELISA 
estadísticamente significativa (AAA 0.023±0.003 ng/mL, AN 0.135±0.036 ng/mL; p<0.0001).  

 

                  

 

La diferencia de los niveles de expresión de CD146 entre los tejidos de AAA y AN nos indujo 
a determinar el patrón de expresión de esta proteína en el tejido aórtico mediante 
inmunohistoquimica.  

En los tejidos de AN observamos que el CD146 se expresa en las CMVL de la media y en las 
células endoteliales de la microvasculatura de la adventicia (figura 15). En los tejidos de AAA 
en cambio, observamos una disminución de la inmunotinción de CD146 en las CMVL de la 
capa media (Figura 15a), mientras que las células endoteliales sí expresan CD146 como en 
el caso de la AN (Figura 15b). 

 

 

Figura 14. Niveles de expresión de proteína CD146 en tejidos de AAA y AN. a) Western blot 
representativos de CD146 y β-actina como control endógeno en lisados de tejido de AAA (n=12) 
y AN (n=12). b) Los niveles de CD146 (ng/µg proteína) en lisados de tejidos de AAA (n=12) y AN 
(n=12) se analizan por ELISA. Se muestra la media ± el error estándar (SEM). Los datos se 
comparan con la prueba t-student no pareada. ****p<0.0001. 
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Estos resultados indican que el CD146 se expresa fundamentalmente en las células 
vasculares, CMVL y microendoteliales. La disminución de la expresión de CD146 observada 
en el tejido de AAA está asociada a las CMVL. Esta disminución no es debida únicamente a 
la pérdida de CMVL en la capa media de la aorta aneurismática, sino también a la 
disminución de su expresión en las CMVL de la capa media. 

 

4. Caracterización del fenotipo de los cultivos primarios de CMVL  
 

Las diferencias que hemos observado en la expresión de CD146 en las CMVL de la pared de 
la aorta de AAA hacen que nos planteemos estudiar su expresión en las CMVL de aortas 
humanas en cultivo.  

La CMVL adulta conserva una elevada plasticidad fenotípica que permite su fácil 
desdiferenciación hacia un amplio espectro de fenotipos como respuesta adaptativa a 
diferentes estímulos fisiológicos o patológicos. Esta modulación fenotípica permite a las 

Figura 15. Expresión inmunohistoquímica de CD146 en tejido de AAA y AN. Imágenes 
representativas de la tinción inmunohistoquimica de CD146 en tejidos de AAA y AN. Se muestra 
en detalle la tinción de las CMVL de la capa media (a) y de las células endoteliales de la 
microvasculatura de la capa adventicia (b) en tejidos de AN y AAA. La escala es de 50µm. AAA 
(n=6); AN (n=6). 
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CMVL jugar un papel clave en la fisiopatología de las enfermedades vasculares. Por otro lado, 
se ha asociado la expresión de CD146 con el potencial de diferenciación de distintos tipos 
celulares, entre ellos el fenotipo diferenciado de las CMVL (175).  

Los cultivos in vitro de CMVL procedentes de arterias humanas o animales obtenidos 
mediante la técnica de explante, presentan el fenotipo desdiferenciado o sintético y 
proliferan. Presentan características asociadas al fenotipo sintético observado in vivo, entre 
ellas: la pérdida de la contractilidad, la represión de los genes de las proteínas marcadoras 
del fenotipo contráctil (marcadores musculares) y el aumento de migración, tasa de 
proliferación y secreción de los componentes de la ME y MMP (4) (211).  

Un gran número de factores como factores de crecimiento, mediadores inflamatorios, 
componentes de la matriz e interacciones entre células, regulan la modulación del fenotipo 
de las CMVL. Entre ellos el factor de crecimiento transformante (TGF-β, del inglés 
Transforming growth factor) se ha descrito como uno de los factores más potentes 
induciendo la diferenciación de las CMVL (211). 

 

4.1. La inducción del fenotipo contráctil por TGF-β1 se asocia con la inducción 
de la expresión de CD146 en las CMVL en cultivo  

 

Con la finalidad de analizar la relación de la expresión de CD146 con el cambio de fenotipo 
de las CMVL, tratamos cultivos primarios de CMVL de aorta abdominal de controles sanos 
con TGF-β1 durante 7 días para inducir el fenotipo contráctil. Analizamos la expresión de 
CD146, de las proteínas relacionadas con el fenotipo contráctil (SM-MHC, Calponina-1, y 
TAGLN) y con el fenotipo desdiferenciado (S100A4). También analizamos la expresión del 
receptor DAG-1 y de las cadenas α de las lamininas, así como características funcionales 
relacionadas con el fenotipo de las CMVL. 

En primer lugar, por western blot observamos que los cultivos primarios de CMVL obtenidos 
mediante la técnica de explante no expresan la proteína CD146 (figura 16). 
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Para determinar la concentración de TGF-β1 a la que se induce la diferenciación celular y si 
el TGF-β1 regula la expresión de CD146, tratamos las CMVL con 1 y 10 ng/mL de TGF-β1 
durante 7 días y analizamos la expresión de CD146 y TAGLN, como marcador de fenotipo, 
por western blot.  

Observamos que a las concentraciones analizadas el TGF-β1 induce la expresión de la 
proteína CD146, siendo la respuesta dependiente de la dosis, y de TAGLN, cuya expresión ya 
es máxima a la concentración de 1 ng/mL (Figura 17). Al microscopio observamos que los 
cultivos de CMVL tratados con TGF-β1 cambian de morfología respecto a los no tratados, 
adquierendo la forma de huso (splinde shaped morphology), característica del fenotipo 
contráctil (4) (Figura 18). Decidimos utilizar la concentración de 10 ng/mL en los siguientes 
experimentos para garantizar la máxima expresión de CD146. 

 

 

 

Figura 16. Niveles de expresión de proteína CD146 en las CMVL en cultivo. Western blot 
representativo de la expresión de CD146 y de β-actina como control endógeno en 5 líneas 
independientes de CMVL. Como control positivo utilizamos células endoteliales de vena de 
cordón umbilical (HUVEC). 

 

 

 

Figura 17. Expresión de CD146 y TAGLN en CMVL tratadas con distintas concentraciones de TGF-
β1 en cultivo. Western blot representativo de la expresión de proteína CD146, TAGLN y β-actina, 
como control endógeno, en CMVL cultivadas en presencia de 1 y 10 ng/mL de TGF-β1 y CMVL 
control durante 7 días.  
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Los niveles de expresión de ARNm de SM-MHC, TAGLN, Calponina-1 y CD146 se incrementan 
con el tratamiento con TGF-β1 aunque las diferencias no son significativas. Sin embargo, los 
niveles de expresión de S100A4 son significativamente inferiores en CMVL tratadas respecto 
a las no tratadas (p= 0.047) (Figura 19b), así como los del DAG-1 y las cadenas α-2, -3, -4 y -
5 de las lamininas, siendo la diferencia estadísticamente significativa para el DAG-1 
(p=0.036), laminina α-2 (p=0.029) y laminina α-4 (p=0.015) (Figura 19a).  

El análisis de la expresión de las proteínas marcadoras del fenotipo contráctil TAGLN y 
Calponina-1, CD146 y el marcador de desdiferenciación S100A4 por western blot 
correlacionan con los resultados de ARNm (Figura 19c).  

 

 

 

 

 

Figura 18. Efecto del TGF-β1 sobre la morfología celular de las CMVL en cultivo. Imágenes 
representativas de CMVL tratadas con TGF-β1 a 10 ng/mL y CMVL control en cultivo, obtenidas 
al microscopio de contraste de fases. 
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Dado que la proliferación es una característica que depende del fenotipo de las CMVL, 
estudiamos si existen diferencias en la capacidad proliferativa de las CMVL tratadas y no 
tratadas con TGF-β1 utilizando el ensayo  XTT.  

Figura 19. Niveles de expresión de los marcadores del fenotipo contráctil de las CMVL, CD146, 
S100A4, del receptor DAG-1 y las cadenas α de las lamininas en CMVL tratados con TGF-β1 
10ng/mL y las CMVL control en cultivo. CMVL en placas de p6 se incuban en presencia y ausencia 
de 10 ng/mL de TGF-β1 durante 7 días, transcurridos los cuales se analizan los niveles de ARN por 
RT-qPCR y de proteína por western blot. a) Niveles de ARNm de los marcadores del fenotipo 
contráctil (SM-MHC, TAGLN, Calponina-1), CD146 y S100A4. b) Western blot representativo de 
CD146, TAGLN, Calponina-1, S100A4, y β-actina como control endógeno de las CMVL tratadas 
con TGF-β1 a 10ng/mL y las CMVL control en cultivo (n=4). c) Niveles de ARNm del receptor DAG-
1 y de las cadenas α-2, -3, -4 y -5 de las lamininas. Se muestra la media ± el error estándar (SEM) 
de 4 experimentos independientes. Los datos se comparan con la prueba t-student pareada. 
*p<0.05.   
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Aunque con el inóculo de 1x103 no se alcanzan niveles notables de proliferación y no se 
observan diferencias entre ambas condiciones  (incremento de absorbancia a 490 nm a las 
72 horas C: 0.481±0.172; TGF-β-1: 0.240±0.066, p=0.409), con el inóculo de 5x103 
observamos que la capacidad de proliferar es menor en las CMVL tratadas con TGF-β1 
aunque la diferencia no es significativa (incremento de absorbancia a las 72 horas C: 
1.149±0.073; TGF-β1: 0.799±0.170, p= 0.275) (Figura 20).  

 

                           

 

 

En conclusión, la inducción de los marcadores de fenotipo contráctil, tanto a nivel de ARNm 
como de proteína, el cambio de la morfología celular y la inhibición de la tasa de 
proliferación son consistentes con que el tratamiento con TGF-β1 induce la diferenciación 
de las CMVL al fenotipo contráctil.  

El fenotipo contráctil de las CMVL inducido por TGF-β1 a su vez, se correlaciona con una 
disminución de la expresión del marcador de las CMVL desdiferenciadas S100A4, a nivel de 
ARNm y proteína, y de los niveles de expresión de ARNm de DAG-1, y de las cadenas α-2, -3, 
-4 y -5 de las lamininas.  

Asimismo, estos resultados demuestran que la expresión de CD146 en los cultivos de CMVL 
se correlaciona con el fenotipo, expresándose en las células de fenotipo contráctil. 

Figura 20. Cinética de tiempo de la proliferación de CMVL tratadas con TGF-β1 a 10 ng/mL y 

CMVL control en cultivo. CMVL se cultivan en frascos de 75 cm
2
 en presencia y ausencia de TGF-

β1 a 10 ng/mL durante 7 días. Transcurrido este tiempo se siembran a 2 inóculos diferentes, 1x10
3
 

y 5x10
3
, en placas de p96 por duplicado. A distintos tiempos se añade XTT y se incuba 4 horas. El 

incremento de absorbancia se calcula restando a cada tiempo el valor de absorbancia de su 
tiempo 0. Se muestra la media ± el error estándar (SEM) de 3 experimentos independientes. Los 
datos se comparan con la prueba t-student pareada. 
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5. Caracterización del fenotipo de las CMVL en el tejido de AAA y AN 
 

5.1. Las CMVL del tejido de AAA presentan un fenotipo desdiferenciado o 
sintético 

 

Tras demostrar que la expresión de CD146 se asocia al fenotipo contráctil de las CMVL, 
evaluamos si en el AAA se produce un cambio de fenotipo de las CMVL, y si la expresión 
diferencial de CD146 que observamos entre el tejido de AAA y AN está asociado a este 
cambio fenotípico. Para ello, analizamos la expresión de las proteínas del fenotipo contráctil 
SM-MHC, Calponina-1 y TAGLN, y del marcador de las CMVL desdiferenciadas, S100A4, en 
tejidos de AAA y AN a nivel de ARNm, por PCR a tiempo real, y de proteína, por western blot. 

Observamos que los niveles de expresión de ARNm de la Calponina-1, TAGLN y SM-MHC 
están significativamente disminuidos en los tejidos de AAA en comparación con los de AN 
(p<0.0001) (Figura 21 a-c). Por western blot analizamos la expresión de las proteínas 
Calponina-1 y TAGLN que, al igual que los niveles de ARNm, se encuentra disminuida (Figura 
21e). 
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Figura 21. Niveles de expresión de los marcadores del fenotipo contráctil y de S100A4 en tejidos 
de AAA y AN. Los niveles de ARNm de Calponina-1, TAGLN, SM-MHC, y S100A4 (a-d) en tejidos 
de AAA (n=88) y de AN (n=17) se analizan por RT-qPCR. Las cajas indican los percentiles 25 y 75%, 
y la línea horizontal la mediana. Los puntos representan los valores que se encuentran fuera de 
los percentiles 10 y 90%. Los datos se comparan con la prueba Mann Whitney. ****p<0.0001. e) 
Western blot representativo de las proteínas Calponina-1, TAGLN, S100A4, y β-actina como 
control endógeno en lisados de tejido de AAA (n=12) y AN (n=12).  
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Por el contrario, no se observan diferencias en los niveles de ARNm del S100A4 entre los 
tejidos de AAA y AN (figura 21d) y por western blot observamos que la expresión de proteína 
se encuentra disminuida en la aorta de AAA (Figura 21e). 

Los factores que podrían estar afectando los niveles de expresión de estas proteínas en el 
tejido de AAA son la disminución del número de CMVL de la capa media, debido a la 
apoptosis que se produce durante la progresión de la patología o bien, al cambio de fenotipo 
de contráctil a sintético, o lo que es lo mismo, a la desdiferenciación de las CMVL.  

Para responder a esta pregunta, analizamos la expresión de estas proteínas mediante 
inmunohistoquímica en tejidos de AAA y AN.  

 

 

 

 

Figura 22. Expresión inmunohistoquímica de los marcadores del fenotipo contráctil SM-MHC y 
TAGLN y de S100A4 en tejido de AAA y AN. Imágenes representativas de la tinción 
inmunohistoquimica de SM-MHC (a), de TAGLN (b) y de S100A4 (c) en la capa media de los tejidos 
de AN y AAA. La escala es de 50µm. AAA (n=4); AN (n=4). 
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Observamos que la tinción de SM-MHC y de TAGLN es más débil o ausente en las CMVL de 
la capa media de los tejidos de AAA que en las CMVL del tejido de AN (Figura 22a y b), 
mientras que la tinción de S100A4 en las CMVL de la media del tejido patológico es más 
intensa que en el tejido normal (Figura 22c). 

Aunque el número de CMVL está disminuido en la media de los tejidos patológicos, la 
expresión diferencial de los marcadores del fenotipo diferenciado observada entre los 
tejidos de AAA y AN, no es debida únicamente a esta disminución, sino que está causada, 
fundamentalmente, por el cambio en la expresión de estas proteínas en las CMVL. Por lo 
tanto, la disminución de la expresión de SM-MHC y de TAGLN que observamos en el tejido 
de AAA indica una desdiferenciación de las CMVL asociada a la patología donde las CMVL 
cambian del fenotipo contráctil de la arteria sana al no-contráctil o sintético de la aorta 
patológica.  

La expresión de S100A4 corrobora que las CMVL del tejido patológico están 
desdiferenciadas. En este caso, el hecho de que el número de CMVL sea inferior en los tejidos 
de AAA podría explicar porque no observamos una disminución significativa a nivel de ARNm 
y porque por western blot la expresión de proteína aparece disminuida. 
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5.2. La expresión de CD146 en las CMVL de la capa media del tejido de AAA 
correlaciona con el fenotipo desdiferenciado de las CMVL 

 

Una vez confirmado que las CMVL de la capa media del tejido de AAA están 
desdiferenciadas, es decir, que cambian de fenotipo contráctil a sintético, comprobamos si 
la expresión de CD146 está asociada a dicho cambio.  

Mediante doble tinción por inmunofluorescencia analizamos la expresión de CD146 en el 
tejido con la expresión de cada uno de los marcadores fenotípicos de las CMVL de forma 
simultánea. 

Como hemos descrito en el apartado 3.1 en el tejido AN la expresión de CD146 está 
localizada en las células endoteliales de la microvasculatura y en las CMVL de la capa media. 
Mediante la doble tinción por inmunofluorescencia observamos que el CD146 colocaliza con 
los marcadores del fenotipo diferenciado SM-MHC, TAGLN, y Calponina-1 (Figura 23a-c). En 
el tejido de AAA, a pesar de la baja intensidad de la tinción del CD146 observamos el mismo 
resultado. Sin embargo, el patrón de expresión del S100A4 es diferente al de CD146, ambas 
proteínas colocalizan en las CMVL en la AN y en el AAA. En el AAA, que como hemos 
mencionado la tinción de S100A4 es más intensa, además de en las CMVL se expresa en una 
parte de las células del infiltrado inflamatorio (Figura 23d).  

Por lo tanto, los resultados de la doble tinción por inmunofluorescencia confirman que la 
expresión de CD146 en las CMVL del tejido de AAA se correlaciona con el fenotipo 
desdiferenciado.  
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Figura 23. Imágenes representativas de tinciones de doble inmunofluorescencia de tejido de 
AAA y AN. Doble tinción inmunohistoquimica de CD146 y SM-MHC (a), TAGLN (b), Calponina-1 
(c) y S100A4 (d), en tejidos de AAA y AN. Los núcleos se tiñen con DAPI. La colocalización de 
ambos marcajes se demuestra por la fluorescencia amarilla. La escala es de 50µm. AAA (n=3); AN 
(n=3). 
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6. Caracterización del papel del CD146 en el AAA 

 

El estudio de las características fenotípicas de los cultivos primarios de CMVL y su regulación 
por el TGF-β1, nos ha permitido determinar que las CMVL en cultivo se encuentran 
desdiferenciadas y no expresan CD146. Asimismo, hemos demostrado que las CMVL de la 
capa media del tejido de AAA presentan un fenotipo desdiferenciado asociado con la pérdida 
de la expresión de CD146.  

A la vista de estos resultados, nos propusimos determinar si el CD146 juega un papel en los 
cambios funcionales de las CMVL en la patología aneurismática. Para ello, mediante 
transfección transitoria, generamos cultivos de CMVL que sobreexpresan CD146 y 
estudiamos si la expresión de CD146 modifica características morfológicas y funcionales de 
las CMVL en cultivo. 

Transfectamos las CMVL con el plásmido pCMV6-Ac-Ø (control) o con el plásmido pCMV6-
XL4-MCAM (CD146), y analizamos los niveles de expresión del ARNm de CD146, por RT-
qPCR, y de proteína, por western blot, a distintos tiempos (figura 24). La expresión de ARNm 
y proteína se observa ya a las 24 horas después de la transfección. Los niveles de ARNm 
empiezan a disminuir a las 48 horas y la expresión de proteína se mantiene hasta las 96 horas 
(tiempo máximo analizado) aunque a este tiempo se empieza a observar una disminución. 

 

 

 

 

 

                      



Resultados 

117 
 

 

 

                   

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Cinética de tiempo de los niveles de expresión de CD146 en las CMVL transfectadas 
con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM en cultivo. Las CMVL se transfectan con los plásmidos 
pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM y se siembran en placas de p6. Cada 24 horas se recogen 
extractos celulares y se analizan los niveles de ARNm por RT-qPCR y de proteína por western blot. 
a) Niveles del ARNm de CD146. Se muestra la media ± el error estándar (SEM) de 3 experimentos 
independientes. b) Western blot representativo de CD146 y β-actina, como control endógeno 
(n=3).  
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6.1. La sobreexpresión de CD146 no modifica el fenotipo de las CMVL en 
cultivo 

 

Con los resultados obtenidos nos planteamos utilizar los cultivos de CMVL transfectadas 
para determinar si el CD146 juega algún papel en la regulación del fenotipo de las CMVL. 

Para ello, analizamos los niveles de expresión de ARNm de los genes de las proteínas 
marcadoras del fenotipo contráctil (Calponina-1 y TAGLN), y del marcador de las CMVL 
desdiferenciadas, S100A4, en cultivos de CMVL que sobreexpresan CD146 y CMVL control 
por RT-qPCR. 

También analizamos los niveles de expresión de ARNm de receptor DAG-1 y de las cadenas 
α-2, -3, -4 y -5 de las lamininas ya que observamos que la diferenciación de las CMVL con 
TGF-β1 produce una disminución de los mismos. 

No observamos diferencias estadísticamente significativas entre las células control y las que 
sobreexpresan CD146 en ninguno de los ARNm analizados (Figura 25). Estos resultados 
sugieren que la expresión de CD146 no está implicada en los mecanismos que controlan la 
regulación génica del fenotipo en las CMVL en cultivo.  
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6.2. La sobreexpresión de CD146 aumenta la capacidad de adhesión de las 
CMVL en cultivo 

 

La función principal de las CMVL de las arterias elásticas como la aorta, además de producir 
movimientos contráctiles, es mantener la resistencia vascular, función que realizan 
mediante la adhesión célula-célula y la adhesión a la ME mediante receptores como el 

Figura 25. Cinética de tiempo de los niveles de expresión de los genes marcadores del fenotipo 
contráctil Calponina-1 y TAGLN, de S100A4, del receptor DAG-1 y de las cadenas α-2, -3, -4, y -
5 de las lamininas en las CMVL transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM en cultivo. 
Las CMVL se transfectan con los plásmidos pCMV6-Ø y pCMV6-XL4-MCAM y se siembran en 
placas de p6 y los niveles del ARNm se analizan por RT-qPCR a diferentes periodos de tiempo. 
Niveles del ARNm de Calponina-1 (a), TAGLN (b), S100A4 (c), del receptor DAG-1 (d) y de las 
cadenas α-2 (e), -3 (f), -4 (g) y -5 (h) de las lamininas. Se muestra la media ± el error estándar 
(SEM) de 3 experimentos independientes. Los datos se comparan con la prueba t-student 
pareada.  
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CD146. Por ello, estudiamos si el CD146 juega un papel en la adhesión de las CMVL 
comparando la adhesión a la superficie de cultivo de CMVL que sobreexpresan CD146 y 
controles. 

Observamos que la sobreexpresión de CD146 incrementa el número de células adheridas al 
sustrato respecto a las células control (pCMV6-XL4-MCAM: 35437±2054; pCMV6-Ac-Ø: 
27696±3094¸ p=0.0078 (Figura 26).  

 

                                

 

 

Estos resultados sugieren que el CD146 podría jugar un papel en la adhesión celular de las 
CMVL a la-ME, y en consecuencia participar en el control de la contractibilidad y resistencia 
vascular. 

 

Figura 26. Adherencia de CMVL transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM en cultivo. 
CMVL transfectadas con los plásmidos pCMV6-Ø y pCMV6-XL4-MCAM se tiñen con 10 µg/mL de 
DiI durante 30 minutos. 4x104 células se siembran en placas p12, por triplicado, y se incuban 
durante 30 minutos. Los pocillos se lavan para eliminar las células no adheridas y el número de 
células adheridas se determina cuantificando la emisión de fluorescencia a 590 nm. En cada 
experimento se recogen extractos de proteína y se confirma la sobreexpresión de CD146 
mediante western blot. a) Representación del número de las CMVL adheridas. Se muestra la 
media ± el error estándar (SEM) de 4 experimentos independientes. Los datos se comparan con 
la prueba t-student pareada. **p<0.005. b) Western blot representativo de la sobreexpresión de 
CD146 y la expresión de β-actina como control endógeno en las CMVL empleadas (n=4). 
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6.3. La sobreexpresión de CD146 no modifica la capacidad de migración de las 
CMVL en cultivo 

 

En condiciones patológicas, como el AAA, las CMVL adquieren, entre otras características, la 
capacidad de proliferar y migrar y así poder reparar posibles daños de la pared arterial que 
se producen durante la enfermedad. Por otro lado, como hemos mencionado, el CD146 es 
una molécula multifuncional que participa en procesos como la migración y proliferación 
celular.  

Por ello analizamos si el CD146 tiene algún efecto en la capacidad de migración de las CMVL 
mediante ensayos de herida con CMVL que sobreexpresan CD146 y sus controles.  

Observamos que la diferencia entre la migración de las CMVL que sobreexpresan CD146 y 
sus células control no es estadísticamente significativa (porcentaje del área cerrada de la 
herida C: 38.90±7.552%; CD146: 60.12±20.05%, p=0.2324) (Figura 27).  

Indicar que aunque la migración de las CMVL que sobreexpresan CD146 es superior, 
posiblemente no observamos significación estadística por la dispersión del ensayo debido al 
comportamiento variable entre los diferentes cultivos que, como se ha mencionado, 
provienen de individuos diferentes, lo cual hace que el error estándar sea muy alto. 
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     0 HORAS   48 HORAS 

a)
  

b)
  

c)
  

Figura 27. Migración de CMVL transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM a las 48 
horas en cultivo. CMVL transfectadas con los plásmidos pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM se 
siembran en placas p12, por triplicado. Cuando llegan a confluencia se realiza la herida y se 
mantienen en cultivo durante 48 horas. Se adquieren imágenes fotográficas al microscopio de 
contraste de fases de manera periódica. En cada experimento se confirma la expresión de CD146 
mediante western blot. a) Cuantificación del porcentaje de área cerrada a las 48 horas. Se 
muestra la media ± el error estándar (SEM) de 3 experimentos independientes. b) Western blot 
representativo de CD146 y β-actina, como control endógeno, en las CMVL empleadas al inicio y 
a las 48 horas (n=3). c) Imágenes representativas de las heridas. 
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6.4. La sobreexpresión de CD146 no modifica la capacidad de proliferación de 
las CMVL en cultivo 

 

Para estudiar si el CD146 tiene un papel en la capacidad de proliferación de las CMVL en 
cultivo realizamos ensayos de proliferación con XTT con CMVL que sobreexpresan CD146 y 
sus controles. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Cinética de tiempo de proliferación de las CMVL transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y 
pCMV6-XL4-MCAM en cultivo. CMVL transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM se 

siembran en placas p96, por duplicado, a 2 inóculos diferentes, 1x10
3
 y 5x10

3
. A distintos tiempos 

se añade XTT y se incuban 4 horas. El incremento de absorbancia se calcula restando a cada 
tiempo el valor de absorbancia de su tiempo 0. En cada experimento se confirma la expresión de 
CD146 mediante western blot a) Incremento de absorbancia a 490 nm a diferentes tiempos. Se 
muestra la media ± el error estándar (SEM) de 4 experimentos independientes. Los datos se 
comparan con la prueba t-student pareada. b) Western blot representativo de CD146 y β-actina 
como control endógeno en las CMVL empleadas (n=4). 
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Como se puede observar la sobreexpresión de CD146 no modifica la proliferación de las 
CMVL ni en los cultivos de inóculo 1x103 (incremento de absorbancia a 490 nm a las 72 horas 
pCMV6-Ac-Ø: 0.289±0.122; pCMV6-MCAM: 0.230±0.122, p= 0.766), ni en los del inóculo de 
5x103 (pCMV6-Ac-Ø: 1.199±0.296; pCMV6-MCAM: 1.141±0.298, p= 0.690) (Figura 28a).     

 

6.5. El CD146 disminuye la apoptosis inducida por citoquinas proinflamatorias 
en las CMVL en cultivo 

 

La apoptosis de las CMVL es un proceso clave en el desarrollo y progresión del AAA. De 
hecho, la exagerada apoptosis de estas células es un factor determinante de la 
vulnerabilidad de la pared de la aorta que finalmente favorece la rotura del aneurisma.  

Aunque se desconoce el mecanismo exacto, en el desencadenamiento de la apoptosis de las 
CMVL se han implicado diversas citoquinas secretadas por las células inflamatorias 
presentes en la lesión. Entre las citoquinas que se encuentran elevadas en el suero y tejido 
de aorta de los pacientes con AAA están el IFNγ, la IL-1β y el TNFα (212). Asimismo, en un 
trabajo previo se ha demostrado que la combinación de estas tres citoquinas induce la 
apoptosis en las CMVL en cultivo (213). 

Por ello, para determinar si el CD146 juega un papel en la respuesta de apoptosis de las 
CMVL, tratamos las CMVL que sobreexpresan CD146 y sus CMVL control con el cóctel de 
citoquinas: IFNγ, IL-1β y TNFα, y analizamos el porcentaje de células apoptóticas a diferentes 
periodos de tiempo por citometría de flujo. 
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Figura 29. Apoptosis inducida por el cóctel de citoquinas (IFN-ƴ, IL1β y TNF-α) en CMVL 
transfectadas con pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM en cultivo. CMVL transfectadas con los 
plásmidos pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-XL4-MCAM se siembran en frascos de 25cm2 y se incuban en 
presencia (T), o ausencia (NT), del cóctel de citoquinas (800U/mL IFN-ƴ, 50U/mL IL1β y 800U/mL 
TNF-α) durante 24 y 48 horas. La respuesta de apoptosis se analiza mediante citometría de flujo. 
En cada experimento se confirma la expresión de CD146 mediante western blot. a) 
Representación del porcentaje de células apoptóticas. Se muestra la media ± el error estándar 
(SEM) de 4 experimentos independientes. Los datos se comparan con la prueba t-student 
pareada. *p<0.05, **p<0.01. b) Western blot representativo de la expresión de CD146 y de β-
actina como control endógeno a las 48 horas (n=2). c) Imágenes representativas de la morfología 
de CMVL tratadas y no tratadas con el cóctel de citoquinas. Las flechas indican núcleos que 
presentan condensación de la cromatina. 
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A las 24 horas observamos que la inducción de apoptosis por el cóctel de citoquinas 
proinflamatorias es muy bajo, tanto en CMVL control (pCMV6-Ac-Ø NT: 14.05±2.062%; 
tratadas: 18.63±1.94%; p=0.0509), como en CMVL que sobreexpresan CD146 (pCMV6-XL4-
MCAM NT: 9.36±2.087%; tratadas: 18.37±2.32%; p=0.0142), siendo en estas últimas la 
diferencia estadísticamente significativa.  

A las 48 horas el tratamiento aumenta la respuesta de apoptosis tanto en CMVL control 
(pCMV6-Ac-Ø NT: 9.858±2.242%; T: 36.77±4.47% p=0.006), como en CMVL que 
sobreexpresan CD146 (pCMV6-XL4-MCAM NT: 10.50±2.414%; T: 29.65±4.58% p=0.016) 
(Figura 29a y 30). Cuando comparamos los cultivos de CMVL que sobreexpresan CD146 y sus 
controles tratadas, el porcentaje de la apoptosis inducida por el tratamiento es 
significativamente mayor en las CMVL control (pCMV6-Ac-Ø T: 36.77±4.47%; pCMV6-XL4-
MCAM T: 29.65±4.58%. p=0.0011), mientras que no se observan diferencias entre las CMVL 
sin tratar (figura 29a).  

El análisis por western blot muestra que el tratamiento con el cóctel de citoquinas no 
modifica la expresión de CD146 en las CMVL transfectadas (Figura 29b).  

A nivel morfológico, observamos, al microscopio óptico de contraste de fases que las células 
tratadas con el cóctel de citoquinas presentan núcleos más grandes y condensación de la 
cromatina, característica de las células apoptóticas (214) (Figura29c).  

Hemos demostrado que la desdiferenciación de las CMVL en la pared de la aorta del AAA va 
asociada a la pérdida de expresión de CD146. La apoptosis de las CMVL en el AAA es un 
efecto de la respuesta inflamatoria desencadenada y podría estar asociada a la 
desdiferenciación y pérdida de expresión de CD146 ya que, como nuestros resultados 
indican, la sobreexpresión de CD146 disminuye la apoptosis inducida por un cóctel de 
citoquinas proinflamatorias en CMVL en cultivo.  
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Figura 30. Gráficos de la distribución de poblaciones celulares teñidas con Anexina V FITC/IP y 
analizadas por citometría de flujo. CMVL transfectadas con los plásmidos pCMV6-Ac-Ø y pCMV6-
XL4-MCAM se tratan con el cóctel de citoquinas (800 U/mL IFN-ƴ, 50U/mL IL1β y 800U/mL TNF-
α) y se evalúa la apoptosis por citometría de flujo a las 48 horas. Se muestran los gráficos de las 
4 condiciones experimentales analizadas. Los recuadros de cada gráfico representan el área con 
el porcentaje de células vivas (abajo-izquierda), células en fase de apoptosis temprana (abajo 
derecha), células en fase de apoptosis tardía (arriba-derecha) y células necróticas (arriba-
izquierda).  
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7. Estudio de la expresión de la forma soluble de CD146 (sCD146) en 
pacientes con AAA y controles sanos (C) 

 

7.1. Los niveles de sCD146 en sangre de los pacientes con AAA están 
 disminuidos  

 

El CD146 presenta una forma soluble en sangre, sCD146, que participa en procesos 
inflamatorios y está diferencialmente expresada en enfermedades cardiovasculares. Debido 
a la necesidad de identificar nuevos biomarcadores que permitan realizar un diagnóstico 
precoz y el seguimiento de la enfermedad para plantear la intervención quirúrgica en el 
momento en que el riesgo de rotura del AAA aumente, nos planteamos estudiar los niveles 
de expresión de sCD146 en plasmas de pacientes con AAA y C.  

Mediante la técnica de ELISA observamos que los niveles de sCD146 están significativamente 
disminuidos en los plasmas de los pacientes con AAA en comparación con los niveles de los 
controles (AAA: 278.5±8.794 ng/mL; C: 379.8±9.125 ng/mL; p<0.0001) (Figura 31).  

 

 

 

 

 

Figura 31. Niveles de sCD146 (ng/mL) en plasmas de pacientes con AAA y controles sanos (C).  
Los niveles en plasmas de pacientes con AAA (n=87) y C (n=63) se analizan por ELISA. Se muestra 
la media ± el error estándar (SEM). Los datos se comparan con la prueba de Mann Whitney.  
****p<0.0001.  
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Los datos demográficos de los donantes de plasma (tabla 13) muestran que existen 
diferencias significativas entre el grupo AAA y C respecto a la edad, el sexo y a los factores 
de riesgo dislipemia, HTC, EAP, ECI y EPOC. El uso de antiplaquetarios también es 
significativamente más alto en los pacientes con AAA. Para determinar si estas variables son 
confusoras, analizamos los niveles de sCD146 en cada grupo por separado y observamos que 
ninguna de estas variables influye estadísticamente en los niveles de sCD146 en plasma de 
los pacientes con AAA, ni en los controles.  

La influencia de la edad en los niveles plasmáticos de sCD146 se analiza mediante una 
regresión lineal, donde sCD146 se considera la variable dependiente y la edad y edad2 como 
variables independientes. No observamos dependencia de los niveles plasmáticos de 
sCD146 en ninguno de los dos grupos (AAA: sCD146 = −1202.25 + 41.365 x edad − 0.286 x 
edad2, coeficiente edad p=0.091, coeficiente edad2 p=0.099, R=0.195; C: sCD146 = 616.601 
- 10.121 x edad + 0.0982 x edad2, coeficiente edad p=0.654, coeficiente edad2 p=0.542, 
R=0.321). 

Además, realizamos el análisis de regresión linear múltiple con todos los individuos, usando 
los niveles plasmáticos de sCD146 como variable dependiente y la presencia o ausencia de 
AAA, dislipemia, hipertensión, diabetes, PAD, BVD, IHD, COPD, CRF y uso de antiplaquetarios 
como variables independientes. En este caso sólo la presencia o ausencia de AAA afecta 
significativamente a los niveles de sCD146  ([sCD146] = 375.068 - (87.622  presencia AAA) - 
(22.580 x dislipemia) + (7.917 x HTA) + (18.267 x Diabetes) - (34.807 x PAD) - (30.965 x BVD) 
+ (5.919 x IHD) + (2.936 x COPD) - (12.382 x CRF)+ (25.505 x Anti-plaquetares); N = 148, R = 
0.569; P de los Coeficientes: presencia AAA p<0.001, dislipemia p=0.182, HTA p=0.596, 
Diabetes p=0.343, PAD p=0.06, BVD p=0.325, IHD p=0.777, COPD p=0.899, CRF p=0.585, 
Antiplaquetares p=0.161). Por lo tanto, ninguno de estos parámetros ha sido tenido en 
cuenta como variables confusoras. 

También hemos analizado los niveles de sCD146 liberados al medio de tejidos de AAA y NA 
en cultivo por ELISA, y observamos que los tejidos de AAA liberan menos CD146 que los 
tejidos de AN (AAA: 0.8598±0.06938ng/mL; AN: 1.668±0.265ng/mL; p=0.0001) (Figura 32).  
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Asimismo, observamos que en los pacientes con AAA existe una correlación significativa 
entre los niveles de sCD146 circulantes y los niveles del ARNm de CD146 en el tejido 
(coeficiente de correlación de Pearson: r=0.397, p = 0.00056) (Figura 33a), y lo que es más 
interesante, observamos una correlación negativa significativa con el diámetro de la aorta 
(coeficiente de correlación de Pearson: r= -0.252, p = 0.019) (Figura 33b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Niveles de sCD146 (ng/mL) en los secretomas de tejidos de AAA y AN. Los niveles de 
sCD146 en los secretomas de tejidos de AAA (n=14) y de AN (n=37) se analizan por ELISA. Se 
muestra la media ± el error estándar (SEM), y los datos se comparan con la prueba t-student no 
pareada; ***p<0.001. 
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7.2. El sCD146 podría ser un potencial biomarcador del AAA 

 

La incidencia de muerte por rotura de la aorta en los pacientes con AAA es del 75% siendo 
el principal parámetro para estimar el riesgo de rotura el diámetro de la aorta. La mayoría 
de los pacientes con AAA son asintomáticos y desconocen que padecen esta enfermedad. 
Por ello, a la vista de los resultados del apartado anterior, analizamos el valor del sCD146 
como marcador de diagnóstico del AAA.   

Analizamos la capacidad de los niveles de sCD146 para clasificar a los individuos (presencia 
de AAA) mediante el uso de Árboles de Clasificación y Regresión (CART, de sus iniciales en 
inglés classification and regression trees) usando la condición AAA como variable 
dependiente. El análisis CART clasifica a los individuos en dos categorías: niveles bajos de 
sCD146 (≤322.34 ng/mL) y niveles altos de sCD146 (>322.34 ng/mL) donde el grupo de 
niveles plasmáticos altos incluye el 31,1% de los pacientes con AAA, mientras que el grupo 
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Figura 33. Correlación de los niveles de sCD146 (ng/mL) en plasmas de pacientes con AAA. a) 
Correlación entre los niveles de sCD146 (ng/mL) en plasma y los niveles de ARNm de CD146 en 
tejido de aorta de los pacientes con AAA (n=87); r= 0.345, p=0.0033. b) Correlación entre los 
niveles de sCD146 en plasma y el diámetro (mm) de la aorta en pacientes con AAA (n=87); r= -
0.252, p=0.0191. La correlación entre los valores se realiza con la prueba Pearson product 
moment correlation. 
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de niveles bajos incluye un porcentaje significativamente más alto de pacientes con AAA 
(85.5%, p>0.001) (Figura 34a). 

A la vista de los resultados obtenidos con el análisis de CART, con la finalidad de determinar 
la capacidad diagnóstica de los niveles plasmáticos de sCD146 analizamos los niveles de 
sCD146 mediante una curva ROC (Receiver Operating Characteristics) incluyendo los C y los 
pacientes con AAA. El área bajo la curva (AUC, area under curve) para el sCD146 es 0.828 
(95% CI: 0.762-0.893; p<0.001) (Figura 34b). 

Estos resultados demuestran que los niveles de sCD146 indican la presencia del AAA con alta 
especificidad y sensibilidad. Por consiguiente, el sCD146 puede ser un potencial biomarcador 
diagnóstico del aneurisma de aorta abdominal. 

 

                

 

 

 

 

Figura 34. Análisis de los niveles de sCD146 como biomarcador de la presencia de AAA. a) 
Análisis de CART usando los niveles plasmáticos de sCD146 como variable independiente y la 
condición de presencia de AAA como variable dependiente (n=149). b) Curva ROC para el 
diagnóstico del AAA de los niveles de sCD146 (n=149; AUC: 0.828; p=0.01; 95% CI: 0.762-0.893. 
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El remodelado vascular es un proceso común a diversas patologías cardiovasculares entre 
ellas el AAA. Histológicamente el AAA se caracteriza por el remodelado de la media, proceso 
activo en el que se producen cambios estructurales de la pared vascular (15), con evidencia 
de inflamación crónica, hipervascularización, destrucción de la lámina elástica y depleción 
del musculo liso (52). Las CMVL juegan un papel fundamental en este proceso de 
remodelación modulando su fenotipo de contráctil a sintético como respuesta a la lesión 
aneurismática. De hecho, la ME está sometida a una gran rotación con una degradación y 
deposición o modificación continua (215) de proteínas sintetizadas de nuevo por las CMVL 
(216). 

En la presente tesis, en primer lugar, hemos estudiado la estructura de la pared de la aorta 
en el AAA. Mediante tinciones histológicas comparamos la estructura de la pared de la aorta 
de biopsias procedentes de pacientes de AAA y de donantes multiorgánicos, AN, y hemos 
observado que la pared de los tejidos patológicos presenta importantes alteraciones en la 
estructura. Por un lado, se observa una disminución de citoplasma celular y una disminución 
y desorganización de fibras musculares, CMVL, en la capa media. Ésto va acompañado por 
un gran incremento de las fibras de colágeno en la ME. Por otro lado, la tinción negativa de 
los polisacáridos que conforman la MB indica una pérdida de la estructura de la misma, lo 
que sugiere que se produce una degradación y/o modificación de PG y otras glucoproteínas, 
como por ejemplo las lamininas, proteínas altamente glicosiladas (21).  

Además, los tejidos de AAA presentan un infiltrado inflamatorio focal, predominantemente 
en la adventicia, con tendencia a formar nódulos y la presencia de algunos trombos. 

Está descrito que la pérdida de las CMVL que observamos es por apoptosis debido a la 
actividad del infiltrado inflamatorio en los tejidos patológicos. Una vez desencadenado el 
proceso, la presencia de CMVL apoptóticas favorece el reclutamiento de nuevas células 
inflamatorias produciéndose una respuesta de retroalimentación positiva que agrava la 
lesión (216). 

Aún no se conoce el orden de los eventos patológicos y su contribución directa en el AAA 
(217). No obstante, la afluencia de las células productoras de MMP como monocitos y 
macrófagos, produce un incremento de los niveles de las MMP (218) que unido al hecho de 
que el mayor inhibidor de las MMP, TIMP-1, se encuentra disminuido en el AAA, contribuye 
a la degradación de la ME (219).  

Como se ha descrito previamente, la destrucción de la ME por parte de las MMP constituye 
uno de los pilares fundamentales de la fisiopatología de los AAA. Las MMP y sus formas 
activas están sobreexpresadas en tejidos de AAA (56) (58) (218) (220) (221) (222) (223). Por 
ejemplo la MMP-9, la más característica del AAA, degrada el colágeno IV y la MMP-3, cuya 
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expresión es inducida en las CMVL en respuesta a la netrina-1 liberada por los macrófagos, 
es capaz de degradar muchos de los componentes de la matriz, incluyendo la fibronectina, 
las lamininas y los PG (224).  

El desarrollo del AAA también está relacionado con modificaciones cuantitativas y 
estructurales de los glicosaminoglicanos (GAG), polisacáridos estructurales que unidos a un 
núcleo proteico forman PG (225) (226) (227). El contenido general de GAG en el AAA 
disminuye un 60% respecto a la aorta normal (225) (227), que supone una disminución del 
90% del heparan sulfato (HS), 73% del ácido hialurónico (HA), 65% del condroitin sulfato (CS) 
y 8% de dermatan sulfato (DS) (225). Los macrófagos son capaces de degradar los HSPG y 
CSPG. Curiosamente, los HSPG sirven como organizadores estructurales de los componentes 
de la MB (228).  

Esto explica la degradación concertada de la estructura de la ME y MB que observamos en 
los tejidos de AAA, fruto de la actividad desarrollada por las células inflamatorias y de la 
remodelación de la matriz que realizan las CMVL (225).  

En comparación a la MB endotelial, el conocimiento de las lamininas que componen la MB 
de las CMVL es escaso, tanto en condiciones normales como patológicas (15). 

Hemos analizado la expresión a nivel de ARNm y hemos observado una expresión diferencial 
de las cadenas α de las lamininas y del receptor DAG-1. Esta expresión diferencial de los 
niveles de ARNm de las cadenas α-2, -3, -4 y -5 de la laminina y del receptor DAG-1 entre los 
tejidos de AAA y AN, indica que además de un cambio estructural, la MB de los tejidos de 
AAA presenta cambios funcionales, ya que las lamininas, además de contribuir a la 
estructura de la MB, asumen diferentes funciones biológicas. Cuando las cadenas α 
interaccionan con los receptores de membrana de la superficie celular se activan distintas 
vías de transducción de señal  (15) (21). 

El ARNm del receptor DAG-1 está sobreexpresado en tejidos de AAA respecto a tejidos de 
AN. DAG-1 codifica para las proteínas α- y β-DG (30) que participan en la unión citoesqueleto 
celular-MB. No se sabe mucho sobre su distribución pero su expresión en los vasos 
sanguíneos se asocia principalmente al músculo liso (229). No obstante, los niveles de 
expresión de DAG-1 afectan al comportamiento y al fenotipo de las células endoteliales 
vasculares y se ha sugerido que su expresión está regulada al alza en el endotelio durante la 
angiogénesis tumoral (230). El AAA se caracteriza por la hipervascularización, lo cual podría 
explicar el incremento del ARNm de DAG-1 en este tejido. Asimismo, la isoforma α-DG tiene 
un patrón de expresión diferencial que depende del tipo de célula endotelial o posiblemente 
del tipo de tejido (230).  
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Existe poca información sobre la expresión de la cadena α3 de la laminina en la aorta, 
únicamente se ha descrito que se expresa en la aorta a lo largo de las etapas que componen 
la embriogénesis (231).   

Se ha asociado la sobreexpresión de las cadenas α2 y α4 de la laminina a procesos 
inflamatorios. En la aterosclérosis, la cadena α2 de la laminina se encuentra sobreexpresada 
en la media asociada a la placa  (15) y en condiciones inflamatorias la isoforma de la laminina 
411 se encuentra regulada al alza en la MB endotelial vascular (25). Por lo tanto, esto podría 
explicar la sobreexpresión del ARNm de ambas cadenas en los tejidos de AAA.  

La expresión de ARNm de la cadena α-5 de la laminina en cambio, está disminuida en los 
tejidos de AAA respecto a los tejidos de AN. Se ha descrito que esta laminina juega un papel 
en la inhibición de la transmigración de leucocitos en el endotelio (224) (232) y su expresión 
se ha asociadado con el mantenimiento del fenotipo diferenciado de las células endoteliales 
(233). Los datos obtenidos hasta la fecha apoyan un papel para la cadena α5 de la laminina 
en la inhibición de la migración a través o en la pared del vaso y en la promoción de la 
diferenciación de las células murales, y potencialmente también en la mecanosensibilidad y 
mecanotransducción, procesos que son fundamentales para la homeostasis vascular y que 
están alterados en patologías caracterizadas por un remodelado vascular (21). Así, la 
inhibición de su expresión podría favorecer la entrada de las células inflamatorias a la pared 
del vaso patológico. 

La variación del fenotipo de las células endoteliales se ha asociado con cambios en la 
expresión de isoformas de laminina (21). Sin embargo, los estudios publicados no abordan 
roles de las isoformas específicas de laminina en el cambio fenotípico de las CMVL o la 
vasoconstricción (21). De igual manera, no se ha identificado el receptor responsable de 
mantener el fenotipo contráctil de las CMVL (2) (21), aunque algunos estudios demuestran 
que la integrina α7β1 es necesaria para la expresión del fenotipo contráctil de las CMVL (2) 
(21) (234) y sugieren que el α-DG también podría actuar como receptor de las CMVL 
contráctiles en ausencia de la integrina α7β1 (21). 

La integrina α7β1 es capaz de unirse a las cadenas α2, -4 y -5 de la laminina en las CMVL. La 
falta de interacción entre la integrina α7β1 con alguna, o algunas, de estas cadenas de 
laminina reduce la expresión de las proteínas contráctiles del músculo liso in vivo y   
promueve la proliferación de las CMVL vía la ruta Ras-MAPK (21). Asimismo, el α-DG 
presenta una alta afinidad de unión a las cadenas α-2 y -5 de la laminina (21) y en tejidos 
maduros la expresión de DAG-1 colocaliza con la expresión de la cadena α5 de la laminina 
(229).  
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Por todo ello, creemos que nuestros resultados indican que la cadena α5 de la laminina 
podría jugar un papel en el desarrollo del AAA y que su disminución podría correlacionarse 
con el cambio de fenotipo de las CMVL. Aunque no está claro si la implicación de la cadena 
α5 de la laminina en el mantenimiento del fenotipo contráctil es a través de la integrina 
α7β1, DAG-1 u otro receptor, o combinación de receptores. 

En este trabajo, hemos analizado los niveles de lamininas cuantificando los niveles de ARNm. 
Para caracterizar su expresión y determinar el papel de las cadenas α de las lamininas en el 
AAA, habría que analizar su expresión a nivel de proteína en los tejidos de AAA y valorar si 
la síntesis de las isoformas de laminina está modificada. Únicamente un estudio proteómico 
realizado con tejidos de AAA y AN ha demostrado la disminución de la subunidad de la 
cadena α5 de la laminina en tejidos de AAA (216).  

No existen estudios sobre la expresión/distribución in vivo de los componentes de la MB del 
músculo liso de los vasos sometidos a procesos de remodelación y como los cambios en la 
composición afectan a la función del musculo liso (21), estudios que, a la vista de nuestros 
resultados, aportarían información muy relevante sobre la fisiopatología de las 
enfermedades cardiovasculares. 

El principal objetivo de esta tesis ha sido caracterizar la expresión de CD146 y su forma 
soluble, sCD146, así como su papel en el AAA. Este receptor de membrana forma parte de 
la unión de las células de la pared vascular, células endoteliales, CMVL y pericitos, a la MB. 
Asímismo, sus niveles se han asociado a la presencia de enfermedad cardiovascular, 
inflamación crónica y disregulación inmunitaria, enfermedades que conducen a daño 
endotelial y fallo de la reparación vascular.  

En este trabajo hemos demostrado por primera vez que la expresión de CD146, tanto a nivel 
de ARNm como de proteína, está disminuida en los tejidos de aorta aneurismática respecto 
de la aorta normal.  

Cuando analizamos la expresión local del CD146 en la pared aneurismática, nuestros 
resultados muestran que el CD146 se expresa fundamentalmente en las células vasculares, 
CMVL y endoteliales de la microvasculatura y que la disminución de la expresión de CD146 
observada en el tejido de AAA está asociada a la disminución de su expresión en las CMVL 
de la capa media.  

Para tratar de determinar el papel del CD146 en el AAA, dado que la disminución de la 
expresión en el AAA está asociada a las CMVL de la media, hemos utilizado cultivos primarios 
de CMVL procedentes de aortas humanas. El método de aislamiento influye en el estado de 
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diferenciación y proliferación de las CMVL. Las CMVL obtenidas por el método de explante 
presentan un fenotipo desdiferenciado y hemos observado que no expresan CD146. 

Utilizamos el tratamiento con TGF-β1 como modelo para estudiar el efecto de la 
diferenciación sobre la expresión de CD146 en las CMVL. Las características morfológicas de 
las CMVL tratadas con TGF-β1 se corresponden con el fenotipo diferenciado, las células 
presentan morfología de huso y además una tasa de proliferación inferior a las células 
control. El análisis de los biomarcadores de diferenciación o fenotipo contráctil, Calponina-
1, TAGLN y SM-MHC, mostró que el tratamiento con TGF-β1 aumenta su expresión además 
de la disminución de la expresión de S100A4 a nivel transcripcional y de proteína. El 
tratamiento también indujo la expresión de CD146. Estos resultados indican que la expresión 
de CD146 está asociada al fenotipo de las CMVL y que el CD146 se expresa cuando las células 
presentan un fenotipo diferenciado. 

En los tejidos de aorta, los niveles de expresión de ARNm y proteína de los marcadores del 
fenotipo contráctil, Calponina-1, TAGLN y SM-MHC, están disminuidos en el AAA respecto a 
la AN. Mediante inmunohistoquimica demostramos que esta disminución no es únicamente 
debida a la disminución del número de CMVL en el tejido patológico, sino que está causada, 
fundamentalmente, por el cambio en la expresión de estas proteínas en las CMVL.  

En contra de los resultados esperados los niveles de expresión de ARNm del S100A4 no 
presentan diferencias significativas entre ambos tejidos, y además la expresión de proteína 
disminuye en los tejidos de AAA. Sin embargo, los ensayos de inmunohisoquímica indican 
que la expresión de S100A4 es más intensa en las CMVL de la capa media de los tejidos de 
AAA.  

Utilizando tinciones histológicas de doble inmunofluorescencia confirmamos que el CD146 
colocaliza con los marcadores musculares en las CMVL de la capa media del tejido de aorta 
normal. En el tejido aneurismático es difícil observar la coexpresión del CD146 con las 
distintas proteínas debido a la baja intensidad de la tinción por la disminución de los niveles 
de expresión. En el caso del S100A4, su expresión aumenta en el tejido de AAA y además de 
las CMVL una parte de las células del infiltrado inflamatorio lo expresan. 

En distintas situaciones, macrófagos, fibroblastos, linfocitos activados y las células 
endoteliales expresan S100A4 (235) (236). En la media de los tejidos de AAT se ha observado 
una correlación entre la expresión de las MMP -2, MMP-9 y S100A4 (237), y se sabe que el 
S100A4, vía extracelular, induce el cambio de fenotipo de las CMVL de contráctil a sintético, 
que incluye, además de la disminución de la expresión de los marcadores del fenotipo 
contráctil, el incremento de la producción de las MMP, MMP-1, -2, -3 y -9. La transición 
fenotípica inducida por S100A4 puede estar mediada por la codependencia entre el receptor 
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de los productos de glicación avanzada, incrementado en el AAA y cuya expresión se asocia 
a la producción de la MMP-9, y otros receptores aún no identificados  (7) (238).  

Por todo ello, creemos que una parte de la expresión de S100A4 en el tejido de aorta tanto 
AN como AAA, es debida a las CMVL de la capa media, y los niveles de expresión más 
intensos de S100A4 a su vez, corroboran que las CMVL en el AAA están desdiferenciadas. No 
obstante, y aparentemente en contradicción con los resultados de inmunohistoquímica, 
cuando analizamos los niveles de expresión en el tejido de AAA observamos que el S100A4 
está disminuido, aunque las diferencias no son significativas a nivel de ARNm, 
probablemente debido a la disminución del número de CMVL en los tejidos de AAA.  

Teniendo en cuenta estos resultados y los resultados obtenidos en los cultivos celulares, el 
perfil de biomarcadores nos indica que el fenotipo de las CMVL en el AAA corresponde al 
desdiferenciado o sintético. Asimismo, este trabajo demuestra que la expresión de CD146 
en las CMVL está correlacionada con el fenotipo contráctil de las mismas y que en los tejidos 
humanos de AAA la pérdida de su expresión se debe a la desdiferenciación de las CMVL. 

Hay evidencias que sugieren la implicación activa del CD146 en procesos de diferenciación. 
Por ejemplo, las células madre de la médula ósea presentan una expresión de CD146 
heterogénea, y presentan la capacidad de diferenciarse en CMVL, in vivo, a través de 
transplante, e in vitro, mediante el bloqueo de la vía ERK/MAPK (175) (239). La expresión de 
CD146 puede depender del tejido y del entorno molecular, pero en las CMM se ha 
identificado como marcador característico y predictivo para el compromiso a diferenciarse 
al linaje de CMVL (175).  

A pesar de que el mecanismo exacto implicado en la regulación del fenotipo de las CMVL no 
esté del todo establecido, se sabe que la expresión de los genes marcadores del fenotipo 
contráctil de las CMVL es dependiente de la interacción entre múltiples elementos CArG box 
y SRF (12) (13). No obstante, la transcripción dependiente de SRF está controlada en gran 
medida, por la interacción del SRF con factores de transcripción adicionales y coactivadores, 
como por ejemplo, miocardina (240). El promotor de CD146 también contiene el elemento 
de regulación CArG box y el TGF-β promueve la interacción de SRF con el CArG box (175).   

En los cultivos primarios hemos observado que la sobreexpresión de CD146 no está 
implicada en los mecanismos que controlan la regulación génica del fenotipo en las CMVL 
en cultivo. Su expresión por sí sola no induce el fenotipo contráctil. Sin embargo, queda por 
esclarecer si la regulación de la expresión de cada uno de los genes marcadores y del CD146 
está, o no, controlada por los mismos factores. 
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Las principales funciones de las CMVL de las arterias son producir movimientos contráctiles 
y mantener la resistencia vascular.  La adhesión entre las CMVL y la ME se fortalece para 
resistir tensiones considerables debido a la contracción de las propias CMVL y las fuerzas 
hemodinámicas (2). Para reparar las lesiones de la pared arterial que pueden producirse 
durante la enfermedad vascular, las CMVL se desdiferencian y adquieren funciones 
sintéticas, migratorias y proliferativas. Esto se correlaciona con la alteración de la expresión 
de los receptores de adhesión que unen las células a la ME.  En nuestro trabajo hemos 
encontrado correlación de la desdiferenciación de las CMVL con la pérdida de expresión de 
CD146.  

El CD146 a través de su interacción con diferentes ligandos facilita las uniones célula-célula 
y célula-ME y juega un papel importante en la función endotelial. Su silenciamiento inhibe 
la adhesión de las células endoteliales, así como la migración y la proliferación (182). Sin 
embargo, su papel en las CMVL no ha sido estudiado. 

Los ensayos funcionales realizados con los cultivos de CMVL en este trabajo demuestran que 
la sobreexpresión de CD146 resulta en un aumento de la adhesión de las CMVL al sustrato. 
Esto sugiere que el CD146 posiblemente juega un papel en la adhesión de las CMVL a la ME, 
y por consiguiente participa en el control de la contractilidad y resistencia vascular. Por el 
contrario, la sobreexpresión de CD146 no provoca cambios en la capacidad de migrar y 
proliferar en las CMVL en cultivo, lo que sugiere que son otros receptores los que participan 
en la regulación de estas funciones.  

Por ejemplo, la integrina α5β1 que se expresa en abundancia en las CMVL en cultivo, 
participa en el cambio fenotípico de las CMVL, de contráctil a sintético y a través de su unión 
a la fibronectina favorece la migración de las CMVL. También, mediante su implicación en la 
polimerización de la fibronectina, juega un papel en la proliferación de las CMVL de la 
neoíntima. Asimismo, la integrina αvβ3, cuya expresión y la de sus ligandos está 
sobreexpresada en la pared de los vasos patológicos, está implicada en la migración, in vitro 
e in vivo, y proliferación de las CMVL. De hecho, en varios tipos celulares se ha confirmado 
la asociación de la integrina αvβ3 con los receptores de los factores de crecimiento, lo que 
indica que juega un papel en la regeneración de tejidos (2).  

La regulación de la proliferación y de la muerte por apoptosis en las CMVL es importante en 
la configuración de la estructura de la pared vascular, el predominio de uno de estos 
procesos juega un papel determinante en el desarrollo de las patologías vasculares. En este 
sentido, se sabe que el bloqueo de la integrina αvβ3 induce la apoptosis de las CMVL y a su 
vez, reduce el engrosamiento de la íntima en procesos como la restenosis (241). 
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En los cultivos de CMVL también hemos demostrado que la sobreexpresión de CD146 
mediante transfección transitoria disminuye la respuesta de apoptosis inducida por un 
cóctel de citoquinas. El cóctel de citoquinas que hemos empleado para inducir la apoptosis 
está compuesto por IFNγ, IL-1β y TNFα, citoquinas proinflamatorias que se encuentran 
elevadas en el suero y en el tejido de aorta de los pacientes con AAA (212) (213).   

La apoptosis de las CMVL es un efecto de la respuesta inflamatoria desencadenada en la 
pared de aorta del AAA y esta respuesta podría estar asociada a la desdiferenciación de las 
CMVL. Por ello, los resultados obtenidos con los cultivos nos indican que el CD146 podría 
jugar un papel en la supervivencia celular y que la pérdida de su expresión en las CMVL 
desdiferenciadas en el AAA podría asociarse a la muerte por apoptosis de las CMVL.  

El CD146 actúa como correceptor del VEGFR2 e induce la activación de NF-κB. Así, induce la 
proliferación y supervivencia celular y la angiogénesis (183) (184) (185) (186) (187) (188). La 
deficiencia de CD146 está asociada con la regulación a la baja y al alza de las vías canónicas 
y no canónicas de Wnt, respectivamente, lo cual conduce a un estado profibrótico celular 
(152). En células de melanoma humano, su sobreexpresión activa la cascada PI3K/AKT 
endógena. La fosforilación de PI3K/AKT promueve la expresión de CD146 dando lugar a una 
retroalimentación positiva que promueve la supervivencia tumoral. Sin embargo, aún se 
desconoce si dicho mecanismo se produce en otras células tumorales y en células sanas 
(179).  

No sabemos si el CD146 activa estas vías de señalización en las CMVL diferenciadas de la 
aorta sana favoreciendo su supervivencia, o si interacciona con algún receptor de adhesión, 
directamente o a través de alguna isoforma de laminina, y participa en una vía de 
señalización que promueve la supervivencia celular, y si esta vía es inhibida con la 
desdiferenciación de las CMVL. En cualquier caso, su efecto en la adhesión y en la inhibición 
de la respuesta de apoptosis en las CMVL en cultivo, indica que es importante el estudio de 
su papel en el AAA y su potencial como diana terapéutica. 

La utilización de biomarcadores moleculares se está convirtiendo en una herramienta 
esencial para el diagnóstico, seguimiento y tratamiento de enfermedades. Hemos analizado 
los niveles plasmáticos de la forma circulante de CD146, sCD146, y hemos demostrado que 
estos niveles disminuyen significativamente en los pacientes con AAA respecto a los 
controles sanos. El análisis de regresión lineal indica que ninguna otra condición, únicamente 
la presencia o ausencia del AAA influye en los niveles plasmáticos de sCD146. Además, 
hemos observado que los niveles de sCD146 indican la presencia del AAA con alta 
especificidad y sensibilidad. 
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La identificación de biomarcadores clínicamente útiles ha sido un área de investigación muy 
activa, con un gran número de artículos científicos que afirman haber identificado una 
amplia gama de biomarcadores diagnósticos, pronósticos o predictivos de enfermedades 
humanas. Hasta la fecha, en el AAA se han estudiado niveles circulantes de moléculas 
relacionados con la actividad proteolítica e inflamatoria como candidatas a biomarcadores. 
Sin embargo, no se ha demostrado su valor como predictoras del riesgo clínico (111) (242) y 
el hecho de que la aterosclerosis y otras patologías cardiovasculares coexistan con el AAA 
limita su sensibilidad y especificidad. Los estudios proteómicos han sido útiles para 
encontrar nuevos biomarcadores candidatos que aporten conocimiento acerca de la 
fisiopatología del AAA, pero en última instancia, las concentraciones en plasma representan 
la actividad de toda la vasculatura en lugar de un área de lesión vascular focal (110). El 
análisis de las moléculas de la superficie celular de la pared arterial patológica también 
puede aportar información relevante de la enfermedad. Sin embargo, el estudio in vivo es 
laborioso y los modelos de que disponemos son de dudosa utilidad y por otro lado, la 
obtención de muestras humanas de AAA se ha dificulatado debido al incremento de la 
cirugía endovascular frente a la cirugía abierta.  

En un trabajo previo que realizamos en nuestro laboratorio demostramos que la quimoquina 
CCL20 predice con una alta sensibilidad la presencia de AAA. Los niveles circulantes de un 
mediador inflamatorio aporta información acerca de su concentración en el tejido en un 
momento concreto, por lo que sus niveles plasmáticos se asocian a la intensidad de la 
respuesta inflamatoria de ese momento, en lugar de asociarse a la intensidad de la lesión  
(110).   

A diferencia de los resultados obtenidos con la CCL20, los niveles plasmáticos de sCD146 de 
los pacientes con AAA se correlacionan con los niveles de ARNm de CD146 en tejido. Y lo 
que es más interesante, hay correlación negativa significativa entre los niveles de sCD146 y 
el diámetro de la aorta en los pacientes con AAA. Es decir, los niveles de sCD146 disminuyen 
a medida que el diámetro de la aorta aumenta, principal parámetro para estimar el riesgo 
de rotura del AAA.  

Varios trabajos sugieren que el sCD146 desempeña un papel en los procesos de inflamación 
vascular y le atribuyen propiedades proangiogénicas y proinflamatorias. Los niveles 
circulantes de las CAM son el resultado de la escisión de las moléculas de adhesión de 
membrana (207). Por ello, nosotros creemos que los niveles de sCD146 en los plasmas de 
pacientes con AAA son una representación de lo que está sucediendo en el tejido patológico.  

Además, ya se ha sugerido que las concentraciones en plasma de una determinada molécula 
representan la actividad de toda la vasculatura en lugar del área de la lesión focal (110), y 
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teniendo en cuenta que estos pacientes presentan afecciones en todo el árbol vascular (37), 
nuestros resultados apoyan la idea de que el AAA es una enfermedad sistémica.  

En conclusión, creemos que este trabajo demuestra la importancia de la interacción de las 
CMVL con la MB en el desarrollo de la enfermedad y que abre una nueva línea de 
investigación en el campo del AAA. Las alteraciones de la pared del tejido de AAA humano 
se asocian a cambios en la expresión de las cadenas α de la laminina y al DAG-1 de la MB, así 
como a la desdiferenciación de las CMVL. La desdiferenciación de las CMVL va acompañada 
de la disminución de la expresión de CD146 y nuestros resultados indican que esta pérdida 
de expresión afecta negativamente a la adhesión de las CMVL a la MB y a su supervivencia 
y por lo tanto podría estar implicada en la progresión de la enfermedad. Asimismo, este 
trabajo propone el sCD146 como potencial biomarcador que permitiría un diagnóstico 
precoz que podría evitar someter al paciente a pruebas invasivas y de alto coste socio-
económico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONES 

 

 

 

 



Conclusiones 
 

147 
 

I. La pared de la aorta del AAA presenta alteraciones en la estructura y en la expresión 
de ARNm de las cadenas α-2, -3, -4 y -5 de las lamininas y del DAG-1 de la membrana 
basal. 
 

II. La expresión de CD146 está significativamente disminuida en el tejido de AAA en 
comparación con el tejido de AN humana. 
 

III. La expresión de CD146 está asociada a la desdiferenciación de las CMVL de la capa 
media en el tejido de AAA. 
 

IV. La sobreexpresión de CD146 aumenta la capacidad de adhesión y disminuye la 
apoptosis inducida por citoquinas proinflamatorias en CMVL en cultivo pero no 
afecta la capacidad de proliferación ni migración. 
 

V. Los niveles plasmáticos de la forma circulante del CD146, sCD146, son 
significativamente inferiores en pacientes con AAA que en controles sanos y se 
correlacionan significativamente con el diámetro de la aorta. 
 

VI. El análisis estadístico muestra que los niveles plasmáticos de sCD146 podría ser un 
biomarcador diagnóstico que predice la presencia de AAA desde las fases tempranas 
de la enfermedad. 
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