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La potencia intelectual de un hombre se mide por la dosis de humor que es capaz de 

utilizar. 

 - Nietzsche  

 

Sabes lo que vales, así que ve y coge lo que mereces.  

– Rocky  

 

Si no puedes volar, entonces corre. Si no puedes correr, entonces camina. Si no puedes 

caminar, entonces arrástrate, pero hagas lo que hagas, jamás dejes de intentarlo. 

 – Martin Luther King  
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Creo que, de toda la tesis, este es el apartado al que más miedo me da enfrentarme. 

Siempre me gusta decir que “lo bueno, si breve, dos veces bueno”, pero se me va a hacer 

imposible ser todo breve que me gustaría aquí por la cantidad de gente increíble que me ha 

ayudado y apoyado a lo largo de este camino.  

Empecé en el camino de la investigación en el momento de elegir carrera. Por aquel 

entonces no tenía ni idea de a qué me quería dedicar. Durante muchos años quise estudiar 

Fisioterapia, pero en el momento de escoger qué camino seguir, las dudas asaltaron mi cabeza 

y colapsé. Tal fue el caos al que me enfrentaba, que definitivamente mi primera opción era 

Bioquímica y la segunda Filosofía. ¡Vaya diferencia! La decisión final está clara a día de hoy, 

pero en aquel momento no fue nada sencilla. En esa elección y durante todo el tránsito que 

supuso mi formación pregrado y postgrado es donde entran las primeras personas a las que 

quiero dedicar este apartado: mi familia.  

Empezar por la que he considerado la clave de mi personalidad: mi madre. Mamá, 

gracias por todo lo que me has aportado a lo largo de estos 27 años. Tu bondad, tu amor, tus 

consejos y tu fortaleza han sido claves en mi día a día. Me has enseñado a reír, a 

sobreponerme a los problemas y darme cuenta de que los altibajos de la vida son necesarios 

para poder pelear por el fin último de todo ser humano, que no es otro que la felicidad. Me 

enorgullece hablar de ti y que todo el mundo que te conozca me diga que eres “un amor”. 

Pero es que, literalmente, eres amor. Gracias por toda la libertad que me has permitido tener, 

gracias por entenderme y por ser un pilar trascendental en mi desarrollo como persona. 

Papá, te toca. Gracias por enseñarme la disciplina necesaria para alcanzar cualquier de 

los objetivos que me proponga, por ser un apoyo sólido y fuerte que siempre ha acabado 

estando ahí. Todavía tengo bien claro en mi memoria muchas de esas tardes en las que te 

tocaba sentarte conmigo para ayudarme con los deberes, aun cuando venías de trabajar tras 

un día entero fuera de casa. El esfuerzo que has tenido para poder otorgarme la formación que 

a día de hoy se ve culminada con una tesis doctoral ha sido sobrehumano. Millones de gracias 

por haber sido clave en convertirme en la persona que soy hoy en día. 

Además de ellos, obviamente está mi hermana María. De ti desde luego que siempre 

he recibido tu apoyo indispensable para todo en la vida, pero, sobre todo, lo que he aprendido 

de crecer a tu lado es esfuerzo, dedicación y constancia. No ha sido un camino fácil, pero 

puedo decir a día de hoy, que mi hermana es la mejor profesora del mundo. Más allá de las 

discusiones propias entre hermanos que hemos podido tener, toda la vida hemos ido juntos. 

Eres increíble y te mereces lo increíble. Siempre me tendrás para todo cuanto necesites.  

Sumados a ellos, están el resto de mi familia. Mi tío Juanjo, un ejemplo de humor y 

diversión. Aún recuerdo cuando era pequeño y me preguntaba cada día cuándo volverías de 

Málaga para volver a verte. Fuiste quien me inspiró para ser del Real Madrid, equipo que 

tantas alegrías nos ha dado últimamente. Sus hijos, mis primos, Marta y Juan José. En mi 

cabeza siempre tendré esas visitas en casa de los abuelos cuando yo no era más que un niño 

pesado que quería jugar con vosotros. ¡Cuánto me habéis tenido que aguantar! Me habéis 

visto crecer y me llena de alegría saber que siempre os voy a tener ahí. Marta, ahora con 

Andrés, tu hijo, espero que nunca te arrepientas de llamarme “el primo listo”. Pasamos ahora 

a la rama paterna, mis tíos Jesús y Ana. También millones de gracias a vosotros, por vuestras 
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visitas en casa que siempre me llenaban de ilusión. Lo que habéis tenido que aguantarme 

también. ¡Siempre recordaré aquella noche que nos invitasteis a dormir a vuestra casa y tuve 

que compartir el salón con el tío! Menudas risas. Tengo infinitos recuerdos con vosotros, toda 

una vida desde luego, pero rememoraré con cariño mi primer viaje a Madrid, mi primer viaje 

en tren. Esos trenes que luego tantas veces he tenido que coger y con los que tantas veces he 

compartido contigo, tío. Junto con vosotros, mis primos más cercanos: Yolanda y Raúl. Raúl, 

aún tengo en mente cuando naciste, cuando eras tan pequeño y te sostenía en brazos la 

abuela Lucía. Cuánto has crecido desde entonces. Espero que este nuevo camino en la carrera 

te vaya genial, aunque no me cabe duda de ello. Yolanda, en nuestro caso la relación ha sido 

mucho más cercana. Desde pequeños hemos compartido muchísimos momentos y deseo que 

sigamos haciéndolo en el futuro. ¡Muchas fiestas nos quedan aún por delante y muchos más 

recuerdos que ir guardando en el futuro!  

Más allá de ellos, no me gustaría olvidarme de los que ya no están. Mis abuelos 

paternos, Félix y Lucía, y maternos, Juan José y Paz. Siempre conmigo, aunque ya no estéis 

físicamente. Os quiero muchísimo y esta tesis también es gracias a vosotros.  

Dejando ya este pilar fundamental en mi vida que es la familia, nos movemos hacia 

otro, que ha supuesto una enorme parte de la persona que soy hoy en día: mis amigos. 

Desde el colegio tengo a estas algunas de las personas más importantes de mi vida, 

como son Miguel, Álvaro, Pedrero y David, pero el resto que se ha ido sumando a lo largo de 

mi vida, no se queda atrás. Me dais vida y no sabéis cuánto me alegro de teneros conmigo. 

Miguel, eres bondad y honestidad. Te lo he dicho infinitud de veces, pero de verdad que eres 

de esas personas que uno no quiere perder nunca. Quiero llegar a anciano y poder seguir 

quedando contigo para rememorar anécdotas, reír, llorar y divagar sobre la vida. Tienes una 

mente más que increíble, la cual acompasa a la perfección el resto de tu personalidad. No te 

haces una idea de cuánto me has enseñado, de cuánto me has aportado a lo largo de toda la 

vida. Brindo por todos esos recuerdos que ya tenemos, desde ese increíble viaje a Suecia hasta 

las mañanas de “barras en el parque” más recientes. Estoy deseando tener mucho más que 

contar de esta increíble y duradera amistad, para llegar a tener 80 años y seguir diciéndote 

algo que me has dicho en numerosas situaciones: “no recuerdo un momento de mi vida en el 

que tú no estés a mi lado”.  

Álvaro, ¡la cantidad de cosas que tenemos juntos también! Desde el interrail en Suecia 

en el que todo te pareció bonito, incluido el peligroso WiFi público de Gotemburgo, hasta 

aquellos años viviendo juntos. Han sido muchísimo tiempo el que hemos estado juntos desde 

la guardería, pero, ¡madre mía cuánto nos quedan aún por compartir!  

Alberto, no sé hasta qué punto se puede desdibujar la línea entre la amistad y los lazos 

de sangre, pero contigo desde luego que se han entrecruzado ambos conceptos. No llevas toda 

la vida conmigo, pero como si así fuese. Hemos estado juntos en nuestros mejores y nuestros 

peores momentos, pero siempre con un apoyo incondicional. Para mí eres una persona 

fundamental e indispensable en todos los ámbitos que puede abarcar el término “amistad”. 

Esencial en mi vida, especial como tú solo. Mi amigo de corazón. Mi compitauer. Mi hermano.  
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¿Cómo olvidarme del resto de la familia que he elegido en Alcázar? Primi, mi 

CorasónGay, la cantidad de momentos que hemos compartido juntos está cercana al infinito, 

pero con todo lo que nos queda por delante, estoy seguro de que llegaremos a esa cifra. 

Noelia, algún día me apuntaré a baile contigo, lo prometo, solo déjame a que acabe la tesis… 

Solo espero que, para entonces, sigas manteniendo y transmitiendo esa felicidad característica 

que emanas. David, una maravilla de persona que llevo desde el colegio a mi lado. Siempre voy 

a recordar lo bien que me venían las quedadas de verano en el barrio, así como lo mucho que 

me ayudaste y visitaste cuando me operaron. Tania, eres una hermana para mí, de esas 

personas que marcan desde casi el primer día en que apareciste en mi vida. Tienes esa 

característica, esa capacidad esencial, eres mágica. Pedrero, eres una persona maravillosa con 

la mayor y mejor capacidad para hacer reír y sentirse cómodo a alguien en cualquier situación, 

eres único. Laura, madre mía la cantidad de años que hemos estado juntos también, no soy 

consciente de lo mucho que hemos compartido, pero qué alegría haberlo hecho. Luis, Jaime, 

Fran, Peralta, Alba, Juanma, Paula, Marta… Podría hacer una tesis entera (en 1024 gigabytes, 

ya sabéis :3) solo hablando sobre vosotros y vosotras. A todos, de corazón, muchísimas gracias. 

Especial mención en este punto a toda esa gente que me ha acompañado en mi 

formación universitaria en Toledo, desde los profesores hasta todos los compañeros, pero 

desde luego que hay un conjunto de personas que ha estado ahí siempre y que, con suerte, 

continuarán su andadura conmigo. Javier, Manu, Ana Belén, Laura y Bea. Cada uno de vosotros 

habéis aportado algo nuevo y valioso a mi camino hasta conseguir esta tesis. Ha sido un placer 

compartir momentos y experiencias, muchas de ellas fiestas juntos, que, ¡madre mía! Más allá 

de eso, hemos podido seguir manteniendo el contacto, en especial con Manu, con el que he 

tenido la grandísima suerte de trabajar codo con codo en esta etapa post-universitaria. Gracias 

a él y a Javi, especialmente, no he perdido la razón durante la carrera. Las cervezas y torneos 

de cabezones mientras estudiábamos hacían mucho más interesante aprender “Determinación 

estructural” o “Ingeniería Genética”. Sois de lo mejorcito que tengo en esta vida, chicos. 

Sumados a ellos, están los miembros del Bunker: Xuxu, Javi, Adri, Jara, Losada y Jonny. Sois 

geniales, chicos. Os irá genial en la vida y estaré ahí para verlo. Os quiero mogollón.  

Aparte de la UCLM, también di con gente maravillosa en la UAM. Gracias a Ángel y 

Miriam, quienes me dieron la oportunidad de poder comenzar mi formación práctica en un 

laboratorio y gracias a la cual he podido llegar a ser quien soy hoy en día. Infinitas gracias 

también a Sara, Bea y Dani, quienes me enseñaron todo. Los momentos con vosotros en el C15 

con las camaritas siempre serán mágicos. Más allá del laboratorio, Dani, en específico, se ha 

convertido un baluarte en el mundo de la ciencia, siempre un paso por delante y dispuesto a 

echarme una mano con lo que fuese. Espero poder seguir sabiendo de ti y tu progreso, que, 

seguro que no tiene límites, porque eres ejemplo de trabajo, esfuerzo, dedicación, inteligencia 

y pasión. Estaré encantado de verte cumplir tus metas.  

En este punto, ya hemos llegado al momento en el que ya me trasladé a Madrid y toca 

mencionar a aquellas personas con las que pude crear un hogar. El primero de ellos David, una 

persona maravillosa y de la que me llevo recuerdos y anécdotas geniales que creamos durante 

dos años de convivencia, con pandemia de por medio. Y tras él, Joaquín y Marina, quienes se 

convirtieron en mi familia de Madrid. Convivimos durante un año lleno de alegrías, risas, 

experiencias y anécdotas que jamás olvidaré, como aquel día que visitamos prácticamente 20 
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bares hasta encontrar uno abierto, o el cumpleaños temático que nos permitió organizar 7 

fiestas diferentes en una misma noche dentro de casa. Maldonado siempre estará conmigo y 

la amistad que forjamos en este tiempo perdurará. Con vosotros he podido madurar y crecer 

como nunca antes habría imaginado, superando juntos cualquier tipo de adversidad. Vosotros 

habéis aportado un “”granito”” de arena enorme en este camino que ha acabado con la 

consecución de esta tesis. ¡Muchísimas gracias, os quiero un montón! 

Llegados hasta aquí, toca hablar sobre el grueso y centro de este trabajo, donde se me 

permitió hacer la tesis, la Fundación Jiménez Díaz. Agradecerle, en primer lugar, a Marta por la 

oportunidad, por su apoyo, ayuda y enseñanzas. Tengo siempre en mente esa primera 

entrevista contigo, los nervios de no saber a qué me iba a enfrentar, y resulta que tú ya habías 

tomado una decisión. La verdad que fue de las mejores noticias que pude recibir, pero ya ni 

hablamos cuando por fin nos informaron de la concesión de la beca. Eres ejemplo de 

superación, Marta, entre muchas otras cosas. Contigo al lado, mi manera de actuar era 

“esponja”, para poder absorber y aprender todo lo que pudiera cada vez que hablabas. Al 

incorporarme, pude darme cuenta de la cantidad de gente buena que se mueve en este 

campo. No solo me refiero en el ámbito intelectual y académico, sino en concreto en nuestro 

laboratorio, la sensación de familia que había, convirtiéndose en una de las mejores 

recompensas que uno puede recibir al ir a trabajar. Me costó un poquito aprenderme bien los 

nombres, sobre todo por la cantidad de Lauras que había… Laura Santos, me acogiste como el 

patito a tu cargo. Me enseñaste todo lo que sabías, que es muchísimo, y gracias a ti adopté 

una visión y un rigor genuino a la hora de realizar cualquier procedimiento. Aparte de ella, 

Laura Márquez, la alegría y felicidad personificada. De las personas más inteligentes y 

trabajadoras que me he encontrado en la vida. Millones de gracias por todos los momentos 

que hemos podido compartir, tanto en el labo, como con todas esas tardes de cañas y planes 

guays que hemos organizado, ¡incluido ese Oktoberfest! Maca, de ti aprendí la cultura del 

esfuerzo también, pese a las adversidades lograste un objetivo enorme, con trabajo y 

constancia, se puede llegar increíblemente lejos, como tú lo estás haciendo. Al cabo de unos 

meses llegó Lucía, para terminar su TFM y, un tiempecito después, para comenzar su tesis. 

Eres de las personas más transparentes que existen, buena como tú sola y con un humor 

estupendo que nos ha permitido compartir vídeos tan chorras que mucha gente nos llamaría 

idiotas. Siempre recordaré tu “herencia” del escudo del Atleti pegado en mi sitio o los 

momentos preparando la decoración de Navidad juntos, con ese arbolito personalizado de 

ciencia. Vanessa, millones de gracias a ti también, desde que llegaste fuiste una brisa de aire 

fresco al laboratorio y contigo he tenido vivencias únicas, como quedarnos tirados en Londres 

abandonados a nuestra suerte… Vaya tensión ese día, y cuantas risas ahora, como siempre 

contigo. Irene, te toca. Llegaste la última, pero te hiciste un huequito enorme en nuestro 

corazón. Te iba a decir algo, pero mejor me lo voy a callar… Porque quien tenga que entender, 

entendió. Te quiero mogollón, amiga. Millones de gracias a todas por cada sonrisa que hemos 

compartido, por cada momento complicado en el que nos hemos podido apoyar como si de 

una familia se tratase. Sois geniales y os quiero mogollón. No sé si me dejo a alguien… Creo 

que ya no… Nah, ¡es broma! Por supuesto que no me voy a olvidar de Raúl, mi compañero, 

director y amigo. La verdad que esta es una de las partes más complicadas de redactar, porque 

me faltan palabras para poder describir todo lo que me has enseñado, aportado y apoyado 

durante estos años. Tienes una cabeza privilegiada de la que, ojalá, haya podido aprender 
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muchísimo. Cada conversación contigo, científica o no, era oro puro para poder aprender y 

avanzar como profesional y como persona. Cualquier intento de agradecimiento hacia ti se 

queda corto, porque eres un crack de los pies a la cabeza, un trabajador envidiable y una 

persona honesta y confiable. Si todo trabajo implica su recompensa, créeme que la vida 

entonces te tiene reservada la mejor de todas. Infinitas gracias por todo, de corazón.  

No quiero dejar pasar a nadie, puesto que hay muchísima gente a la que poder darle 

las gracias más allá de ellos: Sandra, Lara, Ana, Fonti, Leti, Gina, Arancha, Susana, Nacho, Luna, 

Su, Jorge, Zaza, Dani, Juan… Con vosotros he compartido cosas geniales que nunca jamás voy a 

olvidar. Y obviamente dos partícipes de toda esta etapa a los que siempre voy a recordar 

también y con los que las risas siempre estaban aseguradas: Santi y Abel. Aún recuerdo cuando 

Santi me dijo: “Tú tienes cara de buena gente y eres educado, eso se agradece. ¿Cómo te 

llamas?”. No se volvió a olvidar de mi nombre. Parecerá una tontería, pero para mí fue un 

detallazo que siempre rememoraré con cariño. Eres un grande, tío, y espero que todo te vaya 

genial en la vida. Aparte de ellos, toda la gente del animalario también: Carlos, Diego, Víctor, 

Marta y, más recientemente, Rubén y Jessica. ¡Muchas gracias por todo vuestro apoyo y ayuda 

incondicional siempre, cracks! En especial a Víctor y Diego, que son los que más me han tenido 

que sufrir por allí arriba día sí y día también    

No podía pasar por esta etapa sin mencionar a aquellos con los que he compartido 

más momentos en la FJD aparte de mis compañeros de laboratorio. Empezamos con Claudia 

3122.  Siempre te recordaré así, ya lo sabes. Primero eras solo un nombre apuntado en el 

cuaderno de las PCRs, pero conforme empezamos a juntarnos más in covid te convertiste en 

una amiga. Ni que decir también de Nerea, la bondad en persona, amiga y confidente. De esas 

personas que quieres que sigan en tu vida para siempre. Espero contar contigo como Ted 

Mosby cuenta con sus amigos. Luis, desde aquel mensajito inocente en instagram para que te 

unieses a unas cañas, has sido un fijo en casi cualquier plan y ¡yo que me alegro por ello! Eres 

un tío genial, de fiesta o teniendo conversaciones profundas. Sergio, aparte de bueno y 

divertido, creo que con lo que me quedo de ti es la espontaneidad. Eres maravilloso. Jamás 

permitas que nadie te haga cambiar un mínimo ápice de tu personalidad, porque es genial. 

Sara Hemato, que además lo pongo así para que rabies un poquito. Contigo fue el encuentro 

más “yo” digamos. Siendo espontáneo, directo y majo, aunque todo el mundo dijese que 

pareció una caña. Desde entonces, casas rurales, cañas, alguna que otra conversacioncilla más 

profunda (profesional y personalmente),… Eres de esas personas que merece la pena 

mantener. Ari, eres la alegría, la sonrisa en cualquier momento. El día que te vea sin sonreír, de 

verdad que me preocuparé mucho, pero sobre todo mataré a quien te haya hecho estar triste. 

Siempre tendré en mente los saludos desde una punta a otra del pasillo. Cris, llegaste “tarde” y 

solo hemos podido compartir unos meses antes de que me fuera definitivamente de la FJD, 

pero has conseguido en muy poquito tiempo hacer con un huequito muy especial en mi 

corazón. Eres parte importante y fundamental también en todo lo que he podido conseguir 

este último año gracias, en parte, a esos ratitos en la sala de instrumentación tomándonos un 

café tranquilamente con charlas trascendentales sobre la vida y el trabajo. ¡Mucho ánimo con 

lo que queda, que eres una crack y vas a llegar lejos! Llegamos a uno de los más importantes: 

Lucas. Al principio eras un hito, una leyenda que creía que jamás iba a conocer, “Lucas el 

chileno”. Luego, por azares del destino y de la mano del Doc Egido, pudiste volver y tuve la 

grandísima suerte de conocerte. Creo que no he conocido persona más tolerante y, sobre 
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todo, inteligente como lo eres tú. Atesoro cada momento contigo, porque de verdad que 

convertías todas las situaciones a tu alrededor en oro. Y no solo las situaciones, sino a las 

personas que las podíamos vivir contigo. Hago alusión aquí a una expresión que alguien, no 

recuerdo quién ahora mismo, utilizó para definirte: eres una persona pegamento. Es decir, 

unes a los demás a tu alrededor. Y créeme que esa una de las características más esenciales e 

importantes de una persona. Espero que todo te siga yendo genial en tu nueva etapa de vuelta 

en Chile, aunque estoy seguro de que sí, porque tienes todos los ingredientes necesarios para 

triunfar en la vida y comerte el mundo.  

Desde aquí empiezo a hablar de tres de las personas más importantes en mi etapa en 

Madrid: la FJuanpaD. ¡Cuántas ampollas levantamos al principio! Y qué bien nos lo hemos 

pasado. Juanpa, el primer doctor de nosotros, tranquilo y callado, sí, pero cuánto has podido 

transmitirme en tan pocas palabras. Eres un hermano, y ya sea en Suecia, en Madrid o donde 

tú quieras y te apetezca estar, triunfarás. Emilio, siempre te lo he dicho y seguiré haciéndolo, 

una de las cabezas más brillantes que he conocido en mi vida, siendo que aún no has 

terminado de formarte, de crecer ni de aprender. Al igual que he dicho con Lucas, tú eres 

también de esas personas que tiene todo lo necesario para comerse el mundo. Llegarás a 

donde tú quieras llegar, tu único límite será ese que te impongas a ti mismo, aunque con la 

ambición que acostumbras a llevar y emanas, llegarás hasta el infinito. Espero poder 

acompañarte hasta allí, hermano. Ismael, el corazón de este grupo. Nuestra primera toma de 

contacto fue jugando al fútbol al hablar de que teníamos en común a Mart... No, espera, a 

Sand… No, ¿cómo era? ¡Ah, Sara! ¡Eso! Fuera de bromas, desde ese día, creo que no ha habido 

un recuerdo de mi etapa en Madrid en la que no estuvieras presente. Bien porque físicamente 

lo haya vivido contigo o porque fueses la primera persona a la que iba a contárselo o a pedirle 

consejo. Eres pura pasión, hermano, de esas personas que pelean por lo que quieren con 

constancia y perseverancia, pero además con un talento innato para la ciencia. Ni que hablar 

de la música y las turras, para eso también tienes talento… Gracias a ti, especialmente, por 

hacer de mi paso por la FJD, infinitamente especial. Vosotros tres habéis logrado que recuerde 

a Madrid como mi propia casa, mi propio hogar. No sé qué nos deparará el futuro ni dónde 

estaremos cada uno de nosotros de aquí en adelante, pero allá donde estéis, me tendréis 

siempre. Sois los mejores, tenedlo claro.  

Una parte genial que me ha aportado la FJuanpaD, además de todo lo ya mencionado, 

ha sido la posibilidad de conocer gente maravillosa a través de vosotros, entre los que 
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La prevalencia y la mortalidad de las enfermedades cardiovasculares (ECVs) han 

aumentado sustancialmente durante las últimas décadas. Un claro ejemplo de ello los 

aneurismas aórticos (AA), para los cuales no existen, actualmente, biomarcadores de fácil 

detección que permitan su diagnóstico precoz ni de dianas terapéuticas directas para su 

tratamiento. En este sentido, existen diversas alteraciones en genes esenciales para el 

mantenimiento funcional y estructural de los vasos sanguíneos descritas en patologías que 

cursan AA, como los síndromes de Marfan o Loeys-Dietz, que han cobrado una mayor 

importancia en los últimos años en el contexto aneurismático, siendo un claro ejemplo la vía 

molecular de TGF-β.  

 Considerando que CCN2 es uno de los genes más sobrexpresados por TGF-β y su 

aumento en diversas patologías cardiovasculares, la primera parte del objetivo principal de 

esta tesis doctoral se centró en investigar los efectos a nivel aórtico inducidos por la deleción 

inducida de Ccn2 en ratones en condiciones fisiológicas y en un contexto de daño vascular. 

Para ello, se utilizaron ratones CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre (CCN2-KO), a los que se implantó 

una minibomba de infusión sistémica con angiotensina II (Ang II) o suero salino durante 15 

días. Así, se demostró que aquellos ratones CCN2-KO infundidos con Ang II presentaban una 

elevada tasa de mortalidad debida a un desarrollo temprano de AA y un elevado índice de 

rotura. Además, la ausencia de CCN2 generó la disrupción de las fibras de elastina en la pared 

aórtica, variaciones en la función vascular y un incremento de la actividad metaloproteinasa, 

viéndose exacerbado con la infusión de Ang II. Curiosamente, la aproximación experimental 

para mantener los niveles de CCN2 elevados en los ratones CCN2-KO mediante la infusión 

sistémica del fragmento C terminal de CCN2 (CCN2(IV)) recombinante no modificó el 

desarrollo de AA ni los ratios de mortalidad tras la infusión de Ang II. Posteriormente, se 

realizó una secuenciación masiva del ARN mensajero del tejido aórtico que reflejó la existencia 

de un patrón de expresión génica diferencial entre los ratones CCN2-KO y los ratones control. 

El subsecuente análisis ontológico de los resultados de la secuenciación masiva reflejó que la 

biosíntesis de aldosterona era uno de los procesos bilógicos más enriquecidos, por lo que se 

realizó un nuevo modelo experimental en el que un grupo de ratones CCN2-KO fue tratado de 

manera preventiva con un bloqueante del receptor de mineralocorticoides, espironolactona. 

Los resultados obtenidos determinaron que el bloqueo de la vía de aldosterona inducía una 

bajada en el número de aneurismas aórticos generados en estos ratones, así como una 

reducción de la mortalidad asociada a ellos, debido, en parte, a la prevención del incremento 

de la actividad metaloproteinasa y a una mejora de la función vascular. La segunda parte del 

objetivo principal consistió en investigar el efecto de CCN2 en la regulación de los niveles de 

los receptores de TGF-β (TGFβR1 y TGFβR2) en una línea de células de músculo liso vascular de 

aorta de ratón. De esta manera, se observó que el tratamiento durante 48 horas con el 

fragmento CCN2(IV) aumentaba los niveles génicos y proteicos de TGFβR2, mientras que no 

generaba diferencias en los niveles de TGFβR1. Además, se comprobó que este incremento en 

los niveles de TGFβR2 estaba mediado directamente por la activación del receptor de EGF y de 

la ruta SMAD inducida directamente por CCN2 de manera independiente de TGF-β. 

 Los datos obtenidos en esta tesis demuestran, por tanto, el papel crítico que 

desempeña CCN2 en el mantenimiento de la homeostasis vascular, tanto funcional como 

estructural, y su papel directo en la activación de la ruta de TGF-β, lo cual supone un cambio 

en el paradigma de la función que ejerce CCN2 en las patologías vasculares. 
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The prevalence and mortality of cardiovascular diseases (CVDs) have increased 

substantially during the last decades. A clear example of this is aortic aneurysms (AA), for 

which there are currently no easily detected biomarkers that allow early diagnosis or direct 

therapeutic targets for treatment. In this sense, there are various alterations in essential genes 

for the functional and structural maintenance of blood vessels described in pathologies that 

cause AA, such as Marfan or Loeys-Dietz syndromes, which have become more important in 

recent years in the context of AA development, being a clear example TGF-β molecular 

pathway. 

Considering that CCN2 is one of the most overexpressed genes after the activation of 

the TGF-β pathway, as well as the increased levels of CCN2 in various CVDs, the first part of the 

main objective of this doctoral thesis focused on researching the effects at the aortic cells 

induced by the induced deletion of Ccn2 in mice under physiological and in vascular damage 

conditions. For this purpose, CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre (CCN2-KO) mice were used, as well 

as their respective controls, which were implanted a systemic infusion minipump filled with 

angiotensin II (Ang II) or saline for 15 days. The first results showed that CCN2-KO mice infused 

with Ang II had a high rate of mortality induced by early development of AA and a high rate of 

rupture. A more exhaustive analysis allowed us to discover that the absence of CCN2 

generated the disruption of elastin fibers in the aortic wall, variations in vascular function, and 

an increase in metalloproteinase activity, which was exacerbated by Ang II infusion. 

Interestingly, the experimental approach to keep circulating CCN2 levels elevated in CCN2-KO 

mice by an approach using systemic infusion of the recombinant C-terminal fragment of CCN2 

(CCN2(IV)) did not modify AA development or mortality rates after Ang II infusion. Afterwards, 

massive sequencing of the messenger RNA of the aortic tissue was performed, which revealed 

the existence of a differential gene expression pattern between CCN2-KO and Control mice. 

The subsequent ontological analysis of the massive sequencing results showed that 

aldosterone biosynthesis was one of the most enriched biological processes Then, a new 

experimental model was carried out in which a group of CCN2-KO + Ang II mice was treated 

preventively with a mineralocorticoid receptor blocker, spironolactone. The results obtained 

determined that the blockade of the aldosterone pathway induced a decrease in the number 

of aortic aneurysms generated in these mice, as well as a reduction in mortality associated, 

due, in part, to the prevention of increased metalloproteinase activity and an improvement in 

vascular function. The second part of the main objective was to investigate the effect of CCN2 

on the regulation of TGF-β receptor levels (TGFβR1 and TGFβR2) in a mouse aortic vascular 

smooth muscle cell line. In this way, it was observed that the treatment for 48 hours with 

CCN2(IV) increased the gene and protein levels of TGFβR2, while it did not generate 

differences in the levels of TGFβR1. In addition, it was found that this increase in TGFβR2 levels 

was directly mediated by the activation of the EGF receptor and the SMAD pathway directly 

induced by CCN2 independently of TGF-β. 

The data obtained in this doctoral thesis demonstrate the critical role that CCN2 plays 

in the maintenance of vascular homeostasis, both functional and structural, and its direct role 

in the activation of the TGF-β pathway, which implies a change in the paradigm of the function 

that CCN2 exerts in vascular pathologies. 
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AA – aneurisma aórtico  

AbA – Aorta abdominal 

ACCORD – estudio clínico en inglés Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes 
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ACTA – Alpha actina de músculo liso 

ACTB – Beta actina 
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ApoE – Apolipoproteína E 

ARAII – Antagonistas del receptor de Ang II  
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ARNm – ARN mensajero 
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CC – Componentes celulares 

CCN2(IV) – Fragmento C-terminal de CCN2 

CMLV – Células de músculo liso vascular 
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CTGF/CCN2 – Factor de crecimiento de tejido conectivo/factor 2 de red de comunicación 
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DALY - Años de vida ajustados por discapacidad, del inglés Disability Adjusted Life Years 

DMEN –del inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium
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EGFR – receptor del EGF 

EP – Eplerenona  

ET1 – Endotelina 1 

FATZ – del inglés Filamin-, α-actinin-, and telethonin-binding protein of the Z-disk 

FBN1 – Fibrilina  

FM – Función molecular  

FOV – Campo de visión, del inglés Field Of View 
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1.- LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 

 1.1.- Definición y prevalencia 

 Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) engloban todo el amplio abanico de 

desórdenes que están relacionados con el corazón y los vasos sanguíneos, entre los que se 

incluyen patologías tan importantes como la cardiopatía coronaria, las enfermedades 

cerebrovasculares, las arteriopatías, la cardiopatía reumática, las cardiopatías congénitas o las 

trombosis venosas, entre otras (1).  

La prevalencia global de las ECVs se ha duplicado en las últimas décadas, ascendiendo 

de 271 millones en 1990 a 523 millones en 2019 (2). Actualmente, las muertes derivadas de 

ECVs presentan una distribución asimétrica a lo largo de todo el mundo (Figura 1), aunque 

continúan siendo la primera causa de muerte a nivel global, presentando también un 

crecimiento muy pronunciado durante los últimos años. De esta manera, el número de 

muertes derivadas de ECVs ha aumentado de 12,1 millones en 1990 hasta 18,6 millones en 

2019 (3), lo que supone aproximadamente un 32% de todas las muertes del mundo. Más 

concretamente, en España, las ECVs representan la primera causa de muerte desde hace más 

de 30 años (Figura 2). Dentro de este elevado número de personas que sufrieron exitus por 

ECVs, un gran porcentaje puede agruparse en las dos ECVs con mayor prevalencia 

actualmente: el infarto agudo de miocardio y el ictus (2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.- Ratio de muertes derivadas de enfermedades cardiovasculares (ECVs) por países de todo el 
mundo en el año 2019. Fuente: IHME, Global Burden of Disease (GBD) (2). 
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Figura 2.- A) Clasificación de enfermedades según el número de muertes en el año 2019. Fuente: (4). B) 
Clasificación durante las últimas tres décadas de las enfermedades con mayor cantidad de DALYs. 
Fuente IHME. VizHub - GBD Compare (5) 

 

1.2.- Impacto socioeconómico de las enfermedades cardiovasculares 

 Una de las principales problemáticas a la que se enfrentan los profesionales sanitarios 

a la hora de afrontar una ECV radica en que, habitualmente, los pacientes no presentan 

síntomas aparentes de que exista una patología subyacente. Desafortunadamente, en la gran 

mayoría de las ocasiones, el primer síntoma se manifiesta directamente como un infarto o un 

ictus, lo cual supone que, en muchos casos, el paciente no sea consciente de que está 
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padeciendo una ECV hasta que ya es demasiado tarde (6). Este tipo de patologías es lo que se 

conoce como enfermedades silenciosas. 

Dentro de los inconvenientes más importantes que pueden generarse a raíz de este 

tipo de patologías, se encuentra la pérdida de años con calidad de vida, definidos por el 

término “Años de vida ajustados por discapacidad” (DALYs, de sus siglas en inglés Disability-

adjusted life year), el cual hace referencia a los años perdidos debido a una enfermedad, 

discapacidad o muerte prematura (7). En relación a este término, se ha estimado que, sólo en 

el año 2019, el número de muertes derivadas de ECVs correspondieron a 34,4 millones de 

DALYs perdidos (2). 

Tal y como se puede apreciar en la Figura 3, la ECV que mayor peso tiene en el ámbito 

social es el infarto agudo de miocardio. En términos numéricos, esta patología implica 174 

millones de DALYs, seguida del ictus con 116 millones, lo que se corresponde porcentualmente 

con un 49,2% y un 17,7% respectivamente. Aparte de estas patologías, existen también otras 

ECVs que suponen un gran número de DALYs, entre las que se encuentran la enfermedad 

cardiaca hipertensiva, las fibrilaciones auriculares, la endocarditis o los aneurismas aórticos (2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.- Proporción de muertes derivadas de ECVs en 2019. Modificada de IHME, Global Burden of 
Disease (GBD) (2). 
 

A nivel económico, las ECVs también suponen un grave problema para los sistemas 

sanitarios. Entre los diversos factores de riesgo que contribuyen al desarrollo y la progresión 

de las ECVs, los cuales se explican más detalladamente a continuación, la hipertensión arterial 

supuso, por sí sola, un gasto anual global de 370.000 millones de euros en la década de los 

2000, lo que implicaba cerca del 10% del gasto mundial total en cuidados para la salud (8). 

Además, se estima que, en términos de gasto hospitalario, las personas hipertensas suponen 

un coste adicional de 131.000 millones de euros por año en comparación con las personas 

normotensas (9). Respecto al gasto farmacéutico de los pacientes con hipertensión, la 

inversión anual en medicamentos para tratar esta enfermedad asciende a 68.000 millones de 

euros (10). Por lo tanto, en base a estos datos, las ECVs constituyen una de las patologías que 

más gasto requiere actualmente, tanto en términos médicos como sociales (11).  
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2.- FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR: la hipertensión arterial 

Existen múltiples factores que pueden contribuir al desarrollo de las ECVs y, aunque 

algunos de ellos no son modificables, como las alteraciones genéticas propias de cada 

individuo, muchos otros factores están asociados al estilo de vida de las personas, por lo que 

se puede inferir, en cierto modo, sobre ellos (12). Entre los más importantes se encuentran 

una dieta insalubre, un estilo de vida sedentario, el tabaquismo y el consumo de alcohol. Los 

efectos más claros de estos factores de riesgo se traducen en un incremento de la presión 

arterial, de los niveles de glucosa y lípidos en sangre, sobrepeso y obesidad. Estos factores 

pueden medirse en la práctica clínica habitual y ayudan a predecir si existe un incremento en 

el riesgo de padecer algún tipo de ECV. Dentro del amplio espectro enfermedades que 

conforman las ECVs, existe una distinción principal en función de si afecta a las arterias 

coronarias o no, diferenciando estrictamente entre ECVs coronarias, siendo aquellas que 

promueven un endurecimiento de las arterias que suministran sangre al músculo cardíaco, y 

no coronarias, donde se engloban aquellas que afectan al resto de vasos sanguíneos del 

organismo (13). Más específicamente, dentro de este último grupo, se encuentran una gran 

variedad de enfermedades muy heterogéneas (14) y con una elevada prevalencia y mortalidad 

en la población general, entre las que tiene una especial relevancia la hipertensión arterial ya 

que es una de las más comunes. 

La tensión o presión arterial se define como la fuerza que ejerce la sangre circulante 

contra las paredes de los vasos sanguíneos y se expresa con dos valores: presión sistólica, 

correspondiente al valor de tensión arterial cuando el corazón se contrae, y presión diastólica, 

correspondiente al valor de tensión entre latidos (15). Según las guías europeas actuales 

establecidas por la Sociedad Europea de Cardiología, la Sociedad Europea de Hipertensión y las 

guías NICE (del inglés National Institute for Health Care Excellence), el punto de corte para 

diagnosticar una hipertensión arterial se fija en un valor superior a 140 mmHg de presión 

sistólica y/o 90 mmHg de presión diastólica obtenido en dos medidas de días diferentes, 

aunque en caso de padecer algún otro tipo de ECV, se recomienda que el valor no supere los 

120 mmHg (16–19). Tal y como han establecido diversos estudios, tanto revisiones 

sistemáticas como estudios observacionales, la hipertensión es el factor de riesgo modificable 

más determinante para padecer ECVs (20–22), siendo suficiente su presencia para aumentar 

significativamente el riesgo de padecer un infarto de miocardio o un ictus, entre otros 

(21,23,24), incluso por delante del tabaco, de la dislipidemia y de la diabetes (22). En este 

sentido, un metaanálisis que incluyó 11 estudios de cohortes prospectivos demostró cómo las 

medidas de presión arterial pueden predecir la aparición de ECVs a largo plazo (25). En 

términos numéricos, en el año 2015, la cantidad de muertes totales asociadas con 

hipertensión sistólica supuso prácticamente el 20% de todas las muertes globales, 

independientemente de la patología cardiovascular asociada (26).  

Desafortunadamente, la prevalencia de la hipertensión no ha parado de aumentar 

globalmente en las últimas décadas debido, principalmente, al incremento de la edad media 

poblacional y a un estilo de vida que incluye factores de riesgo como dietas insalubres y falta 

de actividad física (27). Por todo ello, y teniendo en cuenta la íntima relación existente entre la 

hipertensión y el desarrollo de otras ECVs, la mayoría de los tratamientos actuales para 

muchas de estas patologías se centran, fundamentalmente, en paliar la hipertensión o evitar la 
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subida de tensión arterial (28,29). En este sentido, existe cierto tipo de controversia debido a 

la existencia de algunos reportes que sugieren que el tratamiento con fármacos que 

disminuyen la hipertensión arterial no implican un descenso significativo en el riesgo de 

padecer ECVs, como se concluyó en el estudio ACCORD (de sus siglas en inglés Action to 

Control Cardiovascular Risk in Diabetes) (30). Sin embargo, hay muchos ensayos clínicos que sí 

han demostrado la efectividad del tratamiento de la hipertensión para prevenir la aparición de 

ECVs (28,29,31,32). A pesar de esta disyuntiva, lo que sí es un hecho demostrado es que, 

independientemente de su efectividad, el control de la hipertensión se mantiene muy por 

debajo de los estándares esperados, como se mostró en el estudio de Mills KT et al.(27), en el 

cual se reflejó que solo el 13,8% de los pacientes estudiados alcanzaron un control de la 

tensión arterial, entendiéndose este término como el hecho de mantener una presión sistólica 

por debajo de 120 mmHg y una diastólica por debajo de 90 mmHg (27). Estos datos han sido 

corroborados en el último informe de 2021 de la OMS, en el que se incluye la guía 

farmacológica actualizada para el tratamiento de la hipertensión en adultos (19). Esta falta de 

control de la hipertensión puede tener un origen multifactorial, incluyendo desde 

características del propio paciente hasta particularidades propias de los sistemas de salud de 

cada región (33,34). Además, la hipertensión por sí misma, también está asociada a una serie 

de factores de riesgo como la edad avanzada, la obesidad, la dieta insalubre (principalmente 

una ingesta alta de sodio y baja de potasio), el consumo de alcohol y la baja actividad física 

(35–37), por lo que resulta complicado asociar la falta de control únicamente a los 

tratamientos usados. 

2.1.- Sistema Renina - Angiotensina II - Aldosterona e hipertensión 

El mantenimiento de los fluidos corporales resulta esencial para tener una correcta 

homeostasis en el organismo, desde el ámbito celular hasta la funcionalidad de los distintos 

sistemas, por lo que este dispone de múltiples mecanismos moleculares que participan en el 

mantenimiento de un equilibrio de estos fluidos, afectando inherentemente a la regulación de 

la presión arterial. Dentro de estos mecanismos, tienen una especial relevancia los que forman 

parte del conocido sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Figura 4) (38,39), el cual 

ha jugado un papel fundamental en la regulación de la homeostasis durante la evolución 

humana (40).  

A nivel molecular, el SRAA comienza con la síntesis de la renina, la cual es secretada 

por unas células especializadas del riñón llamadas células granulares, pertenecientes al 

aparato yuxtaglomerular. La renina es una enzima que degrada a su sustrato específico, el 

angiotensinógeno, una glucoproteína sintetizada en el hígado, para así producir el péptido 

conocido como angiotensina I (Ang I), el cual, a su vez, es sustrato de acción de la enzima 

convertidora de angiotensina (ECA), para dar lugar, finalmente, a la angiotensina II (Ang II), 

considerada como el mayor efector del SRAA. La Ang II actúa a nivel celular mediante su unión 

a su principal receptor, el receptor de Ang II tipo 1 (AT1), desencadenando la mayor parte de 

las acciones conocidas de este péptido. La Ang II hace las veces de un potente vasoconstrictor, 

ya no solo por la acción directa que ejerce sobre los vasos sanguíneos, sino también porque 

contribuye a que los túbulos renales retengan agua y sodio. Además, a través de su unión al 

AT1, también induce la liberación de aldosterona, una hormona esteroidea que actúa a nivel 

de los túbulos distales y colectores de las nefronas provocando una retención sinérgica de 
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sodio y de agua, una secreción de potasio y, como consecuencia, un aumento de la tensión 

arterial. Sumado a ello, la Ang II ha demostrado tener también efectos proinflamatorios, 

profibróticos y proliferativos en diversos estudios en células en cultivo y en modelos 

preclínicos (41,42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1.- Angiotensina II 

Serendípicamente, en 1898, Robert Tigerstedt y su estudiante, Per Gunna Bergman, 

descubrieron la presencia de un compuesto vasopresor en el córtex renal al que denominaron 

renina (43). Aunque durante los años venideros no hubo mucho interés por este compuesto, la 

publicación realizada en 1934 por Harry Goldblatt en la que se mencionaba el aumento en la 

presión arterial debido a una isquemia renal, hizo crecer el interés por esta molécula. De este 

modo, en 1940, Irvine H. Page y Eduardo Braun-Menéndez demostraron que la renina no era la 

responsable del aumento en la presión arterial, si no que era una enzima cuyo rol era 

transformar su sustrato en un péptido vasoactivo que sí que podía aumentar la presión 

arterial, al cual denominaron Angiotensina (44). Ya en 1958, el Dr. Leonard T. Skeggs Jr. 

descubrió que este péptido se encontraba presente en la sangre en dos formas distintas, a las 

Figura 4.- Esquema del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), especificando puntos de 
inhibición y fármacos utilizados para ello. ECA – enzima convertidora de angiotensina; IDR – 
inhibidores directos de renina; iECA – inhibidores del enzima convertidora de angiotensina; ARAII – 
Antagonista del receptor de Ang II; AT1 – receptor tipo 1 de Ang II; BRM – bloqueantes del receptor 
de mineralocorticoides. 
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que denominó Angiotensina I y Angiotensina II (45), siendo la Ang II producto de la acción de la 

ECA sobre la Angiotensina I (46).   

Todo esto sentó las bases que dieron lugar a que actualmente se sepa que la Ang II es 

un octapéptido producido a raíz del sustrato angiotensinógeno mediante la actuación, primero 

de la renina, dando lugar a la Ang I, y posteriormente de la ECA, generando el compuesto final, 

Ang II. De manera adicional, la ECA presenta además una fracción circulante que también es 

capaz de degradar un sustrato vasodilatador fisiológico conocido como bradiquinina en 

fragmentos inactivos, reduciendo por tanto los efectos vasculares endógenos que promueven 

la vasodilatación (47). Opuestamente, existe otra enzima relacionada, denominada ECA2, que 

puede cortar la Ang II y generar un heptapéptido vasodilatador denominado Ang 1-7 (48,49). 

De esta manera, el balance entre la ECA y la ECA2 resulta crucial para el correcto 

funcionamiento y el mantenimiento de los niveles de Ang II (50). 

A nivel funcional, la Ang II tiene dos receptores canónicos: el ya mencionado AT1 y el 

AT2. Alternando los efectos sobre uno y otro, este importante péptido hipertensivo contribuye 

activamente al incremento de la presión arterial, siendo este su principal efecto en el 

organismo, pero no el único, tal y como se especifica en la Figura 5. Los receptores AT1 y AT2 

pertenecen a una familia de receptores con 7 dominios transmembrana que están acoplados a 

proteínas G. El receptor AT1 media muchas de las acciones más destacables e importantes de 

la Ang II a nivel cardiovascular, entre las que destacan la vasoconstricción, el remodelado 

cardiaco y la muerte o supervivencia celular (51,52). La regulación de estas acciones por los 

receptores AT1 se consigue mediante la activación de diferentes señales intracelulares, 

destacando la ruta de las proteínas Smad, la vía NF-κB, la movilización de calcio o la activación 

de otras proteínas quinasas, como la proteína quinasa C (PKC) o las MAPK (51,53,54). La Ang II 

también induce una disfunción endotelial a través de la activación de COX-2, la cual, a su vez, 

está directamente relacionada con la secreción de prostaglandinas y especies reactivas de 

oxígeno (ROS, de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) en las distintas capas de la pared 

vascular (55,56). En este sentido, este aumento de ROS también se ha demostrado que es 

dependiente de la activación de la NAD(P)H oxidasa (51,57).  

Adicionalmente, la activación de la ruta de NF-κB por Ang II puede inducirse a través 

de ambos receptores AT1 y AT2 (58–62) y, dependiendo del tipo y del contexto celular, se 

genera la producción de diversas citoquinas como RANTES, IL-8, MCP-1 e IL-6, las cuales 

contribuyen a generar un fenotipo proinflamatorio (63–65). En este sentido, la activación de 

MCP-1 e IL-6 inducida por Ang II en las células de músculo liso vascular (CMLVs) también 

resulta dependiente de la activación de la NAD(P)H oxidasa (54). En las células vasculares, la 

Ang II es capaz de generar un fenotipo proinflamatorio, que se ve incrementado por una 

activación local del SRAA (66), lo que implica la síntesis local de Ang II en el vaso sanguíneo, 

promoviendo la extravasación de leucocitos y otras células del sistema inmune al interior de la 

pared vascular, como monocitos y macrófagos (67), debido a un incremento de la 

permeabilidad y de la expresión de moléculas de adhesión, como P- y E-Selectinas, VCAM-1 e 

ICAM-1 (62,68–71). Otra de las acciones locales más importantes mediadas por la Ang II 

consiste en el aumento de la producción de diferentes factores de crecimiento, tales como el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante β (TGF- β, de sus siglas en inglés 
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Transforming Growth Factor β) o el factor 2 de la red de comunicación celular (CCN2), además 

de otras proteínas de la matriz extracelular (MEC), lo cual contribuye al desarrollo de un 

fenotipo profibrótico (54); (72); (73) ; (74); (75)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.- Representación de los péptidos derivados del metabolismo Ang II y receptores hasta ahora 
descritos por los cuales ejerce sus funciones. Ang I se transforma a Ang II gracias a la acción de la ECA, 
la cual es capaz de estimular los receptores AT1 y AT2. La Ang II puede transformarse tanto en Ang (1-7) 
a través de la ACE2, como en Ang III a través de la aminopeptidasa. La Ang (1-7) puede unirse al 
receptor AT2, al receptor MAS y al receptor MrgD, pero además puede ser sustrado de la alamandina e 
interaccionar específicamente con el receptor MrgD. La Ang III puede unirse tanto al receptor AT1, como 
al AT2, y además se puede transformar en Ang IV y unirse al receptor AT4. Modificada de Forrester SJ et 
al. (76). 

 

2.1.2.- Aldosterona  

En 1952, Grundy, Simpson y Tait descubrieron, por primera vez, la aldosterona, a la 

que bautizaron en primera instancia como “Electrocortina” (77). La aldosterona es una 

hormona esteroidea de la familia de los mineralocorticoides producida por las células de la 
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zona granulosa de la glándula adrenal en respuesta a Ang II y/o subidas de los niveles 

extracelulares de potasio (78). La principal acción de la aldosterona se realiza en el riñón, a 

nivel de los túbulos distales y colectores de las nefronas, actuando sobre los receptores de 

mineralocorticoides (MR, del inglés Mineralocorticoid Receptor). Los efectos de la aldosterona 

sobre este receptor resultan esenciales para un correcto funcionamiento y mantenimiento de 

la homeostasis de fluidos en el organismo, participando en la regulación de la osmolaridad 

renal al regular las concentraciones de sodio y potasio extra e intracelulares, lo cual implica 

también un control sobre el volumen plasmático y, por tanto, sobre la presión sanguínea (79). 

Además de sus ampliamente conocidos efectos en el riñón, al igual que sucede con la 

Ang II, la aldosterona puede ejercer también efectos sistémicos y locales, ya que el MR 

también se expresa en multitud de células, como los cardiomiocitos, las células endoteliales y 

las CMLVs (80). Una desregulación de la activación del MR en estas células, ha sido relacionada 

con alteraciones cardiovasculares debido al consecuente aumento del estrés oxidativo, de la 

inflamación, de la fibrosis, a modificaciones en el control de la presión arterial y a una 

disfunción endotelial (81). Además, varios estudios han demostrado que la aldosterona, de 

nuevo de forma similar a la Ang II, además de participar en el metabolismo iónico y en el 

control de los fluidos corporales, también es capaz de inducir la expresión de citoquinas 

proinflamatorias que reclutan células del sistema inmune, así como de aumentar la producción 

del TGF-β y del inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1), siendo ambos factores 

importantes en el desarrollo y en la progresión de la fibrosis vascular y cardiaca (82–84).  

2.2.- Tratamiento de la hipertensión 

2.2.1.- Antihipertensivos relacionados con la Ang II 

Debido a la importancia capital que tiene la Ang II en el control de la tensión arterial y 

teniendo en cuenta la elevada prevalencia de esta patología en la sociedad actual, muchos de 

los fármacos más ampliamente comercializados para su tratamiento tienen como diana 

farmacológica este péptido y la vía molecular principal en la que participa: el SRAA. De esta 

manera, existen dos grupos generalizados de fármacos enfocados a impedir la actividad de la 

Ang II: los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA) y los antagonistas de 

los receptores AT1 de angiotensina II (ARAII).  

El principal efecto que inducen los iECAs es un descenso de la presión arterial, 

fundamentalmente relajando los vasos sanguíneos, tanto venas como arterias, sin aumentar la 

frecuencia cardiaca ni promover la natriuresis. Su acción se basa en inhibir la actividad de la 

ECA y, por tanto, de la síntesis de Ang II y de la degradación de bradiquinina, alterando el 

balance entre los efectos de este péptido hipertensivo y las acciones vasodilatadoras de las 

bradiquininas (85). Los cuadros clínicos en los que se utilizan este grupo de fármacos son 

hipertensión, insuficiencia cardiaca, diabetes, infartos o migrañas. Sin embargo, a pesar de sus 

efectos beneficiosos, los iECAs, como por ejemplo el captopril, el enalapril o el benazepril, 

también pueden generar algunos efectos secundarios que incluyen tos seca, hiperkalemia, 

fatiga, dolores de cabeza o mareos.  

En el caso de los ARAII, su efecto primario consiste en bloquear los efectos de la Ang II 

sobre receptor AT1. Al igual que los iECAs, los ARAII ayudan a relajar el estado vasomotor de 
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las venas y arterias del organismo, haciendo más fácil al corazón el bombeo de sangre. Además 

del tratamiento de la hipertensión, los ARAII también se prescriben para tratar algunas 

enfermedades renales y la insuficiencia cardiaca (86,87). Del mismo modo que los iECAs, los 

pacientes tratados con ARAII, como el irbesartán, el losartán o el valsartán, también pueden 

presentar algunos efectos secundarios, como mareos, hiperkalemia y angioedemas (88).  

2.2.2.- Antihipertensivos relacionados con la aldosterona 

Los fármacos utilizados para bloquear la vía de la aldosterona se fundamentan en 

inhibir competitivamente su unión al MR. Los dos antagonistas del MR más ampliamente 

utilizados son la espironolactona (SP) y la eplerenona (EP), los cuales se diferencian en cuanto 

a su potencia y especificidad, de forma que mientras que la SP tiene un efecto más potente, la 

EP tiene mayor especificidad por el MR (89). El principal efecto ejercido por estos fármacos es 

la diuresis, lo cual, indirectamente, tiene efectos hipotensores. Por otro lado, más allá de este 

efecto, dos estudios recientes también han reportado otras funciones beneficiosas que 

pueden ejercer estos fármacos a nivel cardiovascular. De esta forma, el grupo de Matsumoto 

et al. (90) mostró que el tratamiento de pacientes en hemodiálisis con dosis diarias de 25 mg 

de SP reducía la muerte y la hospitalización derivadas de eventos cardiovasculares. De igual 

manera, Lin et al. (91) demostraron que el tratamiento de pacientes en diálisis, tanto 

hemodiálisis como diálisis peritoneal, con 25 mg de SP diaria daba lugar a una reducción de los 

eventos cardíacos, entre los que se incluía la muerte. Sin embargo, ninguno de los dos estudios 

estableció una vía de acción concreta a través de la cual la aldosterona era capaz de alcanzar 

estos efectos, por lo que, a día de hoy, sigue siendo una potencial y muy prometedora línea de 

estudio que precisa de más investigación que permita esclarecer todos los mecanismos que 

participan en las funciones cardioprotectoras de este tipo de fármacos.  

2.2.3.- Terapias antihipertensivas combinadas 

De manera general, existe un acuerdo global sobre qué fármacos antihipertensivos son 

más apropiados para tratar en primera instancia a la mayoría de los pacientes hipertensos 

(19), siendo las principales opciones tanto los fármacos descritos anteriormente frente a los 

componentes del SRAA, como otra serie de medicamentes diuréticos o bloqueantes de los 

canales de calcio (92). No obstante, aunque en términos de disminución de la presión arterial 

la efectividad de cada terapia es aproximadamente equivalente (93–95), sí que existe una gran 

variabilidad en la respuesta de los pacientes a los diferentes fármacos, lo que ha ocasionado 

que, en muchas ocasiones, la estrategia antihipertensiva consista en una combinación de 

diferentes tratamientos (92). De este modo, el procedimiento clínico para el manejo de la 

hipertensión se fundamenta, principalmente, en monitorear al paciente durante 4-6 semanas 

para evaluar la respuesta a un primer tratamiento único. En caso de no responder 

adecuadamente, se puede incrementar la dosis, evaluando los efectos de nuevo tras 4-6 

semanas de tratamiento. Finalmente, si aun así no se consigue disminuir la presión hasta 

niveles adecuados, se evalúa el efecto del tratamiento con otro único fármaco, o bien con una 

combinación de varios de ellos (96). 

Desafortunadamente, a pesar de todos los esfuerzos económicos y sociales que se han 

llevado a cabo, tanto para la prevención como para su tratamiento, la prevalencia de la 

hipertensión y la importancia clínica asociada a ella se estima que continúe aumentando 
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durante los próximos años (97), lo cual supondrá también un aumento en la prevalencia de las 

ECVs derivadas de ella. Apoyando esta idea se encuentran los datos recogidos entre los años 

2000 y 2016, los cuales mostraron que las enfermedades coronarias derivadas de la 

hipertensión ascendieron de la cuarta a la tercera posición en cuanto a cantidad de DALYs, 

pasando de suponer el 4,3% a representar un 4,6% de los DALYs totales. Este hecho cobra aún 

más importancia en lo que respecta a las ECVs más estrechamente relacionadas con la 

hipertensión, como la aterosclerosis y los aneurismas, para las que se ha descrito un mayor 

riesgo de aparición en pacientes hipertensos (98,99).  

3.- ANEURISMAS AÓRTICOS 

 3.1.- Definición, clasificación y prevalencia 

 Por definición, el término aneurisma describe una dilatación anormal de las paredes 

de una arteria o una vena, aunque a nivel clínico se considera que existe un aneurisma cuando 

el diámetro del vaso sanguíneo excede en un 50% su diámetro habitual. Los aneurismas 

pueden estar presentes en numerosas localizaciones del cuerpo, recibiendo comúnmente el 

nombre del lugar donde se presentan, como los aneurismas cerebrales, renales, hepáticos o 

aórticos.  

Existen diversas clasificaciones para discernir el tipo de AA, siendo una de las más 

utilizadas la de Crawford/Safi (100), la cual engloba los aneurismas toracoabdominales en 

cinco tipos (I – V) (Figura 6) diferentes en función de la localización del AA:  

● El aneurisma tipo I aparece por encima del espacio intercostal, cerca de la arteria 

subclavia izquierda, y se extiende incluyendo los orígenes del eje celíaco y las arterias 

mesentéricas superiores. Aunque las arterias renales también pueden verse afectadas, 

el aneurisma no se extiende al segmento aórtico infrarrenal. 

● En el caso del tipo II, el aneurisma también surge por encima del sexto espacio 

intercostal y, aunque también puede incluir la aorta ascendente, se extiende 

distalmente hasta el segmento aórtico infrarrenal y llegando, a menudo, hasta el nivel 

de la bifurcación aórtica iliaca. 

● El aneurisma tipo III surge en la mitad distal de la aorta torácica descendente, por 

debajo del sexto espacio intercostal, y se extiende hacia la aorta abdominal, pudiendo 

llegar hasta la bifurcación aórtica ilíaca. 

● El aneurisma tipo IV generalmente involucra toda la aorta abdominal desde el nivel del 

diafragma hasta la bifurcación aórtica ilíaca. 

● El aneurisma tipo V surge en la mitad distal de la aorta torácica descendente, por 

debajo del sexto espacio intercostal, y se extiende hacia la aorta abdominal, pero se 

limita al segmento visceral. 

A nivel epidemiológico, los AAs supusieron más de 170.000 muertes anuales en el año 

2019, lo cual supone un aumento de más del 82% respecto a los datos de 1990, año en el 

que las muertes ocasionadas por AAs se situaban en aproximadamente 95.000 al año 

(20,101,102). De igual manera, esta patología también ha sufrido un aumento del 67% en 

la cantidad de DALYs asociados durante ese mismo periodo de tiempo, pasando de 

aproximadamente 2 millones de DALYs en 1990 a más de 3,3 millones en 2019 (101). En 
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este sentido, un estudio predictivo de 2010 aseguró que, para ese momento, solo en 

Estados Unidos habría 1,1 millones de personas que padecían AAs (103,104), lo que 

suponía aproximadamente un 0,35% de la población. Hoy en día la prevalencia global de 

los AAs se sitúa aproximadamente entre un 1,6% y un 7,2% (105), correspondiéndose 

principalmente la mayoría de los casos con pacientes de sexo masculino (106). Además, 

este dato se correlaciona directamente con la edad, siendo mayor la prevalencia de AA en 

individuos de edad avanzada, siendo el punto de corte 60 años (105) o 65 años (103,107) 

dependiendo del autor. Este hecho, unido al aumento de la edad media de la población 

mundial (108), hace que la estimación de la prevalencia de AA sea de un aumento drástico 

para los próximos años (107).  

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.- Modificación de Safi a la clasificación de Crawford de los aneurismas aórticos 
toracoabdominales basado en la extensión de la afectación aórtica. Modificado de UpToDate (109). 

 

Aparentemente, la incidencia de esta patología había disminuido, pasando del 5% en 

1991 al 1,3% en 2015 (110), lo que parecían ser unos datos alentadores. Sin embargo, los datos 

más recientes disponibles en el GBD (Estudio de la Carga mundial de una Enfermedad, del 

inglés Global Burden of Disease Study) contrastan claramente con esta aparente reducción de 

la incidencia (102). En este último estudio, se reveló que la mortalidad relacionada con AAs ha 

aumentado significativamente durante los últimos años, tras haber estado disminuyendo 

durante las últimas dos décadas. En esta misma línea, utilizando un modelo predictivo, se ha 

estimado que entre 2020 y 2030 el número de muertes relacionadas con AAs continuará 

aumentando hasta situarse, aproximadamente, en un 42% más que a día de hoy (102). El 

principal motivo de esta elevada tasa de muerte relacionada con la presencia de AAs se debe a 

su condición de enfermedad silenciosa. Este hecho dificulta severamente su diagnóstico 

temprano, suponiendo, por tanto, un serio problema para los sistemas de salud mundiales. 

Dentro de las complicaciones que los AAs pueden generar, se encuentran la disección aórtica, 

la compresión o erosión en estructuras adyacentes, la fuga o rotura y el tromboembolismo, 

siendo todos ellos clínicamente muy graves. Por todo ello, resulta crucial profundizar en los 
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mecanismos subyacentes que participan en el desarrollo y la progresión de esta patología con 

el fin de diseñar nuevas técnicas de diagnóstico que permitan una detección precoz de los AAs, 

así como una evaluación adecuada de su evolución una vez diagnosticadas, en pro de disminuir 

la elevada tasa de mortalidad asociada (111,112). 

En este sentido, el gran impedimento que existe hoy en día en cuanto al manejo de los 

AAs se fundamenta en la falta de un tratamiento efectivo y eficaz para permita detener su 

progresión o reducir su tamaño. Habitualmente, el tratamiento base se fundamenta en paliar 

los factores de riesgo relacionados con el desarrollo y la progresión de los AAs, entre los que se 

encuentra, fundamentalmente, la hipertensión previamente descrita. Además, una vez que un 

AA alcanza un tamaño considerado de alto riesgo, el cual está definido actualmente en los 5 

cm (113), el único abordaje útil y efectivo consiste en un proceso quirúrgico invasivo. Aunque 

existen diversas aproximaciones en relación a la reparación quirúrgica de los AAs, el más 

recomendado a día de hoy según las guías clínicas para el diagnóstico y el manejo de las 

enfermedades aórticas es la cirugía de reparación endovascular (114). En ella, se realiza una 

incisión en el abdomen del paciente y se implanta un stent unido a un injerto artificial con el 

que se reemplaza el tejido dañado y/o diseccionado (Figura 7) (105,115,116). 

 

Figura 7.- Procedimiento 
de cirugía de reparación 
endovascular. Se realizará 
una incisión quirúrgica 
pequeña cerca de la ingle 
para encontrar la arteria 
femoral y se hará pasar un 
tubo delgado y flexible 
(catéter). Se colocará un 
stent y un injerto artificial 
junto al catéter, que 
posteriormente se abrirá y 
se fijará a las paredes de la 
aorta. Se retirará el catéter 
y se cerrará la incisión 
quirúrgica. Modificada de 
Amboss Medical Knowledge 
(117). 

 

 

A nivel molecular, los principales mecanismos que participan en el desarrollo, la 

expansión y la rotura de los AAs han sido propuestos en diversos modelos animales y, 

posteriormente, validados en estudios con pacientes, aunque la contribución real de cada uno 

de ellos en el desarrollo de los AAs en humanos permanece sin clarificar a día de hoy 

(103,118,119). En este sentido, resultaría esencial poder definir con mayor claridad los 

mecanismos y factores implicados en la fisiopatología de los AAs para poder desarrollar dianas 

terapéuticas que ayuden a disminuir los ratios de mortalidad en estos pacientes, lo cual 

supone un importante reto a resolver en investigaciones venideras. 
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3.2.- Papel y regulación de la MEC en la homeostasis vascular y en la patología 

aneurismática  

Junto con la mencionada búsqueda de dianas terapéuticas, otro de los principales 

retos a día de hoy en el campo de la investigación en relación a los AAs se basa en la búsqueda 

de biomarcadores que permitan una detección temprana. Por ello, a pesar de los numerosos 

estudios realizados hasta la fecha, siguen siendo necesarias nuevas aproximaciones 

experimentales y clínicas que permitan profundizar en los mecanismos moleculares que 

participan en el desarrollo de AAs. Como concepto general, uno de los motivos por el que el 

sistema vascular se mantiene en un estado de homeostasis se debe al correcto mantenimiento 

de la estructura de la pared de los vasos sanguíneos. Para ello, los vasos sanguíneos cuentan 

con diversos mecanismos que controlan el ensamblaje y comunicación entre los distintos tipos 

celulares que componen las capas vasculares. Uno de los principales componentes de estas 

capas es la matriz extracelular (MEC), cuya desregulación también ejerce un papel principal en 

el desarrollo de multitud de diferentes patologías vasculares además de los propios AAs, como 

la aterosclerosis o la estenosis vascular (120).  

En lo que respecta a la estructura aórtica, esta se basa fundamentalmente en la 

presencia de tres capas o túnicas concéntricas: la íntima, la media y la adventicia (Figura 8). La 

túnica íntima es la que se encuentra en la cara más interna de la aorta en estrecho contacto 

con la sangre y está compuesta por las células endoteliales y una red de MEC particular 

formada por laminina, colágeno tipo IV, fibronectina y proteoglicanos (121). La capa media es 

mucho más gruesa y está formada por capas concéntricas de láminas de elastina, entre las que 

se intercalan CMLVs que generan una acción conjunta para mantener las capacidades elásticas 

de la aorta, y un alto contenido de proteínas de MEC (122). Finalmente, la adventicia es la capa 

más externa de la aorta y se caracteriza por ser relativamente fina, estar compuesta 

fundamentalmente por fibroblastos y colágenos dispuestos longitudinalmente, y por 

entremezclarse con el tejido conjuntivo que rodea los vasos (123). Sin embargo, existen 

situaciones en las que la estructura de la pared de la aorta se ve comprometida, pudiendo dar 

lugar a una compresión del lumen, como ocurre en patologías que implican un remodelado de 

la MEC, o a una dilatación del diámetro del vaso, como sucede en los aneurismas (Figura 8). 

Respecto a esta última patología, el análisis de los procesos asociados con el desarrollo y la 

expansión de los AAs ha demostrado la participación de células pertenecientes a todas las 

capas de la pared aórtica (124). El hecho de que la MEC sea uno de los componentes 

mayoritarios de la estructura aórtica hace que su homeostasis desempeñe un papel crucial, 

tanto en el mantenimiento de las funciones fisiológicas, como en el desarrollo de patologías 

aórticas. Molecularmente, la MEC es una estructura organizada formada por cientos de 

elementos, entre los que se incluyen proteoglicanos, glucosaminoglicanos, lamininas, 

fibronectina, proteínas de adhesión, proteínas estructurales, tales como elastina y distintos 

tipos de colágeno, y metaloproteinasas (MMPs) (125). Tradicionalmente, la MEC se ha descrito 

como un soporte estructural para las células circundantes que está involucrada en la 

diferenciación, adhesión y comunicación celular (126,127). Entre los numerosos factores que 

componen la MEC, es importante destacar la gran relevancia que tienen las MMPs, las cuales 

pertenecen a una familia de endopeptidasas formada por 23 miembros que se encargan de 

degradar y/o remodelar proteínas de la MEC (128,129). 
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Dependiendo de su especificidad, las MMPs se dividen en diferentes subtipos, siendo 

la MMP-2 y la MMP-9 unas de las que más se han asociado con el desarrollo de los AAs. Ambas 

MMPs presentan una actividad gelatinasa y están directamente relacionadas con los procesos 

de angiogénesis y neurogénesis, así como con la activación de mecanismos de muerte celular 

debido a su capacidad de romper moléculas presentes en las láminas basales celulares (125). 

En lo que respecta al desarrollo de AAs, además de estas dos MMPs, también se ha descrito la 

relevancia que tienen otras MMPs, como la MMP-8, la cual presenta actividad colagenasa y es 

específica de neutrófilos (130). En la pared vascular, las MMPs participan en el proceso natural 

de remodelado vascular mediante la degradación de elastina y fibras de colágeno (128), 

aunque en situaciones patológicas, como los AAs o la aterosclerosis, la desregulación de la 

actividad de estas proteínas es una de las principales razones del desarrollo y la progresión de 

la enfermedad (131).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.- Sección transversal de la pared aórtica y su remodelación fisiológica vs patológica. La 
lámina elástica interna separa la túnica media de la túnica íntima. La túnica media está formada por capas 
intermitentes de fibras elásticas y CMLVs, siendo una región rica en proteoglicanos y glicoproteínas. 
Durante la remodelación fisiológica, la degradación de las proteínas de la MEC por las MMP (y otras 
proteasas) se equilibra con las proteínas de la MEC recién sintetizadas, mientras que los inhibidores 
tisulares de las proteasas (TIMP) controlan la actividad proteolítica de las MMP. El exceso de degradación 
de la MEC o la alteración de la síntesis de renovación de la MEC, junto con la muerte de las CMLVs, 
conducen a una remodelación adversa de la MEC, dando lugar a patologías vasculares como los AAs. 
Modificado de Jana S et al. (132). 
 

Entre los diversos procesos que conducen a un desequilibrio en el proceso de síntesis y 

degradación de la MEC, destacan un incremento en la liberación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species), mecanismo conocido como estrés oxidativo, 

y la activación de una respuesta inflamatoria que conduce a la infiltración dentro de la pared 
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vascular de células del sistema inmune, como neutrófilos y macrófagos (133–135), los cuales 

son, a su vez, una importante fuente de producción de MMPs (134,136). Por todo ello, uno de 

los principales objetivos actuales para la búsqueda de biomarcadores y/o dianas terapéuticas 

frente a los AAs es el estudio de la relación de todos estos mecanismos y factores que 

participan en este desequilibrio de la MEC con el desarrollo y progresión de la patología. 

3.3.- Factores de riesgo en el desarrollo de AA 

Como ya se ha mencionado con anterioridad, uno de los principales factores 

relacionados con la aparición de aneurismas es la edad, ya que se ha descrito que la incidencia 

y prevalencia de padecer aneurismas, sin mediar otros factores de riesgo, no resulta 

excesivamente significativa hasta que se alcanza una edad avanzada (103,105,107). Además de 

la edad, se ha descrito un dimorfismo sexual en el desarrollo de AAs, de tal forma que el sexo 

masculino es también un factor de riesgo importante. De este modo, con una combinación 

entre edad y sexo, se estima que, en hombres con una edad comprendida entre 65 y 80 años, 

la prevalencia de AAs es de aproximadamente el 8%, siendo esta significativamente mayor que 

el 1,3% observado en mujeres con una edad similar (137). Sin embargo, algunos autores han 

sugerido que, a día de hoy, existe un sesgo en esta comparativa, el cual se basa en las 

diferencias en el tamaño corporal, ya que se establece como AA el mismo tamaño para ambos 

sexos, aun existiendo desviaciones en la comparativa entre ellos. Por ello, sugieren que la 

prevalencia de AAs en mujeres podría estar infraestimada (138).  

 Además de los factores mencionados, existen también una serie de factores de riesgo 

modificables estrechamente relacionados con el desarrollo de AAs, entre los que destacan el 

consumo de alcohol, de estimulantes y, sobre todo, el tabaco. De este modo, algunos autores 

han destacado que aproximadamente el 90% de los pacientes con AA estudiados eran 

fumadores (139). En este sentido, el tabaco no solo está relacionado con desarrollar más 

aneurismas, sino también con que estos sean de mayor tamaño y más susceptibles a la rotura 

(104,140,141), de tal forma que las personas fumadoras pueden llegar a tener hasta 5 veces 

más riesgo de padecer esta patología que las personas no fumadoras (142). La combinación de 

este factor con otros factores de riesgo modificables ha demostrado ser aún más perjudicial, 

por lo que aquellos individuos masculinos que son fumadores tienen un riesgo 15 veces mayor 

de padecer AA que aquellos que no fuman (143). Curiosamente, en caso de cese en el hábito 

tabáquico, el riesgo de desarrollar AAs disminuye significativamente, pero éste no llega a ser 

tan bajo como en aquellos individuos que nunca han fumado (142). Otra serie de factores de 

riesgo nada desdeñables son los relacionados con las condiciones médicas de los pacientes, ya 

que la presencia de otras patologías como la aterosclerosis (143–147), la obesidad, el daño 

renal y, como se ha mencionado con anterioridad, la hipertensión arterial, también se 

correlacionan positivamente con el desarrollo de AAs. Precisamente, la asociación entre la 

hipertensión arterial y la aparición y rotura de los AAs (148), ha dado lugar a que se estime que 

pueda convertirse en el principal factor de riesgo relacionado con esta patología vascular 

durante los próximos años, superando incluso al tabaco (102). Apoyando esta idea, un 

metaanálisis realizado en 2019 demostró que la comorbilidad de la hipertensión con un AA 

aumenta 1,66 veces el riesgo de desarrollo de AAs (98). 
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 Finalmente, la genética es también un importante factor de riesgo que, aunque no 

represente un elevado porcentaje de incidencia, sí que implica un importante gasto 

socioeconómico debido a la morbilidad asociada, aunque este apartado se desarrollará en 

profundidad más adelante.   

4.- FACTORES GENÉTICOS COMO ORIGEN DE LOS AA 

 Desde finales de los años 70, tras la publicación de un estudio en el que tres hermanos 

tuvieron que ser sometidos a una cirugía para corregir la rotura de AAs abdominales 

asintomáticos, surgió la teoría de la existencia de una correlación entre la genética y el 

desarrollo de AAs (149). Tras este reporte, se fueron identificando otros grupos familiares de 

características similares (150–152), reforzando la teoría de una predisposición genética 

subyacente a la hora de padecer AAs. De esta manera, se estableció que la historia familiar 

constituye también un factor de riesgo importante en la fisiopatología de los AAs. Dentro del 

conjunto de aneurismas que pueden tener un origen genético, se ha identificado un grupo 

sobre el que recae una mayor y especial atención: los aneurismas ocasionados a raíz de 

enfermedades hereditarias derivadas de desórdenes del tejido conectivo (HCTD, del inglés 

Hereditary Connective Tissue Disorders).  

 Hasta la fecha, se han descrito más de 200 HCTD diferentes, afectando al tejido 

conectivo de diferentes órganos del cuerpo, como son el corazón, los vasos sanguíneos, los 

huesos, los ojos, la piel, las articulaciones y los pulmones (153). Gracias a los nuevos avances 

tecnológicos, durante las últimas décadas se han identificado muchos de los genes 

relacionados con esta clase de desórdenes, entre los que se incluyen aquellos que codifican 

para proteínas estructurales (FBN1, COL1A1, COL3A1, COL5A1), enzimas (ADAMTS2, PLOD1) o 

componentes de la vía de señalización del TGF-β (SMAD2/3, TGFβR1, TGFβR2, TGFβR3) (154), 

estando muchas de estas proteínas íntimamente relacionadas con la MEC. Sin embargo, las 

modificaciones genéticas y las consecuentes alteraciones proteicas generadas, no son capaces 

de explicar todas las alteraciones descritas en pacientes con HCTD, por lo que se postula que 

existen más genes aún por describir relacionados con esta clase de desórdenes genéticos. Las 

tres HCTD asociadas con el desarrollo de AAs más características son el síndrome de Marfan 

(MS, del inglés Marfan Syndrome), el síndrome de Loeys-Dietz (LDS, del inglés Loeys-Dietz 

Syndrome) y el síndrome de Ehlers-Danlos (EDS, del inglés Ehlers-Danlos Syndrome). Además 

de compartir ciertas características fenotípicas, los pacientes que presentan estos síndromes 

tienen también unos ratios mucho más elevados de expansión aórtica y generación de 

aneurismas, siendo, por tanto, más susceptibles de requerir una intervención quirúrgica.  

 El MS está asociado con mutaciones en el gen FBN1 (155), el cual codifica para la 

proteína fibrilina-1, una macromolécula estructural que se transporta a la MEC y polimeriza 

para formar microfibrillas y proporcionar una estabilidad mecánica y una elasticidad adecuada 

a los tejidos. La FBN1 es, además, indispensable para incorporar elastina a las fibras elásticas 

(156), así como fundamental en la regulación de factores de crecimiento y en el desarrollo y la 

homeostasis celular (157,158). Se han identificado más de 1000 mutaciones genéticas en FBN1 

que dan lugar al MS, muchas de ellas alterando un solo aminoácido en el producto proteico 

final, pero dando lugar a una menor disponibilidad en la cantidad proteica, a una alteración en 

su estructura y función, o a una disfunción en su transporte al exterior de la célula. Un aspecto 



INTRODUCCIÓN____________________________________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  20 | P á g i n a  
 

importante es que las microfibrillas formadas por la FBN1 se unen al TGF-β en estado latente, 

formando el preproTGF-β, por lo que, sin las microfibrillas suficientes, las acciones de TGF-β se 

desregulan dando lugar a alteraciones en la homeostasis de la pared aórtica (159). Los 

aneurismas que presentan los pacientes con MS se encuentran habitualmente localizados en el 

arco aórtico, pero puede extenderse también a la aorta ascendente y tienen la particularidad 

de, además de ensancharse muy rápido, estar asociados a una edad mucho más temprana que 

los aneurismas degenerativos habituales (160–162).  

 El LDS está causado por una mutación en heterocigosis con pérdida de sentido en 

cualquiera de los dos receptores clásicos de TGF-β: TGFβR1 y TGFβR2 (163). Este síndrome 

presenta una condición autosómica dominante que puede asemejarse en términos fenotípicos 

al MS y que, además, se caracteriza por un riesgo elevado de formación de aneurismas, tanto 

aórticos como en otras partes del organismo, con una elevada tasa de rotura. Al igual que 

ocurre en el MS, estos aneurismas aparecen a una edad mucho más temprana de la habitual 

(160,163,164). En el caso del gen TGFβR1, el cual codifica para el receptor tipo 1 del TGF-β, se 

han localizado 5 mutaciones diferentes asociadas al LDS y que implican una disminución en los 

niveles de dicho receptor, dando lugar a una desregulación de la vía de TGF-β. Sin embargo, a 

pesar de esta reducción en los niveles de su receptor tipo I, se ha visto que existe un aumento 

en las vías de señalización de TGF-β, el cual está relacionado con una disrupción en el 

desarrollo de tejido conectivo. Como posible explicación a este fenómeno, se ha sugerido la 

existencia de otros mecanismos compensatorios relacionados con la propia vía de TGF-β que 

suplan la falta de actividad de este receptor (163). En el caso del gen TGFβR2, que codifica para 

el receptor tipo 2 de TGF-β, las más de 70 mutaciones descritas hasta el momento conllevan 

una patogénesis y paradoja similar a la descrita para TGFβR1, y, curiosamente, se han 

observado tanto en MS como en LDS.  

El EDS, por su parte, es una condición sindrómica que afecta a la síntesis del 

procolágeno tipo III, generando una hiperelasticidad y fragilidad en la piel, así como una 

hipermobilidad en las articulaciones. Existen diversos tipos, pero el único que tiene afección 

vascular es el EDS tipo IV, el cual compromete la integridad vascular y del tejido conectivo 

generando AAs de tamaño medio que pueden romperse fácilmente a edades tempranas (165). 

 Por otro lado, además de estos síndromes, también existen otra serie de desórdenes 

genéticos relacionados con el desarrollo de AAs, como el síndrome de Turner, en el cual existe 

una ausencia o una formación incompleta del cromosoma X que genera una disgenesia 

gonadal y que se ha relacionado con alteraciones cardiovasculares congénitas entre las que se 

encuentran las formación de AAs (166), o mutaciones genéticas que inducen alteraciones en la 

morfología de la válvula aórtica, dando lugar a una a la formación de una válvula aórtica 

bicúspide en lugar de tricúspide, lo cual está también estrechamente relacionado con la 

formación de AAs torácicos con una gran facilidad para sufrir una disección y/o rotura 

(167,168). 

5.- FACTORES MOLECULARES EN LA FISIOPATOLOGÍA DEL AA 

 La investigación en relación a esclarecer la fisiopatología aneurismática se ha 

convertido en uno de los campos con especial relevancia en el ámbito de las ECVs a lo largo de 
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los últimos años. Sin embargo, la amplia gama de factores moleculares relacionados con el 

desarrollo, la progresión y la rotura de los AAs, supone un gran escollo para poder llevar a cabo 

estos estudios. De entre todos estos factores, en este apartado se profundizará sobre uno de 

los más importantes en la fisiopatología de los AAs, como es el TGF-β, y sobre otro factor cuya 

expresión está activada tanto por el propio TGF-β como por Ang II, y para el cual existe 

controversia en cuanto a su función a nivel vascular, el CCN2. 

 5.1.- El Factor de Crecimiento Transformante β  

 TGF-β forma parte de una superfamilia de factores de crecimiento que incluye 

proteínas morfogénicas del hueso (BMPs, del inglés Bone Morphogenic Proteins), factores de 

crecimiento y diferenciación (GDFs, del inglés Growth Differentiation Factors), activinas, 

inhibinas y las tres isoformas del TGF-β (1, 2 y 3) (169). Esta superfamilia está involucrada en 

multitud de funciones celulares, tales como división, diferenciación, migración, adhesión, 

organización y muerte celular (170–172). En lo que respecta a TGF-β, se ha descrito que juega 

un papel esencial en la proliferación y diferenciación celular, el desarrollo embrionario, la 

reparación tisular y la respuesta inmune (173,174), siendo tan amplia la diversidad de 

funciones en las que participa, que la desregulación de alguna de sus rutas relacionadas se ha 

descrito en patologías de muy diversa naturaleza (175,176). En este sentido, se ha 

determinado que la desregulación de TGF-β está muy correlacionada con la homeostasis 

celular y, por tanto, con el desarrollo de determinadas enfermedades como cáncer, 

enfermedades fibróticas, enfermedades autoinmunes y patologías cardiovasculares (Figura 9) 

(177–179), teniendo la isoforma TGF-β1 mayor relevancia en el desarrollo de estas últimas 

(180). 

TGF-β se sintetiza como una proteína inactiva unida a un péptido de latencia (LAP) que 

es capaz de interaccionar con diversas proteínas de unión, lo que hace que TGF-β permanezca 

anclado de forma latente a la MEC (preproTGF-β). Sin embargo, bajo determinadas 

circunstancias y/o necesidades celulares, se produce un corte proteolítico regulado por 

diferentes factores como la trombospondina 1 (TSP-1), la plasmina, microambientes ácidos, las 

MMPs o la integrina-β6, que separa el péptido latente de TGF-β y permite que este factor 

quede libre y activado (180–183). Una vez activo, TGF-β se une a sus receptores treonina-

serina quinasa, TGFβR2 y TGFβR1, en la membrana celular, desencadenando la activación de 

diversas respuestas intracelulares. Concretamente, la activación de la ruta comienza con la 

unión de TGF-β a TGFβR2, lo que da lugar a la formación de un heterocomplejo 

TGFβR2/TGFβR1, donde TGFβR2 transfosforila y activa TGFβR1, el cual posee un dominio 

intracelular rico en glicinas y serinas que fosforila a su vez a otros transductores 

citoplasmáticos que actúan como mensajeros secundarios, transmitiendo y amplificando la 

señal de TGF-β. A través de la denominada vía canónica, el TGFβR1 activado recluta y fosforila 

proteínas de la familia de las SMAD mediadas por receptor (rSMAD), SMAD2 y/o SMAD3, las 

cuales forman un complejo con una SMAD común (Co-SMAD), la SMAD 4, dando lugar a un 

complejo rSMAD/CoSMAD que se transloca al núcleo para actuar como un regulador 

transcripcional de sus genes diana (184).  

 

 



INTRODUCCIÓN____________________________________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  22 | P á g i n a  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.- Enfermedades humanas en las que participa TGF-β, incluyendo cáncer, enfermedades 
autoinmunes y fibróticas, desglosando las patologías cardiovasculares en las que está involucrado. 
Modificado de Ruiz-Ortega M et al. (185). 
 

Sin embargo, además de esta vía clásica de actuación, TGF-β también puede 

desencadenar otras vías de señalización independientes de la ruta de las SMAD, activando 

moléculas como las GTPasas Rho, MAPK (ERK, p38 y Jnk), Ikk y la PI3K (186,187). 

Curiosamente, se ha postulado que estas rutas no canónicas de TGF-β pueden no ser 

dependientes de la actividad quinasa del TGFβR1 (188). Aunque en condiciones fisiológicas 

TGF-β tiene una función esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular, existen 

numerosas enfermedades cardiovasculares en las que se ha observado una activación 

exacerbada de su ruta, tales como la hipertensión, la restenosis, la aterosclerosis, la hipertrofia 

cardiaca, la insuficiencia cardiaca o los AAs (Figura 10). Sin embargo, el papel exacto que ejerce 

la activación de la ruta de TGF-β continúa siendo motivo de controversia debido al amplio 

espectro de acciones que éste puede regular, tanto positiva como negativamente, como son la 

proliferación, la diferenciación, la migración o la muerte celular (185). A nivel vascular, se ha 

descrito que TGF-β ejerce un papel crucial en el fenómeno de rediferenciación celular de las 

CMLVs (189,190). Este proceso de rediferenciación, conocido como cambio de fenotipo, 

consiste en modificaciones de las CMLVs que hacen que las células pasen de tener un fenotipo 

contráctil, comúnmente presente en condiciones fisiológicas, a presentar un fenotipo celular 

más proliferativo, el cual está relacionado con el desarrollo de patologías como la restenosis y 

la aterosclerosis (191). Más específicamente, el papel de TGF-β en esta última enfermedad ha 

supuesto uno de los pilares de la mencionada controversia en relación a la función de este 

factor a nivel vascular. Durante el proceso aterosclerótico, se ha demostrado que, gracias a su 
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actividad antinflamatoria mediada principalmente por sus acciones sobre los macrófagos y 

otras células inmunes, así como a la función profibrótica que ejerce sobre las CMLVs y a su 

contribución en el aumento de la síntesis de colágeno en la MEC, TGF-β es capaz de aumentar 

la estabilidad de la placa de ateroma y, por tanto, de ejercer un papel protector (192). Por el 

contrario, a pesar de este papel protector en la aterosclerosis, los efectos profibróticos 

inducidos por TGF-β desempeñan también un papel crucial en el desarrollo de la fibrosis 

cardíaca y vascular mediante el aumento en la expresión de moléculas relacionadas con la 

deposición de MEC (colágenos, fibronectina y PAI-1) en las CMLVs, las células endoteliales y  

los fibroblastos de los vasos sanguíneos (193,194). Asimismo, la activación de TGF-β también 

reduce los efectos antifibróticos generados por las células vasculares, puesto que disminuye la 

producción de colagenasas y estimula la producción de los inhibidores tisulares de 

metaloproteinasas (TIMPs, de sus siglas en inglés, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), lo 

cual se traduce en un aumento de la actividad de las MMPs (193,194). A pesar de los 

numerosos estudios que se han llevado a cabo durante las últimas décadas, los mecanismos 

involucrados en la respuesta fibrótica mediada por TGF-β siguen presentando bastante 

complejidad debido a que involucran tanto la activación de la vía canónica como de la vía no 

canónica. Además, este también actúa como un mediador de la fibrosis vascular inducida por 

otros factores, tales como la Ang II, el estrés mecánico o elevados niveles de glucosa (195–

197), lo cual complica aún más el estudio de este factor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10.- Vía de señalización canónica de TGF-β en fibrosis tisular. Modificado de Meng XM et al. 
(198). 
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 El papel que juega TGF-β en la fisiopatología de los AAs también ha despertado 

especial interés durante las últimas décadas, aunque, del mismo modo que sucede con la 

aterosclerosis, los resultados que se han obtenido al respecto han sido, cuando menos, 

controvertidos. En primera instancia, debido a que los pacientes con MS presentaban niveles 

circulantes aumentados de TGF-β1 y a que, tradicionalmente, este factor estaba considerado 

principalmente como deletéreo en las patologías cardiovasculares, se estableció que TGF-β 

podría ser una potencial diana terapéutica, postulando que su bloqueo podría prevenir o 

detener el desarrollo de AAs (199). Apoyando esta hipótesis, existen varios estudios donde 

también se describía un incremento de TGF-β1 en el tejido aórtico aneurismático, así como un 

aumento en su señalización, evidenciado por una activación de la vía SMAD, lo cual sugería 

también que el bloqueo de TGF-β1 tendría efectos beneficiosos en esta patología (200). Sin 

embargo, contrariamente a lo esperado, los estudios realizados en ratones basados en la 

inhibición de la ruta de TGF-β mediante el uso de anticuerpos neutralizantes resultaron en una 

aceleración en la formación y progresión de los AAs (201). Del mismo modo, otros estudios 

establecieron que la deleción de TGFβR1 también promueve la formación rápida y agresiva de 

AAs, mientras que la deleción de TGFβR2 produce aneurismas de tamaño medio y con una 

menor incidencia (202). Estos estudios, por tanto, sirvieron para concluir que, aunque la 

participación de la ruta de TGF-β juega un papel importante en el desarrollo de los AAs, 

actualmente las estrategias dirigidas al bloqueo directo de la ruta de TGF-β no pueden ser una 

opción terapéutica, haciendo necesario un mayor estudio del papel de esta molécula y de sus 

factores relacionados en la formación de AAs.  

 5.2.- El factor 2 de la red de comunicación celular  

 Uno de los principales factores inducidos tras la activación de la ruta de TGF-β es el 

CCN2, previamente conocido como CTGF (del inglés Connective Tissue Growth Factor), y 

descrito por primera vez en 1991 en el medio condicionado de células endoteliales de vena de 

cordón umbilical (203). CCN2 es una proteína matricelular perteneciente a la familia de 

proteínas CCN, compuesta por otros 5 miembros: CCN1/Cyr61, CCN3/Nov y 3 proteínas 

matricelulares más (CCN4-6). Todos ellos comparten una estructura tetramodular conservada 

(181,204,205) y tienen funciones importantes tanto en la estructura y funcionalidad de la MEC 

como en la regulación de diferentes funciones celulares. En concreto, CCN2 ejerce diversas 

funciones dependiendo del contexto celular en el que esté involucrado, incluyendo la 

regulación del crecimiento, la diferenciación y la adhesión celular, del desarrollo embrionario, 

del remodelado de la MEC y de las respuestas inflamatorias y fibróticas (181,206,207).   

 Estructuralmente, CCN2 es una proteína monomérica de 34-36 kDa constituida por 

349 aminoácidos y que se sintetiza como una preproteína en un estado de autoinhibición, por 

lo que requiere de un proceso proteolítico y de una homodimerización posterior para ser 

biológicamente activa (208). Aunque no se conoce con exactitud la conformación 

tridimensional de CCN2, su estructura comprende cuatro módulos con múltiples sitios de 

unión para una gran cantidad de ligandos (Figura 11), entre los que se incluyen factores de 

crecimiento, integrinas, receptores y otros componentes de la MEC (209). En este sentido, 

diferentes estudios de afinidad han servido para determinar la función de los distintos 

módulos. Así, el módulo I se puede unir directamente al factor de crecimiento similar a insulina 

(IGF, del inglés Insulin-Like Growth Factor) (210) y el módulo II, también conocido como 
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dominio del factor Von Willebrand tipo C, puede unirse a TGF-β y BMP4 (211), conformando 

ambos módulos el extremo N-terminal de CCN2. Por otro lado, el extremo C-terminal está 

formado por el módulo III y el módulo IV. El módulo III es el dominio de unión a 

trombospondina-1 (TSP1) y está involucrado en la unión de macromoléculas solubles y de 

matriz (212). En el caso del módulo IV, este recibe el nombre de módulo o fragmento C-

terminal (CCN2(IV)) y está implicado en la unión de CCN2 a la superficie celular, poseyendo 

actividad mitogénica para fibroblastos y siendo el responsable de la interacción de CCN2 con 

fibronectina (181,205,211,213–215). Uniendo los extremos N- y C-terminal de esta proteína, 

entre los módulos II y III, se encuentra una región bisagra, la cual es susceptible de ser 

degradada por proteasas, entre las que se incluyen las MMP-1, -2, -3, -7, -9 y -13, la elastasa y 

la plasmina, siendo estas dos últimas capaces, además, de separar los módulos de manera 

individual y dar lugar a cuatro fragmentos correspondientes a los diferentes módulos que 

conforman la molécula de CCN2 (216). La importancia de los diferentes módulos de CCN2 no 

solo radica en ser la base de su conformación tridimensional y en otorgar sus funciones a una 

proteína total compleja, sino que existen diversos estudios que demuestran que, tras la 

escisión de los diferentes módulos, cada uno de ellos puede ejercer acciones autónomas (206). 

De este modo, la presencia en fluidos biológicos del CCN2 puede encontrarse de diferentes 

maneras, siendo capaces todas ellas de ejercer diferentes funciones biológicas: la molécula 

entera, las dos mitades N- y C-terminal y en fragmentos individuales de entre 10 y 12 kDa 

correspondientes, fundamentalmente, al módulo CCN2(IV) (181,217,218). En este sentido, el 

CCN2(IV) ha despertado mayor interés a nivel de investigación, debido a que se ha descrito su 

participación en procesos inflamatorios y fibróticos (219–221). No obstante, aunque hay 

estudios que postulan que CCN2(IV) puede ser usado como un potencial biomarcador de 

progresión en las enfermedades fibróticas, como la enfermedad renal o la fibrosis pulmonar, la 

relevancia acerca de las acciones directas que tienen estos fragmentos circulantes continúa 

siendo escasa (222,223). 

 Dependiendo del tipo celular, existen diferentes factores que pueden regular la 

expresión de CCN2. Hasta la fecha los agonistas de receptores acoplados a proteínas G tales 

como el TGF-β, la Ang II, la endotelina 1 (ET1), BMPs, el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), elevadas concentraciones de glucosa, 

situaciones límite como la hipoxia, el estrés mecánico o el estrés oxidativo han sido descritos 

como desencadenantes de un aumento rápido en la expresión de CCN2 en diferentes tipos 

celulares, incluyendo CMLVs, células endoteliales, mesangiales, epiteliales, condrocitos o 

trofoblastos (224–231). Entre las rutas descritas a través de las cuales estos factores regulan la 

expresión de CCN2, se incluyen la vía de señalización SMAD, la activación y liberación de ROS, 

la activación de RhoA, PKC, JAK, PI3K o la cascada de las MAPK (74,232–234).  

 En lo que respecta a las acciones ejercidas por CCN2, a nivel celular este factor se ha 

descrito tradicionalmente como un mediador de los procesos fibróticos activados por otras 

moléculas como Ang II, TGF-β o la ET1 (185,213,235). Sin embargo, más recientemente, se ha 

demostrado que CCN2 también puede regular directamente respuestas celulares de tipo 

inflamatorio a nivel experimental mediante la activación de la vía de NF-κB en los riñones y en 

la aorta de ratones (219,221). Además, CCN2 es capaz de regular la respuesta inflamatoria 
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directamente induciendo la diferenciación de linfocitos CD4 hacia un fenotipo Th17 (220). 

También existen trabajos que describen que CCN2 puede ejercer directamente las acciones de 

factor quimioatrayente e inductor de la migración y adhesión de células inmunes circulantes, 

sobrerregulando, por tanto, la producción de factores proinflamatorios como citoquinas, 

quimioquinas y moléculas de adhesión celular (207,217,236–238). Aparte de estas acciones 

como factor proinflamatorio, existen estudios recientes que sugieren que CCN2 podría ser 

también un inductor de la senescencia celular en un contexto de daño renal agudo (239,240). 

 Independientemente de los esfuerzos que se han llevado a cabo en pro de encontrar 

un receptor específico por el cual el CCN2 realiza sus acciones, se han reportado pocas 

evidencias de su existencia, como son algunos complejos receptor-CCN2 en condrocitos (241). 

Sin embargo, sí que se ha descrito la capacidad de CCN2 de interactuar con diferentes 

moléculas, como integrinas, proteoglicanos, BMPs, TGF-β, VEGF, IGF, trombospondina o 

fibronectina para modular diferentes respuestas celulares (181,210,211,215,224,242–244). En 

este sentido, durante los últimos años, se ha demostrado en diversos modelos experimentales 

que, tanto la proteína completa de CCN2, como el CCN2(IV) presentan la capacidad de unirse 

directamente y activar el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR de sus siglas en 

inglés Epidermal Growth Factor Receptor), siendo capaz de modular diferentes respuestas 

celulares proinflamatorias, profibróticas, de angiogénesis y de crecimiento y migración celular, 

en diferentes tejidos, incluyendo el riñón y la aorta (221,245–248). 

En relación al sistema cardiovascular, tradicionalmente se había establecido que CCN2 

se encontraba altamente expresado en el desarrollo embrionario del corazón, los arcos 

braquiales, el endotelio y las CMLVs de los grandes vasos (73,249), mientras que, en edad 

adulta, la expresión de este gen se reducía drásticamente. Sin embargo, estudios recientes 

entre los que se encuentra el proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEx) (250), han 

demostrado la expresión de CCN2 en multitud de órganos en estado adulto, destacando su 

presencia en niveles elevados en la aorta, tal y como se puede comprobar en el atlas de 

expresión proteica que se ha generado (ENSG00000118523-CCN2; (251)). Además, se ha 

observado que los niveles de esta proteína se encuentran elevados en enfermedades 

cardiovasculares humanas, tales como la insuficiencia cardiaca, la hipertensión pulmonar, la 

restenosis y la aterosclerosis (73).  

 En base a todos estos datos, se han realizado diversos estudios preclínicos que 

sugieren que el bloqueo de CCN2 podría suponer una excelente opción terapéutica en el 

tratamiento de enfermedades de base fibrótica, idea basada principalmente en resultados 

muy prometedores relacionados con el tratamiento de la fibrosis renal y pulmonar (252–254), 

así como en el remodelado vascular y la insuficiencia cardiaca (255,256). Consecuentemente, y 

como continuación a estos resultados preclínicos, actualmente existen ensayos clínicos 

utilizando un anticuerpo neutralizante de CCN2 (pamrevlumab: FG-3019) para el tratamiento 

de la distrofia muscular de Duchenne (NCT02606136), el adenocarcinoma de páncreas 

(NCT04229004) y la fibrosis pulmonar (NCT03955146), los cuales se encuentran en fase 2 y 3 y 

parecen ser bastante prometedores. Sin embargo, los resultados preclínicos obtenidos 

basados en estrategias para modular los niveles de CCN2 en patologías cardiovasculares han 

dado lugar a resultados contradictorios. Por un lado, existen evidencias que muestran el efecto 

beneficioso del bloqueo de CCN2 en relación al sistema cardiovascular en ratones (255,256). 



INTRODUCCIÓN____________________________________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  27 | P á g i n a  
 

Sumado a ello, a nivel clínico, los niveles elevados de CCN2 circulantes se han propuesto como 

un biomarcador de disfunción cardiaca en pacientes con enfermedad crónica cardiaca y 

fibrosis miocárdica (257). Por el contrario, en diversos modelos experimentales de daño 

cardiaco, se ha demostrado que la sobrexpresión específica de CCN2 en cardiomiocitos 

protege frente a los efectos deletéreos generados en el corazón por la hipertensión (258), la 

isquemia-reperfusión (259) y el ictus (260). En esta misma línea, más recientemente, se ha 

observado que la administración postisquémica de CCN2 en ratones reduce el tamaño del 

infarto de miocardio y mejora la recuperación de la función cardíaca (261). Curiosamente, 

aunque se ha descrito que la expresión génica de CCN2 está elevada en CMLVs provenientes 

de placas ateroscleróticas de pacientes y de AAs (73,262), actualmente no hay información 

acerca del impacto que tiene la modulación de los niveles de CCN2 en estas patologías 

vasculares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.- Estructura modular de CCN2 y sitios de unión a ligandos. Modificado de Rayego-Mateos S et 
al. (206). 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Teniendo en cuenta los resultados contradictorios obtenidos en el ámbito 

cardiovascular respecto al papel que ejerce CCN2 y considerando la estrecha relación existente 

entre CCN2, Ang II y TGF-β, el principal objetivo de esta tesis será, en primer lugar, evaluar si la 

deleción génica de CCN2 en ratones adultos induce cambios estructurales y funcionales a nivel 

aórtico, tanto en condiciones fisiológicas como en respuesta a un daño vascular experimental 

inducido por la administración sistémica de Ang II. En segundo lugar, se evaluarán los efectos 

directos generados por el tratamiento con CCN2(IV) sobre la activación de la ruta de TGF-β en 

CMLVs in vitro. 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.- Evaluar la estructura y la función aórtica, así como diversos parámetros generales 

como supervivencia y presión arterial, en ratones deficientes en CCN2, tanto en condiciones 

fisiológicas como en un contexto de daño vascular inducido por la infusión sistémica de Ang II. 

2.- Determinar si la administración sistémica del CCN2(IV) recombinante modifica los 

efectos observados por la deleción génica de CCN2 en el modelo de daño vascular. 

3.- Realizar una transcriptómica de las aortas del modelo experimental de daño 

vascular para analizar los potenciales mecanismos implicados en los efectos observados. 

4.- Estudiar si el bloqueo farmacológico de alguno de los potenciales mecanismos 

encontrados en el análisis transcriptómico presenta efectos beneficiosos en el modelo de daño 

vascular utilizado. 

5.- Evaluar el efecto del tratamiento con CCN2(IV) recombinante en la activación y la 

expresión de los componentes de la vía de TGF-β en CMLVs de aorta de ratón in vitro.
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1.- Diseño de los modelos experimentales 

Todos los estudios realizados en animales se llevaron a cabo de acuerdo a la legislación 

europea (Directiva 2010/63/EU) y nacional (BOE Núm. 268 Ley 32/2007 y BOE Núm. 34 Real 

Decreto 53/2013) vigentes para el uso y el cuidado de los animales de laboratorio, así como en 

concordancia con las guías ARRIVE (de sus siglas en inglés Animal Research: Reporting of In 

Vivo Experiments). Los protocolos usados fueron aprobados por el comité ético de 

investigación animal del Instituto de Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz (IIS-FJD) y 

de la Comunidad de Madrid (PROEX 065/18).   

1.1.- Deleción del gen Ccn2 

La totalidad de los estudios de este trabajo se realizaron utilizando ratones machos 

knockout (KO) inducibles para el gen Ccn2 (CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre). Estos ratones 

fueron generosamente donados por el Dr. Roel Goldschmeding del University Medical Center 

(UCM) de Utrecht (Holanda) y fueron obtenidos mediante técnicas de ingeniería genética 

(263,264). Brevemente, estos ratones tienen flanqueado el exón 4 del gen Ccn2 por sitios LoxP 

y, además, poseen una recombinasa Cre inducible por tamoxifeno, la cual una vez es activada, 

corta y elimina el fragmento presente entre las secuencias LoxP que flanquean el exón 4 de 

CCN2, dando lugar a un transcrito no funcional de la proteína (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12.- Esquema explicativo de la generación de los ratones CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre 
modificados genéticamente, donde “ex” significa exón y los triángulos grises simbolizan los sitios Lox. 

 

Una vez que los ratones CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre, alcanzaron las 13-14 semanas 

de edad, se dividieron en 2 grupos de trabajo. Por un lado, el denominado grupo CCN2-KO, el 

cual englobaba aquellos ratones que fueron tratados con tamoxifeno (a una concentración de 

10 mg/mL disuelto en aceite de maíz; C867, Sigma-Aldrich), administrado por vía 

intraperitoneal cuatro veces en días alternos, para delecionar el gen Ccn2. Por otro lado, el 

denominado grupo Control, que abarcaba el resto de ratones que recibieron el mismo 

volumen y el mismo número de inyecciones, pero únicamente con el solvente del tamoxifeno, 

el aceite de maíz. Tras el tratamiento, se dejó pasar un periodo de dos semanas para lavado 
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del tamoxifeno, tras el cual la deleción del Ccn2 fue confirmada mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR; de sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) usando los 

primers: Ccn2-floxed Forward: 5'- AATACCAATGCACTTGCCTGGATGG-3' y Ccn2-floxed Reverse: 

5'-GAAACAGCAATTACTACAACGGGAGTGG-3' (Eurofins). El peso molecular habitual de Ccn2 es 

de 878 pares de bases (pb) pero, al estar flanqueado por los sitios LoxP, su peso molecular es 

de 1003 pb. Una vez activada la recombinasa Cre tras la administración del tamoxifeno, el 

producto de reacción pasa a tener un peso molecular de 587 pb, lo cual fue confirmado 

cargando el ADN amplificado en un gel de agarosa (1% y contrastado con SYBRSafe 

(ThermoFisher) y realizando una electroforesis. Para revelar el gel de agarosa se utilizó el 

sistema Gel Doc™ EZ System (BioRad) y el software ImageLabTM (BioRad). 

1.2.- Descripción de los distintos modelos experimentales 

 1.2.1.- Modelo de infusión sistémica de Ang II 

 Dos grupos de ratones, uno CCN2-KO y otro Control, fueron infundidos con el péptido 

Ang II (A9525, Sigma Aldrich), el cual se administró mediante la implantación de minibombas 

osmóticas de infusión sistémica (Model 2002, ALZET) durante 15 días, manteniendo una dosis 

de 1000ng/kg/min, tal y como se ha descrito previamente (221,265). Para facilitar la 

comprensión de esta cirugía, un vídeo representativo de la cirugía puede visualizarse 

escaneando el código QR de la Figura 13.  

En total, se realizaron cuatro grupos experimentales de estudio: el grupo Control (en el 

cual se administró a los ratones aceite de maíz), el grupo Control + Ang II (donde los ratones 

fueron pinchados con aceite de maíz e infundidos con Ang II), el grupo CCN2-KO (que incluyó a 

los ratones tratados únicamente con tamoxifeno) y el grupo CCN2-KO + Ang II (donde se 

agruparon a los animales pinchados con tamoxifeno e infundidos con Ang II). Tras la realización 

del primer modelo (Figura 14A), se observó una elevada tasa de mortalidad en el grupo de 

ratones CCN2-KO + Ang II, por lo que se realizaron modelos experimentales adicionales, con el 

fin de obtener un tamaño muestral lo suficientemente grande para realizar correctamente los 

análisis estadísticos. Una vez alcanzado el punto final de los 15 días post-cirugía, todos los 

animales se eutanasiaron en condiciones humanitarias utilizando una exposición prolongada a 

 

Figura 13.- Código QR para visualizar el procedimiento quirúrgico llevado a cabo para implantar las 
minibombas osmóticas.  
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CO2. Una vez comprobado que los animales no respondían al reflejo podal y al reflejo por 

pellizco en la cola, se realizó una incisión abdominal hasta llegar a la cavidad torácica y se 

procedió a la extracción de los órganos en las condiciones necesarias para los diferentes 

análisis. Como salvedad a este protocolo genérico, para el grupo de animales que se usó para 

realizar los estudios de imagen por resonancia magnética (IRM) y la espectrometría de masas 

por Monitoreo de Reacciones Múltiples (MRM), se estableció como punto final 5 días después 

de la cirugía. Además, para poder realizar el análisis de IRM, el modulador de flujo de acero 

inoxidable de las minibombas fue sustituido por un tubo PEEK (DURECT corporation) y por una 

tapa de ALZET compatible con la técnica.  

 1.2.2.- Modelo de infusión sistémica de CCN2(IV) recombinante humano y de Ang II 

 Para comprobar si mantener elevados los niveles de CCN2 circulantes en los ratones 

podía influir en los efectos inducidos por la deleción de CCN2, se realizó un grupo adicional de 

ratones CCN2-KO en los cuales se implantó una minibomba osmóticas ALZET. En este caso, la 

minibomba sirvió para infundir de manera sistémica el fragmento C-terminal de CCN2 

(CCN2(IV); proteína recombinante de Preprotech) a una dosis de 2,5ng/g de peso/día, desde el 

día antes de administrar la primera dosis de tamoxifeno (Figura 14B). Transcurridos 7 días, esta 

minibomba se reemplazó por otra de 15 días con la misma dosis de CCN2(IV), hasta completar 

el periodo de lavado del tamoxifeno. Finalmente, una vez concluido este periodo, se retiró la 

minibomba de 7 días y se implantaron dos minibombas nuevas de 15 días: una para continuar 

administrando CCN2(IV) y otra para infundir Ang II, en ambos casos utilizando las dosis 

previamente descritas.  

 1.2.3.- Modelo de infusión sistémica de Ang II y tratamiento con SP 

 Para estudiar el potencial papel que podía tener la aldosterona en los efectos 

inducidos por la deficiencia de CCN2, un grupo de ratones CCN2-KO + Ang II también 

recibieron de manera preventiva un tratamiento con el antagonista del MR, SP (266) (S3378-

1G, Sigma-Aldrich). Para su administración, la SP se disolvió en aceite de maíz y 

posteriormente se inyectó por vía intraperitoneal (50mg/kg/día) cada 48 horas, comenzando el 

tratamiento el día anterior al primer pinchazo de tamoxifeno (Figura 14C). Para este nuevo 

modelo, se diseñaron cuatro grupos experimentales: el grupo Control, el grupo CCN2-KO, el 

grupo CCN2-KO + Ang II y el grupo CCN2-KO + Ang II + SP (tratados con SP, pinchados con 

tamoxifeno e infundidos con Ang II). 
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2.- Medidas de la presión arterial sistólica 

Para realizar las medidas de la presión arterial sistólica de los ratones se utilizó un 

equipo de medida de presión arterial no invasivo LE5001 (Panlab, Hardvard apparatus) unido a 

un esfingomanómetro de cola y adaptado para tomar medidas en ratones mediante el uso de 

un transductor adecuado para ratones normopeso (76-0432; Panlab Hardvard Apparatus). 

Para disminuir las posibles diferencias inter e intramedición y poder obtener las mejores 

condiciones, las medidas se tomaron en un ambiente tranquilo y termorregulado, 

manteniendo la sala a 22oC aproximadamente y precalentando los ratones durante 10 minutos 

a 37 oC con una mesa de cirugía calefactada. Posteriormente, los animales se mantuvieron a 35 

oC y se realizaron entre 10 y 15 mediciones por cada animal y sesión, de tal forma que el 

resultado fue expresado como la media de la presión arterial sistólica por cada animal y día. La 

medida inicial se realizó el día previo a la primera inyección de tamoxifeno (denominado día -

15) y, posteriormente, se tomaron medidas el día que se realizó la cirugía (nombrado como día 

0), el día 7 y el día 15 (punto final). 

3.- Evaluación del tamaño y la estructura aórtica por IRM 

Los experimentos de IRM fueron llevados a cabo en un Bruker Biospec 47/40 (Bruker) 

en las instalaciones del centro de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad 

Complutense de Madrid, operando un Tesla 4.7 y equipado con un sistema de gradiente de 6 

cm. Los estudios fueron llevados a cabo por el personal cualificado del centro. Para la 

transmisión y recepción se utilizó una sonda de radiofrecuencia tipo jaula de pájaro de 3,5 cm. 

Los estudios de IRM fueron repetidos durante 3 días (día 0, día 2 y día 4 posteriores a la 

cirugía). Los animales fueron anestesiados con una mezcla de isofluarano y oxígeno (2% en 1,5 

L/min para inducir la anestesia y 1% en 1,0 L-min durante la experimentación). Para hacer las 

medidas, los animales fueron colocados en decúbito prono dentro de la sonda de 

radiofrecuencia y con el abdomen localizado en el centro de la bobina. La temperatura (36oC) y 

la respiración fueron monitorizadas durante el experimento, utilizando esta última para 

conseguir la adquisición de imágenes con un sistema de monitorización para animales 

pequeños (SA Instruments, Inc.). 

Las angiografías por resonancia magnética fueron llevadas a cabo sin inyectar un 

agente de contraste mediante el uso de una secuencia eco de gradiente 2D con una 

compensación de flujo de primer orden en todas las direcciones de gradiente lógicas (GEFC). 

De este modo, la compensación de flujo mejora la señal de los giros en movimiento, por lo que 

la señal de la sangre que fluye dentro de la luz aparece brillante mientras que no hay señal de 

los tejidos estáticos. El tiempo de repetición (TR) fue de 45 ms, el tiempo eco (TE) de 8,7 ms y 

el ángulo de giro (θ) de 80°. El tamaño de la matriz adquirida fue de 256 x 128. Estos datos se 

llenaron con ceros para obtener un tamaño de matriz reconstruida de 256 x 256. El campo de 

visión (FOV) fue de 2,56 x 2,56 cm2 y se adquirieron 64 cortes axiales (perpendiculares a la 

aorta) con un grosor de corte de 0,5mm. Estos cortes se superpusieron 0,01 mm, por lo tanto, 

el volumen FOV fue de 2,56 x 2,56 x 2,57cm3. El número de experimentos promediados fue de 

2 y el tiempo total de adquisición para cada experimento fue de 12 minutos y 17 segundos. 

Para eliminar la señal de flujo venoso, en la posición más caudal del volumen de la imagen, se 

utilizó un corte de saturación de flujo de 2 mm, paralelo al plano de la imagen, con un hueco 
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de 0,5 mm respecto al volumen de la misma. Los datos obtenidos por IRM fueron procesados 

utilizando el software ImageJ 1.51 (NIH). En primer lugar, los cortes cercanos al corazón fueron 

eliminados debido a los artefactos originados por el movimiento propio del corazón. Después, 

la señal de la aorta fue segmentada en los diferentes cortes y la matriz fue redimensionada 

para conseguir una resolución isotrópica de 100 x 100 x 100 μm3. Finalmente, se utilizó el 

algoritmo de proyección de máxima intensidad (MIP) para obtener las vistas en 3D del flujo de 

la aorta.  

Para calcular el área de las aortas se utilizó una secuencia eco de gradiente de sangre 

brillante 2D, con reenfoque a lo largo del eje de codificación de fase. El TR fue de 18 ms, 

mientras que el TE fue de 3,7 ms y el θ, de 20°. El FOV fue de 2,56 x 2,56 cm2 y el grosor del 

corte de 1,0mm. Se adquirieron un total de 25 cortes axiales sin espacio entre ellos. El tiempo 

total de adquisición fue de 11 minutos y 31 segundos. Los datos adquiridos se llenaron con 

ceros para obtener un tamaño de matriz reconstruido de 256 x 256. En estos experimentos, 

como en los anteriores, se utilizó un corte de saturación del flujo venoso. Finalmente, las áreas 

de las aortas, comprendiendo tanto el área total como el lumen, fueron medidas por dos 

observadores independientes utilizando el software ParaVision 3.1 (Bruker). Las regiones de 

interés se dibujaron manualmente y se calculó la media de las dos mediciones. Las áreas 

aórticas se midieron en cada corte de 1 mm empezando desde la arteria mesentérica superior 

hasta llegar 1 cm por encima de ella. Las medidas del grupo Control se usaron para calcular un 

valor medio del área aórtica en cada posición. Las áreas medidas para cada ratón, día y 

posición se dividieron por estos valores de referencia. 

4.- Estudio del tamaño de la aorta por imagen adquirida mediante ultrasonidos 

Con el fin de visualizar el diámetro interno en diferentes regiones de la aorta in vivo, se 

utilizó el sistema portátil LOGIQ-e Ultrasound, acoplado a una sonda adecuada para el trabajo 

con ratones: L10-22 (10-22MHz; GE Healthcare) para realizar ecografías. De esta manera, se 

realizaron medidas del diámetro interno máximo de la aorta ascendente (arco aórtico) y 

descendente, en este último caso se realizó una medida a nivel torácico y otra a nivel 

abdominal, justo por encima de las arterias renales. Todos los animales se monitorizaron 

desde el día 0 hasta el último día de estudio en un contexto de anestesia general infundida con 

isofluorano y manteniendo la temperatura del ratón a 35oC usando una mesa de cirugía 

calefactable. Para asegurar que no existía un sesgo sistemático intra e interoperario, las 

medidas fueron realizadas asegurando el cegamiento por dos observadores independientes y 

en días diferentes. Finalmente, las medidas se compararon para asegurar la equidad de ambas 

y, posteriormente, se expresaron como una media por cada animal, grupo y día, expresada en 

milímetros.  

5.- Preparación del tejido aórtico para los diferentes estudios posteriores 

Al final del procedimiento de cada modelo experimental, los ratones se eutanasiaron 

por exposición prolongada a CO2. En primer lugar, se hizo una evaluación visual para 

determinar la presencia de anomalías en las aortas de cada ratón (p. ej.: AAs). Una vez 

realizado esto, las aortas se procesaron en segmentos y estos se recogieron de manera 

diferente dependiendo del estudio a realizar. De este modo, para los ensayos funcionales y 
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mecánicos, se recogieron segmentos aórticos de 1,5-2mm de grosor de la región torácica 

descendente, se limpiaron de tejido conectivo y del tejido adiposo perivascular y se 

introdujeron en una solución Krebs-Henseleit (KHS) (115 mmol/L NaCl, 25 mmol/L NaHCO3, 

4,7 mmol/L KCl, 1,2 mmol/L MgSO4,7H2O, 2,5 mmol/L CaCl2, 1,2 mmol/L KH2PO4, 11,1 

mmol/L glucosa, and 0,01 mmol/L Na2EDTA, pH7,4) en frío (4oC). Además, debido a la baja 

cantidad de tejido aórtico y a los numerosos estudios que se pretendían llevar a cabo, se 

realizaron y utilizaron diferentes modelos experimentales para la evaluación histológica, para 

los estudios de proteínas, para la secuenciación de ARNm (ARNsec) y para su validación por 

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR, del inglés Real Time quantitative PCR). Para los 

estudios histo e inmunohistológicos, se recogieron segmentos de aorta de la región 

suprarrenal, se fijaron en paraformaldehído (PFA) 4% a pH= 7,4, y se embebieron en parafina 

para ser procesados posteriormente. Los segmentos aórticos para realizar los estudios de 

microscopía electrónica de transmisión (MET) se incluyeron en un buffer de glutaraldehído-

formaldehído 4% en 0,1M de un buffer de cacodilato sódico. Para los estudios de proteínas y 

expresión génica, los segmentos aórticos se recogieron y almacenaron inmediatamente en 

nitrógeno líquido hasta que se realizaron los análisis pertinentes.  

6.- Estudios mecánicos de la aorta ex vivo 

Para determinar la elasticidad de la aorta, se utilizaron los segmentos de 2mm de la 

aorta descendente en su zona más próxima al cayado, previamente recogidos en KHS y 

mantenidos a 4oC, los cuales fueron analizados utilizando un miógrafo de alambres (Danish 

Myo Tech). Se realizó el montaje de los segmentos entre dos alambres de 25 µm conectados a 

un transductor de fuerza y a un micrómetro, gracias a los cuales se pudo medir la fuerza 

ejercida por los mismos. Brevemente, se mantuvieron en un baño de órganos adecuado con 

una solución de Krebs-Henseleit a 37oC y sin calcio, de manera que se evite la autoconstricción 

del vaso. Una vez montados, se fijó el punto 0 situando los alambres lo más juntos posible 

evitando que se toquen entre ellos, a continuación, se va hizo avanzar el micrómetro de 200 

en 200 µm anotando la fuerza ejercida por las paredes del vaso, hasta alcanzar una fuerza de 

aproximadamente 200mN. 

7.- Ensayos de reactividad vascular de la aorta ex vivo  

Para realizar un análisis exhaustivo de la reactividad vascular, se utilizaron otra serie de 

segmentos aórticos recogidos en KHS y mantenidos a 4oC, los cuales fueron en este caso 

acoplados a un miógrafo de alambres isométrico (Multichannel wire myograph, DMT), como se 

ha descrito previamente (221). De manera breve, se hacen pasar dos alambres de acero por el 

lumen de los segmentos aórticos, los cuales están acoplados a un transductor de tensión que 

indica la fuerza que cada segmento es capaz de ejercer sobre los alambres. Donde se 

mantienen los segmentos aórticos en condiciones fisiológicas, utilizando para ello una solución 

KHS (pH = 7,4), manteniendo una temperatura de 37oC y con aporte continuo de oxígeno 

y C02. Para realizar el estudio, los anillos aórticos se llevaron a un diámetro óptimo para el 

desarrollo y estudio de una tensión activa. En primer lugar, para asegurar que los segmentos 

no se habían dañado durante la manipulación para su extracción y el montaje, se evaluó su 

contractilidad máxima tras una exposición a altas concentraciones de K+ (120 mmol/L), para lo 

que se usó una solución de KHS (K+-KHS). Después de ello, en algunos de los segmentos se 
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llevaron a cabo los estudios de relajación dependiente de endotelio, para lo que se realizó una 

precontracción usando fenilefrina (Phe) hasta el 50% de la contracción máxima obtenida 

previamente. Finalmente, usando acetilcolina (Ach) (1 nmol/L-10 µmol/L), que es un 

compuesto capaz de activar la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS, de sus siglas en 

inglés Endothelial nitric oxide synthase), se elaboró una curva dosis-respuesta. Por otra parte, 

en el resto de segmentos aórticos, se realizó también una curva dosis-respuesta usando Phe (1 

nM-1,1 mmol/L), cuyo fin era analizar la contractilidad de los diferentes segmentos aórticos. 

Los datos obtenidos se analizaron con el software LabChart® (ADInstruments). Las respuestas 

vasoconstrictoras se expresaron como un porcentaje en referencia al máximo obtenido con la 

solución de K+-KHS, mientras que las respuestas vasodilatadoras se expresaron como un 

porcentaje con respecto al obtenido mediante la precontracción previa del 50% inducida con 

Phe. 

8.- Estudios en CMLVs de ratón in vitro 

 8.1.- Obtención y crecimiento de las CMLVs 

Para realizar una aproximación in vitro de los distintos modelos animales 

experimentales planteados, se realizaron cultivos primarios de CMLVs provenientes de aortas 

de ratones macho CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre de entre 3 y 4 meses de edad, las cuales 

fueron aisladas según se ha descrito previamente (221). Brevemente, las aortas se extrajeron y 

se depositaron en un tubo de 50 ml con suero salino frío y estéril para realizar el resto del 

proceso en una campana de cultivo en condiciones de esterilidad. En primer lugar, se retiraron 

los restos de grasa de las aortas y se cortaron en trozos pequeños de manera transversal. Los 

trozos obtenidos fueron incubados en 2 mL de medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM), suplementado con glutamina (1% de L-glutamina a 200mM) y 

penicilina/estreptomicina (100 U/mL de cada una) y mezclado con 500 U/mL de colagenasa 

tipo II (Sigma Chemical Co) durante 20 min a 37oC. Posteriormente, se añadieron 2 mL de 

medio de cultivo DMEM suplementado con L-glutamina, penicilina/estreptomicina y con suero 

fetal bovino (SFB) al 20% para detener la actividad enzimática de la colagenasa II. Se 

recogieron los 4 mL de medio junto con los restos de aorta, se centrifugaron a 1200 rpm 

durante 5 min y se descartó el sobrenadante. El pellet con los restos de la aorta se resuspendió 

de nuevo en medio DMEM al 20% de SFB y se centrifugó a 1200 rpm durante 5 min, 

descartando de nuevo el sobrenadante. Este último paso se realizó tres veces más y 

finalmente el pellet se resuspendió en DMEM al 20% de SFB y se depositó en un matraz de 

cultivo de 25 cm2 de superficie. Las CMLVs obtenidas se crecieron en medio de cultivo DMEM 

suplementado con SBF 10%, L-Glutamina 200mmol/L 1%, penicilina 100U/mL y estreptomicina 

100 U/mL. Las CMLVs de los pases 2-5 se seleccionaron para ser usadas, comprobando 

previamente que presentaban una positividad del 99% para la inmunohistoquímica de α-actina 

de músculo liso ((ACTA), utilizado como marcador de CMLVs). Para generar la deleción del gen 

de Ccn2 en las CMLVs y obtener por tanto CMLVs-CCN2-KO, las células se trataron con 4-

hidroxitamoxifeno (0,02 mg/mL, Sigma-Aldrich), disuelto en metanol, durante las 24 horas 

previas a cualquier estudio in vitro, comprobando la efectividad de la deleción posteriormente 

mediante un análisis de RT-qPCR. Las células utilizadas como CMLVs Control, fueron tratadas 

con el vehículo de resuspensión del 4-hidroxitamoxifeno (metanol) durante las 24 horas 

previas a los estudios. 
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Además de los cultivos primarios, también se llevaron a cabo diferentes experimentos 

de análisis proteico y génico utilizando una línea celular inmortalizada de CMLVs provenientes 

de aortas de ratón (MOVAS; CRL 28-97, ATCC). Estas células se crecieron utilizando el mismo 

medio que las CMLVs del cultivo primario, a excepción de que, en este caso, la concentración 

de L-glutamina fue de 2% y de que contenía G-418 0,2 mg/mL (Sigma Aldrich) como antibiótico 

de selección. Una vez alcanzada una confluencia del 80%, ambos tipos celulares se dejaron 

incubando con su correspondiente medio DMEM al 0,1% de FBS durante toda la noche, en pro 

de detener el proceso del ciclo de división celular para que todas las células estuvieran en la 

misma fase cuando se realizaran los diferentes estudios. En todos los estudios, cada 

experimento fue realizado por triplicado.  

8.2.- Estudios de la migración celular in vitro 

La capacidad de migración de las CMLVs de cultivo primario se midió en una cámara 

Boyden modificada, utilizando para ello unos transwells con un tamaño de poro de 8µm 

colocados en placas de 24 pocillos (153422, Corning). Los estudios se realizaron tanto en 

CMLVs controles como en CMLVs-CCN2-KO, sembrando una densidad celular de 5 x 104 por 

punto, resuspendidas en medio DMEM (0,1% BSA) y depositadas en la parte superior de los 

transwells. El pocillo donde estaba depositado cada transwell se rellenó con 1mL de DMEM 

(0,1% de albúmina sérica bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin)) y, en determinados 

pocillos, también se añadió Ang II (10-6mol/L) como estímulo inductor de la migración celular. 

Transcurridas 4 horas, las membranas de los transwell conteniendo las células fueron lavadas e 

incubadas en PFA 4% para fijar las células. Posteriormente, se recortaron las membranas, se 

tiñeron con DAPI (1/10.000; Sigma Aldrich) para contrastar los núcleos y se montaron con 

ProlongTM Gold (Invitrogen) para cuantificar la migración celular. Las células migradas se 

contabilizaron en fotografías de diez regiones aleatorias de la parte inferior de la membrana 

del transwell. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E400 con 

una cámara Nikon DSM1200F acoplada.  

8.3.- Estudios de cierre de herida in vitro 

Para realizar los análisis de cierre de herida, las CMLVs de cultivo primario se crecieron 

en placas de 6 pocillos (3506, Corning). Una vez alcanzaron una confluencia del 80% en cada 

pocillo, se realizó una hendidura con una punta de pipeta de 20-200 µl en la monocapa de 

CMLVs de cada pocillo, tanto en las células Control como en las CMLVs-CCN2-KO. Una vez 

realizada la incisión, se obtuvo una foto de la zona del área dañada, la cual se correspondía con 

el tamaño de la herida a tiempo 0. Durante las siguientes 3, 6 y 24 h, se tomaron también 

fotografías de la zona de la herida. Finalmente, utilizando el software Image ProPlus (Media 

Cybernetics) se calculó el % de cierre de herida a los diferentes tiempos. Para obtener las 

imágenes se utilizó un microscopio de luz invertida LEICA DMi1 (Leica Mycrosystems). 

8.4.- Estudios de estimulación con CCN2(IV) 

Una vez las MOVAS alcanzaron una confluencia del 80%, se procedió a realizar una 

serie estudios en placas de 6 pocillos en las que las células se incubaron con dos diferentes 

concentraciones de CCN2(IV) (50 y 100ng/mL) y de TGF-β (1ng/mL) a diferentes tiempos (10-

20 minutos y 48 horas). Además, diversos pocillos fueron pretratados con los inhibidores SIS3 
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(Selleck Chemicals), como inhibidor selectivo de la fosforilación de SMAD3 (267), galunisertib 

(Selleck Chemicals) antagonista de TGFβR1 (268) y erlotinib, un inhibidor del EGFR (Vichem 

Chemie Research) (269), previo al tratamiento con CCN2(IV). Transcurrido el tiempo de 

incubación necesario, se realizaron los distintos análisis de Western Blot (WB) y RT-qPCR 

siguiendo los protocolos descritos más adelante en este apartado para los estudios de tejido 

aórtico, utilizando el mismo buffer de lisis de proteínas y los mismos reactivos de extracción de 

ARNm, pero con la salvedad de que, en este caso, las células fueron recogidas mecánicamente 

utilizando un scrapper.  

Finalmente, las MOVAS se crecieron sobre cubreobjetos depositados en placas de 24 

pocillos para realizar otra serie de experimentos con CCN2(IV) (50ng/mL y 100ng/mL) a 

tiempos cortos (5-20 minutos), con el fin de evaluar la activación de la vía SMAD por técnicas 

de inmunofluorescencia. Transcurrido el tiempo de estimulación, se retiró el medio de cultivo, 

se realizaron varios lavados de las células con suero salino frío, y se fijaron con PFA 4%. Tras 

ello, se incubaron durante 15 minutos con una solución de TBS al 0,1% de tritón-X100 (Sigma) 

para permeabilizar la membrana celular y permitir el paso de los anticuerpos frente a las 

proteínas a estudiar. Posteriormente, se lavaron las células de nuevo con suero salino y se 

realizó un bloqueo de las posibles uniones inespecíficas de los anticuerpos utilizando una 

solución de TBS al 4% de BSA durante 1 hora. Tras este paso, se incubaron las células durante 

toda la noche a 4oC con el anticuerpo primario correspondiente: p-SMAD2 (1/200, #3108, Cell 

Signaling) y SMAD4 (1/200, sc7966, Santa Cruz Biotechnology). Al día siguiente, tras realizar los 

lavados pertinentes con suero salino, se incubaron las células con el anticuerpo secundario 

adecuado (AlexaFluor 488©; 1/300; Invitrogen) durante 1 hora a temperatura ambiente en 

oscuridad. Finalmente, se contrastaron los núcleos incubando las células con DAPI (1/10.000) 

durante 10 minutos, se lavaron de nuevo con suero salino y los cubreobjetos con las células 

adheridas se montaron sobre portaobjetos de cristal utilizando ProlongGoldTM para su 

posterior análisis por microscopía confocal utilizando un microscopio Leica DM-IRB (Leica 

Microsystems).  

9.- Estudios de histología y estructura en secciones aorticas 

9.1.- Tinciones histoquímicas  

Para realizar estos análisis, se utilizaron los segmentos aórticos previamente incluidos 

en parafina. Los bloques se seccionaron en cortes de 4 µm de grosor, se dispusieron en 

portaobjetos tratados para la adhesión de tejidos, se desparafinaron, se rehidrataron a través 

de un gradiente de alcoholes (100-96-70% de alcohol) y se lavaron en agua destilada. Tras este 

proceso, común a todas las tinciones histoquímicas, se llevaron a cabo diferentes técnicas para 

visualizar la estructura de la aorta a varios niveles. Por un lado, se realizó la tinción de 

hematoxilina-eosina siguiendo protocolos previamente establecidos (270), de manera que se 

pudo evaluar la forma y estructura aórtica a nivel general. También se desarrolló una tinción 

de Van-Gieson para evaluar el grosor y la disposición de las láminas elásticas utilizando un kit 

comercial (115974, Merck Millipore). Brevemente, se sumergieron los cortes desparafinados y 

rehidratados en la solución de Verhoeff durante una hora, se lavaron en agua destilada y se 

diferenciaron con cloruro férrico al 10% durante 2 minutos. La reacción de diferenciación se 

detuvo con agua destilada, para posteriormente tratarlos con tiosulfato de sodio al 5% durante 



MATERIALES Y MÉTODOS________________________________________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  45 | P á g i n a  
 

1 minuto y contrastar finalmente con el reactivo Van Gieson (1% fucsina ácida y ácido pícrico 

saturado) Tras ello, los cortes se lavaron, se deshidrataron y se montaron con medio de 

montaje DPX (Sigma-Aldrich). La obtención de las imágenes se llevó a cabo utilizando un 

microscopio Leica DMD108 (Leica Microsystems). 

9.2.- Evaluación de la estructura aórtica por MET  

Los segmentos aórticos fijados en glutaraldehído-formaldehído 4% en 0,1M de un 

buffer de cacodilato sódico se utilizaron para realizar los estudios por MET con el fin de 

visualizar la ultraestructura del tejido. El proceso postfijado consistió en incubar los segmentos 

durante una hora y 40 minutos en una solución al 1% de tetraóxido de osmio a temperatura 

ambiente, un lavado en agua destilada, una tinción con una solución de acetato de uranilo 

0,5% a lo largo de 5 minutos, una secuencia de deshidrataron incubando las muestras en 

soluciones de alcoholes en concentraciones creciente (30, 50, 70, 95 y 100%) y una incubación 

final con acetona. Tras este proceso, las muestras se incluyeron en una resina de epóxido 

Durcupan ACM (Sigma-Aldrich) en proporciones crecientes de ratio Resina/acetona (1:3, 1:1, 

3:1 y resina pura) y se polimerizaron en un horno a 60oC durante 48 horas. Los cortes ultrafinos 

(60nm) se obtuvieron usando el aparato Leica Ultracut S (Leica Microsystems) y fueron 

incluidos en unas rejillas de cobre de 200MESH y contrastados con acetato de uranilo y citrato. 

Por último, la visualización y adquisición de las imágenes de los cortes se llevó a cabo mediante 

un microscopio de transmisión electrónica JEOL JEM1010 (100kV) y su software incorporado. 

10.- Evaluación de los niveles y la actividad de diversas proteínas a nivel aórtico 

 10.1-Western blot 

Para el análisis de la cantidad relativa de proteínas en el tejido aórtico, se llevaron a 

cabo técnicas de western blot (WB). Brevemente, las aortas conservadas en nitrógeno líquido 

fueron lisadas mediante un proceso mecánico utilizando un troquel y un buffer de lisis 

adecuado que consistió en Tris-HCl (50 mM), NaCl (150 mM), EDTA (2 mM); EGTA (2 mM); 

Triton X-100 (0,2 %); NP-40 (0.3 %); PMSF (1 mM), coctel de inhibidores de proteasas (1 μl/ml), 

NaF (25 mM); Na3VO4 (100 μM) y DTT (1 mM). A partir de este punto, el proceso para evaluar 

la concentración de proteínas fue idéntico tanto para el tejido aórtico como para las CMLVs en 

cultivo. Una vez recogido el lisado aórtico o las CMLVs, los viales se agitaron 3 veces 

vigorosamente cada 30 minutos utilizando un vortex y se dejaron reposar en hielo entre cada 

periodo de agitación. Finalmente, se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 minutos y se 

recogió el sobrenadante conteniendo el lisado de proteínas total. Posteriormente, la cantidad 

de proteínas totales se cuantificó mediante el método de ácido bicinconínico (BCA; 

Thermofisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez cuantificada la 

concentración, se cargó la misma cantidad (40 µg) de proteína en geles de SDS 

acrilamida/poliacrilamida 10-12% en condiciones desnaturalizantes, usando el PageRulerTM 

como marcador de peso molecular (10-180 kDa, ThermoFisher). Tras esto, utilizando un 

sistema completo de WB comercial (BioRad), se aplicó un campo eléctrico constante para 

realizar la separación de las proteínas en función del peso molecular y, una vez alcanzaron la 

separación adecuada, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad). 

Posteriormente, las membranas se incubaron durante 1 hora con una solución de leche al 5% 

en solución salina con Tris (TBS) y acto seguido se incubaron con los diferentes anticuerpos 



MATERIALES Y MÉTODOS________________________________________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  46 | P á g i n a  
 

primarios correspondiente durante toda la noche a 4oC. Transcurrido este tiempo, las 

membranas se lavaron con una solución de TBS-tween 0,1% y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios correspondientes durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, el 

revelado de las membranas se realizó utilizando el sustrato ECL (Millipore), la obtención de las 

imágenes se llevó a cabo mediante el equipo LAS4000 (GE Healthcare) y el densitometrado de 

las bandas se hizo utilizando el software QuantityOne (BioRad). Los anticuerpos primarios 

utilizados en los diferentes experimentos se recogen en la Tabla 1. 

Tabla 1.- Listado de anticuerpos, concentración a la que se usó en western blot, referencia y casa 
comercial correspondiente. 

Anticuerpo Concentración Referencia 

MMP-8 1/500 sc-514803 – SC. Biotechnologies 

TGFBR1 1/300 sc-518086 – SC. Biotechnologies 

TGFBR2 1/300 sc-17792 – SC. Biotechnologies 

p-SMAD2  1/1000 #3108 – Cell signaling 

p-SMAD3 1/1000 ab52903 – Abcam 

GAPDH 1/5000 CB1001 – Merck Millipore 

 

10.2.- Zimografía 

Partiendo del mismo lisado de proteínas obtenido de las aortas, se realizó una medida 

de la actividad enzimática de las MMPs. Para ello, las muestras de proteína se cargaron y 

separaron en geles de SDS acrilamida/poliacrilamida al 10% sin condiciones desnaturalizantes 

y conteniendo un 1% de gelatina (Sigma Aldrich), el cual sirve como sustrato a degradar por las 

MMPs. Utilizando el mismo equipo que para realizar el WB y tras aplicar el campo eléctrico 

para obtener la separación adecuada, el gel se lavó con tritón-X100 al 2,5% tres veces durante 

30 minutos, terminando con un lavado en agua destilada durante 30 minutos para eliminar el 

exceso de tritón-X100. Tras ello, los geles se incubaron con el buffer de reacción (50 mmol/L 

Tris-HCl pH 7,5, 200 mmol/L NaCl, 10 mmol/L CaCl2) durante toda la noche a 37oC con 

agitación, y luego se tiñeron con azul de Coomassie (Sigma Aldrich) durante 30 minutos. 

Finalmente, se trataron con un buffer de lavado para eliminar el Coomassie sobrante. Los 

resultados se analizaron en fresco con el sistema BioRad Gel DocTM EZ Imager y el 

densitometrado y la cuantificación de las bandas se llevó a cabo con el software QuantityOne 

(BioRad). 

10.3.- Zimografía in situ 

Los estudios de zimografía in situ se realizaron siguiendo un protocolo previamente 

descrito (271). Brevemente, utilizando las muestras de las aortas incluidas en parafina se 

realizaron cortes para obtener secciones aórticas de 8µm de grosor, las cuales se 

desparafinaron y rehidrataron mediante un gradiente de alcoholes (100-96-70% de alcohol). 
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Cada muestra se incubó con el sustrato DQ Gelatin (Invitrogen) durante toda la noche y en una 

cámara húmeda a 37oC, y los núcleos se contrastaron incubando las muestras con DAPI a una 

concentración de 1/10000 durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se montaron con 

cubreobjetos usando ProlongTMGold y se visualizaron y analizaron en un microscopio confocal 

Leica DM-IRB. Las longitudes de onda de excitación y emisión utilizadas para evaluar la 

fluorescencia fueron 495 y 515 nm respectivamente. Para verificar la especificidad de la señal 

con la actividad MMPs, se utilizaron varios cortes de aorta preincubados con EDTA 20mM 

durante 1 hora y en los cuales se añadió también EDTA a la solución sustrato. Teniendo en 

cuenta que el EDTA elimina la señal generada por el sustrato DQ gelatin, los cortes de aorta 

tratados con EDTA sirvieron como control negativo de la técnica.  

10.4.- Espectrometría de masas por MRM 

Para realizar estos estudios, las aortas completas de los ratones utilizados para los 

estudios de IRM fueron homogenizadas utilizando un sistema de lisis de tejido comercial 

(Qiagen) con bolas de acero inoxidable y un buffer de lisis adecuado (100 mM Ditiotreitol 

(DTT), 5% desoxicolato de sodio, 1% β-octilglucósido, 20 mM Tris base, pH 8.8 y suplementado 

con las tabletas de cocktail inhibidor de proteasas comercial cOmplete™ ULTRA Tablets Mini, 

EDTA-free EASYpack y PhosSTOP). Las proteínas obtenidas fueron desnaturalizadas (a 99°C 

durante 20 minutos y a 80°C durante 100 minutos), alquilatadas (con 150 mM yodoacetamida 

durante 30 minutos a temperatura ambiente), precipitadas (a -20°C con acetona durante 1 

hora), solubilizadas (con urea 8M durante 30 minutos a temperatura ambiente) y tripsinizadas 

(tripsina 0,5 µg/µl (Promega)) en bicarbonato de amonio 50 mM a 37°C durante toda la noche. 

Tras un paso de acidificación, los péptidos trípticos obtenidos fueron purificados utilizando 

columnas R2/R3 y resuspendidos en una solución de acetonitrilo 2% y ácido fórmico 0.1%. La 

concentración de péptidos fue determinada por el método del BCA y normalizada para cada 

muestra, a cada cual se le añadió posteriormente estándares peptídicos marcados con 

isótopos pesados en un ratio 1:1 de volumen, con el fin de obtener un ratio de entre 0,01-10 

en el pico del área entre los péptidos de la muestra y sus correspondientes péptidos pesados. 

Por cada muestra se corrieron 2,5 µg de péptidos endógenos en un sistema de 

nanocromatografía líquida (Easy-nLC II) utilizando columnas de retención C18 con una longitud 

de 2 cm y un diámetro interno de 100 µm donde se desalaron los péptidos, y columnas de 

análisis C18 con una longitud de 2cm y un diámetro interno de 75 µm para la separación de los 

péptidos (Thermo Scientific). A continuación, los péptidos se eluyeron en tres pasos de 60 

minutos en un gradiente de ácido fórmico 0,1% en acetonitrilo con un ratio de flujo de 300 

nL/min. Posteriormente, los péptidos fueron ionizados utilizando una fuente de iones 

Nanospray Flex (Thermo Scientific) y analizados en un espectrómetro de masas de triple 

cuadrupolo (TSQ Vantage, Thermo Scientific) en el modo de MRM. Los archivos obtenidos por 

MRM fueron procesados utilizando el software Pinpoint 1.3 (Thermo Scientific). El ratio de los 

picos de las áreas entre los péptidos endógenos y los marcados con isótopos (1-3 péptidos por 

muestra) fueron usados para analizar los datos. Los ratios de los picos de las áreas para las 

proteínas individuales fueron normalizados utilizando los valores obtenidos para la GAPDH y la 

ACTB.  
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11.- Evaluación de la expresión génica  

 La extracción del ARN mensajero (ARNm) total de las muestras aórticas conservadas 

en nitrógeno líquido, se llevó a cabo utilizando un troquel para pulverizar el tejido y siguiendo 

el método de extracción con TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones de la casa 

comercial. El ARNm de las CMLVs en cultivo fue extraído siguiendo también el mismo método 

con la única diferencia de que, en este caso, las células fueron levantadas y recogidas de las 

placas de cultivo añadiendo TRIzol y utilizando un rascador de plástico. Una vez obtenido el 

ARNm total se llevaron a cabo diversos estudios 

11.1.- ARNsec 

Para el ARNsec, se prepararon las librerías de ARN de acuerdo a las instrucciones 

indicadas en el kit NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep kit for Illumina (New England 

Biolabs), seguido del protocolo “NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module”. La 

calidad del ARN se evaluó de acuerdo al número de integridad del ARN (RIN) obtenido en cada 

muestra, el cual fue determinado usando un kit ARN 6000 nano LabChip y un bioanalizador 

Agilent 2100 (Agilent Technologies) (rangos RIN entre 6-7). El ARN total de partida utilizado 

para realizar el protocolo fue de 900ng. El tiempo de fragmentación usado fue de entre 8 y 15 

minutos, de acuerdo a los valores RIN. El resto del protocolo se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Las librerías obtenidas se validaron y cuantificaron utilizando el kit 

DNA7500 LabChip y el bioanalizador Agilent 2100. Posteriormente, un pool equimolecular 

(realizado juntando las muestras de entre 8 y 10 aortas por grupo) de las librerías se tritiaron 

mediante PCR cuantitativa usando el kit Kapa-SYBR FAST qPCR para el sistema LightCycler 480 

(KapaBioSystems) y un estándar de referencia para la cuantificación. Cada pool de las librerías 

fue desnaturalizado antes de ser depositado en una celda de flujo a una densidad de 2,2 

pmol/L, donde se formaron clusters y se secuenciaron usando el kit “NextSeqdTM 500 High 

Output” y un secuenciador NextSeq500, en una única secuencia de lectura utilizando un 

secuenciador NextSeq500. Se produjeron aproximadamente 50 millones de lecturas (rango de 

42 a 54) para cada conjunto de muestras, las cuales fueron usadas para realizar los posteriores 

análisis bioinformáticos. Los archivos obtenidos en formato FASTQ se analizaron utilizando el 

servicio XploreRNA de Exiqon-Qiagen. Los resultados obtenidos se estudiaron mediante la 

herramienta de anotación funcional de la base de datos DAVID Database (272). Los datos en 

crudo obtenidos en este análisis están disponibles en el archivo SRA del NCBI, con la siguiente 

numeración: BioProject (PRJNA669604) y BioSamples (SAMN16442923; SAMN16442924; 

SAMN16442925 and SAMN16442926). 

11.2- Evaluación de la expresión génica por RT-qPCR 

Para evaluar los niveles de ARNm de manera individual para genes concretos, se partió 

de 2 µg del ARNm obtenido de las aortas de los ratones o de las CMLVs en cultivo y se obtuvo 

el ADN copia (ADNc) correspondiente de cada muestra utilizando una transcriptasa inversa y 

un kit de alta capacidad de síntesis de ADNc (Applied Biosystems). Posteriormente, los niveles 

de expresión de los diferentes genes de estudio se analizaron realizando una RT-qPCR 

mediante el sistema Real-Time FAST PCR 7500 (Life Technologies). Los primers murinos de 

expresión génica marcados con diferentes fluoróforos (FAM o VIC) y prediseñados (Applied 
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Biosystems) se usaron siguiendo las instrucciones establecidas por el fabricante utilizando el 

patrón de etapas, ciclos y temperaturas indicado a continuación: 

o Etapa 1: Paso 1: 1 ciclo de 2 min a 50oC. 

o Etapa 2: Paso 1: 1 ciclo de 10 min a 95oC. 

o Etapa 3: 45 ciclos formados por dos pasos: 

   Paso 1: 15 segundos a 95oC. 

   Paso 2: 60 segundos a 60oC. 

 Las sondas utilizadas para los distintos análisis fueron los siguientes: Ccn2: 

Mm011924185_g1 (FAM); S100a8: Mm00496696_g1 (FAM); S100a9: Mm00656925_m1 

(FAM); Saa3: Mm00441203_m1 (FAM); Spp1: Mm00436767_m1 (FAM); Ccl8: 

Mm01297183_m1 (FAM); Tgfbr2: Mm03024091_m1 (FAM); Tgfbr1:  Mm00436964_m1 (FAM) 

y Tgfb: Mm01178820_m1 (FAM). El análisis de los distintos genes se realizó en la modalidad 

multiplex, en la cual se pueden añadir sondas para detectar más de un gen al mismo tiempo en 

el mismo pocillo, de tal forma que, por un lado, se cuantificó el gen diana de interés marcado 

con FAM y, por otro, el control endógeno de la muestra marcado con VIC, que en este caso fue 

el gen de la Gapdh: Mm99999915_g1).  

12.- Análisis estadístico 

Antes de la realización de cualquier análisis estadístico, se realizaron pruebas de 

normalidad utilizando el test Shapiro-Wilk, de manera que se pudiera definir la distribución de 

los datos. En los casos en los que los resultados se ajustaron a una distribución normal, se 

realizó el test de la t de Student de dos colas, a fin de comparar la media de dos grupos, o el 

test unilateral de ANOVA para comparar una variable en múltiples grupos (seguido del test 

post-hoc de Tukey). En el caso de los análisis de estudios bivariantes, se realizó un test bilateral 

de ANOVA (seguido de un test post-hoc de Dunnett). En aquellos casos en los que los datos no 

se ajustaron a una distribución normal, se realizaron, o bien el test de la U de Mann-Whitney 

para comparar dos grupos, o bien el test de Kruskal-Wallis para comparar más de dos grupos 

(seguido este último de un test post-hoc de Dunn). Para los análisis de supervivencia, se utilizó 

el método de Kaplan Meier, el cual se analizó estadísticamente usando el log-rank, mientras 

que la incidencia de aneurismas se analizó mediante el test exacto de Fisher. 

Independientemente del tipo de distribución y del test realizado para analizar las diferencias 

estadísticas, los datos se expresaron como el valor medio ± el error estándar de la media (SEM 

de sus siglas en inglés Standard Error of the Mean). Todos los análisis estadísticos se llevaron a 

cabo utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software). Los valores por debajo 

de un p value de 0,05 (p <0,05) se consideraron como estadísticamente significativos.  
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OBJETIVO 1.- Evaluar la estructura y la función aórtica, así como diversos parámetros 

generales como supervivencia y presión arterial, en ratones deficientes en CCN2, tanto en 

condiciones fisiológicas como en un contexto de daño vascular inducido por la infusión 

sistémica de angiotensina II. 

La administración de tamoxifeno deleciona correctamente el gen de CCN2 en los ratones 

CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre 

 Para estudiar el efecto de la inhibición de CCN2 se empleó un ratón con una 

deficiencia inducible para el gen de CCN2 (CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre) regulada por la 

activación de la recombinasa Cre dependiente de tamoxifeno. Previamente a la intervención 

quirúrgica, se comprobó que las inyecciones de tamoxifeno habían activado correctamente la 

recombinasa Cre en los diferentes grupos donde se quería realizar la deleción génica de CCN2, 

siguiendo para ello el protocolo especificado en la sección de Materiales y Métodos. Para ello, 

el ADN extraído de las orejas de los ratones tratados con tamoxifeno o con aceite de maíz 

(vehículo, grupo Control), y amplificado con los primers correspondientes, se cargó en un gel 

de agarosa al 1% contrastado con SYBRSafe para confirmar la eficacia de la deleción (Figura 

15). El análisis del tamaño de las bandas en el gel confirmó que las cuatro inyecciones de 

tamoxifeno eran suficientes para inducir la deleción total del gen, de tal forma que los ratones 

del grupo Control presentaban una banda de 1003 pares de bases (pb) mientras que en los 

ratones tratados con tamoxifeno (CCN2-KO) la banda de amplificación presentaba un tamaño 

de 587 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.- Imagen representativa del genotipado de los ratones. Gel de agarosa al 1% cargado 
con ADN amplificado de ratones CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre inyectados con aceite de maíz 
(Control; pocillos 2, 4 y 5) y tratados con tamoxifeno (CCN2-KO; pocillos 3, 6 y 7). El primer pocillo 
corresponde al marcador de pesos moleculares. La banda de 1003pb representa el Ccn2 floxeado y la 
banda de 587pb representa el Ccn2 delecionado.  
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La administración sistémica de Ang II en ratones deficientes en CCN2 reduce la tasa de 

supervivencia tras 15 días. 

La evaluación de la supervivencia en los diferentes grupos tras 15 días de infusión de 

Ang II se representó en una curva de supervivencia de Kaplan-Meier, donde se pudo observar 

que la administración de Ang II no produjo ningún cambio en la supervivencia de los ratones 

Control. Por su parte, la deleción de CCN2 supuso un ligero descenso en este parámetro, 

mostrando una tasa de supervivencia del 90%, aunque sin llegar a mostrar diferencias 

significativas en comparación con el grupo Control. Por el contrario, en el caso de los ratones 

CCN2-KO + Ang II, la tasa de supervivencia tras 15 días se redujo significativa y drásticamente 

hasta un 50% (Figura 16), observando eventos de mortalidad a partir del día 2 tras la 

administración de Ang II.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La administración sistémica de angiotensina II en ratones deficientes en CCN2 induce una 

rápida formación de aneurismas aórticos a diferentes niveles. 

El análisis post-mortem de estos animales desveló que las muertes se debían a la 

formación y rotura de AAs. Además, transcurridos los 15 días de administración con Ang II, 

todos los animales que llegaron al punto final del modelo se sometieron a una primera 

evaluación aórtica visual que sirvió para determinar que un 92% de los ratones CCN2-KO + Ang 

II (incluyendo ratones vivos y fallecidos) desarrollaron AAs de todo tipo, según la clasificación 

Crawford/Safi (109,273), tanto en la región torácica como en la región y abdominal 

(aneurismas toracoabdominales) (Figura 17A). Por otro lado, los ratones de los grupos CCN2-

KO y Control + Ang II presentaron porcentajes de formación de aneurismas del 30% y el 8%, 

respectivamente, estando localizados fundamentalmente en este caso en la región abdominal. 

A pesar de ello, la aparición de AAs en estos dos últimos grupos no mostró una diferencia 

significativa con respecto al grupo Control, en el cual la presencia de AAs fue nula (Figura 17B).  

 

 

Figura 16.- Curva Kaplan-Meier 
del modelo de administración 
sistémica de Ang II. La deleción 
de CCN2 disminuye la 
supervivencia tras la infusión de 
Ang II. Se trataron ratones 
Control y CCN2-KO con Ang II 
durante 15 días, tiempo tras el 
cual se evaluó la supervivencia 
(Curva Kaplan-Meier). N = 9 – 12. 
* p <0,05 incrementado vs. 
Control.  
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Una vez confirmada la formación de AAs en el modelo estudiado y para caracterizar 

más detalladamente su proceso de formación y evolución, se realizaron varios modelos 

adicionales en los que los animales fueron monitorizados a diferentes tiempos. Por un lado, se 

realizó un estudio de IRM de los 4 grupos, en el que se tomaron medidas de una sección de 1 

cm de la aorta, empezando desde la bifurcación de la arteria mesentérica superior, en días 

alternos durante 5 días. Conjuntamente, se tomaron las imágenes de la sección longitudinal 

aórtica, para así obtener una imagen general de la zona de formación de los AAs (Figura 18). A 

día 0, las aortas de los ratones CCN2-KO mostraron un incremento significativo tanto del área 

total del vaso como del área del lumen en comparación con los ratones Control. Por otro lado, 

tras 48 horas de administración de Ang II, tanto el área total como el área del lumen aórtico se 

encontraban aún más aumentadas en los ratones CCN2-KO, mientras que transcurridas 96 

horas el incremento del área total del vaso era aún más exacerbado, pero existía una 

reducción irregular del lumen aórtico (Figura 18), lo cual se podía corresponder con la 

formación de AAs.  

Posteriormente, y para confirmar los resultados observados en la IRM mediante otra 

técnica, en otro modelo adicional se evaluó el diámetro aórtico mediante ecografías por 

ultrasonidos en diferentes puntos de la aorta y a diferentes tiempos durante los 15 días de 

administración de Ang II. Acorde con los resultados obtenidos mediante IRM, las medidas 

obtenidas por ecografía confirmaron, en primer lugar, que la deleción de Ccn2 aumentaba 

significativamente el diámetro de la aorta abdominal (AbA) en comparación con el grupo 

Control (Figura 19). En segundo lugar, se corroboró también que la infusión sistémica de Ang 

II, aumentaba el diámetro de la aorta torácica descendente (TDsA) en los ratones CCN2-KO de 

Figura 17.- La deleción de CCN2 aumenta el desarrollo de AAs y su consiguiente rotura es la 
causa del descenso en la supervivencia. (A) Imágenes representativas de las aortas de los ratones 
que se usaron en el modelo experimental en las que se observa el desarrollo de aneurismas 
toracoabdominales en el grupo CCN2-KO + Ang II. (B) Porcentaje de aparición de AAs por grupo, 
mostrando un 92% en el grupo CCN2-KO + Ang II, un 30% en los ratones CCN2-KO y un 8% en 
ratones Control + Ang II. Los datos se representan como la media ± SEM. * p <0,05 incrementados vs. 
control. † p <0,05 disminuido vs. Control. ‡ p <0,05 vs. CCN2-KO. 
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manera significativa y que, además, exacerbaba el incremento del diámetro aórtico ya 

observado en ausencia de CCN2 en la región abdominal (Figura 19). Estos resultados 

demostraron que la ausencia de CCN2 por sí misma induce un aumento en el diámetro de la 

pared aórtica y que la administración de Ang II exacerba este incremento dando lugar a la 

formación de aneurismas toracoabdominales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- La deficiencia de CCN2 induce la formación temprana de AAs en ratones en infundidos 
con Ang II. La IRM permitió analizar el curso temporal en la formación temprana (48h-96h) de AAs en 
ratones CCN2-KO tratados con Ang II. Los estudios se realizaron en una sección de 1 cm de la aorta 
comenzando en la arteria mesentérica superior (AMS). A) Imágenes representativas de IMR de los distintos 
grupos de estudio. B) Cuantificación a tiempo 0h, 48h y 96h del área total máxima y del área de lumen 
mínimo de las imágenes de aortas tomadas por IRM. N = 5 – 10. Los datos se muestran como media ± 
SEM. * p <0,05 incrementado vs. Control; # p <0,05 disminuido vs. Control. 
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Figura 19.- La deficiencia de CCN2 predispone a la formación de aneurismas toracoabdominales en 
ratones en respuesta a la administración de Ang II. Las imágenes in vivo de ultrasonidos se tomaron a día 
0 (día en que se implantó la minibomba de Ang II) y a día 15 (punto final del modelo). Se tomaron imágenes a 
diferentes niveles: arco aórtico, o aorta torácica ascendente (TAsA), aorta torácica descendente (TAsD) y 
aorta abdominal (AbA); tal y como se expone en A). Se cuantificaron los diámetros máximos a día 0 (B) y día 
15(C). Las líneas de puntos rojas y amarillas delimitan el área del lumen y el diámetro aórtico respectivamente 
(N  = 5 por grupo). Los datos se muestran en un diagrama de cajas, representando el valor mediano y el 
rango intercuartílico. * p <0,05 vs. Control. 
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La ausencia de CCN2 disminuye la presión arterial sistólica, pero no modifica la hipertensión 

inducida por la administración sistémica de Ang II 

Con el fin de evaluar más en profundidad los cambios funcionales producidos por la 

deleción de CCN2 en la aorta, se determinó la presión arterial sistólica en los diferentes grupos 

de estudio. La administración de Ang II produjo un aumento de la presión arterial sistólica tras 

15 días de estudio, el cual fue similar en todos los animales, independientemente de la 

presencia o la ausencia del gen de CCN2. Por el contrario, los ratones deficientes en CCN2 

mostraron un ligero descenso significativo en la presión arterial sistólica en comparación con el 

grupo Control, hecho que fue observado desde el momento en que se comenzaron las 

medidas de presión (día 0) (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La deficiencia adquirida de CCN2 altera la elasticidad y la función vascular 

Buscando una posible explicación para la bajada en la presión arterial observada en los 

ratones CCN2-KO, se decidió evaluar si este hecho podría estar relacionado con cambios en la 

rigidez de la aorta, para lo que cual se realizaron estudios de tensión-extensión ex vivo en 

segmentos aórticos de la región torácica de ratones Control y de ratones CCN2-KO. Con este 

estudio, se comprobó que los segmentos que provenían de ratones CCN2-KO presentaban una 

mayor elasticidad en comparación con los ratones Control, visto como un incremento en el 

parámetro 1/pendiente de la curva, así como en el desplazamiento a la izquierda en la 

distancia que ocupa la curva de tensión-extensión, en la que la distancia recorrida por el 

micrómetro se representa en el eje X y la fuerza ejercida por el segmento en el eje Y (Figura 

21). En base a estos resultados, se puede inferir que los cambios en la rigidez aórtica 

generados por la ausencia de CCN2 podrían estar influyendo en la bajada de la presión arterial 

sistólica registrada en los ratones CCN2-KO.   

Figura 20.- Diagrama de cajas representando la evolución temporal de las medidas de presión 
arterial sistólica del modelo experimental desde la primera inyección de tamoxifeno (Día -21) hasta 
punto final (Día 15). Los datos se muestran en diagramas de cajas, representando el valor mediano y el 
rango intercuartílico (N = 8 - 13 ratones por grupo). *p <0,05 incrementado vs. Control; # p <0,05 
disminuido vs. Control. 
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Posteriormente, se evaluó el impacto de la deficiencia adquirida de CCN2 en la función 

vascular aórtica mediante estudios de reactividad vascular, utilizando para ello un miógrafo de 

tensión. En cuanto a la respuesta vasoconstrictora inducida por Phe, los segmentos aórticos de 

los ratones CCN2-KO mostraron un aumento en la respuesta cuando se compararon con los 

animales del grupo Control, reflejando unos valores similares a los observados en el grupo 

Control + Ang II. Por otro lado, los segmentos de los animales CCN2-KO + Ang II presentaron 

una respuesta vasoconstrictora aun mayor, aunque las diferencias solo fueron significativas 

con respecto a los valores obtenidos en los animales Control (Figura 22A). Por otro lado, en lo 

que respecta a la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio inducida por Ach, la 

deleción de Ccn2 mostró unos resultados similares a los observados en el grupo Control 

(Figura 22B). Sin embargo, la disfunción endotelial inducida por la Ang II, reflejada por una 

disminución en la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, sí que se observó 

significativamente agravada en ausencia de CCN2 (Figura 22B). Estos resultados sugieren que 

la deleción de Ccn2 también induce cambios en la función vascular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.- Representación gráficas de las medidas de elasticidad de los segmentos aórticos. 
La ausencia de CCN2 altera la elasticidad en aortas de ratón. (A) Elasticidad de segmentos 
aórticos de ratones Control y CCN2-KO, viendo cómo estos últimos tienen un desplazamiento a la 
derecha, lo cual implica un aumento en la elasticidad. (B) Parámetro 1/pendiente. Los datos se 
expresan como media ± SEM (N = 5 - 8 ratones por grupo). * p <0,05 incrementado vs. Control y # p 
<0,05 disminuido vs. Control. 

Figura 22.- Graficas de función vascular del modelo experimental de deleción de Ccn2. (A) 
Medidas de contracción en respuesta a concentraciones crecientes de fenilefrina (Phe) (A) y de 
relajación vascular dependiente de endotelio en respuesta a concentraciones crecientes de 
acetilcolina (Ach) (B) de los distintos grupos del modelo experimental. Los datos se expresan como 
media ± SEM (N = 5 - 8 ratones por grupo). * p <0,05 vs. Control. † p <0.05 vs. Control + Ang II. ‡ p 
<0.05 vs. CCN2-KO. 
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La deleción de CCN2 reduce la migración y la proliferación de las CMLVs en cultivo 

 Con el fin de ahondar en los posibles mecanismos y/o respuestas alteradas por la 

ausencia de CCN2 en la pared aórtica, se realizaron diversos experimentos in vitro utilizando 

cultivos primarios de CMLVs provenientes de aortas de ratones CCN2flox/floxROSA26-ERT/Cre. 

De este modo, se llevó a cabo una batería de experimentos para evaluar si la deleción de Ccn2 

tenía efectos en las respuestas de proliferación y migración de las CMLVs. Para ello, las células 

obtenidas se dividieron en dos subgrupos: células tratadas con 4-hidroxitamoxifeno, forma 

activa del tamoxifeno y que, por tanto, deleciona el Ccn2 en las CMLVs (CMLVs-CCN2-KO), y 

células cultivadas con el vehículo de resuspensión del 4-hidroxitamoxifeno (metanol, CMLVs 

control). En primer lugar, mediante RT-qPCR, se confirmó que la expresión de Ccn2 era 

prácticamente nula en las CMLVs-CCN2-KO (Figura 23A). Una vez comprobado esto, se 

desarrollaron ensayos de cierre de herida y de migración con transwells. Los resultados 

evidenciaron un descenso significativo en la capacidad proliferativa de las CMLVs-CCN2-KO, las 

cuales mostraron un porcentaje menor de cierre de herida a las 24h en comparación con las 

CMLVs control (Figura 23B-C). De igual manera, los experimentos de migración mostraron un 

descenso en la migración de las CMLVs-CCN2-KO en respuesta a Ang II en comparación con las 

células control (Figura 23D).  

 

La deficiencia adquirida de CCN2 induce roturas en las capas elásticas de la aorta  

 Para seguir profundizando en el impacto de la deficiencia de CCN2 en la estructura 

aórtica en condiciones normales y en condiciones patológicas, se llevaron a cabo distintas 

evaluaciones histológicas en las aortas de los diferentes grupos.  

 Por un lado, el análisis visual de la tinción histológica de hematoxilina-eosina no reflejó 

cambios aparentes en la estructura aortica entre los ratones CCN2-KO y el grupo Control, 

aunque sirvió para determinar la estructura de los AAs que se generan tras la infusión de Ang II 

en los ratones deficientes en CCN2 (Figura 24A). De manera complementaria, la tinción 

histológica de Van Gieson reveló ciertas áreas donde había roturas en las fibras elásticas de la 

pared aórtica en los ratones CCN2-KO, las cuales estaban presentes de una manera mucho más 

abundante en los AAs del grupo CCN2-KO + Ang II. Además, en las aortas de este último grupo, 

se pudieron apreciar zonas con las capas de elastina mucho más finas o, incluso, la ausencia de 

estas en algunas regiones (Figura 24B, flechas). Conjuntamente, ambas tinciones sirvieron 

para demostrar que los AAs que se formaban estaban caracterizados por una pérdida de las 

fibras elásticas del vaso y cursaban con una extravasación de eritrocitos a las capas más 

externas de CMLVs, formando una estructura similar a la de un neolumen. 

 Para estudiar de manera más exhaustiva y poder confirmar las anormalidades 

observadas en las fibras elásticas mediante histología, se llevó a cabo un estudio de 

ultraestructura por MET de la aorta. Mediante esta técnica, se observó cómo las láminas 

elásticas de las aortas provenientes de los ratones Control eran continuas y consistentes, 

mientras que las provenientes de los ratones CCN2-KO mostraban una anchura variable, una 

arquitectura aparentemente más débil y, en algunos casos, zonas donde las láminas estaban 

rotas (Figura 24C). En su conjunto, estos resultados sugieren que las alteraciones de la 

estructura aórtica generadas por la ausencia de CCN2 podrían ser, en parte, culpables del 

incremento en la susceptibilidad a la formación de AAs inducidos por la administración de Ang 

II. 
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Figura 23.- La deleción de Ccn2 disminuye la función celular en términos de migración y 
proliferación. (A) Niveles de ARNm de Ccn2 para confirmar la deleción efectiva in vitro. (B) Cuantificación 
del porcentaje en el cierre de herida representado mediante un diagrama de cajas (mediana y rango 
intercuartílico) y (C) sus respectivas imágenes representativas. (D) Imágenes representativas de la 
migración celular en transwells utilizando como estímulo migratorio Ang II, junto con (E) su cuantificación 
mediante el número de células migradas por campo, representando media ± SEM de 4 experimentos 
independientes. * p <0,05 vs. Control. † p <0.05 vs. Control + Ang II. ‡ p <0.05 vs. CCN2-KO. 
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Figura 24.-  Imágenes representativas de las técnicas histológicas mostrando que la deficiencia 
adquirida de CCN2 promueve cambios en la estructura aórtica y la composición y continuidad de 
las fibras elásticas en respuesta a Ang II. (A) Tinción de HE con objetivos de 10X y 40X (NOTA: 
considerando el tamaño del aneurisma, se incluye una imagen a 4X del grupo CCN2-KO + Ang II). Los 
aneurismas se caracterizan por la rotura de las láminas elásticas, disección de la pared aórtica y 
extravasación de eritrocitos a la lámina media. (B) Tinción de Van Gieson, observándose zonas de rotura 
en láminas elásticas en ratones CCN2-KO con y sin Ang II (flechas negras). (C)  MET al aumento 2000X, 
marcando las fibras elásticas (EL) y la disrupción de estas en ausencia de CCN2 (incluyendo aumento 
15000X). Las barras de escala son 100µm al objetivo 10X y 20µm al objetivo 40X en histología, mientras 
que en MET sería 10µm a 2000X y 1µm a 15000X. 
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La ausencia inducida de CCN2 provoca un patrón alterado de la expresión proteica en la 

aorta 

 Para evaluar si las alteraciones observadas en los estudios histológicos de las aortas de 

los ratones CCN2-KO se veían reflejados también en cambios a nivel proteico, se llevó a cabo 

un estudio para determinar los niveles de expresión de 17 proteínas relacionadas con la matriz 

extracelular (MEC) y el estado de las CMLVs. Para ello, se realizó una espectrometría de masas 

por MRM. Una vez obtenidos los valores de estas proteínas, se hicieron diferentes 

comparaciones entre los grupos Control vs. CCN2-KO y Control vs. Control + Ang II. En este 

análisis, CCN2 fue detectado en las aortas de los ratones Control (Tabla 2), mientras que en las 

aortas de los ratones CCN2-KO, sus niveles disminuyeron significativamente, demostrando la 

eficacia de la deleción inducida por tamoxifeno también a nivel proteico. En cuanto a la 

expresión diferencial del resto de proteínas, la comparación entre el grupo CCN2-KO y el grupo 

Control reflejó que los niveles de ACTA2 estaban también significativamente disminuidos en 

ausencia de CCN2, mientras que la expresión de la cadena pesada de miosina 9 (MHY9) 

aumentaba en, sugiriendo que la regulación de la expresión de estas proteínas está mediada, 

al menos en parte, por CCN2 (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Tablas 2.- Panel de proteínas relacionadas con la matriz extracelular (MEC) previamente 
descritas como alteradas en modelos de desarrollo de aneurismas. 
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En lo que respecta a la respuesta a la administración de Ang II en animales Control, 

dentro del panel de proteínas estudiado, CCN2 fue la proteína que mostró una expresión más 

aumentada (2,36 fold), lo cual estaría reforzando la importancia del rol que desempeña CCN2 

en la respuesta vascular mediada por Ang II y, por ende, en la respuesta adaptativa y 

protectora tras la infusión de Ang II. 

 

La deficiencia adquirida de CCN2 aumenta la actividad metaloproteinasa en la aorta 

 Teniendo en cuenta el papel crucial que tienen las MMPs en la formación y rotura de 

los aneurismas en numerosos modelos experimentales, el siguiente paso fue evaluar si la 

deleción de Ccn2 desregulaba los niveles de MMPs y/o su actividad en la pared aórtica. Para 

ello, se llevó a cabo una zimografía en gel usando lisados de proteína de las aortas completas 

de los ratones. Los resultados obtenidos de este análisis mostraron que la actividad de dos de 

las MMPs más importantes en el desarrollo de aneurismas, MMP-2 y MMP-9, era 

significativamente mayor en los ratones CCN2-KO en comparación con el grupo Control (Figura 

25A). Sumado a ello, la actividad de ambos tipos de MMPs se encontró también aumentada 

tanto en el grupo Control + Ang II como en el grupo CCN2-KO + Ang II (Figura 25A).  

 Para complementar los análisis de actividad de las MMPs, mediante WB se analizó la 

cantidad relativa de MMP-8, tanto en su isoforma latente como en su forma activa. De igual 

manera que en la zimografía en gel, se observó que, en el grupo CCN2-KO, la concentración 

relativa de MMP-8 aumentaba significativamente, efecto que se encontró aún más exacerbado 

en el grupo CCN2-KO + Ang II (Figura 25B). 

 Finalmente, se llevó a cabo también una zimografía in situ en secciones de la aorta 

torácica descendente de los ratones para intentar localizar las zonas concretas de la aorta en 

las que se estaba produciendo el incremento de la actividad metaloproteinasa. En las 

secciones aórticas de los ratones Control sólo se detectó una actividad MMP residual, mientras 

que en las secciones de los grupos Control + Ang II y CCN2-KO se observó un incremento local 

de la actividad de las MMPs entre las capas elásticas. Este aumento se encontraba más 

pronunciado aún en las regiones aneurismáticas del grupo CCN2-KO + Ang II (Figura 25C).  
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Figura 25.- La deleción de Ccn2 incrementa las metaloproteinasas de matriz (MMPs) vasculares. La 
actividad o niveles de MMP se evaluaron en lisados de proteínas totales de aorta. (A) Imágenes 
representativas de zimografía en gel y su cuantificación, y (B) western blot de MMP-8 junto con su 
cuantificación, en las que se muestra un aumento de las actividades de MMP-2 y -9 y los niveles proteicos 
de MMP-8 en aortas de ratones CCN2-KO con y sin Ang II. (C) Evaluación de la actividad MMP in situ en 
aortas preservadas en parafina sometidas a una incubación con el sustrato fluoróforo DQ-Gelatin. Las 
aortas CCN2-KO y Control + Ang II muestran una intensidad de fluorescencia similar, observada 
fundamentalmente entre las láminas elásticas, mientras que se observa un aumento abrupto de la señal de 
fluorescencia en el grupo CCN2-KO + Ang II. N = 5 - 10 ratones por grupo. Los datos se muestran como 
media ± SEM. * p <0,05 vs Control. 
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OBJETIVO 2.- Determinar si la administración sistémica del CCN2(IV) recombinante modifica 

los efectos observados por la deleción génica de CCN2 en el modelo de daño vascular. 

La administración del fragmento C-terminal de CCN2 recombinante no previene la formación 

de AAs inducida por la infusión sistémica de Ang II en los ratones CCN2-KO 

 Para evaluar si la administración previa y mantenida del CCN2(IV) podía prevenir o 

reducir la formación de AAs inducida por Ang II en los ratones deficientes en CCN2, se realizó 

un nuevo modelo experimental en el que a un grupo de ratones se les administró este péptido 

de manera sistémica desde el día previo a la primera inyección con tamoxifeno y hasta el final 

del estudio. Una vez administradas las 4 dosis de tamoxifeno y transcurridos los 15 días de 

lavado de tamoxifeno, este grupo de ratones CCN2-KO+CCN2(IV) fue infundido también con 

Ang II (CCN2-KO+CCN2(IV) + Ang II). Transcurridos 15 días desde la administración de Ang II, se 

comprobó que la infusión sistémica y continua de CCN2-IV no protegía de la formación de AAs 

ni del aumento en la mortalidad observada en los ratones CCN2-KO + Ang II (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26.- Evaluación de supervivencia e incidencia de AAs tras la administración exógena 
de CCN2(IV) en ratones CCN2-KO tratados con Ang II. (A) Curva Kaplan-Meier del modelo de 
administración sistémica preventiva de CCN2(IV) y (B) porcentaje de desarrollo de aneurismas. 
Los datos se muestran como media ± SEM. N = 8 – 12. * p <0,05 vs. Control. ‡ p <0.05 vs. CCN2-
KO. 
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OBJETIVO 3.- Realizar una transcriptómica de las aortas del modelo experimental de daño 

vascular para analizar los potenciales mecanismos implicados en los efectos observados. 

La deficiencia adquirida de CCN2 modifica el patrón de expresión génica inducido por Ang II 

en la aorta 

 Para estudiar el potencial efecto generado por la deficiencia de CCN2 en el patrón de 

expresión génica de la aorta, tanto en condiciones fisiológicas como en respuesta al daño 

inducido por Ang II, se llevó a cabo un estudio ARNsec en las aortas de los diferentes grupos. 

Con los datos obtenidos en la secuenciación, se realizó, en primer lugar, un mapa de calor en 

dos dimensiones en el que se pudo apreciar una clara separación en el patrón de expresión 

génica de los ratones del grupo CCN2-KO + Ang II en comparación con los otros tres grupos de 

estudio (Figura 27). Por otro lado, los grupos CCN2-KO y Control + Ang II también mostraron 

diferencias en el patrón de expresión génica en comparación con el grupo Control (Tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Posteriormente, se realizó un análisis de ontología génica (GO; del inglés Gene 

Ontology), utilizando los 101 genes que mostraron una desregulación mayor en la comparativa 

entre el grupo Control + Ang II vs. el grupo Control (Tabla 3).  

 

 

 

 

Figura 27.-  Diagrama del mapa de calor mostrando en cada columna el pool de ARNm de entre 8-
10 aortas por cada grupo de ratones.  
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En cuanto al papel que ejercen estos 101 genes en los procesos biológicos (PB), se 

pudieron identificar los procesos de ensamblamiento de miofibrilina, el sistema inmune, la 

contracción muscular y la contracción del músculo esquelético como los términos GO 

estadísticamente más enriquecidos. En el caso de su localización en los componentes celulares 

(CC), el análisis mostró que los términos más enriquecidos fueron el complejo de hemoglobina, 

miofibrilina, discos Z, complejo de troponina y el espacio extracelular. Finalmente, en lo que 

respecta a la función molecular (FM) de estos genes, los términos más enriquecidos fueron la 

Tabla 3.-  Listado de genes más desregulados por Ang II. La tabla muestra 101 genes 
desregulados en el análisis comparativo entre los grupos Control y Control + Ang II (Valor Q < 
0,5; N-fold < 0,6) usados para desarrollar el análisis de los términos de ontología genética 
posterior.  
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actividad de transporte de oxígeno, la unión FATZ (del inglés Filamin-, α-Actinin-, and 

Telethonin-binding protein of the Z-disk), la unión del receptor tipo Toll (TLR) 4  y la unión de 

actina. 

Para evaluar las posibles diferencias en el patrón de expresión génica en respuesta a Ang II 

generado por la deleción de Ccn2, se realizó una nueva comparativa entre los grupos Control + 

Ang II y CCN2-KO + Ang II. De este modo, los 101 genes más desregulados en el grupo Control + 

Ang II (Tabla 4) estudiados anteriormente se subdividieron en 4 conjuntos de genes de 

acuerdo a sus diferentes patrones de expresión en el grupo CCN2-KO + Ang II (Tabla 4):  

 Lista 1) genes que aumentaban en el grupo Control + Ang II pero no en el grupo CCN2+ 

Ang II. 

 Lista 2) genes que disminuían en el grupo Control + Ang II pero no el grupo CCN2+ Ang 

II. 

 Lista 3) genes que disminuían en el grupo Control + Ang II y lo hacían aún más en el 

grupo CCN2+ Ang II. 

 Lista 4) genes que aumentaban en el grupo Control + Ang II y lo hacían aún más en el 

grupo CCN2+ Ang II. 

 

Una vez subdivididos, se realizó un análisis de los términos GO para cada uno de estos 

subgrupos de genes.  

 En lo que respecta al análisis de los genes aumentados en el grupo Control+ Ang II 

pero que no aumentaban en el grupo CCN2-KO + Ang II (Lista 1; 29 genes), los PB más 

enriquecidos estaban fundamentalmente relacionados con la regulación de la contracción 

muscular y el ensamblamiento de la miofibrilina (Tabla 5). Por otro lado, en el análisis de los 

términos GO para aquellos genes aumentados por Ang II y que aumentaban más aún en 

ausencia de CCN2 (Lista 4; 16 genes), los PB más enriquecidos se encontraban relacionados 

con procesos inflamatorios (Tabla 6). Finalmente, el análisis GO de los genes pertenecientes a 

las listas 2 y 3 no mostró diferencias significativas para ningún término GO. 
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Tabla 4.-  Genes de la Tabla 3 separados de acuerdo a sus diferentes niveles con respecto al grupo 
CCN2-KO + Ang II. 



R
ESU

LTA
D

O
S: O

b
je

tivo
 3

_
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

_
_

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
 

A
n

to
n

io
 Te

jera M
u

ñ
o

z 
 

 
 

 
 

 
 

7
2

 | P
á

g
in

a
 

 

                   

Tabla 5.- Análisis de enriquecim
iento de térm

inos G
O

 usando los 29 genes aum
entados por Ang II en anim

ales C
ontrol, pero no en el C

C
N

2-KO
. Sólo térm

inos con 
valor p < 0,05 ajustado por el procedim

iento de Benjam
ini se han incluido. 
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                  Tabla 6.- Análisis de enriquecim
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2-KO
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inos con valor 

p < 0,05 ajustado por el procedim
iento de Benjam

ini se han incluido. 
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La deficiencia adquirida de CCN2 altera el patrón de expresión génica a nivel aórtico 

 Adicionalmente a los estudios de los patrones de expresión génica producidos en las 

aortas en respuesta a Ang II, se realizó un análisis GO usando los 67 genes obtenidos en el 

ARNsec cuya expresión mostró diferencias significativas al comparar el grupo CCN2-KO vs. el 

grupo Control, independientemente de la infusión de Ang II (Tabla 7). Los resultados de la 

categoría PB mostraron como términos más enriquecidos la síntesis de la hormona esteroidea 

C21, los procesos biosintéticos, el metabolismo del colesterol, la biosíntesis esteroidea, el 

metabolismo esteroideo y la biosíntesis de aldosterona. Por su parte los términos CC más 

enriquecidos fueron la región extracelular, el espacio extracelular, la secreción granular y la 

cresta mitocondrial. Finalmente, los términos que presentaron un mayor enriquecimiento en 

la FM fueron la unión al TLR4, la unión a proteínas Scaffold, la unión al ion de hierro y la 

actividad oxidorreductasa (Tabla 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7.-  Listado de los genes más desrregulados por la deleción de CCN2. La 
tabla muestra 67 genes diferencialmente expresados en el análisis comparativo 
entre los grupos Control y CCN2-KO (Valor-Q < 0,5; N-fold > 0.6) usados para llevar 
a cabo el análisis de enriquecimiento de procesos de ontología genética (GO). 
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Tabla 8.- Análisis de enriquecim
iento de térm

inos G
O

 usando 67 genes diferencialm
ente expresados entre los grupos C

ontrol y C
C

N
2-KO

. Sólo térm
inos 

con valor p <0,05 ajustado por el procedim
iento de Benjam

ini se han incluido. 
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Una vez realizado este análisis, los niveles de expresión de algunos de los genes de la 

tabla 7 que fueron considerados de especial interés, se evaluaron mediante RT-qPCR: S100a8, 

S100a9, SPP1, Saa3 y Ccl8, confirmando también mediante esta técnica que existía una mayor 

expresión de estos genes en a nivel aórtico en el grupo de ratones CCN2-KO en comparación 

con los animales del grupo Control (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.- Validación de los genes seleccionados del ARNsec mediante RT-qPCR. Los datos 
se muestran como media ± SEM. * p < 0.05 vs. Control. 

 



RESULTADOS: Objetivo 4AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA_____________________________________ 

Antonio Tejera Muñoz  77 | P á g i n a  
 

OBJETIVO 4.- Estudiar si el bloqueo farmacológico de alguno de los potenciales mecanismos 

encontrados en el análisis transcriptómico presenta efectos beneficiosos en el modelo 

preclínico de daño vascular utilizado. 

El bloqueo del MR redujo la formación de AAs inducida por la infusión de Ang II en un 

contexto de ausencia de CCN2 

 Debido a que la biosíntesis de aldosterona fue uno de los términos de los PB más 

enriquecidos en el análisis GO de los genes significativamente más desregulados en la 

comparativa entre las aortas del grupo CCN2-KO y del grupo Control (Tabla 8), y teniendo en 

cuenta la estrecha relación entre la aldosterona, la Ang II y la formación de AA, se decidió 

comprobar si el bloqueo del MR podía interferir en los efectos observados en el modelo de 

estudio. Para llevar a cabo este propósito, un grupo de ratones CCN2-KO + Ang II fue tratado 

preventivamente con SP (CCN2-KO + Ang II + SP). De este modo, se comprobó cómo la 

administración preventiva de SP generaba una tendencia estadísticamente no significativa a 

disminuir la formación de AAs, pasando del 92% en los ratones CCN2-KO + Ang II al 60% en el 

grupo CCN2-KO + Ang II + SP (Figura 29A). En concordancia con estos datos, el tratamiento 

preventivo con SP también generó una tendencia estadísticamente no significativa a disminuir 

la mortalidad asociada en el grupo CCN2-KO + Ang II + SP (Figura 29B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, estos efectos se produjeron sin alterar la subida de la presión arterial 

generada por la administración de Ang II en los ratones deficientes en CCN2, de tal forma que 

los ratones del grupo CCN2-KO + Ang II + SP mostraron un aumento de la presión arterial 

similar al observado en el resto de grupos tratados con Ang II (Figura 30).  

 

 

 

 

Figura 29.- Evaluación de la supervivencia e incidencia de AAs en el modelo de 
administración preventiva de SP en ratones CCN2-KO tratados con Ang II. (A) Curva de 
supervivencia Kaplan-Meier. (B) Incidencia de AAs. N = 9 – 13. * p <0.05 vs. Control. ‡ p <0.05 vs. 
CCN2-KO. 
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 En esta misma línea, el análisis por zimografía en gel reflejó que la actividad de MMP-2 

y MMP-9 también disminuía en los ratones CCN2-KO + Ang II + SP en comparación con el grupo 

CCN2-KO + Ang II (Figura 31A). De igual manera, se observó que el tratamiento preventivo con 

SP mejoraba las respuestas vasodilatadoras y vasoconstrictoras aórticas con respecto a las 

observadas en el grupo CCN2-KO + Ang II, mostrando unos valores más similares a los 

encontrados en los ratones Control (Figura 31B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30.- Diagramas de cajas representando la evolución temporal de las medidas de 
presión arterial en el modelo de administración sistémica de SP en ratones CCN2-KO + Ang 
II. N = 8 - 10 por grupo. Los datos se expresan como media ± SEM. * p <0.05 incrementado vs. 
Control. # p <0.05 disminuido vs. Control.  

Figura 31.- El bloqueo del 
MR previene el incremento 
exacerbado de la actividad 
metaloproteinasa y los 
cambios en la función 
vascular ocasionados por el 
tratamiento con Ang II en 
ratones. (A) Imágenes 
representativas de zimografía 
en gel y su cuantificación. (B) 
Medidas de contracción en 
respuesta a concentraciones 
crecientes de Phe de los 
distintos grupos del modelo 
experimental. (C) Medidas de 
relajación vascular 
dependiente de endotelio en 
respuesta a concentraciones 
crecientes de Ach de los 
distintos grupos del modelo 
experimental. N = 8 - 10. Los 
datos se expresan como 
media ± SEM. * p <0.05 
incrementado vs. Control. # p 
<0,05 disminuido vs. Control. 
‡ p <0,05 vs. CCN2-KO. ∥ p 
<0,05 vs. CCN2-KO + Ang II. 
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OBJETIVO 5. Evaluar el efecto del tratamiento con CCN2(IV) recombinante en la activación y 

la expresión de los componentes de la vía de TGF-β en CMLVs de aorta de ratón in vitro. 

 Considerando el papel principal que ejerce la ruta de TGF-β en el desarrollo y la 

progresión de los AA, y teniendo en cuenta la estrecha relación entre este factor y CCN2, se 

quiso determinar si CCN2 podría estar modulando directamente la ruta de TGF-β.  Para ello, en 

primer lugar, se analizaron los niveles de los receptores de TGF-β (TGFβR1 y TGFβR2) in vitro, 

tanto en condiciones basales como tras la estimulación con CCN2(IV), utilizando la línea celular 

MOVAS. A nivel proteico, los resultados de los WB realizados reflejaron que las dos dosis de 

CCN2(IV) utilizadas (50 y 100 ng/ml) aumentaban significativamente los niveles proteicos de 

TGFβR2 tras 48 horas de tratamiento en comparación con los niveles observados en las células 

en condiciones basales, mientras que la estimulación con TGF-β (1 ng/mL) los disminuía 

drásticamente (Figura 32A). Por el contrario, ni la estimulación con CCN2(IV) ni con TGF-β 

modificaron la expresión proteica de TGFβR1 (Figura 32C). En cuanto al análisis de la expresión 

génica de Tgfβr1 y Tgfβr2, los datos obtenidos por RT-qPCR fueron similares, de tal manera 

que el tratamiento con CCN2(IV) (50 y 100 ng/mL) durante 48h, aumentaba la expresión del 

gen de TGFβRII en las CMLVs en comparación con las células en estado basal, mientras que el 

tratamiento con TGF-β (1 ng/mL) disminuía la expresión de este receptor significativamente 

(Figura 32C). Del mismo modo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de 

ARNm de TGFβR1 ni de TGF-β en las CMLVs tratadas con CCN2(IV) o con TGF-β con respecto a 

las CMLVs en estado basal (Figura 32D y E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32.- Los niveles 
proteicos y génicos de 
TGFβRII se incrementan tras 
el estímulo de CCN2(IV) en 
CMLVs in vitro. Las CMLVs 
incubadas con CCN2(IV) 
muestran un incremento en los 
niveles proteicos de TGFβRII a 
las dosis de 50ng/mL y 
100ng/mL tras 48 horas de 
tratamiento, mientras que el 
estímulo de TGF-β disminuye 
los niveles de esta misma 
proteína en comparación con 
las CMLVs no tratadas (basal) 
(A). Los niveles proteicos de 
TGFβRI, sin embargo, no se 
modifican con ninguno de los 
dos tratamientos (B). Tras 48 
horas de tratamiento, 
CCN2(IV) incrementa el ARNm 
TgfβrII (C), pero no modifica 
los niveles de TgfβrI (D) o Tgfβ 
(E), mientras que la 
estimulación con TGF-β 
disminuye TgfβrII y no 
modifica TgfβrI ni Tgfβ. Los 
datos se presentan como 
media ± SEM de 4 
experimentos independientes. 
* p <0,05 aumentado vs. 
Basal; † p <0,05 disminuido 
vs. Basal.  
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CCN2 aumenta la activación de la ruta de las SMAD en CMLVs de aorta de ratón in vitro 

 Para estudiar si CCN2(IV) podía activar directamente la vía canónica de activación 

inducida por TGF-β, la ruta SMAD; se analizó el estado de fosforilación de las proteínas 

efectoras SMAD2 y SMAD3 en CMLVs estimuladas con CCN2(IV) in vitro. Los resultados 

mostraron que la estimulación con CCN2(IV) a 50ng/ml inducía la activación de la vía SMAD a 

tiempos cortos, lo cual se veía reflejado por un incremento en la fosforilación de SMAD3 (p-

SMAD3) (Figura 33A) y SMAD2 (p-SMAD2) (Figura 33B), siendo significativo este aumento 

después de 10, 15 y 20 minutos de estimulación. Además, mediante técnicas de 

inmunofluorescencia, se observó una translocación de p-SMAD2 y SMAD4 al núcleo de las 

CMLVs tras 10 y 20 minutos de estimulación con CCN2(IV), confirmando por tanto la activación 

de la vía SMAD inducida por CCN2(IV) (Figura 33C-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33.- CCN2(IV) promueve la activación de la vía de las SMAD por la fosforilación de SMAD2 y 
SMAD3 in vitro. CCN2(IV) a la dosis de 50ng/mL induce la activación de SMAD3 (A) y SMAD2 (B) en 
CMLVs a tiempos cortos (5-20 minutos) medido mediante la cuantificación de p-SMAD3 y p-SMAD2 
respectivamente. Estos resultados concuerdan con el incremento de translocación nuclear de p-SMAD2 
(C) y SMAD4 (D) tras 10 y 20 minutos de tratamiento con CCN2(IV) en CMLVs. Los datos se representan 
como media ± SEM de 4 experimentos independientes. * p <0,05 incrementado vs. Basal. 
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El aumento en los niveles de TGFβRII inducido por CCN2(IV) es dependiente de la ruta de las 

SMAD y está mediado por la activación del EGFR 

 Para poder determinar si la activación de la ruta de las SMAD era el mecanismo por el 

cual CCN2(IV) aumentaba los niveles de TGFβR2, las CMLVs en cultivo fueron preincubadas 

durante 1 h con un inhibidor de la activación de la ruta SMAD, SIS3, antes de ser tratadas con 

CCN2(IV). De esta manera, se observó que la inhibición de la ruta SMAD prevenía el 

incremento en la expresión proteica de TGFβR2 inducido tras 48 h de estimulación con 

CCN2(IV) a 50ng/ml (Figura 34A). Por otro lado, se determinó que la preincubación de las 

CMLVS con galunisertib, un potente inhibidor de TGFβR1, no prevenía el aumento en los 

niveles de TGFβR2 observados tras 48 h de tratamiento con CCN2(IV) a 50ng/ml (Figura 34B).  

 Finalmente, considerando que CCN2 puede unirse directamente al EGFR e inducir la 

activación de respuestas celulares, se realizaron experimentos en los que las CMLVs fueron 

preincubadas durante 1 h con erlotinib, un inhibidor de la actividad tirosina quinasa del EGFR, 

antes de ser tratadas con CCN2(IV). El análisis de los resultados determinó que la inhibición de 

la activación de EGFR prevenía el aumento de TGFβR2 observado tras la estimulación durante 

48h con CCN2(IV) a 50ng/ml (Figura 34C). Estos resultados, por tanto, sugieren que el aumento 

en los niveles de TGFβR2 inducido por CCN2(IV) estaría mediado por una activación de la ruta 

SMAD dependiente de EGFR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.- CCN2(IV) promueve la expresión de TGFβRII vía EGFR/SMAD de manera independiente 
a TGF-β en CMLVs in vitro. El incremento de la expresión de TGFβRII inducida por CCN2(IV) tras 48 
horas se redujo significativamente en CMLVs preincubadas durante 1 hora con SIS3, un inhibidor 
farmacológico de la vía de las SMAD (A). Sin embargo, 1 hora de preincubación con galunisertib, un 
inhibidor farmacológico de TGFβRI, no previene la sobrexpresión de TGFβRII inducida por CCN2(IV) en 
CMLVs (B). Por otro lado, la preincubación durante 1 hora de las CMLVs con erlotinib, un inhibidor 
farmacológico del EGFR, previno la sobrexpresión de TGFβRII tras 48 horas de estimulación con 
CCN2(IV) (C). Los datos se presentan como media ± SEM de 4 experimentos independientes. * p <0,05 
aumentado vs. Basal; † p <0,05 disminuido vs. Basal.  
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 El papel que juegan las alteraciones genéticas en el desarrollo y la progresión de 

múltiples patologías está cobrando cada día más relevancia, siendo especialmente notorio en 

el contexto de las enfermedades silenciosas, entre las que se encuentran diversas patologías 

cardiovasculares. De esta manera, conocer qué alteraciones genéticas están implicadas en el 

desarrollo de este tipo de enfermedades podría resultar trascendental para comprender el 

funcionamiento de las mismas y, en última instancia, para poder definir dianas terapéuticas 

que permitan diseñar tratamientos más eficaces y personalizados. De este modo, resultan de 

especial interés aquellos factores con gran importancia en el desarrollo embrionario pero que, 

en ausencia de condiciones patológicas, dejan de expresarse en el estado adulto del individuo. 

En base a los conocimientos que existían hasta hace poco, este sería el caso de la proteína 

CCN2, la cual se pensaba que una vez ejercido su papel en el desarrollo embrionario, dejaba de 

expresarse en la mayor parte de los tejidos de los individuos adultos sanos, momento en el 

que su expresión se describía únicamente ligada al desarrollo de diferentes patologías, entre 

las que se incluyen algunas ECVs (274–279). En este sentido, se ha observado un aumento en 

los niveles de CCN2 en diferentes ECVs como el remodelado del ventrículo izquierdo o la 

aterosclerosis (73,255,256,262), aunque a día de hoy el papel que desempeña este factor en el 

desarrollo y la progresión del daño vascular no ha sido clarificado en su totalidad. Sin embargo, 

este rol tradicional atribuido a CCN2 en el que participaba canónicamente como un importante 

factor de desarrollo embrionario y se reexpresaba solo en ciertos contextos patológicos, sobre 

todo profibróticos, como la enfermedad renal o la fibrosis pulmonar (280), ha quedado en 

entredicho gracias a los hallazgos realizados durante los últimos años. De este modo, estudios 

recientes entre los que se encuentra el proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEx) (250), han 

demostrado la expresión de CCN2 en multitud de órganos en estado adulto, destacando su 

presencia en niveles elevados en la aorta, tal y como se puede comprobar en el atlas de 

expresión proteica que se ha generado (ENSG00000118523-CCN2; (251)). En la misma línea, 

los resultados obtenidos en esta tesis confirman la presencia de CCN2 en las aortas de los 

ratones adultos y remarcan la importancia de esta proteína como un componente esencial de 

la MEC que participa de manera crucial en el mantenimiento de la homeostasis vascular. De 

este modo, los resultados expuestos a lo largo de esta tesis han contribuido al cambio en el 

paradigma sobre la expresión y las funciones de CCN2 a nivel vascular, considerándose a día de 

hoy que CCN2 tiene una dualidad funcional, de manera que puede actuar como un factor de 

crecimiento al mismo tiempo que ejerce una importante función estructural y de 

intercomunicación celular al estar embebido en la MEC (280).  Así, los hallazgos de esta tesis, 

arrojan luz al campo de estudio en cuestión, aportando información clave en relación a esta 

dualidad a nivel aórtico al describir, por primera vez, que la ausencia a nivel génico de CCN2 

predispone al desarrollo rápido y fatal de AAs en ratones, los cuales están inducidos 

principalmente por el desbalance de la homeostasis, tanto estructural como mecánica, de la 

aorta, así como por la modificación de la respuesta adaptativa frente a los efectos deletéreos 

inducidos por Ang II.   

Importancia de CCN2 en el mantenimiento de la homeostasis de la pared vascular y en el 

desarrollo de aneurismas aórticos. 

 La hipertensión es un factor de riesgo que participa tanto en el desarrollo como en la 

progresión de multitud de enfermedades cardiovasculares, incluyendo el infarto agudo de 

miocardio, la aterosclerosis o los AAs (98,281,282). En este sentido, la implicación de la 
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hipertensión, derivada habitualmente de la activación del SRAA, en el desarrollo de AAs, está 

ampliamente caracterizada en la literatura, de tal forma que la infusión sistémica de Ang II en 

ratones es uno de los modelos experimentales más utilizados para el estudio de esta patología 

(283). Sin embargo, la administración de Ang II suele combinarse con otra serie de factores, 

como alteraciones genéticas de los ratones y/o tratamientos farmacológicos, debido a la 

resistencia natural que poseen los ratones C57Bl6/J frente a la formación de aneurismas 

inducidos por la infusión de Ang II. Así, la administración de Ang II se ha asociado con la 

formación de AAs abdominales y torácicos en diversos modelos experimentales de ratones 

deficientes en la lipoproteína ApoE (ApoE-/-), o en ratones tratados conjuntamente con un 

anticuerpo neutralizante de TGF-β (284). Curiosamente, en esta tesis se ha confirmado que 

uno de los genes cuya expresión más aumenta a nivel aórtico tras la administración de Ang II 

es Ccn2, incrementando sus valores de forma significativa tras solo un día de infusión (285). 

 No obstante, a pesar de esta relación entre Ang II y CCN2, y de que CCN2 se encuentra 

aumentado en muchas patologías cardiovasculares que cursan con hipertensión (72,286), en el 

presente trabajo se determinó, en primer lugar, que la ausencia de CCN2 inducida en estado 

adulto no modificaba la hipertensión derivada de la administración de Ang II y, en segunda 

instancia, que la ausencia de CCN2, por sí misma, generaba una disminución de la tensión 

arterial sistólica en comparación con los ratones WT. Aunque en un principio este resultado 

podría parecer inesperado, cambios similares en la presión sanguínea se han descrito en 

ratones que presentan modificaciones genéticas en otros componentes de la MEC. De este 

modo, en un modelo experimental de deleción parcial o silenciamiento de la metaloproteinasa 

ADAMTS1, la cual participa activamente en la degradación del colágeno tipo 1 (287), los 

autores observaron un descenso de la presión arterial, así como una dilatación de la pared 

aórtica (288). En esta misma línea, en el presente trabajo se observó un incremento, tanto en 

el área total de la aorta como en el área del lumen, en los ratones CCN2-KO, sugiriendo que la 

ausencia de CCN2 podría generar unas modificaciones estructurales en la aorta similares a las 

inducidas por la ausencia de ADAMTS1. Además, los estudios de función vascular realizados en 

segmentos aórticos ex vivo demostraron que la deleción de CCN2 causa también un aumento 

de la respuesta contráctil y empeora la disfunción endotelial inducida por Ang II. Todos estos 

datos apoyan el papel de CCN2 como elemento esencial de la MEC y, por tanto, como un 

factor fundamental en el mantenimiento de la homeostasis vascular. 

 Estos resultados, aparentemente inesperados en base a la bibliografía previa que 

atribuía un papel deletéreo a CCN2 en edad adulta, se unen a otros trabajos en los que se ha 

demostrado que la modulación de los niveles de CCN2 puede ejercer efectos opuestos 

dependiendo de las condiciones patológicas. En lo que respecta a las patologías 

cardiovasculares, hay estudios que apuntan a CCN2 como un factor protector ya que se ha 

visto que su sobrexpresión a nivel cardiaco reduce la hipertrofia del miocardio en un modelo 

de daño cardiaco por sobrecarga de presión, así como que la administración de CCN2 

recombinante aumenta la tolerancia de los corazones al daño cardiaco generado por isquemia-

reperfusión en ratones (260,261). Por el contrario, existen también resultados donde 

demuestran que el bloqueo de CCN2 en ratones utilizando un anticuerpo monoclonal protege 

el corazón del remodelado adverso y de la disfunción del ventrículo izquierdo generados por 

un modelo de daño cardiaco por sobrecarga de presión (256). En lo que concierne a la 

formación de AAs, aunque se ha descrito una sobrexpresión de CCN2 en el curso de esta 
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patología (262), el impacto de su modulación en un modelo de inducción de aneurismas no ha 

sido reportado hasta la fecha. Los hallazgos de esta tesis, demostraron que la deficiencia 

adquirida de CCN2 quebrantaba la resistencia natural que los ratones C57Bl6/J wild-type (WT) 

poseen frente a la formación de aneurismas inducidos por Ang II, dando lugar a la formación 

rápida de aneurismas a lo largo de toda la aorta e incrementando su susceptibilidad a la 

rotura, lo cual se tradujo en una bajada en la tasa de supervivencia hasta el 50% tras 15 días de 

administración de Ang II. Este resultado, supone otra clara evidencia del papel fundamental 

que juega CCN2 en la regulación de la respuesta adaptativa y de su función protectora en el 

mantenimiento de la integridad de la pared aórtica.  

 En relación al papel clave que tiene CCN2 en la homeostasis de la MEC en la aorta que 

se ha descrito en esta tesis, existen numerosos trabajos previos que han atribuido a este factor 

una función esencial en la regulación de las proteínas de la MEC, especialmente, en el control 

molecular durante el desarrollo vascular embrionario mediante la regulación de la expresión 

de la elastina y de diferentes tipos de colágeno (289). Teniendo en cuenta esta función, hasta 

hace pocos años existía la idea de que, una vez ejercidas sus funciones durante el desarrollo 

embrionario, CCN2 dejaba de expresarse en estado adulto en individuos sanos, quedando por 

tanto su expresión reducida únicamente a la aparición y/o progresión de determinadas 

situaciones patológicas, como es el caso de la aterosclerosis o la disección de la aorta, en las 

cuales la expresión incrementada de CCN2 se asoció con la deposición de colágeno en las 

regiones donde se manifiesta la lesión (73,286). Sin embrago, diversos trabajos recientes han 

demostrado que también existe una expresión de CCN2 en estado adulto sin mediar ninguna 

patología, siendo esta expresión especialmente elevada en la aorta (ENSG00000118523-CCN2) 

(250,251). Apoyando este descubrimiento, los resultados obtenidos en esta tesis han 

demostrado la expresión de CCN2 en las aortas de los ratones control, tanto a nivel génico 

como a nivel proteico, lo cual, a tenor de los resultados deletéreos obtenidos a nivel aórtico 

tras su deleción, sugiere que este factor juega también un papel importante en la estructura y 

la función de la aorta en condiciones normales, contribuyendo a desbancar el paradigma del 

silenciamiento de este gen en edad adulta. 

Dentro de los efectos deletéreos observados tras la deleción de CCN2, la evaluación 

histológica de las aortas de los ratones CCN2-KO mostró también diversas alteraciones en la 

pared aórtica, incluyendo roturas en las láminas elásticas. Estas láminas elásticas son uno de 

los componentes principales de la MEC y resultan fundamentales para mantener el correcto 

funcionamiento de las acciones mecánicas de la aorta, por lo que su degradación y pérdida 

compromete la integridad y el adecuado comportamiento mecánico de la pared vascular (290). 

El correcto remodelado de la MEC, tanto en condiciones normales como en situaciones 

patológicas, es uno de los puntos clave en el desarrollo de los AAs (128,291,292). En este 

sentido, uno de los grupos de enzimas fundamentalmente involucradas en la degradación de la 

MEC son las MMPs, las cuales forman parte de una gran familia de proteínas con diferentes 

actividades, incluyendo MMPs que tienen la capacidad de actuar como gelatinasas o como 

colagenasas entre otras funciones (293). Los resultados de esta tesis mostraron cómo la 

deficiencia adquirida de CCN2 incrementa la actividad de la MMP-2 y de la MMP-9 a nivel 

aórtico, lo cual fue observado tanto en extractos proteicos del tejido, como mediante estudios 

in situ realizados en secciones aórticas donde se comprobó que la actividad gelatinasa y 

colagenasa se localizaba entre las fibras elásticas, coincidiendo principalmente con las zonas 
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de adelgazamiento o rotura de las fibras. En esta misma línea, además de la importancia de las 

MMP-2 y MMP-9 (128,294,295), existen otras MMPs cuya modulación también se ha 

relacionado con la fisiopatología de los aneurismas. Entre ellas, resulta de especial relevancia 

la MMP-8, mayoritariamente secretada por los neutrófilos, los cuales juegan un papel 

relevante en la formación y progresión de AAs  (296–298), y cuyos niveles de expresión 

también se han observado aumentados en las aortas de los ratones deficientes en CCN2. El 

incremento en la actividad de las MMPs se ha asociado principalmente a las acciones de la Ang 

II y también está relacionado directamente con la degradación de las fibras elásticas (76). En 

este sentido, los resultados del presente trabajo sugieren que las roturas de las fibras elásticas 

observadas en las aortas del grupo de ratones deficientes en CCN2 podrían deberse a un 

incremento en la actividad de estas MMPs. En su conjunto, los descubrimientos obtenidos 

sugieren que la regulación de las MMPs constituye un mecanismo importante en la 

desestabilización de la pared aórtica mediada por CCN2 y en la susceptibilidad a la formación 

de AA observada en los ratones CCN2-KO tras la administración de Ang II.  

 Sumado a este efecto sobre el remodelado de la MEC, existe otro mecanismo que 

podría contribuir a explicar los efectos observados a nivel aórtico en los ratones deficientes en 

CCN2 infundidos con Ang II, el cual comprendería los cambios producidos en las unidades 

contráctiles de elastina y en el fenotipo de las CMLVs. La modificación de estos dos factores 

puede afectar a la capacidad de las CMLVs de la aorta de responder al flujo pulsátil en un 

contexto de hipertensión patológica, contribuyendo por tanto a un aumento en la 

susceptibilidad a sufrir una disección aórtica (299). A este respecto, los resultados de la 

presente tesis han demostrado que la deficiencia adquirida de CCN2 modifica la correcta 

expresión de varias proteínas citoesqueléticas fundamentales a nivel aórtico, entre las que se 

encuentran ACTA2, una proteína en la que la presencia de mutaciones en heterocigosis en el 

gen que la codifica, Acta2, derivaban en la formación de AA en ratones (299,300). Del mismo 

modo, otros trabajos realizados en ratones knockout para ACTA2 mostraron la existencia de 

una dilatación progresiva en el arco aórtico, cambios en el fenotipo de las CMLVs y la 

generación, acompañada de la disección, de AAs en respuesta a Ang II (301,302). Por otro lado, 

el ARNsec realizado en esta tesis reveló un incremento en los niveles de Spp1 en las aortas de 

los ratones CCN2-KO en comparación con los ratones Control. Teniendo en cuenta que este 

gen codifica para la osteopontina, una proteína clave en la modulación del fenotipo de las 

CMLVs y que está asociada con el desarrollo y la progresión de los aneurismas (303), este dato 

cobra una gran relevancia. Estas modificaciones en los niveles de expresión de ciertas 

proteínas sugieren que la ausencia de CCN2 podría estar generando cambios en el fenotipo de 

las CMLVs, lo cual podría también contribuir a comprometer la estabilidad de la pared aórtica y 

participar en los efectos deletéreos observados tras la administración de Ang II. Teniendo en 

cuenta estudios previos donde demostraron que CCN2 estimula la migración y la proliferación 

de las CMLVs de aorta de rata in vitro (304), en el presente trabajo se realizaron diversos 

estudios en CMLVs de ratón donde se demostró que la deleción de Ccn2 disminuye el 

porcentaje de cierre de herida, así como la migración de las CMLVs en cultivo. De todos estos 

resultados, se puede inferir por tanto que CCN2 tiene un papel fundamental en la respuesta 

adaptativa que se desencadena en la aorta frente al daño producido por Ang II, abriendo 

nuevas vías para la realización de estudios futuros que permitan profundizar más en la 

caracterización de los mecanismos implicados y que puedan esclarecer el complejo, a la par 
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que crucial, papel que desempeñan las proteínas de la MEC y, más concretamente CCN2, en el 

desarrollo y la progresión de los AAs. 

 Teniendo en cuenta los efectos que podría estar mediando el CCN2 circulante en los 

resultados observados, se quiso evaluar si las consecuencias derivadas de la ausencia de CCN2 

podrían prevenirse manteniendo elevados sus niveles circulantes a lo largo de todo el modelo. 

Sin embargo, la aproximación experimental en la que se implantaron minibombas para la 

infusión sistémica de CCN2(IV), con la cual se trataba mantener elevados los niveles circulantes 

de CCN2, no protegió frente a los efectos deletéreos inducidos tras quince días de infusión con 

Ang II. De este modo, tanto la generación de AAs como su rotura y la mortalidad asociada, se 

mantuvieron elevadas en aquellos ratones CCN2-KO que fueron tratados con Ang II, 

independientemente de si se encontraban recibiendo también CCN2(IV) de manera sistémica. 

Por ende, estos resultados sugieren que la formación de AAs observada estaría relacionada 

con el rol esencial del CCN2 a nivel estructural en el mantenimiento de las homeostasis 

vascular, y no tanto con su papel como factor de crecimiento, remarcando más aún la 

diferencia en cuanto a las distintas funciones que esta proteína puede desencadenar 

dependiendo de su localización y de su estructura. Sin embargo, no se puede descartar 

tampoco que la administración de la proteína CCN2 recombinante completa y/o el uso de 

diferentes dosis puedan en cierto modo modificar los resultados observados en este trabajo. 

 Curiosamente, los resultados descritos en la presente tesis parecen estar en 

contraposición con un estudio reciente donde concluyen que la deficiencia en la IL12p40 

promueve la formación de AA mediante la activación de la ruta CCN2/MMP2. Para ello, los 

autores utilizaron en primer lugar el modelo experimental clásico de formación de aneurismas 

mediante la administración de Ang II en ratones ApoE-/-, e incluyeron un grupo de ratones 

doble knockout para la citoquina IL12p40 y la ApoE (Il12p40-/-;ApoE-/-) hipotetizando una 

reducción en la formación de AAs por la ausencia de IL12p40. Contrariamente a lo que 

esperaban, la aparición de AAs fue similar en ambos grupos, aunque sí que encontraron 

diferencias en la expresión de algunos factores, entre ellas un aumento aún mayor en la 

expresión de CCN2 en las aortas de los ratones Il12p40-/- ; ApoE-/-, lo que les llevo a sugerir que 

CCN2 podría estar mediando la formación de AAs en este modelo experimental. Para evaluar 

su nueva hipótesis, los autores realizaron otro modelo experimental de formación de AAs, 

aunque, en este caso, inducido por la administración aortica local de elastasa, en ratones 

haploinsuficientes para CCN2 (Ccn2+/-), reportando una disminución en la generación de 

aneurismas. En este punto, es importante destacar varios trabajos previos, alguno elaborado 

por los mismos autores, que podrían ayudar a explicar las aparentes discrepancias con los 

resultados obtenidos en esta tesis. En primer lugar, en un estudio realizado unos años antes en 

ratones infundidos con Ang II, los mismos autores determinaron que la ausencia de Il12p40 

promovía el desarrollo de AAs (305). Pese a ello, la idea inicial que planteaban en este nuevo 

trabajo hipotetizaba que la deleción conjunta de Il12p40 y ApoE podría mitigar la aparición de 

AAs tras la infusión de Ang II. Por otro lado, en el mismo año, otro trabajo concluyó que el 

bloqueo de IL-12p40 con un anticuerpo monoclonal reducía la formación de AAs en un modelo 

de formación de aneurismas por infusión de elastasa (306). Sin embargo, en ninguno de estos 

artículos se midieron los niveles de CCN2, ni a nivel circulante ni a nivel local en la aorta. 

Teniendo todo esto en cuenta, una posible explicación para las discrepancias observadas 

serían las diferencias ya reportadas entre ambos tipos de modelo de formación de aneurismas 
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aórticos (Infusión de Ang II vs. elastasa) (283). Aunque, por otro lado, también podrían deberse 

al tipo de deleción de CCN2 utilizado, ya que en el presente trabajo se trabajó con ratones 

knockout inducibles, mientras que en los estudios previos utilizaron ratones con 

haploinsuficiencia de CCN2 desde el desarrollo embrionario. Teniendo en cuenta todos estos 

datos, se puede inferir que existen diferencias relevantes entre los efectos derivados de la 

reducción parcial de los niveles de CCN2 y la ausencia del mismo, lo cual podría extrapolarse a 

la función dual que ejerce CCN2 como factor de crecimiento y como factor estructural de la 

MEC. 

Además del CCN2, diversos estudios previos han demostrado que otras proteínas de la 

familia de las CCN también están involucradas en el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares, aunque, también en este caso, los resultados obtenidos en esta tesis podrían 

resultar controvertidos en primera instancia. En este sentido, CCN3 se ha descrito como un 

factor protector en dos modelos experimentales de aneurismas diferentes, uno inducido por 

elastasa y otro por administración de Ang II (307). Por otro lado, otros autores han descrito 

que CCN3 es un regulador negativo de las respuestas de CCN2 (308), lo que podría sugerir que 

ambos factores mediarían respuestas opuestas. Sin embargo, también existen varios trabajos 

que han demostrado que CCN2 y CCN3 tienen cierta capacidad de interaccionar entre ellas, 

formando heterodímeros CCN2/CCN3 que regulan de manera sinérgica las respuestas celulares 

de ambos factores (309), lo cual explicaría que la ausencia de cualquiera de estas dos proteínas 

pueda dar lugar a una predisposición a generar AAs. Por otro lado, en un artículo reciente se 

ha descrito que la deleción de CCN4 en ratones ApoE-/- suplementados con una dieta alta en 

grasa e infundidos con Ang II disminuye la severidad de los AAs, lo cual indicaría un rol 

diferente de CCN4 en el desarrollo y la progresión de los AAs en comparación con el observado 

para CCN3 y CCN2 (310). En su conjunto, y teniendo en cuenta tanto los resultados 

previamente descritos como los que se han obtenido en esta tesis, se puede establecer que las 

distintas proteínas de la familia de las CCN juegan un papel crucial en el mantenimiento de la 

arquitectura de la pared vascular, tanto en un estado fisiológico como en un contexto 

patológico. No obstante, siguen siendo necesarios estudios adicionales que ayuden a 

comprender mejor los mecanismos involucrados. 

Se ha descrito que el sistema inmune tiene un papel importante tanto en el origen 

como en la progresión del daño en las ECVs (311). Los estudios de ARNsecy los posteriores 

análisis bioinformáticos realizados en esta tesis mostraron que la ausencia de CCN2 en la aorta 

de ratones adultos alteraba significativamente la expresión de genes implicados en procesos 

biológicos relacionados con respuestas inflamatorias, incluidas funciones de neutrófilos, como 

son la agregación y la quimiotaxis. Entre los genes más incrementados en las aortas de los 

ratones CCN2-KO destacan Saa3, S100a8, S100a9 y Ccl8, los cuales participan en diversos 

procesos inflamatorios en patologías vasculares (312–317). La Ang II, además de ser un 

péptido vasoactivo, también es una citoquina que regula múltiples respuestas proinflamatorias 

(76,195). Consecuentemente, en incremento de los cuatro genes anteriormente mencionados 

se encontraba aún más exacerbado en las aortas de aquellos ratones CCN2-KO que fueron 

infundidos con Ang II, remarcando por tanto el papel potencial de podrían ejercer los mismos 

en la formación de AAs observada en el presente estudio. Apoyando esta hipótesis, se han 

detectado niveles aumentados de SAA, así como la formación de complejos S100A8 y S100A9, 

en diversas enfermedades cardiovasculares, incluyendo la disección aórtica, los aneurismas y 
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la aterosclerosis (318–320). Además, se ha demostrado también que la deficiencia de Saa 

protege frente a la formación de AAs inducidos por Ang II en ratones ApoE-/- (321). En este 

punto, es importante destacar que el estudio de ARNsec se realizó utilizando un pool de las 

muestras aórticas de cada grupo, lo cual hace que el poder estadístico para determinar la 

significancia de las diferencias en los patrones de expresión esté limitado en cierto modo. Sin 

embargo, tal y como han descrito algunos autores, los resultados obtenidos en este tipo de 

estudios pueden utilizarse para generar hipótesis de trabajo que deben ser posteriormente 

validadas (322). Por ello, los cambios observados en los cinco genes mencionados 

anteriormente fueron confirmados mediante RT-qPCR utilizando el ARNm de las muestras 

aórticas individuales de cada grupo, lo cual sirvió para validar estos hallazgos. 

 

El bloqueo del MR como diana terapéutica en los aneurismas aórticos 

 Siguiendo con la generación de hipótesis basada en los resultados del ARNsec de la 

presente tesis, el análisis ontológico de los genes reveló que uno de los procesos biológicos 

más enriquecidos en ausencia de CCN2 fue la biosíntesis de aldosterona, lo cual hizo que se 

hipotetizara que esta hormona podría estar participando en la generación de los AAs 

observados. Apoyando esta idea, existen algunos casos clínicos donde se han reportado 

disecciones aórticas en pacientes con hiperaldosteronismo primario (323), así como varios 

estudios donde se ha encontrado una asociación entre el bloqueo del MR y una desaceleración 

en la progresión de los AAs en humanos (324,325). A nivel experimental, también se ha 

demostrado que una dieta alta en sal combinada con el tratamiento con un agonista del MR 

produce la formación y rotura de AAs en ratones (326). Siguiendo esta misma línea, los 

resultados experimentales de esta tesis demostraron que la administración preventiva de un 

antagonista del MR, la SP, redujo ligeramente tanto la formación de AAs como su mortalidad 

asociada tras la administración de Ang II en ratones CCN2-KO, sin modificar la presión arterial. 

Apoyando estos resultados, existen estudios previos donde describieron que otro antagonista 

del MR, la eplerenona, reduce significativamente el desarrollo de AAs en ratones infundidos 

por una combinación de Ang II y β-aminopropionitrilo, un compuesto capaz de causar 

deformaciones en los huesos y en los vasos al afectar al tejido conectivo (327), sin afectar 

tampoco en este caso a la presión arterial (325). Además, los resultados obtenidos en esta 

tesis demostraron que la SP también reduce la desregulación en la función vascular observada 

en los ratones CCN2-KO infundidos con Ang II, en concordancia con los resultados obtenidos 

en un estudio previo realizado en arterias de ratones diabéticos tratados con este mismo 

antagonista del MR (328). Teniendo en cuenta estos resultados, es importante destacar la 

curiosa relación existente entre la aldosterona, el TGF-β y el CCN2. Por un lado, se ha 

demostrado que la aldosterona es capaz de incrementar la síntesis de TGF-β (185,329) e 

inducir la expresión de CCN2 en cardiomiocitos de ratón in vivo y en nefropatía diabética 

experimental en ratas (330,331). Por el contrario, TGF-β es un potente supresor de varios de 

los genes que codifican enzimas que conllevan a la síntesis de aldosterona, tales como 

Cyp11a1, Cyp11b1, Cyp11b2, Cyp21a1, NR5A1, FDX1, FDXR, StAR or Hsd3b1 (82). En este 

sentido, los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que varios de estos genes 

relacionados con la síntesis de aldosterona se encontraban sobrexpresados en la aorta de 

ratones deficientes en CCN2, lo cual sugeriría que este factor tiene un rol similar al observado 
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para TGF-β en cuanto a la regulación negativa de la vía de aldosterona. Por lo tanto, los 

resultados obtenidos en esta tesis, además de proponen un posible mecanismo molecular por 

el cual la ausencia de CCN2 puede estar actuando en la predisposición al desarrollo de AAs 

(Figura 35), también apoyan el papel de la vía de la aldosterona en la generación de 

aneurismas y sugieren la realización de estudios futuros que permitan profundizar en el 

potencial uso de antagonistas del MR como una estrategia terapéutica en un contexto de AAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Analogía entre los efectos de la modulación de CCN2 y TGF-β en procesos patológicos 

vasculares 

Aunque los resultados siempre han resultado controvertidos en relación a la acciones y 

funciones directas que ejerce CCN2 en las patologías cardiovasculares, existen diversos 

estudios donde se ha reportado un aumento en la expresión de CCN2 tanto en AAs humanos 

no sindrómicos (262) como en aneurismas sindrómicos, lo cual ha conllevado que algunos 

autores hayan postulado CCN2 como una potencial diana terapéutica en el tratamiento de los 

aneurismas.  Dentro de los síndromes que cursan con la generación de AAs tienen una especial 

Figura 35.- Esquema gráfico de las consecuencias vasculares que genera la deleción de Ccn2 en 
condiciones fisiológicas y en un modelo de daño vascular inducido por infusión de Ang II. 
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relevancia aquellos englobados en los HCTDs, como MS, LS y ELDS (332). Estas patologías se 

caracterizan principalmente por alteraciones en el tejido conectivo, las cuales desencadenan 

un ensamblamiento inadecuado de la MEC, contribuyendo a la desregulación de la 

homeostasis de varios órganos, entre los que se incluyen los vasos sanguíneos, el corazón, los 

huesos, los ojos, la piel y los pulmones (332). El MS está causado por mutaciones en el gen que 

codifica para la FBN1, la cual participa en el mantenimiento del gran complejo latente de TGF-β 

en su estado inactivo. Por su parte, el LDS está asociado con mutaciones en heterocigosis en 

los genes que codifican para los receptores TGFβR1 y TGFβR 2, así como modificaciones 

genéticas en otros componentes de la misma vía de señalización (333). Este tipo de 

alteraciones genera una desregulación de la vía de TGF-β desencadenando un aumento en la 

señalización de la misma, lo cual fue propuesto como una posible causa del desarrollo de los 

AAs que se generan en estas patologías (163). A pesar de ello, y de manera paradójica, las 

aproximaciones experimentales que utilizaron como diana terapéutica el TGF-β en modelos de 

AAs murinos no solo no demostraron tener un efecto protector (334–336) si no que reflejaron 

que el bloqueo de este factor aumentaba la formación de AAs, así como su rotura y la 

consecuente mortalidad (334,337,338). Estos resultados inhibiendo TGF-β serían por tanto 

análogos a los resultados observados en el presente trabajo con la deleción de CCN2 en el 

desarrollo de AAs, sugiriendo que alteraciones en la síntesis de CCN2 podrían tener una 

relevancia similar a las alteraciones observadas para la vía de TGF-β. Precisamente, a día de 

hoy, los estudios sobre las alteraciones génicas de CCN2 a nivel vascular son escasos, 

existiendo apenas un trabajo donde se reveló que los AAs observados en una cohorte de 

pacientes estaban asociados con una disminución en los transcritos codificados por un 

segmento de 16 Mpb entre las bandas citogenéticas q22.1 y q23.3 del cromosoma 6, región en 

la que precisamente se encuentra el gen de CCN2 (339). Los resultados obtenidos en la 

presente tesis, por tanto, parecen asemejarse a los resultados deletéreos que se han 

observado con las modificaciones en la ruta de TGF-β, aunque los mecanismos completos 

involucrados en el desarrollo de los AAs por la ausencia de CCN2 necesitan aún nuevos 

estudios adicionales que permitan esclarecer completamente este punto. 

En lo que respecta al papel de CCN2 en otras patologías, este factor está siendo 

utilizado como diana terapéutica en varios ensayos clínicos relacionados con enfermedades en 

las que se han detectado niveles aumentados de CCN2, como la distrofia muscular de 

Duchenne (NCT02606136), el adenocarcinoma de páncreas (NCT04229004) y la fibrosis 

pulmonar (NCT03955146), todos ellos altamente relacionados con procesos fibróticos. Aunque 

los efectos concretos y potencialmente beneficiosos de esta inhibición aún están por describir 

totalmente, existen algunos datos que podrían sugerir que el bloqueo de CCN2 comparte una 

similitud con el papel de TGF-β en estas patologías fibróticas. De esta manera, en lo 

relacionado con la distrofia muscular de Duchenne, está ampliamente descrito que existe un 

aumento en los niveles, tanto génicos como proteicos, de TGF-β y de otros componentes 

subyacentes a su vía canónica, lo cual tiene un rol esencial en el desarrollo de la fibrosis 

muscular asociada a la progresión de la enfermedad (340–343). De manera similar, los niveles 

de TGF-β y de los distintos componentes de su vía canónica también se encuentran 

aumentados en el desarrollo y la progresión del cáncer de páncreas (344) y de la fibrosis 

pulmonar (345). Diversas estrategias dirigidas a inhibir la ruta de TGF-β en este tipo de 

enfermedades, han resultado ser beneficiosas en la mayoría de los casos (346–348), lo que 
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podría sugerir que los actuales ensayos clínicos que utilizan un anticuerpo monoclonal frente a 

CCN2 en enfermedades que cursan con fibrosis podrían tener resultados similares. En este 

punto, es importante recordar que en la presente tesis el bloqueo de CCN2 se realizó a nivel 

génico, no utilizando un anticuerpo neutralizante como en los ensayos clínicos mencionados, y 

que la administración del CCN2(IV) recombinante no modificó los efectos observados a nivel 

aórtico con la deleción de CCN2. Este último punto podría, por un lado, explicar que no se 

hayan reportado efectos adversos a nivel vascular en los ensayos clínicos utilizando un 

anticuerpo neutralizante de CCN2, mientras que, por otro lado, contribuiría también a 

confirmar las diferentes funciones que ejerce CCN2 como elemento estructural y como factor 

de crecimiento. 

Más allá del papel de TGF-β como inductor de la expresión de CCN2, y apoyando la 

relación existente entre ambos factores, se encuentra el hecho de que la presencia en 

conjunto de CCN2 y TGF-β se ha descrito como necesaria para inducir y mantener el proceso 

fibrótico que se genera en diversas patologías (182,349,350). En este sentido, los resultados 

descritos en esta tesis demuestran que CCN2 induce un aumento en los niveles de TGFβR2 en 

CMLVs, posibilitando por tanto una retroalimentación positiva en la activación de la vía de 

TGF-β, mientras que, por el contrario, el tratamiento con TGF-β reduce los niveles de TGFβR2 

y, por tanto, potenciaría una desactivación de la vía. Este hecho proporciona una posible 

explicación a la necesidad de la coexistencia de ambos factores para mantener una respuesta 

fibrótica sostenida. Profundizando en la regulación de la vía de TGF-β se puede observar que 

existe un amplio rango de componentes y factores que interaccionan para activar la ruta y 

regular la expresión de una extensa lista de genes que tienen un papel fundamental en la 

respuesta profibrótica inducida por este factor), entre los que se encuentra el propio CCN2 

(206,209,351). Por todo ello, la regulación de los niveles de los distintos componentes de la vía 

de TGF-β resulta crucial para desencadenar la activación de la vía, siendo los niveles de los dos 

receptores que forman el complejo heteromérico TGFβR1/TGFβR2 uno de los principales 

puntos de regulación (352). Una vez formado tras la activación por TGF-β, este complejo se 

internaliza rápidamente mediante dos vías diferentes: la vía dependiente de clatrina, que 

ayuda a la activación de la vía canónica de las SMAD, y un proceso dependiente de caveolina y 

balsas lipídicas, que implica la degradación del complejo y la inactivación de la vía (353). A nivel 

vascular, la importancia de los receptores de TGF-β se ha descrito en diversas patologías, 

teniendo especial relevancia en el cambio de fenotipo de las CMLVs, en las cuales se ha 

observado un descenso en el ratio TGFβR2/TGFβR1 en las lesiones ateroscleróticas y 

restenóticas, situaciones patológicas en las que precisamente las CMLVs tienden a presentar 

un fenotipo fibrótico (354–356). Curiosamente, un fármaco utilizado comúnmente en la 

práctica clínica para el tratamiento de la aterosclerosis, como son las estatinas, ha demostrado 

tener un efecto directo sobre los niveles de los receptores de TGF-β tanto in vitro como in vivo, 

de tal forma que inducen un incremento en los niveles de TGFβR2 a la par que aumentan los 

niveles de CCN2 ((357)). Los resultados de esta tesis, por tanto, parecen indicar que una larga 

estimulación con TGF-β implicaría la activación de las vías de internalización del complejo 

TGFβR2/TGFβR1 contribuyendo a su degradación, por lo que sería el aumento en los niveles de 

CCN2 inducido por el propio TGF-β el que permitirían mantener la activación sostenida de la 

respuesta de TGF-β mediante la inducción de la expresión de TGFβR2. 
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En lo que respecta a los mecanismos celulares directamente regulados por CCN2 a 

nivel vascular, previamente se ha descrito que este factor puede inducir una respuesta 

proxidativa y proinflamatoria en CMLVs y en aortas de ratón mediante la activación del EGFR 

(221). En esta tesis, se ha descrito que CCN2 puede, además, contribuir a la activación rápida 

de la vía de las SMAD en CMLVs de ratón, y que sería la activación de esta vía a través del EGFR 

la que desencadenaría el aumento en la expresión de TGFβR2 observado tras 48 horas de 

estimulación con CCN2 (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Con toda la información recabada gracias a los resultados obtenidos a lo largo del 

desarrollo de esta tesis, junto con la información descrita en estudios previos, queda claro el 

papel fundamental que desempeña CCN2 en el mantenimiento de la homeostasis vascular, 

abriendo por tanto un nuevo campo de estudio en torno a CCN2 y las patología vasculares que 

debería ser tenido en cuenta para futuras investigaciones, como puede ser la posible 

existencia de mutaciones y/o polimorfismos en este gen que conlleven un aumento en la 

predisposición a la generación de aneurismas en humanos.

Figura 36.- Esquema gráfico del mecanismo propuesto por el que CCN2 puede estar activando 
la expresión de TGFβRII.  
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1.- La deficiencia adquirida de Ccn2 en ratones predispone a la formación rápida de 

aneurismas aórticos (AAs) tras la infusión de angiotensina (Ang) II.  

2.- La administración de Ang II en ratones deficientes en CCN2 reduce la tasa de supervivencia 

un 50% tras 15 días debido a la rotura de los AAs generados 

3.- La deficiencia adquirida de Ccn2 en ratones provoca cambios en la estructura y la función 

de la aorta, incluyendo la pérdida de fibras elásticas, modificaciones en la rigidez y cambios en 

las respuestas vasoconstrictoras y vasodilatadoras. 

4.- La ausencia de CCN2 incrementa la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMP)-2 y 

-9 y los niveles de MMP-8, y exacerba la expresión de diversos factores proinflamatorios 

inducida por Ang II a nivel aórtico 

5.- La ausencia de CCN2 disminuye la respuesta de proliferación y de la migración de las células 

de músculo liso vascular (CMLVs) de aorta de ratón in vitro.  

6.- La administración exógena preventiva del fragmento C-terminal de CCN2 (CCN2(IV)) en 

ratones deficientes en CCN2, como aproximación para mantener los niveles de CCN2 

circulante, no protege frente a la formación y la rotura de los AAs y la subsecuente muerte 

asociada generada tras la infusión sistémica de Ang II.  

7.- El tratamiento preventivo con el bloqueante del receptor de mineralocorticoides 

espironolactona reduce la formación de AAs y la mortalidad asociada a la rotura de los mismos 

tras la infusión sistémica de Ang II en ratones deficientes en CCN2. 

8.- La estimulación de CMLVs de aorta de ratón in vitro con CCN2(IV) incrementa la expresión, 

tanto génica como proteica, del receptor tipo II de TGF-β (TGFβRII) de manera dependiente a 

la activación del EGFR y de la vía SMAD, mientras que el tratamiento con TGF-β disminuye los 

niveles de TGFβRII. 

 

Como conclusión general, los resultados de esta tesis demuestran que CCN2 tiene una 

función esencial en el mantenimiento de la homeostasis de la pared aórtica y que su ausencia 

genera alteraciones que predisponen a la formación y la rotura de aneurismas. Además, los 

datos obtenidos amplían el conocimiento de las rutas moleculares moduladas por CCN2, 

remarcando sus diferentes acciones dependiendo del contexto biológico. Finalmente, este 

estudio cambia la visión tradicional de CCN2 como elemento deletéreo en la fisiopatología de 

los AAs, abriendo por tanto nuevas vías de investigación en este campo. 
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ORIGINAL ARTICLE

CCN2 (Cellular Communication Network Factor 2)  
Deletion Alters Vascular Integrity and Function 
Predisposing to Aneurysm Formation
Raúl R. Rodrigues-Díez ,* Antonio Tejera-Muñoz ,* Vanesa Esteban , Lasse B. Steffensen , Raquel Rodrigues-Díez ,  
Macarena Orejudo, Sandra Rayego-Mateos, Lucas L. Falke, Pablo Cannata-Ortiz, Alberto Ortiz , Jesus Egido, Ziad Mallat ,  
Ana M. Briones , M. Auxiliadora Bajo , Roel Goldschmeding, Marta Ruiz-Ortega

BACKGROUND: CCN2 (cellular communication network factor 2) is a matricellular protein involved in cell communication and 
microenvironmental signaling responses. CCN2 is known to be overexpressed in several cardiovascular diseases, but its role 
is not completely understood.

METHODS: Here, CCN2 involvement in aortic wall homeostasis and response to vascular injury was investigated in inducible 
Ccn2-deficient mice, with induction of vascular damage by infusion of Ang II (angiotensin II; 15 days), which is known to 
upregulate CCN2 expression in the aorta.

RESULTS: Ang II infusion in CCN2-silenced mice lead to 60% mortality within 10 days due to rapid development and rupture 
of aortic aneurysms, as evidenced by magnetic resonance imaging, echography, and histological examination. Ccn2 deletion 
decreased systolic blood pressure and caused aortic structural and functional changes, including elastin layer disruption, 
smooth muscle cell alterations, augmented distensibility, and increased metalloproteinase activity, which were aggravated 
by Ang II administration. Gene ontology analysis of RNA sequencing data identified aldosterone biosynthesis as one of 
the most enriched terms in CCN2-deficient aortas. Consistently, treatment with the mineralocorticoid receptor antagonist 
spironolactone before and during Ang II infusion reduced aneurysm formation and mortality, underscoring the importance of 
the aldosterone pathway in Ang II–induced aorta pathology.

CONCLUSIONS: CCN2 is critically involved in the functional and structural homeostasis of the aorta and in maintenance of 
its integrity under Ang II–induced stress, at least, in part, by disruption of the aldosterone pathway. Thus, this study opens 
new avenues to future studies in disorders associated to vascular pathologies. (Hypertension. 2022;79:e42–e55. DOI: 
10.1161/HYPERTENSIONAHA.121.18201.) • Supplemental Material

Key Words: aldosterone ◼ aneurysm ◼ aorta ◼ extracellular matrix ◼ hypertension

CCN2 (cellular communication network factor 2), pre-
viously known as CTGF (connective tissue growth 
factor), belongs to the CCN family,1,2 including also 

by CCN1/Cyr61 (cysteine-rich protein), CCN3/Nov 
(nephroblastoma overexpressed protein), and 3 other 
matricellular proteins (CCN4-6), sharing a conserved 
tri- to tetramodular structure. These CCN proteins 

are important ECM (extracellular matrix) components 
involved in the regulation of different cellular functions.1,3

CCN2 exerts multiple context-dependent biologi-
cal functions, including regulation of cell growth, dif-
ferentiation, development, adhesion, inflammation, and 
ECM remodeling.3,4 Regarding the cardiovascular sys-
tem, CCN2 is highly expressed during development in 
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heart, branchial arches, and in endothelium and vascular 
smooth muscle cells (VSMCs) of major blood vessels,5,6 
and it is overexpressed in experimental and human 
cardiovascular diseases, like heart failure, pulmonary 
hypertension, restenosis, and atherosclerosis.5 CCN2 
plays a relevant role in fibrogenesis, for which it is a well-
established biomarker of fibrosis, and it has been con-
sidered the key downstream profibrotic mediator of TGF 
(transforming growth factor)-β and Ang II (angiotensin 
II).3,7 Based on those studies, CCN2 was proposed as a 
growth factor and cytokine, but this concept has been 
recently extended to include also a role as matricellular 
ECM protein implicated in cell communication and coor-
dination of responses to microenvironmental signaling.2,4

Preclinical studies suggest that the CCN2 block-
ade could be a potential therapeutic option for fibrotic 

diseases, based on the promising results in experimen-
tal liver, lung, and renal fibrosis,8–10 as well as in pul-
monary vascular remodeling and heart failure,11,12 and 
anti-CCN2 therapy is in phase 2 or 3 clinical trials for 
Duchenne muscular dystrophy (NCT02606136), pan-
creatic adenocarcinoma (NCT04229004) and idiopathic 
pulmonary fibrosis (NCT03955146). However, CCN2 
overexpression in cardiomyocytes protected mice from 
Ang II–induced pressure overload cardiomyopathy and 
ischemia-reperfusion injury.13,14 Accordingly, CCN2 over-
expression attenuated myocardial hypertrophy, cardiac 
dysfunction, and left ventricular remodeling in experimen-
tal pressure overload and stroke.15 More recently, post-
ischemic administration of recombinant CCN2 reduced 
infarct size and improved cardiac function recovery fol-
lowing ischemia-reperfusion injury.16 CCN2 knockout 
(CCN2-KO) mice die shortly after birth by respiratory 
failure.6 In inducible CCN2-KO mice, however, Ccn2 
deletion ameliorated renal fibrosis,17 although it did not 
improve cardiac fibrosis and hypertrophy.18 High circulat-
ing CCN2 levels have been proposed as a potential risk 
biomarker for cardiac dysfunction in patients with chronic 
heart failure and myocardial fibrosis.19 Moreover, CCN2 
mRNA expression was increased in human VSMCs from 
aneurysms and atherosclerotic plaques.5,20 Neverthe-
less, scarce information is available about the impact of 
CCN2 modulation in these vascular diseases.

Our aim was to characterize the role of CCN2 in 
the regulation of vascular responses under normal and 
pathological conditions, using the inducible CCN2-
deficient mouse strain (CCN2flox/floxROSA26-ERT/
Cre; henceforth named CCN2-KO), and the well-known 
model of vascular damage induced by systemic Ang II 

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

ACTA2 alpha smooth muscle actin 2
Ang II angiotensin II
CCN2 cellular communication network factor 2
CCN2-KO CCN2 knockout
CTGF connective tissue growth factor
ECM extracellular matrix
MMP matrix metalloproteinase
Nov nephroblastoma overexpressed protein
RNA-seq RNA sequencing
TGF transforming growth factor
VSMC vascular smooth muscle cell

NOVELTY AND RELEVANCE

What Is New?
Ccn2 (cellular communication network factor 2) deletion 
in mice induces aortic structural modifications, including 
elastin layer disruption, smooth muscle cell alterations, 
increased metalloproteinase activity, and vascular func-
tion changes.
The vascular wall homeostasis disruption induced by 
Ccn2 deletion leads to rapid aortic aneurysm generation 
and rupture after Ang II (angiotensin II) infusion in mice, 
suggesting that the relative resistance of C57Bl/6 mice 
to Ang II–induced aortic aneurysm is lost in the context 
of CCN2 deficiency.
Treatment of Ccn2-deleted mice with the mineralocor-
ticoid receptor antagonist spironolactone before and 
during Ang II infusion reduced the incidence and lethal 
dissection and rupture of aneurysm without modifying 
blood pressure.

What Is Relevant?
The role of CCN2 in maintaining aortic wall homeostasis 
and preventing aortic aneurysm generation in a context 
of hypertension driven by Ang II is relevant for prevention 
of vascular complications of hypertension.
This preclincial study opens a new line of research to 
evaluate whether CCN2 gene alterations could predis-
pose to thoracic aortic disease in humans.
Spironolactone exerted beneficial effects in our experi-
mental model of aneurysm generation in Ccn2 deleted 
mice after Ang II infusion, encouraging future research tar-
geting aldosterone for aneurysm-related pathologies.

Clinical/Pathophysiological Implications?
CCN2 contributes to aortic wall homeostasis and adap-
tive remodeling that prevents aneurysm generation, 
which might have important implications for further clini-
cal exploration in patients at risk.
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administration21 in which aortic CCN2 expression is 
known to be upregulated.22,23

METHODS
The authors declare that all supporting data are available within 
the article (and its Supplemental Material). *Expanded method-
ology is available in the Supplemental Material.

Study Approval
Animal studies were performed at Instituto de Investigación 
Sanitaria Fundación Jiménez Díaz in accordance with the current 
European (Directive 2010/63/EU) and National (Real Decreto 
53/2013) legislation for the Use and Care of Laboratory 
Animals and according to the Animal Research: Reporting of 
In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines. The protocol was 
approved by the Instituto de Investigación Sanitaria Fundación 
Jiménez Díaz Animal Research Ethical Committee and by the 
Comunidad de Madrid Committee (PROEX 065/18).

Statistics
Data are expressed as mean±SEM. Normality distribution was 
tested with the Shapiro-Wilk test. Two-tailed Student t test 
was used to compare 2 groups, 1-way ANOVA (followed by 
the Tukey post hoc test) to compare one variable in multiple 
groups and 2-way ANOVA (followed by the Dunnett post hoc 
test) to compare 2 variables. For not-normally distributed data, 
nonparametric Mann-Whitney U test (to compare 2 groups) 
or Kruskal-Wallis test (to compare >2 groups, followed by the 
Dunn post hoc test) was used. The Kaplan-Meier method was 
used for survival curves, which were statistically analyzed by the 
log-rank test. Aneurysm incidence was analyzed by the Fisher 
exact test. Statistical analyses were performed on GraphPad 
Prism 8.0 (GrahPad Software, San Diego, CA). P<0.05 was 
considered statistically significant.

RESULTS
Ang II Induces Severe Aortic Aneurysm 
Formation and Dissection in CCN2-KO Mice
Ang II infusion in CCN2-KO mice dramatically decreased 
survival at 15 days (Figure 1A). Postmortem examina-
tion revealed aortic rupture as the cause of death. Visual 
aortic evaluation showed that 92% of Ang II–infused 
CCN2-KO mice developed thoracic and abdominal aorta 
aneurysms (thoracoabdominal aneurysms) of all types 
in the Crawford/Safi classification (Figure 1B and 1C). 
This phenotype could not be rescued by infusion of 
exogenous recombinant C-terminal fragment of CCN2 
(CCN2-IV; Figure S1A and S1B).

Ang II administration increased systolic blood pres-
sure in both CCN2-KO and control mice. In CCN2-KO 
mice, a slight and persistent decrease in systolic blood 
pressure was observed upon Ccn2 deletion (Figure 1D). 
In ex vivo tension-extension studies, isolated thoracic aor-
tic segments of CCN2-KO mice presented an increased 

vessel distensibility, as shown by a rightward shift in 
the tension-extension distance curve and increased 1/
slope (Figure 1E and 1F), suggesting disruption of aortic 
homeostasis in the absence of CCN2.

Acquired CCN2 Deficiency Alters Aortic 
Structure and Increases Susceptibility to Ang 
II–Induced Aneurysm Formation
In vivo magnetic resonance imaging showed a large 
increase in aortic diameter in CCN2-KO mice as early 
as 48 hours after in response to Ang II administration 
(Figure 2A; Figure S2) indicative of aneurysm forma-
tion, and patchy reductions in aortic lumen associated 
with increased total aortic area suggestive of aortic wall 
dissection. In these mice, maximum total aortic area and 
minimum aortic lumen had significantly changed after 
24 and 96 hours, respectively (Figure 2B through 2D). 
CCN2-KO mice had slightly but significantly increased 
maximal total and minimal luminal aortic areas compared 
with controls (Figure 2B through 2D), indicating aortic 
dilatation in CCN2-deficent mice already before Ang 
II administration, which was confirmed by an increased 
abdominal aorta diameter visualized by ultrasound (Fig-
ure 3A and 3B). Additionally, Ang II infusion in CCN2-KO 
mice dramatically increased the diameter of the thoracic 
descending aorta diameter and enhanced the abdomi-
nal aorta diameter increase observed in CCN2-KO mice 
(Figure 3A and 3C), consistent with thoracoabdominal 
aneurysm formation.

Acquired CCN2 Deficiency Alters Vascular 
Function
In CCN2-deficient mice, the ex vivo aortic vasocon-
strictor response to phenylephrine was significantly 
increased compared with control mice. Moreover, 
the Ang II–induced increase of the vasoconstrictor 
response was further enhanced by CCN2 deficiency 
(Figure S3A). Endothelium-dependent relaxation 
induced by acetylcholine was not affected by Ccn2 
deletion alone, being similar in CCN2-KO and con-
trol aortic rings (Figure S3B). However, the decreased 
vasorelaxation response that characterizes the endo-
thelial dysfunction induced by Ang II was aggravated in 
the absence of CCN2 (Figure S3B).

Ccn2 Deletion Reduces VSMC Migration and 
Proliferation
Scrape wounded monolayers of CCN2-KO aortic VSMCs 
showed a significant decreased spontaneous wound clo-
sure compared with control cells (Figure S4A through 
S4C), and also Ang II–induced migration was impaired in 
CCN2-deficient VSMCs (Figure S4D and S4E).

https://www.ahajournals.org/doi/suppl/10.1161/HYPERTENSIONAHA.121.18201
https://www.ahajournals.org/doi/suppl/10.1161/HYPERTENSIONAHA.121.18201


ORIGINAL ARTICLE

Hypertension. 2022;79:e42–e55. DOI: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.121.18201 March 2022  e45

Rodrigues-Díez et al CCN2 Deficiency Predisposes to Aneurysm Generation

Figure 1. CCN2 (cellular communication network factor 2) deficiency decreases mice survival following Ang II (angiotensin II) 
administration as a result of aortic aneurysm development and rupture.
Control and CCN2 knockout (CCN2-KO) mice were infused with Ang II for 15 d. Survival, aneurysm generation, and systolic blood pressure 
(SBP) were analyzed. A, Kaplan-Meier survival curve: dramatic increase in mortality in Ang II–infused CCN2-KO mice. B, Clean whole aorta: 
thoracoabdominal aneurysm (TAAA) generation in Ang II–infused CCN2-KO mice for 15 d. C, Aneurysm appearance. Larger TAAA formation 
was found in 92% of Ang II–infused CCN2-KO mice and smaller abdominal aneurysm (AbA) in 30% and 8% of CCN2-KO and control+Ang 
II mice, respectively. D, Time course of SBP since the first tamoxifen injection (day −21): Ang II increased SBP in all groups, and CCN2 
deficiency decreased SBP. Data shown as box and whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. 
n=8 to 13 mice per group. E, Tension-extension distance relationship and (F) 1/slope of this relationship in aorta from control and CCN2-KO 
mice. n=7 mice per group. Data shown as mean±SEM. *P<0.05 increased vs control. †P<0.05 decreased vs control. ‡P<0.05 vs CCN2-KO.
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Figure 2. CCN2 (cellular communication network factor 2) deficiency induces early aneurysm formation in mice in response to 
Ang II (angiotensin II) administration.
Daily magnetic resonance imaging (MRI) assessments allowed a time course analysis showing early aneurysm formation in Ang II–infused 
CCN2 knockout (CCN2-KO) mice. MRI was followed only until 96 h to avoid excessive mortality. Studies were done in a 1-cm aortic section 
proximal to the superior mesenteric artery (SMA) origin. A, Axial MRI images: increased total aortic area and reduced minimal aortic lumen 48 
h after Ang II administration in CCN2-KO mice. Time course quantification of (B) total aortic area (please note the different scale for the 96-h 
panel), (C) lumen area, (D) maximum total area, and (E) minimum lumen area of the 1-cm SMA analyzed. n=4 mice per group. Data are shown 
as mean±SEM. *P<0.05 increased vs control; †P<0.05 decreased vs control.
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Figure 3. CCN2 (cellular communication network factor 2) deficiency predisposes to TAAA formation in response to Ang II 
(angiotensin II) administration in mice.
Ultrasound live was done at 0 and 15 d of Ang II administration. A, Ultrasound images. B and C Maximal diameters of TAsA, thoracic 
descending aorta (TDsA) and AbA at day 0 and endpoint, respectively. Red and yellow dashed lines indicate the lumen boundary and diameter, 
respectively. n=5 mice per group. Data shown as box and whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal 
values. *P<0.05 increased vs control.
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Acquired CCN2 Deficiency–Induced Aortic 
Elastic Layer Disruption and Protein Changes 
Are Increased by Ang II Infusion
In Ang II–infused CCN2-KO mice, aneurysmal lesions 
were characterized by elastic lamina rupture and aor-
tic wall dissection with extravasation of red blood 
cells outside the muscle layer forming a neo-lumen. 
Aneurysms also presented inflammatory cell infiltra-
tion in the border of the dissected aortic wall, along 
with reduced muscular layer cellularity (Figure 4A). Van 
Gieson staining revealed areas with disrupted elastic 
layers in the aortic wall of CCN2-KO mice, both in 
untreated and Ang II–treated mice, as well as elas-
tic layer thinning or absence in aortic aneurysm sec-
tions (Figure 4B, arrows). Electron microscopy showed 
structural abnormalities in the elastic lamina of CCN2-
KO mouse aortas, such as variable width, discontinui-
ties, and abnormal collagen distribution (Figure 4C). 
CCN2 protein was readily identified in the aortic ves-
sel wall of control mice by multiple reaction monitoring 
mass spectrometry analysis (Table S1). Aortic CCN2 
protein and gene levels were significantly reduced in 
CCN2-KO mice (Table S1; Figure S5), demonstrating 
the efficacy of gene targeting. ACTA2 (alpha smooth 
muscle actin 2) expression was significantly decreased 
(by ≈20%) while myosin heavy chain 9 was significantly 
increased in CCN2-KO mice (Table S1). Interestingly, 
CCN2 was the most Ang II–upregulated protein in the 
aortic wall of control mice (2.36-fold increase), sug-
gesting that CCN2 plays an important role in Ang II–
induced vascular responses, which might well include 
protective adaptive structural remodeling.

Acquired CCN2 Deficiency Increases Aortic 
Metalloproteinase Activity
Ccn2 deletion significantly increased MMP (matrix 
metalloproteinase) 2 and 9 (MMP-9) activities (Fig-
ure 5A) and relative MMP-8 concentrations of both 
latent and active protein (Figure 5B) compared with 
control mice. In addition, Ang II augmented MMP-2/9 
activities and MMP-8 levels in the presence as well 
as in absence of CCN2 (Figure 5A and 5B). Further-
more, in situ zymography identified baseline MMP 
activity in thoracic descending aorta sections of con-
trol mice. Ang II administration and Ccn2 deletion both 
increased local MMP activity, and the most activity was 
observed in the aneurysms of Ang II–treated CCN2-
KO mice (Figure 5C).

Acquired CCN2 Deficiency Modifies the Ang II–
Induced Aortic Gene Expression Pattern
A heat map based on 2-way hierarchical clustering 
of differentially expressed genes identified by RNA 

sequencing (RNA-seq) showed clear segregation of 
CCN2-KO+Ang II mice from the other 3 groups of 
mice. Additionally, CCN2-KO and control+Ang II mice 
also had markedly different gene expression patterns 
compared with vehicle-treated control mice (Figure 
S6A). Because RNA-seq analysis was performed on 
pooled samples per group, the power to determine 
statistical significance of differential gene expres-
sion was limited.24 Results were, therefore, used for 
hypothesis generation. Thus, the most deregulated 
genes in response to Ang II in control mice (Table S2) 
were entered into a GO enrichment analysis25 (Table 
S3), which identified myofibril assembly, immune sys-
tem process, muscle contraction, and skeletal muscle 
contraction as the most enriched terms at the biologi-
cal process level in response to Ang II. Hemoglobin 
complex, myofibril, Z disc, troponin complex, and extra-
cellular space were among the most enriched terms 
in the cellular component category, while oxygen 
transporter activity, FATZ binding, Toll-like receptor 4 
binding, and actin binding stood out in the molecular 
function category.

To further unravel the potential contribution of Ccn2 
deletion in the aortic response to Ang II, deregulated 
genes in response to Ang II in control mice were sub-
divided in 4 sets of genes according to their differential 
expression pattern in the absence of CCN2 (Table S4). 
Next, GO enrichment analysis was performed for each 
set of genes. Results for genes upregulated by Ang II 
in control but not in CCN2-KO were mainly related to 
muscle and myofibrils (Table S5), while those for gene 
sets 2 and 3 did not show statistically significant results 
for any GO category. Genes downregulated by Ang II 
and more decreased in the absence of CCN2 (gene 
set 4) were mainly related to inflammatory responses 
(Table S6).

Acquired CCN2 Deficiency Induces Changes in 
the Aortic Gene Expression Pattern
A new GO enrichment analysis was done using the 
most deregulated genes obtained from the RNA-
seq studies comparing the control versus CCN2-KO 
groups (67 genes, Q value, <0.5; fold change, >0.6; 
Table S7). Biological process category results iden-
tified C21-steroid hormone, biosynthetic process, 
cholesterol metabolic process, steroid biosynthetic 
process, steroid metabolic process, or aldosterone 
biosynthetic process, as some of the most deregulated 
terms in the absence of CCN2. In the cellular com-
ponent level, extracellular region, extracellular space, 
secretory granule, or mitochondrial crista were pres-
ent, and in the molecular function category, Toll-like 
receptor 4 binding, scaffold protein binding, iron ion 
binding, and oxidoreductase activity (Table S8).
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Quantitative real time polymerase chain reaction of 
key differentially expressed genes identified by RNA-
seq analysis in the CCN2-KO group, that is, S100a8, 

S100a9, Spp1, Saa3, and Ccl8 (Table S7), confirmed 
higher aortic mRNA expression levels in CCN2-KO 
than in control mice (Figure S6B).

Figure 4. CCN2 (cellular communication network factor 2) deficiency promotes aortic structural and composition changes that 
are exacerbated in response to Ang II (angiotensin II) administration.
A, Hematoxylin/eosin (HE) at ×10 and their magnification at ×40. *Considering aneurysm size, a lower magnification (×4) image was included in 
the CCN2 knockout (CCN2-KO)+Ang II group. Aneurysms were characterized by elastic lamina rupture, aortic wall dissection, and extravasation 
of red blood cells outside the muscle layer. An inflammatory cell infiltration in the border of the dissected aortic wall and reduced cellularity of the 
muscular layer were also observed. B, Van Gieson staining: internal elastic lamina disrupted zones in CCN2-KO mice with or without Ang II infusion 
(black arrows). C, Transmission electron microscopy (TEM; ×2000): aortic elastic layer (EL) disruption in the absence of CCN2, boxed in red and 
magnified at ×15 000 below. Scale bars: 100 μm at ×10 objective and 20 μm at ×40 in histology; 10 μm at ×2000 and 1 μm at ×15 000 in TEM.
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Figure 5. Ccn2 (cellular communication network factor 2) deletion increases vascular MMPs (matrix metalloproteinases).
MMP activities or levels were evaluated in total aortic protein lysates. A, Representative MMP-2 and MMP-9 gel zymography and (B) MMP-8 
Western blot (top) and corresponding quantification (bottom) showing elevated MMP activities and MMP8 levels in CCN2 knockout (CCN2-
KO) group and increased following Ang II (angiotensin II) infusion. C, In situ MMP activity was evaluated in paraffin-preserved aortas by the 
DQ-Gelatin fluorogenic substrate assay. Aortas of CCN2-KO and Ang II–infused control mice displayed similar fluorescence intensity (green 
signal, observed between elastic layers), whereas there was a broadly distributed green signal in Ang II–infused CCN2-KO mice. n=5 to 10 
mice per group. Data shown as mean±SEM. *P<0.05 increased vs control.
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Mineralocorticoid Receptor Blockade Reduced 
Aneurysm Formation Induced by Ang II 
Administration in CCN2-KO
As aldosterone biosynthetic process was one of the most 
enriched biological process terms in the GO analysis of 
deregulated genes when comparing untreated CCN2-
KO with control mice (Table S8), we investigated the 
effect of blocking mineralocorticoid receptor by spirono-
lactone. Spironolactone administration did not prevent 
systolic blood pressure increase (Figure 6A) but tended 
to reduce mortality (Figure 6B), as well as aneurysm 
generation (92% versus 60%) in Ang II–infused CCN2-
KO mice (Figure 6C). Importantly, spironolactone treat-
ment significantly decreased both MMP-2 and MMP-9 
activity (Figure 6D) and markedly improved both phen-
ylephrine-vasoconstrictor and acetylcholine-vasorelaxant 
responses (Figure S7A and S7B).

DISCUSSION
The most important findings of this study are that near-
total silencing of CCN2 expression disrupted the base-
line aortic mechanical and structural homeostasis, as well 
as the adaptive response to Ang II–induced deleterious 
effects, culminating in life-threatening thoracoabdominal 
aneurysm formation and dissection. Our data point to a 
major physiological role of CCN2 as a key ECM compo-
nent of the aortic wall that is essential for prevention of 
structural damage, especially in the context of hyperten-
sion and inflammation, which is well beyond its tradition-
ally described role as growth factor.

Hypertension resulting from activation of the renin-
angiotensin system has previously been associated with 
both abdominal and thoracic aortic aneurysms in certain 
strains of mice.26 To this, we add that the resistance of 
young C57Bl/6 mice to Ang II–induced aortic aneurysm 
formation is lost upon silencing of CCN2 expression. In 
Ang II–infused wild-type mice, CCN2 is rapidly upregu-
lated in the aorta, and this precedes collagen accumula-
tion.23 Our data confirm and extend this notion, showing 
that CCN2 is one of the most upregulated factors in 
the aorta. CCN2 inhibition is known to diminish Ang II–
induced ECM overproduction in cultured VSMCs23 and 
ameliorated experimental fibrosis.8–10 However, data on 
the impact of CCN2 on cardiovascular pathology indicate 
that effects may vary with specific disease conditions.15,16 
As for the aortic wall, our observations regarding exac-
erbated aortic aneurysm formation and fatal dissection 
caused by Ang II in CCN2-deficient mice support a role 
of CCN2 in adaptive and protective responses essential 
to maintenance of aortic wall integrity.

Intriguingly, our results may seem to contrast with the 
recent description of reduced elastase-induced aneu-
rysm formation in CCN2 haploinsufficient (Ccn2+/−) 
compared with wild-type mice and with the involvement 

of CCN2/MMP2 pathway activation in Ang II–induced 
AAAs in double knockout (IL12p40−/−; ApoE−/−) mice.27 
The latter authors previously described that also deletion 
of only IL12p40 promotes AAA induction by Ang II infu-
sion. Unfortunately, CCN2 levels were not evaluated in 
that study, nor in a previous study showing that IL12p40 
blockade mitigates elastase-induced AAA.28,29 Therefore, 
it remains to be established how far apparent discrep-
ancies between our results and previous studies might 
relate to differences between the models studied (elas-
tase versus Ang II30) or differences between near com-
plete silencing of CCN2 in adult mice and genetic CCN2 
haploinsufficiency also during in utero development.

Other CCN family proteins are also involved in cardio-
vascular disease. Although CCN3 can negatively regu-
late CCN2 responses,31 it was protective in experimental 
aneurysms induced by elastase or Ang II administra-
tion.32 This might relate to the fact that CCN2/CCN3 
heterodimers can also elicit cellular responses related to 
both CCN2 and CCN3 activity.33 On the contrary, Ccn4 
deletion could mitigate aneurysm severity in ApoE−/− 
mice exposed to high-fat diet and Ang II infusion.34 Thus, 
CCN proteins may play multiple and differential roles in 
maintaining the adult vascular wall architecture in health 
and disease.

Increased CCN2 expression has been associated 
with collagen deposition in human atherosclerotic lesions 
and in thoracic aortic dissection.5,35 Interestingly, CCN2-
KO mice had elastic layer disruption, which might relate 
to weakening of the meshwork of collagen fibers that 
should normally prevent rupture of elastin fibers by over-
extension of the vessel wall. Degradation or loss of elas-
tin fibers significantly alters the mechanical properties of 
the aorta.36 Enzymes involved in degradation of elastin 
and collagenous ECM components, such as MMPs and 
collagenases, are critically involved in aneurysm forma-
tion and rupture.37 We found that acquired CCN2 defi-
ciency increased MMP-2 and MMP-9 activity, as well 
as MMP-8 expression. The elevated MMP activity was 
located at sites of disruption and loss of elastin fibers. 
This strongly suggests that MMP dysregulation is also 
an important mechanism by which CCN2 loss, already 
prior Ang II infusion, led to aortic wall destabilization and 
susceptibility to aneurysm formation.

Another mechanism potentially involved in the detri-
mental effects induced by CCN2 deficiency might relate 
to changes in elastin-contractile unit proteins and altered 
VSMC properties. Both changes could negatively affect 
the ability of aortic VSMCs to respond to pulsatile blood 
flow in pathological conditions and increase aortic dissec-
tion susceptibility.38 Acquired CCN2 deficiency interfered 
with the aortic expression of several cytoskeletal proteins, 
including ACTA2—a contractile element of VSMCs rel-
evant to aneurysm formation. Heterozygous Acta2 muta-
tions cause familial thoracic aortic aneurysms.38 ACTA2 
knockout mice exhibited progressive aortic root dilation, 
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Figure 6. Mineralocorticoid receptor blockade by spironolactone (SP) improves survival, aneurysm appearance rates observed 
in Ang II (angiotensin II)–infused CCN2 knockout (CCN2-KO) mice.
SP (50 mg/kg per day, intraperitoneal in alternate days) treatment in CCN2-KO+Ang II group was started at the time of Ccn2 deletion until 
the end of follow-up. A, Kaplan-Meier survival curve showed less mortality in SP-treated compared with untreated Ang II–infused CCN2-
KO mice. B, SP treatment decreased the percentage of aneurysm appearance in the CCN2-KO+Ang II group. C, SP did not prevent Ang 
II–induced blood pressure level elevation. Data shown as box and whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and 
minimal values. n=8 to 10 mice per group. D, Representative MMP (matrix metalloproteinase) 2 and 9 gel zymography (top) and quantification 
(bottom) showing a significant MMP2 and MMP9 activity reduction in CCN2-KO+Ang II group treated with SP. n=7 to 10 mice per group. 
*P<0.05 increased vs control. †P<0.05 decreased vs control. ‡P<0.05 vs CCN2-KO. ∥P<0.05 vs CCN2-KO+Ang II.
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VSMC phenotype alterations, and aneurysm formation and 
dissection in response to Ang II.39,40 Of note, our RNA-seq 
data revealed increased Spp1 levels in the aorta of Ang II–
infused Ccn2-deleted mice. Spp1 encodes osteopontin—a 
key regulator of VSMC phenotype associated with (pro-
gression of) aneurysmatic aorta dilatation.41 In agreement 
with previous observations that recombinant CCN2 stim-
ulated migration and proliferation of rat VSMCs,42 Ccn2 
deletion decreased wound healing and cell migration in 
cultured murine VSMCs. Our RNA-seq study showed that 
Ang II increased the aortic expression of Saa3, S100a8, 
S100a9, and Ccl8, which are all involved in vascular dam-
age and inflammation,43–46 and that CCN2 deficiency 
resulted in even higher expression of these genes, sup-
porting a potential role in aneurysm formation. Elevated 
SAA and S100A8/S100A9 complexes were observed in 
human cardiovascular diseases including acute aortic dis-
section, aneurysms, or atherosclerosis.46,47 Moreover, Saa 
deficiency protected ApoE−/− mice from Ang II–induced 
abdominal aortic aneurysm formation.48 Interestingly, the 
systemic administration of a high dose of CCN2-IV failed 
in preventing aneurysm formation and rupture, suggesting 
that endogenous, local CCN2 expression is essential for 
the proper function, maintenance, and adaptive responses 
of the aortic vascular wall.

Several observational studies reported dysregulated 
CCN2 expression in both nonsyndromic20 and syndromic 
human thoracic aortic aneurysms, as observed in several 
heritable connective tissue disorders such as Marfan, 
Loeys-Dietz, Ehlers-Danlos, aneurysms-osteoarthritis, 
and the arterial tortuosity syndrome.49 These pathologies 
are characterized by altered connective tissue, resulting in 
perturbed ECM assembly, maintenance, and homeostasis 
in various organ systems.49 In some of these syndromes, 
aneurysms have been linked to TGFβ pathway dysregula-
tion. This is of particular interest since CCN2 is a direct 
transcriptional target and important mediator of TGFβ 
effects. Paradoxically, although increased TGFβ signaling 
was suggested to cause aortic aneurysm development, 
inhibition of TGFβ in experimental aneurysm models was 
not protective.50–52 In fact, TGFβ blockade exacerbated 
aneurysm formation and dissection in several experimen-
tal models.50,53,54 Also, although it has been suggested to 
consider Ang II receptor 1 blockade in patients with tho-
racic aortic aneurysms, based on its ability to inhibit TGFβ 
production and to attenuate aortic dilation in mice, clinical 
results are thus far controversial, with losartan not provid-
ing any benefit in Marfan patients, while irbesartan was 
associated with a reduced rate of aortic dilatation in chil-
dren and young adults with this syndrome.55,56 How these 
observations might relate to alteration of CCN2 expres-
sion and activity remains to be established.

Interestingly, human abdominal aortic aneurysms are 
associated with downregulation of transcripts encoded 
by a 16-Mbp segment between cytogenetic bands q22.1 
and q23.2 of chromosome 6. Since CCN2 was found to 

be highly downregulated,57 this could be directly related to 
aneurysm generation in these patients. The observed simi-
larities between CCN2 deletion and TGFβ pathway dis-
ruption with respect to aortic aneurysm development may 
provide a novel framework for further exploration of the 
pathogenesis of aortic aneurysm formation and rupture.

Finally, RNA-seq analyses identified aldosterone as 
a potential contributor to aneurysm formation. Primary 
aldosteronism patients may develop aortic dissection,58 
and mineralocorticoid receptor blockers may slow aortic 
aneurysm progression.59 Similarly, in mice fed a high-salt 
diet, a mineralocorticoid receptor agonist caused aortic 
aneurysm formation and rupture.60 We observed that 
mineralocorticoid receptor inhibition by spironolactone 
slightly reduced aneurysm formation and death from 
aneurysm rupture following Ang II infusion in CCN2-
KO mice, without preventing blood pressure elevation. 
Accordingly, another mineralocorticoid receptor antago-
nist, eplerenone, significantly reduced aneurysm devel-
opment induced by Ang II and β-aminopropionitrile in 
mice, also without preventing blood pressure elevation.59 
Although spironolactone effects on regulation of other 
ECM components, such as collagen, have been previ-
ously described,61 the present results strengthen spe-
cifically the relation between aldosterone and CCN2 and 
support the involvement of the aldosterone pathway in 
aortic aneurysm generation and the potential of miner-
alocorticoid receptor antagonists for prevention of arte-
rial aneurysm formation and progression.

PERSPECTIVES
Our studies have revealed the crucial role of CCN2 in 
the maintenance of structural and functional aortic wall 
homeostasis and as an indispensable factor in adaptive 
remodeling for preservation of its integrity under (Ang 
II induced) stress conditions. The near-total absence of 
CCN2 affected the baseline condition of the aortic wall 
and predisposed the mice to a pathological response to 
Ang II, favoring aneurysm formation and rupture, which 
could not be rescued by exogenous CCN2 infusion. With 
respect to the lack of safety issues thus far reported for 
neutralizing anti-CCN2 antibodies currently in phase 2 
and 3 clinical trials for various conditions, it should be 
noted that such treatment cannot be expected to reduce 
CCN2 availability in the aortic wall to levels near those 
obtained in our KO mice. Considering the well-established 
connection between TGFβ signaling and CCN2, our data 
further support a critical role for the TGFβ/CCN2 axis in 
the protection against the development and progression 
of aortic aneurysms and possibly other cardiovascular 
disease related to connective tissue disorders.
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Abstract: The cellular communication network factor 2 (CCN2/CTGF) has been traditionally de-
scribed as a mediator of the fibrotic responses induced by other factors including the transforming
growth factor β (TGF-β). However, several studies have defined a direct role of CCN2 acting as
a growth factor inducing oxidative and proinflammatory responses. The presence of CCN2 and
TGF-β together in the cellular context has been described as a requisite to induce a persistent fibrotic
response, but the precise mechanisms implicated in this relation are not described yet. Considering
the main role of TGF-β receptors (TβR) in the TGF-β pathway activation, our aim was to investigate
the effects of CCN2 in the regulation of TβRI and TβRII levels in vascular smooth muscle cells
(VSMCs). While no differences were observed in TβRI levels, an increase in TβRII expression at both
gene and protein level were found 48 h after stimulation with the C-terminal fragment of CCN2
(CCN2(IV)). Cell pretreatment with a TβRI inhibitor did not modify TβRII increment induced by
CCN2(VI), demonstrating a TGF-β-independent response. Secondly, CCN2(IV) rapidly activated the
SMAD pathway in VSMCs, this being crucial in the upregulation of TβRII since the preincubation
with an SMAD3 inhibitor prevented it. Similarly, pretreatment with the epidermal growth factor
receptor (EGFR) inhibitor erlotinib abolished TβRII upregulation, indicating the participation of this
receptor in the observed responses. Our findings suggest a direct role of CCN2 maintaining the TGF-β
pathway activation by increasing TβRII expression in an EGFR-SMAD dependent manner activation.

Keywords: CCN2; TGF-β; SMAD; TGF-β receptors; EGFR; CTGF

1. Introduction

The transforming growth factor beta (TGF-β) belongs to the TGF-β growth factor
superfamily implicated in cell division, differentiation, migration, adhesion, organization
and death [1–3]. The relevant role of TGF-β in cellular homeostasis has been widely
demonstrated and the deregulation of their related pathways has been associated with
several human pathologies including cancer, autoimmune disorders and cardiovascular
diseases [4,5]. The classical TGF-β pathway activation starts with TGF-β binding to its serin-
treonin kinase receptor type II (TβRII) which leads to receptor type I (TβRI) activation. The
active TβRI, enlists and phosphorylates the receptor-regulated SMADs proteins (R-SMADs:
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SMAD 2 and SMAD 3) inducing the formation of a new heterocomplex with the common-
mediator SMAD (SMAD 4). Finally, this R-SMAD/SMAD4 complex is translocated into the
nucleus regulating the expression of their related genes through the interaction with other
transcription factors [4,6,7]. Aside from this classical activation, other different pathways
activated by TGF-β have also been described, including ERK, p38 mitogen activated protein
kinase (MAPK), JNK and PI3K/AKT cascades [8,9].

Regarding cardiovascular system, TGF-β pathway plays an essential role in the vas-
cular wall formation during the embryonic development [5,10]. In mature vessels, TGF-β
has been directly related with the development of vascular fibrosis [11,12]. However, it
has been also described as a vascular anti-inflammatory mediator [13,14]. Interestingly, al-
though the anti-inflammatory effects were largely demonstrated in vascular smooth muscle
cells (VSMCs), a pro-inflammatory role has been recently attributed to the endothelial-
derived TGF-β in atherosclerosis lesions [15]. These results demonstrate the complexity
of the TGF-β pathway regulation, and encourage new studies to further unravel the pro-
cesses involved.

Among the large number of genes regulated by TGF-β, one of the most increased
factors already described is the Cellular Communication Network Factor 2 (CCN2), pre-
viously known as connective tissue growth factor (CTGF) [16]. CCN2 is a matricellular
protein encompassed in the CCN protein family, composed also by CCN1/Cyr61 (cysteine
rich protein), CCN3/Nov (nephroblastoma overexpressed protein) and other three secreted
proteins (CCN4-6) [17]. CCN2 is implicated in several biological processes such as cell
proliferation, survival, angiogenesis and migration [18–20]. As other CCN members, CCN2
are composed by four distinct modules: 1: insulin-like growth factor binding protein; 2: von
Willebrand factor type C repeat; 3: thrombospondin type 1 repeat; and 4: C-terminal cystine-
knot [21]. CCN2 is secreted as a preprotein that requires proteolytic processing to release
the C-terminal domains and to be fully biologically active [22]. Increased levels of CCN2
have been described in several pathologies, including cardiovascular diseases like heart
failure, pulmonary hypertension, vascular remodeling and atherosclerosis [20,23–25]. Tra-
ditionally, CCN2 has been described as a downstream mediator of the profibrotic responses
induced by other factors such as the above mentioned TGF-β, endothelin or angiotensin
II (Ang II) in VSMCs [11,26,27]. Nevertheless, during last years, our group, and many
others, described the ability of the CCN2-C-terminal module (CCN2-IV) to directly induce
and activate pro-oxidative and pro-inflammatory responses [28–31]. Increased circulating
CCN2 levels have been suggested as a risk biomarker for cardiac dysfunction in patients
with myocardial fibrosis and chronic heart failure [32]. However, at experimental level,
there is different evidence depending on the pathology. In this sense, while CCN2 block-
ade have shown beneficial effects in experimental aortic restenosis, pulmonary vascular
remodeling [24,33] or in several models of liver, lung and kidney fibrosis in mice [34–36],
CCN2 overexpression demonstrated cardio-protective effects in Ang-II infused mice after
experimental myocardial injury induced by ischemia reperfusion [37–41].

The essential participation of CCN2 in the TGF-β profibrotic responses has been
described in some studies. Thereby, in dermal and lung fibroblast CCN2 is necessary to the
maintenance of a persistent fibrotic tissue formation induced by TGF-β [42,43]. Accordingly,
although CCN2 by itself is not considered a direct fibrotic factor, their presence is crucial
to generate a fibrotic environment in experimental lung fibrosis in mice [36,44–46]. These
results suggest the existence of other mechanisms directly induced by CCN2 that may
contribute to the maintenance of the fibrotic response elicited by TGF-β.

Despite this close relation between TGF-β and CCN2, the potential downstream
regulation of the TGF-β pathway by CCN2 remains unclear. Considering the main role of
the TFG-β receptors in the TGF-β pathway activation and its maintenance [47–49], our aim
was to evaluate whether CCN2 modulate TGF-β receptors levels in VSMCs and to describe
the potential mechanisms implicated.
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2. Results
2.1. CCN2(IV) Increases TβRII Levels in Cultured VSMCs after 48 h

In order to evaluate whether CCN2 could modulate TGF-β receptors levels, culture
VSMCs were treated with the recombinant CCN2(IV) at different doses (50 or 100 ng/mL).
CCN2(IV) significantly increased TβRII protein levels in VSMCs at both doses compared
with basal condition cells after 48 h (Figure 1A). Conversely, the treatment with TGF-β
(10 ng/mL) induced a significant decrease in the TβRII levels (Figure 1A). On the other
hand, neither CCN2(IV) nor TGF-β modified TβRI protein levels (Figure 1B). Similarly,
while CCN2(IV) also increased TβRII mRNA levels after 48 h at 50 and 100 ng/mL doses,
TGF-β dramatically decrease them (Figure 1C). Finally, CCN2(IV) treatment did not modify
TβRI and TGF-β mRNA levels at any studied dose after 48 h (Figure 1D,E).
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Figure 1. TβRII protein and mRNA levels are increased by CCN2(IV) stimulus in VSMCs in vitro.
CCN2(IV)-incubated vascular smooth muscle cells (VSMCs) showed increased protein levels of TβRII
at doses of 50 ng/mL and 100 ng/mL after 48 h of treatment, whereas TGFβ (1 ng/mL) treatment
decreased TβRII protein levels compared to non-treated VSMCs (A). Protein levels of TβRI were
not modified neither by CCN2(IV) nor TGFβ (B). After 48 h of treatment, CCN2(IV) increased TβrII
(C), but not TβrI (D) and Tgf-β (E) mRNA levels, whilst TGF-β stimulation decreased TβrII and
did not modify TβrI and Tgf-β mRNA levels. Data are presented as mean ±SEM of 4 independent
experiments. * p < 0.05 increased vs. Basal; † p < 0.05 decreased vs. Basal.

2.2. CCN2(IV) Activates the SMAD Pathway in Cultured and Aortic VSMCs at Short Times

To test whether CCN2 directly activate the SMAD pathway, culture VSMCs were
incubated with CCN2(IV) at different times. After 10, 15 and 20 min, CCN2(IV) induced
a significant SMAD pathway activation observed by increased levels of phosphorylated
SMAD3 (Figure 2A, p-SMAD3) and SMAD2 (Figure 2B, p-SMAD2). The SMAD path-
way activation was confirmed by translocation of p-SMAD2 (Figure 2C) and SMAD 4
(Figure 2D) into the VSMCs nuclei after 10 and 20 min. As observed in vitro, the in vivo
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intraperitoneal CCN2(IV) administration in mice increased p-SMAD3 (Figure 3A) and
p-SMAD2 (Figure 3B) levels in the aortic VSMCs after 24 h. In this set of experiments,
TGF-β (1 ng/mL) was used as positive control.

Figure 2. CCN2(IV) promotes SMAD pathway activation by phosphorylation of SMAD2 and SMAD3
in vitro. CCN2(IV) (50 ng/mL) induced SMAD3 (A) and SMAD2 (B) phosphorylation in VSMCs at
early time-points (5 to 20 min) represented as p-SMAD3 and p-SMAD2 respectively. These results
agreed with an increase in the nuclear translocation of p-SMAD2 (C) and SMAD4 (D) after 10 and
20 min of treatment with CCN2(IV) in VSMCs. Data are presented as mean ± SEM of 4 independent
experiments. * p < 0.05 increased vs. Basal.

2.3. CCN2(IV) Increases TβRII Expression in VSMCs by TGF- β –Independent SMAD Activation

The potential role of SMAD pathway activation induced by CCN2(IV) in the regulation
of TβRII expression was evaluated by using the SMAD3 inhibitor SIS3. The protein levels
evaluation demonstrated that preincubation of VSMCs with SIS3 for 1 h inhibited TβRII
upregulation induced by CCN2(IV) after 48 h of treatment (Figure 4A), demonstrating
a direct role of SMAD activation in this process. On the other hand, preincubation of
VSMCs for 1 h with galunisertib, a potent TβRI inhibitor, did not modulate TβRII levels in
CCN2(IV) treated cells (Figure 4B), indicating a TGF-β independent response.
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Figure 3. p-SMAD3 and p-SMAD2 are higher expressed in aortic VSMCs from mice injected with
CCN2(IV). Intraperitoneal administration of CCN2(IV) (2.5 ng/g) increased aortic levels of p-SMAD3
(A) and p-SMAD2 (B) compared to control group after 24 h of treatment. Microphotographs show
aorta immunohistochemistry (40× magnification) of both groups. Data are presented as mean ± SEM
of 7 mice per group. * p < 0.05 increased vs. Basal.
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Figure 4. CCN2(IV) triggers TβRII expression via EGFR/SMAD activation and independently of
TGFβ pathway in VSMCs in vitro. The increased expression of TβRII induced by CCN2(IV) after
48 h was significantly reduced in VSMCs preincubated 1 h with SIS3, a pharmacological inhibitor
of the SMAD3 activation (A). However, 1 h of preincubation with galunisertib, a pharmacological
inhibitor of TβRI, did not prevent TβRII overexpression induced by CCN2(IV) in VSMCs (B). On the
other hand, preincubation of VSMCs with erlotinib, a pharmacological inhibitor of EGFR, 1 h before
CCN2(IV) addition, significantly prevented TβRII overexpression after 48 h (C). Data are presented
as mean ± SEM of 4 independent experiments. * p < 0.05 increased vs. Basal; † p < 0.05 decreased
vs. Basal.

2.4. TβRII Expression Induced by CCN2(IV) in VSMCs Is Mediated by the EGF Receptor

Considering our previous published results describing the ability of CCN2 to directly
bind to and activate the epidermal growth factor receptor (EGFR) [28,50], the next aim was
to determine the participation of this receptor in the observed results. The preincubation of
VSMCs with the EGFR inhibitor erlotinib 1-h prior CCN2(IV) administration, prevented
TβRII upregulation after 48 h (Figure 4C).
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3. Discussion

The present study points out a direct role of CCN2 increasing TβRII levels and,
therefore, suggests its participation exerting positive feedback in the TGF-β pathway
activation. On the contrary, TGF-β induces a reduction in TβRII levels, indicating the
complexity of this pathway regulation. Our results provide a potential explanation of the
previously described relevance of CCN2 maintaining the TGF-β profibrotic response and
open new ways to future studies in this field.

The regulation of the TGF-β pathway comprises a wide range of components and
factors, which lead into the activation of a large list of genes [51]. Among the latter,
CCN2 plays an essential role in the profibrotic response induced by TGF-β [52,53]. TGF-β
pathway components levels have been described to be essential in the regulation of the
TGF-β activation [48]. Upon their activation, the heteromeric TβRI/TβRII complexes are
rapidly internalized into the cytoplasm by, at least, two different processes: the classical
clathrin-dependent pathway, which helps SMAD activation, and a lipid raft-caveolin depen-
dent process which mediates the receptor degradation [54]. Consequently, the specificity
of signaling pathway activation and the biological effects of TGF-β are modulated by
TGF-β receptor levels [47]. At vascular level, the relevance of TGF-β receptors has been
described in several pathologies. Thus, the cell-phenotype conversion from an antipro-
liferative to a profibrotic response after TGF-β stimulation observed in VSMCs derived
from human atherosclerotic and restenotic lesions, was attributed to the decreased ratio of
TβRII/TβRI [55–57]. Interestingly, one of the most used drugs for atherosclerosis treatment,
statins, have demonstrated to increase TβRII expression, as well as CCN2 production in
cultured VSMCs [58]. Consequently, atorvastatin treatment increased TβRII expression
in the atheroma plaque in an experimental model of atherosclerosis in Apolipoprotein
E Knockout mice, which was associated to beneficial effects, including amelioration of
disease progression and stabilization of the atheroma plaque by increased CCN2 expres-
sion and collagen content [58]. These data suggest an interrelation between CCN2 and
TβRII regulation both in vitro and in vivo in VSMCs. Here we demonstrate that CCN2
increased TβRII expression in cultured VSMCs at both protein and gene level after 48 h,
while TβRI levels remained unaltered. Contrarily, TGF-β decreased TβRII levels after 48 h
of stimulation, which could correspond to the above-mentioned TGF-β receptor degrada-
tion. These findings suggest a direct role of CCN2 maintaining positive feedback in the
TGF-β response.

CCN2 exerts a dual role in the vasculature not only acting as a growth factor, but also
maintaining vascular homeostasis [22,59,60]. This feature could explain the different results
obtained modulating CCN2 levels in experimental cardiovascular pathologies showing the
benefits of both blocking [24,61,62] or overexpressing CCN2 [37,38,40,41,63], depending
on the disease. Regarding gene expression regulation, CCN2 knockout mice die shortly
after birth by respiratory failure due to its essential role in coordinating chondrogenesis
and angiogenesis during skeletal development [64]. In adult mice, tamoxifen-dependent
CCN2 deletion ameliorated renal fibrosis [65], but it did not improve cardiac fibrosis
and hypertrophy [66]. Recently, our group has demonstrated the relevance of CCN2 on
maintaining vascular wall homeostasis in a model of Ang II-induced vascular damage. In
this sense, acquired CCN2 deletion in adult mice predispose to rapid aortic aneurysms
development and rupture after Ang II administration [67]. These results are similar to
those observed in experimental mice models combining TGF-β neutralization with Ang
II infusion, which enhanced AngII-induced aortic rupture and aneurysm in both thoracic
and abdominal regions [68,69]. Although further studies are necessary to further evaluate
this hypothesis, the present results open new potential mechanisms in which CCN2, by
increasing TβRII expression in VSMCs, could exert positive feedback in the TGF-β pathway
activation, contributing to the TGF-β-beneficial effects described in some vasculopathy
situations [70]. Regarding CCN2-growth factor actions, our previous studies described
the ability of CCN2 to induce pro-oxidative and pro-inflammatory responses in cultured
VSMCs and mice aorta [28]. In the present study we demonstrated that CCN2 also activates
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SMAD pathway in cultured VSMCs at early time-points leading to TβRII production after
48 h. We have previously described that CCN2 directly binds to and activates EGFR [28,50]
to induce pro-oxidative and pro-inflammatory responses in VSMCs. In this new study
we further strengthen the EGFR participation in CCN2 responses, demonstrating that this
receptor is essential to induce TβRII overexpression mediated by CCN2(IV) in VSMCs.
Altogether our data suggest a potential mechanism implicated in TβRII overexpression
induced by CCN2(IV) that include EGFR and SMAD pathway activation (Figure 5).
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Figure 5. Graphical scheme of proposed mechanism by which CCN2 may be triggering the expression
of TβRII, compared to canonical TGF-β pathway activation.

4. Materials and Methods
4.1. Experimental Mice Model

Experimental animal studies were performed in adult male C57BL/6 mice (9–12 weeks
old, 20 g; Harlan Interfauna lbérica, S.A., Barcelona, Spain) and maintained in the animal
facilities of the “Instituto de Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz” (IIS-FJD)
fed with standard diet and water ad libitum, under special pathogen-free conditions and
normal light-dark cycles. All the procedures with animals were performed according to
the European Community (RD53/2013) and IIS-FJD Animal Research Ethical Committee
guidelines (PROEX 065/18). CCN2(IV) administration was performed as previously de-
scribed [28]. Briefly, mice were intraperitoneally injected with CCN2(IV) (2.5 ng/g of body
weight, dissolved in saline) and were euthanatized after 24 h under anesthesia (Isofluo-
rane; Abbott Laboratories, Madrid, Spain). Aortas were collected, dissected free of fat
and connective tissue, fixed in paraformaldehyde and embedded in paraffin. A control
saline-injected group was also studied (n = 7 mice per group). The purity of CCN2(IV)
(endotoxin levels < 0.01) was evaluated by MALDI-TOF (data not shown).

4.2. Histological Analysis

Aortic sections embedded in paraffin were placed in coated slides (4 µm thick), de-
paraffinized, rehydrated (alcohol gradient from xylene, alcohol 100-95-70%) and washed
in distilled water. For immunostaining, antigens were restored by using PTLink system
(DAKO Diagnosticos, Barcelona, Spain), blocking endogenous peroxidase afterwards.
Commercial casein solution (DAKO Diagnosticos) was used to release non-specific pro-
tein bindings (1 h at room temperature) and tissue sections were incubated overnight at
4 ◦C with primary p-SMAD2 ([1/200]; #3108, Cell signaling, Danvers, MA, USA) or p-
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SMAD3 ([1/200]; ab52903, Abcam, Cambridge, UK) antibody diluted in antibody solution
(DAKO Diagnosticos). Sections were incubated with the specific HRP secondary antibodies
(GENA934, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) for 1 h followed by Avidin-Biotin Com-
plex incubation (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) during 30 min. To develop
signal, samples were incubated with substrate solution and 3,3-diaminobenzidine as a
chromogen (Abcam, Cambridge, UK) and counterstained with Carazzi’s haematoxylin
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). For each antibody, specificity was checked
by omission of primary antibodies (data not shown). Quantification was made by using the
Image-Pro Plus software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) determining the positive relative
staining area per total area in 5 to 10 randomly chosen fields (×40 magnification) taken
with LeicaDMD108 microscope (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany).

4.3. Cell Cultures

Vascular smooth muscle cells (VSMCs) came from mice aorta cell line MOVAS (ATCC
CRL-2797; Barcelona, Spain). VSMCs were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2% L-glutamine 200 mM,
100 U/mL penicillin, 100 U/mL streptomycin and 0.2 mg/mL G-418 (all reagents were
obtained from Sigma Chemical, MO, USA). Every experiment was performed at 80% of con-
fluence, as well as in growth-arrested cells conditioned by serum starvation during the 24 h
prior to stimuli. Cells were treated with recombinant C-terminal CCN2 (CCN2(IV)) (Pepro-
tech, London, UK) as stimulus at concentrations of 50 and 100 ng/mL evaluated at different
time-points. According to previous studies of our group [58,71], SMAD pathway activation
was evaluated at early time-points (5 to 20 min) whereas TGF-β receptors levels were
assessed after 48 h of CCN2(IV) treatment. The following pharmacological inhibitors were
used to study different pathways: SIS3 (Selleck Chemicals, Berlin, Germany), as a SMAD3
phosphorylation inhibitor [72], galunisertib (Selleck Chemicals) a TβRI antagonist [73], and
erlotinib, an EGFR inhibitor (Vichem Chemie Research, Budapest, Hungary).

4.4. Immunofluorescence

Immunofluorescence studies were assessed in VSMCs seeded in 24-well Multidish
over glass coverslips (Cultek, Madrid, Spain). Once experiments were done, cells were fixed
in 4% PFA, treated with 0.1% Triton-X100 and blocked with 4% BSA in TBS. Afterwards,
cells were incubated with p-SMAD2 ([1/200]; #3108, Cell signaling, MA, USA) and p-
SMAD4 antibodies ([1/200]; sc7966; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany)
overnight, followed by 1 h of incubation with AlexaFluor®488 conjugated secondary
antibody (1/300; Invitrogen, Life Technologies, Philadelphia, PA, USA). DAPI was used as
nuclear counterstaining (Sigma Chemical). Negative control was also performed in absence
of primary antibody (data not shown) in order to verify specificity of the immunostaining.
Finally, samples were mounted in ProlongGoldTM (Invitrogen, Life Technologies) and
visualized in a Leica DM-IRB confocal microscope.

4.5. qPCR Analysis

Total mRNA was obtained by using TRIzol method as previously described (Invit-
rogen) and retro-transcribed into cDNA by using the Reverse Transcription kit (Applied
biosystems, Life Technologies, Inchinnan, UK). Multiplex real time-PCR was performed
using fluorogenic primers designed by the Assay-on-Demand mouse gene expression
products (Applied Biosystems): Tgfb (Mm01178820_m1), Tgfbr1 (Mm00436964_m1) and
Tgfbr2 (Mm03024091_m1) (FAM). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh)
(Mm99999915_g1, VIC) was used as endogen control to normalized data. The mRNA copy
number were calculated for each sample by the instrument software (ABIPrism 7500 Fast
sequence detection PCR system software (Applied Biosystems)) using Ct value (“arithmetic
fit point analysis for the lightcycler”), and results were expressed in n-fold calculated
vs. control.
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4.6. Western Blot

Total proteins were isolated from the whole frozen aorta using lysis buffer as pre-
viously described [28]. Afterwards, proteins were quantified using bicinchoninic acid
assay (BCA) method (Thermo Fisher Scientific). A total 50 ug of proteins were loaded and
separated on 10% polyacrylamide-SDS gels under reducing conditions. At the end of elec-
trophoresis, proteins were transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, UK). Membranes were blocked in TBS containing 0.1% Tween20 (TBST)
and 5% dry non-fat milk (1 h at room temperature) and incubated with the different primary
antibodies overnight at 4 ◦C. Next day, membranes were washed 10 min three times with
TBST and incubated 1 h with the appropriate HRP (horseradish peroxidase)-conjugated sec-
ondary antibody (anti-rabbit, GENA934, anti-mouse, GENA931, Sigma Chemical [1/2000])
at room temperature. ECL kit (Amersham Bioscience) was used to develop. Results were
analyzed by LAS 4000 (GE Healthcare Systems, Chicago, IL, USA) and the quantification of
the bands density was done by using the Quantity One software (Bio-Rad, CA, USA). The
following primary antibodies were employed p-SMAD2 (#3108, Cell signaling (1/1000)),
p-SMAD3 (ab52903; abcam; (1/1000)), TβRII ((sc17792; Santa Cruz Biotechnologies; 1/300))
and TβRI (sc518086; Santa Cruz Biotechnologies; [1/300]).

4.7. Statistical Analysis

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Normality distribu-
tion was tested by using Shapiro-Wilk test. If the samples followed a Gaussian distribution
or not, means were compared by t-student or Mann-Whitney statistical test respectively.
Every statistical analysis was conducted using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

5. Conclusions

The present study contributes to extend the complex mechanism implicated in the
TGF-β pathway regulation suggesting that CCN2 expression induced by TGF-β positively
regulates TβRII synthesis, which could compensate TβRII degradation induced by TGF-
β and, therefore, explain the essential role of CCN2 maintaining the TGF-β-mediated
profibrotic responses.
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