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La enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de muerte en países desarrollados, así 

como en pacientes con enfermedad renal crónica (ERC). El aumento en la incidencia de ERC en el mundo 

a causa del aumento en sus factores de riesgo como la edad, la diabetes, la hipertensión o la obesidad, 

pronostica un aumento en la incidencia de ECV y, concretamente, de aterosclerosis en la población en un 

futuro cercano. Por tanto, es de gran importancia el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para 

luchar contra la aterosclerosis y la ERC. Los factores de riesgo a nivel cardiovascular en enfermos renales 

difieren de los observados en la población general, destacando la inflamación persistente como un 

importante predictor de eventos cardiovasculares en pacientes con ERC. En este sentido, la glucoproteína 

transmembrana BTLA está involucrada en la respuesta inmune y la inflamación como un fuerte inhibidor 

de la activación de linfocitos y su disminución se ha relacionado previamente con una respuesta anormal 

de las células T dependiente de IL-17. Los mecanismos epigenéticos como la regulación de la expresión 

génica por micro-ARNs, han emergido como factores clave en condiciones patológicas como son las 

enfermedades cardiovasculares y renales. Además, la elevada estabilidad de estas moléculas en los 

diferentes fluidos corporales, hace de ellas unos potentes biomarcadores. Por todo esto, el objetivo de 

esta tesis es la identificación de diferentes micro-ARNs y/o ARNm como potenciales biomarcadores de la 

predicción de eventos ateroscleróticos en enfermedad renal y las vías de señalización implicadas en este 

proceso, así como el estudio de la vía miR-500a-3p/BTLA/IL-17 en el contexto de la enfermedad renal. 

Para ello, se han realizado estudios clínicos en pacientes con ERC y progresión de la enfermedad 

aterosclerótica, estudios in vivo en un modelo experimental de aterosclerosis acelerada por ERC, así como 

en dos modelos experimentales de daño renal: un modelo de administración sistémica de Angiotensina 

II; y un modelo de nefritis inmune y estudios in vitro en linfocitos T y B estimulados con suero urémico. 

Los estudios de expresión de ARNm y micro-ARNs realizados en pacientes con ERC y aterosclerosis tanto 

incipiente como progresiva, indican un papel de BTLA, miR-23a-3p, miR-652-3p y miR-500a-3p en el 

desarrollo inicial de la placa aterosclerótica y un papel de miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p, miR-

130b-5p, miR-23a-3p, miR-652-3p y miR-500a-3p en la progresión de la enfermedad aterosclerótica 

establecida en pacientes con ERC. Los posteriores estudios in vivo de la expresión de miR-23a-3p y miR-

652-3p, indican un efecto atero-protector de estos micro-ARNs en los ratones alimentados con dieta alta 

en grasas (ApoE-/- + HFD) y en aquellos que, además, fueron sometidos a una nefrectomía subtotal (ApoE-

/- + 5/6Nx + HFD). Sin embargo, los ratones ApoE-/- sometidos únicamente a una nefrectomía subtotal 

(ApoE-/- + 5/6Nx), muestran un aumento significativo en la expresión de ambos micro-ARNs en sangre 

total, así como un aumento significativo en la expresión de miR-23a-3p en tejido aórtico al compararlos 

con ratones control (ApoE-/-). Además, la expresión de miR-23a-3p en arco aórtico se correlaciona con los 

niveles de NEK7, gen diana para miR-23a-3p descrito anteriormente, indicando una posible vía de acción 

de miR-23a-3p en ERC y aterosclerosis. Por otro lado, los niveles de BTLA disminuyen significativamente 

en sangre total de todos los grupos de ratones (ApoE-/- + 5/6Nx, ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD), 

sin mostrar un efecto aditivo de la enfermedad renal experimental sobre la expresión de BTLA en 

aterosclerosis. Sin embargo, el tratamiento con suero urémico de macrófagos, los cuales presentan una 

elevada implicación en el proceso aterosclerótico, muestra una disminución significativa en los niveles de 

expresión de BTLA que, junto con el resto de resultados, podría sugerir un efecto de BTLA en el proceso 

aterosclerótico en un ambiente urémico. Además, los niveles de BTLA disminuyen en PBMCs de enfermos 

renales y a nivel renal en dos modelos experimentales de daño renal y se confirma la principal implicación 

de los linfocitos T en la bajada de BTLA en condiciones de uremia, observándose una relación inversa entre 

BTLA y su posible micro-ARN regulador, miR-500a-3p. Finalmente, se observa un aumento en la vía de 

señalización de IL-17 a nivel aórtico en los ratones ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD, en PBMCs de 

pacientes con ERC, en riñón de los modelos experimentales de administración sistémica de Angiotensina 

II y glomerulonefritis inmune y en linfocitos T estimulados con suero urémico. Todos estos resultados 

sugieren un papel de BTLA en el desarrollo de una aterosclerosis en condiciones de uremia, así como un 

papel de BTLA en diferentes enfermedades renales, que podría vincularse con una respuesta exacerbada 

mediada por IL-17 a través de miR-500a-3p. Además, se describen diferentes micro-ARNs involucrados en 

el proceso aterosclerótico en ERC. 
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Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death in developed countries and is the main 

cause of death in chronic kidney disease patients. The increase in the incidence of CKD due to the increase 

in its risk factors such as age, diabetes, hypertension or obesity, predicts an increase in the incidence of 

CVDs, specifically, atherosclerosis in the near future. Hence, the development of new strategies that focus 

in the regulation of the immune response may represent an important tool to diminish the cardiovascular 

mortality in renal patients. Risk factors for cardiovascular events are different in the CKD population 

highlighting persistent inflammation as an important predictor of poor outcome in CKD patients. In this 

sense, the transmembrane glycoprotein BTLA is involved in immune response and inflammation as a 

strong inhibitor of lymphocyte activation and has been related with an abnormal IL-17 dependent T-cell 

response. Epigenetic mechanisms such as micro-ARNs gene expression regulation have emerged as a key 

factors in pathological conditions including cardiovascular and renal diseases. In addition, the high stability 

of these molecules in body fluids makes them powerful biomarkers for cardiovascular disease prediction. 

For that reason, the objective of this thesis is the identification of different microRNAs and/or mRNAs as 

a potential biomarkers for atherosclerosis events in kidney disease and the signaling pathways involves in 

this process, as well as the study of the miR-500a-3p/BTLA/IL-17 pathway in kidney disease. With this 

purpose, clinical studies in CKD-atherosclerotic progressive patients, in vivo studies in an experimental 

model of CKD accelerated atherosclerosis, as well as in two experimental models of kidney damage 

(systemic Angiotensin II administration and immune nephritis) and in vitro studies in T and B lymphocytes 

stimulated with uremic serum have been carried out. microRNA and mRNA expression studies carried out 

in patients with CKD and both incipient and progressive atherosclerosis, indicated a role for BTLA, miR-

23a-3p, miR-652-3p and miR-500a-3p in the initial development of an atherosclerotic plaque and also 

indicated a role of miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p, miR-130b-5p, miR-23a-3p, miR-652-3p y miR-

500a-3p in atherosclerotic progression in patients with CKD. Subsequent in vivo studies of miR-23a-3p and 

miR-652-3p expression levels, indicated an atheroprotective effect of these microRNAs in mice fed with 

high fat diet (ApoE-/- + HFD) and animals that, apart from the HFD, suffered a subtotal nephrectomy (ApoE-

/- + 5/6Nx + HFD). However, ApoE-/- mice submitted to subtotal nephrectomy (ApoE-/- + 5/6Nx), showed a 

significant increase in expression of both miRNAs in whole blood, as well as a significant increase in the 

aortic arch expression levels of miR-23a-3p when compared to control mice (ApoE-/-). Moreover, the aortic 

arch miR-23a-3p expression levels inversely correlates with NEK7 expression levels, a target gene for miR-

23a-3p described above, indicating a possible miR-23a-3p dependent pathway regulation in CKD and 

atherosclerosis. Apart from that, BTLA levels appeared significantly decreased in whole blood of all mice 

groups (ApoE-/- + 5/6Nx, ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD), without showing an additive effect of 

experimental kidney disease on BTLA expression in atherosclerosis context. Nevertheless, the uremic 

serum treatment of macrophages, a highly involved cells in atherosclerotic process, showed a significant 

decrease in BTLA expression levels which, in concordance with the rest of the results, could suggest BTLA-

uremic dependent effect on the atherosclerotic process. In addition, BTLA levels decrease in PBMCs from 

kidney patients and at renal level in two kidney damage experimental models and it was confirmed the 

main involvement of T lymphocytes in the BTLA-uremia dependent decrease, showing an inverse 

correlation between BTLA and its possible regulator micro-ARN, miR-500a-3p. Finally, it was observed an 

increase in the IL-17 signaling pathway in the aortic arch of ApoE-/- + HFD and ApoE-/- + 5/6Nx + HFD mice, 

in PBMCs from CKD patients, in kidney from experimental mouse models of kidney damage and in T 

lymphocytes stimulated with uremic serum. All these results suggest a role for BTLA in the development 

of atherosclerosis in uremic conditions, as well as a role for BTLA in different kidney diseases, which could 

be mediated by an IL-17-exacerbated response through miR-500a-3p deregulation. In addition, different 

micro-RNAs involved in the atherosclerotic process in CKD are described
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La malaltia cardiovascular (MCV) es la principal causa de mort als països desenvolupats, així com en 

els pacients amb malaltia renal crònica (MRC). El augment en la incidència de la MRC al mon degut a la 

alta prevalença dels seus factors de risc com la edat, la diabetis, la hipertensió o la obesitat, pronostiquen 

un augment en la incidència de la MCV i, concretament, de l’aterosclerosi en un futur proper. Per tant, es 

de gran importància el desenvolupament de noves estratègies terapèutiques que permetin lluitar en front 

l’aterosclerosi i la MRC. Els factors de risc cardiovascular en malalts renals difereixen dels observats a la 

població general, ressaltant la inflamació continuada com un important predictor d’esdeveniments 

cardiovasculars als pacients amb MRC. En aquest sentit, la glucoproteïna transmembrana, BTLA, esta 

involucrada en la resposta immunitària i la inflamació com a un fort inhibidor de l’activació de limfòcits i 

la seva disminució s’ha relacionat prèviament  amb una resposta anormal de les cèl·lules T dependent de 

IL-17. Els mecanismes epigenètics com la regulació de la expressió gènica per micro-ARNs, han aflorat com 

a factors clau en condicions patològiques com son les malalties cardiovasculars i renals. A mes, la alta 

estabilitat d’aquestes molècules en els diferents fluids corporals, fa d’elles uns potents biomarcadors per 

preveure malalties cardiovasculars com l’aterosclerosi en malalts renals. Per tot això, el objectiu d’aquesta 

tesis es la identificació de diferents micro-ARNs y/o ARNm com a potencials biomarcadors en la predicció 

d’esdeveniments aterosclerotics  en la malaltia renal y el descobriment de les vies de senyalització 

implicades en aquest procés, així com l’estudi de la via miR-500a-3p/BTLA/IL-17 en un context de malaltia 

renal. En conseqüència, s’han realitzat estudis clínics en pacients amb MRC i progressió de la malaltia 

aterosclerótica, estudis in vivo en un model experimental de aterosclerosis accelerada per MRC, així com 

en dos models experimentals de dany renal: un model d’administració sistèmica d’Angiotensina II; i un 

model de nefritis immune i estudis in vitro amb limfòcits T i B estimulats amb sèrum urèmic. Els estudis 

d’expressió de ARNm i micro-ARNs realitzats en pacients amb MRC i aterosclerosi tant incipient com 

progressiva, indiquen un paper de BTLA, miR-23a-3p, miR-652-3p i miR-500a-3p en el desenvolupament 

inicial de la placa aterosclerótica i un paper de miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p, miR-130b-5p, miR-

23a-3p, miR-652-3p i miR-500a-3p en la progressió de la malaltia aterosclerótica establerta en pacients 

amb MRC. Els posteriors estudis in vivo en la expressió de miR-23a-3p y miR-652-3p, indiquen un efecte 

atero-protector de aquests micro-ARNs en els ratolins alimentats amb dieta alta en grassa (ApoE-/- + HFD) 

i en els ratolins que, apart de la dieta, van ser sotmesos a una nefrectomia subtotal ApoE-/- + 5/6Nx + HFD. 

No obstant, els ratolins ApoE-/- sotmesos a una nefrectomia subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx), mostren un 

augment significatiu en la expressió de amdós micro-ARNs en sang total, així com un augment significatiu 

en la expressió de miR-23a-3p en teixit aòrtic al comparar-los amb ratolins control (ApoE-/-). A més, la 

expressió de miR-23a-3p en arc aòrtic es correlaciona amb els nivells de NEK7, gen diana per a miR-23a-

3p descrit anteriorment, indicant una possible via d’acció de miR-23a-3p en MRC i aterosclerosi. Per altra 

banda, els nivells de BTLA disminueixen significativament en sang total de tots els grups de ratolins (ApoE-

/- + 5/6Nx, ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD), sense mostrar un efecte additiu de la malaltia renal 

experimental sobre la expressió de BTLA en aterosclerosi. No obstant, el tractament de macròfags amb 

sèrum urèmic, els quals presenten una elevada implicació en el procés aterosclerotic, mostra una 

disminució significativa en els nivells de expressió de BTLA que, juntament amb la resta de resultats, 

podria suggerir un efecte de BTLA en el procés aterosclerotic en un ambient urèmic. A més, els nivells de 

BTLA disminueixen en PBMCs de malalts renals, així com a nivell renal en dos models experimentals de 

malaltia renal, confirmant-se la principal implicació dels limfòcits T en la baixada de BTLA  en condicions 

d’urèmia observant-se una relació inversa entre BTLA i el seu possible micro-ARN regulador, miR-500a-

3p. Finalment, s’observa un augment en la via de senyalització de IL-17 a nivell aòrtic en els ratolins ApoE-

/- + HFD i ApoE-/- + 5/6Nx + HFD, en PBMCs de pacients amb MRC, en ronyó dels models experimentals 

d’administració sistèmica d’angiotensina II i glomerulonefritis immune i en limfòcits T estimulats amb 

sèrum urèmic. Tots aquests resultats suggereixen un paper de BTLA en el desenvolupament d’una 

aterosclerosis en condicions d’urèmia, així com un paper de BTLA en diferents malalties renals, que podria 

vincular-se amb una resposta exacerbada duta a terme per IL-17 mitjançant miR-500a-3p. A més, es 

descriuen diferents micro-ARNs involucrats en el procés aterosclerotic en MRC. 
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1-10 CCL2 C-C motif Chemokine ligand 2 

5/6 Nx 5/6 Nephrectomy CCR2 C-C motif Chemokine receptor 2 

  
Ccr6 C-C motif Chemokine receptor 6 

A Ccr4 C-C motif Chemokine receptor 4 

Ang II Angiotensina II Ccl20 C-C motif Chemokine ligand 20 

Act1 NF-κB activator 1 CCL5 
(RANTES) 

Chemokine (C-C motif) ligand 5 

Ap-1 Activator protein 1 CIMT Carotid intima media thickness 

AKT 
(PKB) 

Protein kinase B  Ct45a4 Cancer/testis antigen family 45, 
member A4 

ANCA Anti-neutrophil citoplasmatic 
antibodies 

C9orf53  CDKN2A divergent transcript 

ARN  Ácido ribonucleico  CTSG Cathepsin G 

ARNm ARN mensajero CPA3 Carboxypeptidase A3 

AGO2 Proteina argonauta 2 CEACAM5 CEA Cell Adhesion Molecule 5 

ABI Ankle brachial index CDK6 Cyclin Dependent Kinase 6 

    

B  D 
BTLA B- and T-lymphocyte attenuator DROSHA Double-Stranded RNA-Specific 

Endoribonuclease 
BUN  Blood ureic nitrogen DGCR8 DiGeorge Critical Region 8  

 
 DP  Diálisis peritoneal 

C  
Defa1b Defensin, alpha 1B 

CTGF Connective tissue growth factor   
CME Componentes de matriz extracelular E  
CEs Células endoteliales ERC Enfermedad renal crónica 

CMLVs Células de músculo liso vascular ECV Enfermedad cardiovascular 

CUL3 Cullin-3 ENRICA  Estudio de Nutrición y Riesgo 
Cardiovascular en España 

CPA Células presentadora de antígenos EPIRCE  Estudio Epidemiológico de la 
Insuficiencia Renal en España 

CTLA-8 Cytotoxic T-lymphocyte-associated 
antigen 8 

EAE Encefalomielitis autoinmune 
experimental 

CBAD C/EBPβ activation domain Erk1/2 Extracellular Signal-Regulated 
Kinases 1 and 2 

C/EBPδ CCAAT/Enhancer-Binding Protein Delta EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 E2F7 Transcription factor E2F7 

CXCL-
16 

C-X-C Motif Chemokine Ligand 16  
 

CXCL1 C-X-C Motif Chemokine Ligand 1   
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F  I 
FRA  Fracaso renal agudo IFG Índice de filtrado glomerular 

FBS Fetal bovine serum ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 

FER FER Tyrosine Kinase IM Infarto de miocardio 

FBW7 F-box and WD repeat domain-
containing 7 

INE Instituto nacional de estadística 

FcRL-1 Fc receptor-like 1 IFNγ Interferon gamma 

FOXP3 Forkhead box P3 ISGF Immunoglobulin super gene Family 

 
 ICOS Inducible costimulator 

G 
 

ITSM Immunoreceptor tyrosine-based 
switch motif 

GPX  Glutation peroxidasa ITIM Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibition motif 

GATA3 Glutamyl aminotransferase subunit A IMC Índice de masa corporal 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor   

Grb-2 Growth factor receptor-bound 
protein 2 

K 

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase 

KDIGO Kidney disease improving global 
outcomes 

 
 KIM1 Kidney injury molecule-1 

H 
 

KCNG1 Potassium voltage-gated channel 
subfamily C member 1 

HDL High-density lipoprotein 
 

 

HVEM Herpesvirus entry mediator L 
HSV-1 gD Herpes simplex virus glycoprotein D LDL Low density lipoprotein 

HCMV Human cytomegalovirus LRTG Lipoproteina rica en triglicéridos 

HD Hemodiálisis LOX-1 Lectin-like oxidized low-density 
lipoprotein receptor 

HDC Histidine decarboxylase LIGHT 
(TNFSF14) 

Tumor necrosis factor superfamily 
member 14  

HLA-
DQB1 

Major histocompatibility complex, 
class II, DQ beta 1  

 

HFD High fat diet 
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M P 
MCP-1  Monocyte chemoattractant 

protein-1 
PDGF Platelet derived growth factor  

MIP-1,2-3 Macrophage Inflammatory 
Proteins 1,2-3 

PESA  Progression of early subclinical 
atherosclerosis 

MAPKs Mitogen activated protein 
kinases 

PCSK9 Proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 9 

MHCII Major histocompatibility 
complex class II 

PCR Proteina C reactiva 

MDRD Modification of the diet in 
renal disease 

PD-1 Programmed death 1 

MS4A1 Membrane-spanning 4A PTK  Proteina tirosina quinasa 

MRPL35 Mitochondria ribosomal 
protein ligand 35 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 

MLKL Mixed lineage kinase 
domain-like 

PRKRA Interferon-inducible double-
stranded RNA-dependent protein 
kinase activator A 

  
PA Presión arterial 

N PAD  Peripheral arterial disease 

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 

PBMCs Peripheral blood mononuclear 
cells 

NLRP3 NLR family pyrin domain 
containing 3 

PBS Phosphate buffered saline 

NEK7 NIMA Related Kinase 7 PGK1  Phosphoglycerate Kinase 1 

NFAT Nuclear factor of activated 
T-cells 

PLAC8 Placenta-specific protein 8 

NGS New generation 
sequencing 

PPIA Peptidylprolyl isomerase A 

NTS Nefrotoxic serum   

N-GAL 
(LCN2) 

Lipocalin-2 R 

NT5E 5'-Nucleotidase Ecto RORγt RAR-related orphan receptor 
gamma 

  

RORα RAR-related orphan receptor 
alpha 

O RISC RNA-induced silencing complex 

ONT Organización nacional de 
trasplante 

REDinRED  Red española de investigación 
renal 

OMS Organización mundial de la 
salud 

RNASE3 RNA A family member 3 

ON Oxide nitric 
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S TRAF6 Tumor necrosis factor receptor 
associated factor 6  

SEN Sociedad Española de nefrología TILL TIR-like loop 

SRAA Sistema renina-angiotensina-aldosterona TTP Tristetraprolin 

SEC Sociedad Española de cardiología TNFRSF Tumor necrosis factor receptor 
superfamily 

SR Scavenger receptor TRBP  TAR RNA-binding proteiN 

SCR Síndrome cardiorenal TLDAs Taqman low density array cards 

SOD Superoxide dismutase TNFSF10 Tumor necrosis factor 
superfamily member 10 

SMAD3 Suppressor of mothers against 
decapentaplegic family member 3   

STAT3 Signal transducer and activator of 
transcription 3 

U 

SHP-1,2 Tyrosine phosphatase 1,2 UUO Unilateral ureteral obstruction 

SLC38A11 Solute carrier family member 38 A11 UTR Untranslated region 

    

T V 
TNF-α Tumor necrosis factor alpha VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 

1 
TGF-β Transforming growth factor 

  

TEM Transición epitelio mesénquima 
  

TendM Transición endotelio mesénquima 
  

TCR T-cell receptor   

T-bet T-box protein expressed in T cells 
  

Th1 Helper 1 T-lymphocytes 
  

Th2 Helper 2 T-lymphocytes   

Th17 Helper 17 T-lymphocytes 
  

Treg Regularoy T-lymphocytes 
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1. La enfermedad renal crónica 

 

1.1. Características clínicas y epidemiología 

La enfermedad renal crónica (ERC) es un término general que engloba trastornos 

heterogéneos con anomalías en la estructura y función del riñón durante al menos 3 

meses. A nivel global, se estima que ~850 millones de personas sufren de una ERC 1. En 

2017 se registraron 1,2 millones de muertes a causa de la ERC en todo el mundo y en los 

próximos 20 años se estima un aumento en su mortalidad, que la situarán como la 

quinta causa de muerte a nivel mundial2. A nivel europeo, la investigación llevada a cabo 

por el consorcio europeo de ERC indica una prevalencia de ERC de hasta un 17,3%3. 

Finalmente, los estudios ENRICA (Estudio de Nutrición y Riesgo Cardiovascular en 

España) y EPIRCE (Estudio Epidemiológico de la Insuficiencia Renal en España) mostraron 

una prevalencia de la ERC en España de entre el 10% y el 15%, incrementándose hasta 

un 20% en personas mayores de 60 años4,5. Además, según datos recogidos en 2020 por 

la Organización Nacional de Trasplantes (ONT) y la Sociedad Española de Nefrología 

(SEN), en la población española se ha producido un aumento del 30% de los individuos 

con ERC en fases avanzadas, llegando a generar un coste de hasta el 3% del gasto 

sanitario español6.  

Debido al importante problema de salud pública que genera la ERC, la 

clasificación de esta enfermedad es de gran interés. Típicamente, la función renal ha 

sido evaluada por el índice de filtrado glomerular (IFG o GFR, del inglés, Glomerular 

Filtration Rate), siendo considerados pacientes con ERC todos aquellos individuos que 

presenten un IFG < 60mL/min/1,73m2 durante 3 meses o más. Sin embargo, la 

información obtenida a partir del IFG por sí sola no es una herramienta óptima para el 

pronóstico de la ERC7. En este sentido, la albuminuria se presenta como uno de los 

predictores más importantes en la progresión de la ERC8. Este planteamiento se reflejó 

en las guías KDIGO 2012 (del inglés, Kidney Disease Improving Global Outcomes), en las 

que se determinó una clasificación más precisa de la ERC y sus estadios, que dependía 

tanto del IFG como de los niveles de albuminuria de los pacientes, estandarizando de 

esta manera la clasificación de la enfermedad7. Siguiendo esta premisa, se han 

propuesto diferentes estadios de la ERC dependiendo del IFG (G1, G2, G3a, G3b, G4 y 
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G5) y del estado de albuminuria (A1, A2 y A3) cuya combinación nos proporciona el 

riesgo de morbi-mortalidad y de progresión de esta enfermedad7 (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

El aumento en la incidencia de la ERC en las últimas décadas está asociado con 

el incremento de otras enfermedades crónicas como la diabetes, hipertensión y 

obesidad que, a su vez, son factores de riesgo en el desarrollo de la ERC9,10. De la misma 

forma, el envejecimiento de la población es un factor que también contribuye al 

deterioro renal11. Además de estos factores de riesgo tradicionales, se han descrito otras 

posibles causas en el desarrollo de la ERC y/o el fracaso renal agudo (FRA, el cual es un 

factor de riesgo per se en el desarrollo de la ERC)12, como la continua exposición a 

fármacos con efectos nefrotóxicos13 e infecciones sistémicas14,15. 

Es importante destacar las complicaciones derivadas de la ERC, relacionadas con 

la pérdida de la función endocrina y exocrina de los riñones, que otorgan una gran 

importancia al estudio de esta enfermedad. Algunas de estas complicaciones son: la 

anemia, resultante de la disminución en la producción de eritropoyetina endógena16; la 

acidosis metabólica, caracterizada por la acumulación de protones y la alteración en la 

producción de bicarbonato que resulta en la bajada sistémica del pH17 ; así como las 

alteraciones en el metabolismo mineral, asociadas con enfermedades óseas, 

hiperparatiroidismo secundario y calcificaciones coronarias, vasculares y valvulares18. 

Figura 1. Pronóstico de ERC con el uso de las categorías de IFG y albuminuria. Verde: riesgo bajo; amarillo: riesgo 

moderado; naranja: riesgo alto; rojo: riesgo muy alto. Modificado de Levin el al7 



INTRODUCCIÓN 
 

23 
 

Finalmente, la enfermedad cardiovascular (ECV), es una de las complicaciones de la ERC 

más ampliamente estudiada por su gran impacto en la mortalidad de estos pacientes19.  

Uno de los principales problemas en el campo de la nefrología, reside en la 

ausencia de síntomas clínicos obvios en las etapas tempranas de la enfermedad, 

complicando el diagnóstico y tratamiento temprano y exponiendo una necesidad 

urgente de obtener nuevos biomarcadores sensibles y específicos para su uso en clínica. 

Los actuales tratamientos clínicos para la ERC están enfocados en la ralentización de su 

progresión, enfocándose en el tratamiento de diferentes factores de riesgo, con el fin 

de reducir el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares y, por lo tanto, la mortalidad 

asociada a la ERC. En particular, el tratamiento de la hipertensión mediante el uso de 

inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) ha supuesto un gran 

impacto en el manejo de la ERC20. A pesar de todo, existe un aumento de los pacientes 

en estadios terminales de la enfermedad21, los cuales solo pueden ser tratados 

mediante terapias de reemplazo como la diálisis (hemodiálisis o diálisis peritoneal) o el 

trasplante renal. Esto genera un gran interés en el estudio de nuevas estrategias que 

sean capaces de restaurar la función del riñón o prevenir la progresión de la 

enfermedad22. En la figura 2 se muestra un esquema de todas las características clínicas 

mencionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de las causas (azul), complicaciones (rojo) y terapias clínicas (verde) en la enfermedad renal 

crónica (ERC). 
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1.2. Fisiopatología de la ERC 

Independientemente de su etiología, la ERC presenta un deterioro gradual del 

parénquima renal, una inflamación mantenida y una pérdida de la funcionalidad de la 

nefrona23, que pueden ser resueltas o, en caso contrario, conducir a una enfermedad 

renal en etapa terminal, caracterizada por la inflamación crónica y finalmente, la fibrosis 

tisular (Figura 3).   

1.2.1. Proceso inflamatorio renal 

Independientemente de la lesión inicial en un tejido, la reparación 

del daño siempre se asocia con una respuesta inflamatoria que desencadena un proceso 

inmunológico que puede resultar en la recuperación del daño o derivar en un proceso 

fibrótico. En el riñón, el proceso inflamatorio se caracteriza por la infiltración de células 

inmunitarias (neutrófilos, macrófagos y linfocitos) en el túbulointersticio renal, así como 

en el espacio glomerular24,25. Patologías como la hipertensión, diabetes, enfermedades 

autoinmunes, isquemia, infecciones, exposición a toxinas o una sobrecarga proteica 

inducen la activación de las células renales, las cuales desencadenan un proceso 

inflamatorio caracterizado por la liberación de citoquinas proinflamatorias como TNFα, 

IL-1β y IL-626–28, moléculas de adhesión entre las que destacan ICAM-129, quimioquinas 

tales como MCP-1,2-3, RANTES, CXCL-16, CXCL-1 y MIP-1,2-330, péptidos vasoactivos 

como angiotensina II (Ang II) y endotelina-131–33, factores de crecimiento entre los que 

se encuentran CTGF, TGF-β y PDGF34 y especies reactivas de oxígeno (OH-, H2O2, O2
-)35. 

Estos factores promueven cambios endoteliales que permiten un mayor flujo de sangre 

a la zona dañada, así como una mayor permeabilidad vascular, provocando una 

extravasación de células inflamatorias (macrófagos y leucocitos) a la región dañada 

generando a su vez, un “feedback” positivo de liberación de más moléculas 

proinflamatorias y el reclutamiento de más células inmunitarias in situ36. Todo este 

proceso inflamatorio, está mediado principalmente por la activación de las vías de 

señalización intracelulares como la vía de activación de NF-кB (p50/p65) o de las 

quinasas activadas por mitógenos (MAPKs, del inglés, Mitogen-activated protein 

kinases) entre otras37,38. 
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1.2.2. Proceso fibrótico renal 

Si la inflamación no se resuelve y se cronifica, el exceso de tejido 

conectivo acumulado durante el proceso de reparación, induce el desarrollo de fibrosis 

y la pérdida de la funcionalidad renal39. El proceso fibrótico es un proceso dinámico y 

complejo caracterizado por la deposición excesiva de componentes de matriz 

extracelular (CME) (Colágeno I, III, V, VI, VII y XV)40 que da lugar a la posterior formación 

de una cicatriz fibrosa, reducción del parénquima renal y una pérdida de función. La 

fisiopatología de la fibrosis renal implica múltiples vías moleculares y varios tipos de 

células renales e infiltrantes. Los miofibroblastos, son las células responsables de la 

liberación de CME con el fin de cicatrizar la herida, sin embargo, la acumulación de estas 

células y el exceso de CME conducen a la reparación anormal del tejido (fibrosis)41. A 

nivel renal, se han descrito diferentes precursores que explican el aumento de 

miofibroblastos y, en consecuencia de CME: 1) Fibroblastos residentes que sufren una 

diferenciación hacia miofibroblastos42; 2) Células epiteliales y/o endoteliales que sufren 

un cambio fenotípico debido al proceso de transición epitelio mesénquima (TEM) o 

endotelio mesénquima (TendM), respectivamente43,44 y 3) Diferenciación a partir de  

células derivadas de la médula ósea45. En este sentido, Le Bleu et al describieron que, el 

50% de los miofibroblastos procedían de la proliferación de fibroblastos residentes, y el 

otro 50% procedían de la diferenciación de células de médula ósea (35%), TEM (5%) y 

TendM (10%)46. A su vez, durante todos estos procesos, se produce la liberación de 

factores pro-fibróticos tales como TGF-β, CTGF y PDGF47–49, los cuales generan una 

retroalimentación que impulsa el proceso fibrótico, estimulando la liberación de más 

CME y la acumulación de miofibroblastos. Aun así, a pesar de la gran información sobre 

los procesos moleculares involucrados en el proceso de fibrosis, todavía no existe un 

tratamiento anti-fibrótico eficaz que permita una reversión del daño ya establecido.  
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2. La aterosclerosis  

2.1. Características clínicas y epidemiología 

La aterosclerosis es un proceso patológico caracterizado por la acumulación de 

grasas tales como el colesterol y otras sustancias en la pared arterial, y es considerada 

una de las principales causas en el desarrollo de ECVs. El conjunto de grasas (lípidos y 

colesterol) y otras sustancias, es conocido comúnmente como placa aterosclerótica y su 

desarrollo tiene lugar, principalmente, en la capa íntima (capa más interna) de las 

bifurcaciones de arterias medianas y grandes50. Las complicaciones de esta patología, 

sitúan a la aterosclerosis como una enfermedad de gran interés en salud pública a nivel 

mundial, debido a la capacidad de la placa aterosclerótica de limitar el flujo de sangre o 

romperse generando un trombo que puede conducir a la oclusión parcial o total de las 

arterias afectadas. Las principales manifestaciones clínicas de la aterosclerosis incluyen: 

cardiopatía isquémica, accidente cerebrovascular isquémico o enfermedad vascular 

periférica51.  

Figura 3. Esquema de los mecanismos celulares y moleculares que se producen en respuesta a un daño renal. 

En condiciones de daño renal, se desencadena una respuesta inflamatoria que genera la infiltración renal de 

células inmunitarias a través del endotelio dañado y la subsecuente liberación de citoquinas, quimiocinas, 

factores de crecimiento y moléculas de adhesión por parte de las CEs e inmunitarias que exacerban la respuesta 

inflamatoria. En este punto, la lesión puede resolverse o, en caso contrario cronificarse induciendo el desarrollo 

de un proceso fibrótico caracterizado por la acumulación de CME por parte de los miofibroblastos activados. 
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La mortalidad derivada de ECVs ha disminuido en los países desarrollados, sin 

embargo, continúan constituyendo la principal causa de muerte a nivel global. En 2019, 

la Organización Mundial de la Salud (OMS), estimó que el 32% de las muertes a nivel 

mundial se asociaban con eventos cardiovasculares, principalmente con cardiopatías 

isquémicas como los infartos de miocardio (IM), una de las principales manifestaciones 

clínicas de la aterosclerosis52. De la misma forma, datos europeos recogidos en 2017 por 

la Sociedad Europea de Cardiología (SEC) indican que se registraron 19,9 millones de 

casos nuevos de ECV. Además, la SEC estimó una mortalidad asociada con ECV en Europa 

del 43%, la cual se veía significativamente aumentada en personas >70 años53. A nivel 

nacional y siguiendo la tendencia europea y mundial, las ECVs también se sitúan como 

la primera causa de muerte. En este sentido, datos recogidos por el Instituto Nacional 

de Estadística (INE) en 2020 mostraron como el 24,3% de los fallecimientos en España 

fueron por causas cardiovasculares54, siendo la cardiopatía isquémica la causa 

principal55. De forma interesante, un estudio nacional sobre la prevalencia de la 

aterosclerosis en España (PESA; Progression of Early Subclinical Atherosclerosis) mostró 

la presencia de aterosclerosis subclínica en > 50% de los individuos asintomáticos de 40-

54 años incluidos en el estudio56. 

Esta elevada incidencia y mortalidad de las ECVs se relaciona directamente con 

la elevada prevalencia de sus factores de riesgo. En este sentido, las anomalías en el 

metabolismo lipídico, representan una de las principales causas en el desarrollo de la 

aterosclerosis y su prevalencia ha mostrado un aumento significativo en las últimas dos 

décadas57. Estas anomalías, engloban un aumento de los niveles en sangre de LDL-c 

(colesterol transportado en lipoproteínas de baja densidad) y LRTG (lipoproteínas ricas 

en triglicéridos), así como una disminución en los niveles de HDL-c (colesterol 

transportado en lipoproteínas de alta densidad)58,59. En relación a estas anomalías 

lipídicas, niveles elevados de lipoproteína a [Lp(a)], una glucoproteína presente en las 

LDL con alta capacidad aterogénica, se ha descrito como una posible causa, con bases 

genéticas, en el desarrollo de la aterosclerosis60. La hipertensión también es considerada 

un importante factor de riesgo en el desarrollo aterosclerótico61,62, de hecho, en las 

últimas 3 décadas se ha observado un aumento de los individuos hipertensos que 

terminan desarrollando una ECV57. Otros de los factores de riesgo en una ECV que han 
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presentado un aumento significativo en las últimas décadas son: la diabetes y la ERC57, 

la inflamación crónica, el estrés oxidativo, la obesidad y el sedentarismo, el tabaquismo 

y el alcoholismo y la edad57,63–65. 

Como se ha comentado, la aterosclerosis es un importante problema de salud 

pública y su estudio constituye uno de los principales focos de atención entre la 

comunidad científica. En esta patología, las principales estrategias terapéuticas están 

dirigidas a mitigar los diferentes factores de riesgo. En este sentido, el primer enfoque 

para evitar el desarrollo de placa aterosclerótica, consiste en el cambio de los hábitos 

de vida del individuo66,67. A su vez, se han desarrollado terapias farmacológicas dirigidas 

al tratamiento directo de algunas características de la patología aterosclerótica como la 

dislipidemia. De esta manera, el uso de estatinas68, fibratos69 y/o una combinación de 

ambos70 han demostrado una clara eficacia en la reducción de los niveles de colesterol 

y triglicéridos. Otras terapias más innovadoras mediante el uso de inhibidores de PCSK9 

(proteína que interviene en la degradación del receptor de LDL) han mostrado una gran 

eficacia en la reducción de los eventos cardiovasculares al disminuir los niveles de 

LDL71,72. Asimismo, se han desarrollado terapias no enfocadas al tratamiento de la 

dislipidemia como son las terapias antihipertensivas (inhibidores del sistema renina-

angiotensina-aldosterona, beta bloqueantes, diuréticos)73,74, terapias antiplaquetarias 

(ácido acetilsalicílico, heparina)75,76, y/o tratamientos antiinflamatorios mediante el uso 

de anticuerpos (IL-1β, Fosfolipasa, A2, leucotrienos, CCL2-CCR2, TNFα)77,78. En la figura 

4 se muestra un esquema de todas las características clínicas mencionadas. 

La elevada mortalidad derivada de las ECV, el alto precio de los tratamientos 

quirúrgicos y la reducción de la calidad de vida de los pacientes, evidencia la necesidad 

de seguir profundizando en el estudio de la aterosclerosis y sus mecanismos 

subyacentes. 
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2.2. Fisiopatología de la aterosclerosis 

Para la perfecta comprensión de los mecanismos moleculares que intervienen 

en la formación de una placa aterosclerótica, es necesario conocer la estructura de los 

vasos sanguíneos donde tienen lugar estos eventos cardiovasculares. Los vasos 

sanguíneos están constituidos por tres capas estructuralmente diferentes: 1) la túnica 

íntima o endotelio, formada por una monocapa de células endoteliales (CEs), colágeno 

y fibras de elastina que constituye la primera barrera estructural para moléculas, células 

o patógenos circulantes; 2) la túnica media, formada principalmente por células de 

músculo liso vascular (CMLVs), tejido elástico y conectivo que proporciona la fuerza 

muscular necesaria para modificar el diámetro del vaso y, finalmente, 3) la túnica 

adventicia, la capa más externa formada principalmente por una matriz densa de tejido 

conectivo79 (Figura 5).  

Figura 4. Esquema de las causas (azul), complicaciones (rojo) y terapias clínicas (verde) en la aterosclerosis. 
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La fisiopatología de la aterosclerosis o formación de la placa de ateroma, puede 

dividirse en tres pasos: iniciación, progresión y rotura de la placa. Durante todos estos 

pasos, existe una interacción entre las CEs, las CMLVs y células inflamatorias que 

intervienen en la acumulación de lípidos en las arterias y en la consecuente formación 

de la placa80. 

2.2.1. Iniciación y progresión de la lesión aterosclerótica 

En la fase de iniciación y, debido a un proceso de disfunción endotelial que 

aumenta su permeabilidad, las moléculas LDL se infiltran en el espacio subendotelial81. 

La disfunción endotelial está causada por la alteración de la homeostasis vascular, que 

se encuentra afectada por cambios en ciertos procesos mecánicos como la alteración 

del flujo laminar82, o en mecanismos moleculares como un aumento del estrés oxidativo 

que, entre otros efectos, disminuye la biodisponibilidad de óxido nítrico (NO), un 

potente agente anti-aterogénico involucrado en la vasodilatación83. Todo esto da lugar 

a un aumento en la síntesis endotelial de citoquinas pro-aterogénicas (TNF-α, IL-1 e IL-

6), moléculas de adhesión (VCAM-I e ICAM-1), quimioquinas (MCP-1) y factores de 

crecimiento (PDGF)84–86 (Figura 6). Durante la progresión de la enfermedad, las 

partículas de LDL están expuestas a un proceso de oxidación que las convierte en 

componentes inflamatorios clave que favorecen el desarrollo de la placa aterosclerótica. 

Los principales mecanismos que conducen a la oxidación de las partículas de LDL son: 

la acción directa de los radicales libres de oxígeno (H2O2, OH-, O2
-)87 y de 

Figura 5. Estructura de la pared de una arteria. 
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moléculas/enzimas con capacidad oxidante como fosfolipasas, lipooxigenasas y 

oxidasas88–90 y/o la pérdida de los propios antioxidantes presentes en las partículas LDL 

(ácidos grasos poliinsaturados y vitamina E)91. Posteriormente las partículas de LDL 

oxidadas (LDLox) inducen la activación de las CEs, las cuales aumentan la expresión de 

varias moléculas de adhesión como MCP-1 e ICAM-192, responsables del reclutamiento 

y migración de monocitos al lugar de la lesión93. Una vez en la capa íntima, los monocitos 

son activados y diferenciados a macrófagos pro-inflamatorios (M1) o anti-inflamatorios 

(M2)94 y se desencadena la captación de LDLox por parte de estos mediante la expresión 

de diferentes receptores scavenger (SR) (CD36, SR-A1 o LOX-1)95. Las LDLox captadas 

por los macrófagos, se degradan en los lisosomas y el colesterol liberado es esterificado 

formando esteres de colesterol. La acumulación de esteres de colesterol junto con la 

disminución en la eficacia de la salida del colesterol, culmina en la transformación de 

estos macrófagos en las llamadas “células espumosas”96,97. En este punto, las CMLVs, 

intervienen también en la captación de LDLox, siendo capaces de migrar hacia la túnica 

íntima y contribuir en la producción de “células espumosas” y su acumulación98. Cabe 

destacar que, a pesar de que los macrófagos constituyen las células predominantes en 

el desarrollo aterosclerótico, los linfocitos T también juegan un papel importante. En 

este sentido, los linfocitos T reconocen las LDLox como antígenos, promoviendo una 

cascada que resulta en la expresión de citoquinas que benefician principalmente la 

respuesta de células Th1 y Th1799. Finalmente, el conjunto de todos estos eventos 

conduce al desarrollo de lo que es conocido como núcleo necrótico, formado por 

“células espumosas” muertas, células inflamatorias, CEs y CMLVs que adquieren 

características miofibroblásticas para formar una capa fibrosa cubriendo la estría grasa 

(placa aterosclerótica)96. Además, se produce la cristalización de calcio y fósforo en 

forma de hidroxiapatita tanto en la capa íntima como media de la arteria, afectando a 

la estabilidad de la placa aterosclerótica100 (Figura 6). 

2.2.2. Rotura de la placa de ateroma 

La formación de esta capa fibrosa, protege a la placa aterosclerótica de la 

rotura, manteniendo el material pro-trombótico en su interior. Sin embargo, a lo largo 

del tiempo, la continua muerte de CMLVs y macrófagos, la consecuente reducción en la 

producción de CME, la elevada presencia de moléculas pro-inflamatorias y la 
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calcificación vascular101,102, disminuyen la capacidad de conservación de una cubierta 

fibrosa fuerte y rígida, volviéndola inestable y susceptible de romperse mediante fuerzas 

hemodinámicas101,103. En conclusión, una placa se considera inestable cuando presenta 

un gran núcleo necrótico, una fina capa fibrótica y un fuerte componente inflamatorio.  

Finalmente, la rotura de la placa induce procesos de coagulación, así como 

el reclutamiento y adherencia de plaquetas con el fin de cicatrizar la herida104, formando 

lo que es conocido como trombo. El trombo reduce el flujo sanguíneo generando 

cardiopatías isquémicas o, si la obstrucción es completa, provocando un infarto de 

miocardio101,105. Además, si el trombo se desprende de la pared arterial, se produce un 

coágulo conocido como émbolo, el cual puede alojarse en las arterias distales, 

obstruyendo el flujo sanguíneo y provocando una isquemia local, una disfunción 

orgánica o un infarto106 (Figura 6). 

Figura 6. Esquema de los mecanismos celulares y moleculares que se producen en la aterosclerosis. En primer lugar, 

se produce la activación de las CEs y la consecuente disfunción endotelial que conlleva a la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y moléculas de adhesión. Las moléculas liberadas por las CEs dirigen el reclutamiento de células 

inflamatorias (macrófagos, linfocitos) que generan un “feedback” positivo para el reclutamiento de más células 

inmunitarias. Las partículas de LDL son también oxidadas y fagocitadas por macrófagos, los cuales se convierten en 

células espumosas ricas en lípidos. Las CMLVs migran hacia la túnica íntima contribuyendo a la formación del núcleo 

necrótico y la fibrosis. Finalmente, la rotura de la placa genera el reclutamiento de factores de coagulación y 

plaquetas, generando lo que es conocido como trombo. 
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3. Papel de la ERC como factor de riesgo en la progresión de la 

patología aterosclerótica  

Como se ha comentado anteriormente, la ERC es uno de los principales factores 

de riesgo en el desarrollo de ECVs57, de hecho, las ECVs constituyen la principal causa de 

muerte en pacientes con ERC19,107,108. Varios estudios han demostrado esta estrecha 

relación entre ambas enfermedades. En este sentido, los datos obtenidos en los estudios 

Framingham109, Hoorn110 y otros108, indicaron una relación inversa entre el IFG y el 

riesgo cardiovascular. Con el mismo objetivo, varios estudios han confirmado que, 

además del IFG, existe una relación directa e independiente de los niveles de 

albuminuria con el riesgo cardiovascular111–113. Todos estos estudios muestran cómo la 

disminución de la función renal per se, representa un continuo riesgo cardiovascular. 

Además, este riesgo se ve aumentado en aquellos pacientes con enfermedad renal 

terminal o en hemodiálisis114.  Es importante incidir en aquellos estudios que establecen 

una clara relación entre la enfermedad aterosclerótica y la patología renal. En este 

sentido, ya en la década de los años 70, se indicó un claro aumento del proceso 

aterosclerótico en pacientes en hemodiálisis115. Posteriormente, diferentes estudios 

prospectivos, indicaron una relación de la ERC con el proceso aterogénico independiente 

de los tratamientos de diálisis, demostrando una relación causal entre los diferentes 

estados urémicos presentes durante una ERC y la fisiopatología de la 

aterosclerosis116,117. En este sentido, Rigatto et al mostraron una menor tasa de 

progresión aterosclerótica en pacientes con ERC avanzada (IFG < 30mL/min/1,73m2) al 

compararlos con pacientes que presentaban una función renal más conservada (30 < 

IFG < 60mL/min/1,73m2), sugiriendo la implicación de otros mecanismos, diferentes al 

progreso aterosclerótico, en la incidencia cardiovascular de pacientes con ERC118. Esta 

controversia puede ser explicada a través de los resultados obtenidos en el estudio 

NEFRONA, los cuales indican una diferencia en el desarrollo aterosclerótico dependiente 

de la presencia/ausencia de placa aterosclerótica basal y/o la presencia/ausencia de una 

ERC progresiva119. En cualquier caso, hay una relación muy estrecha entre la ERC y las 

diferentes manifestaciones cardiovasculares causadas por un proceso 

aterosclerótico120. Debido a esta fuerte relación entre ambas enfermedades, existe una 

categorización que engloba y diferencia los distintos síndromes cardiorrenales (SCR) 

dependiendo del órgano causante del daño (riñón o corazón) y si la disfunción es crónica 
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o aguda. Dentro de esta categorización, cuando hablamos de una aterosclerosis inducida 

por ERC, hablamos de un SCR de tipo 4 (Anomalías crónicas de la función renal que 

conducen a enfermedades cardiovasculares)121.  

La relación entre la ERC y la aterosclerosis se puede comprender, aparte de por 

la coexistencia de sus factores de riesgo tradicionales (hipertensión, edad, tabaquismo, 

dislipidemia, diabetes y obesidad), por la susceptibilidad aterosclerótica que otorgan 

algunas características propias de la ERC (estrés oxidativo, inflamación, toxinas 

urémicas, calcificación vascular, disfunción endotelial, metabolismo mineral, así como 

alteraciones lipídicas) (Figura 7). Estos factores de riesgo no tradicionales son los 

responsables del incremento de morbi-mortalidad cardiovascular en enfermos renales 

comparados con la población general122, ya que a medida que la enfermedad renal 

avanza, los factores de riesgo no tradicionales se vuelven más relevantes, de manera 

que los eventos cardiovasculares en este grupo de pacientes dejan de depender de los 

factores de riesgo tradicionales. 

 

Figura 7. Factores de riesgo cardiovasculares tradicionales y no tradicionales en la ERC. 
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De esta manera, la relación entre la disfunción endotelial y la enfermedad renal 

en estadios terminales, que requieren tratamientos sustitutivos como la hemodiálisis o 

la diálisis peritoneal, fue descrita hace dos décadas, observándose una disminución de 

las propiedades vasodilatadoras de las células endoteliales en pacientes con 

tratamientos sustitutivos123,124. Pocos años después, se describió una función endotelial 

alterada en pacientes en estados más precoces de la ERC125,126. En este sentido, la 

disfunción endotelial que se produce en un ambiente de ERC aumenta la predisposición 

a la inflamación, vasoconstricción y al incremento de la permeabilidad vascular127, 

favoreciendo el proceso aterosclerótico. Por otro lado, y como se ha comentado, la ERC 

también se ha relacionado con un aumento en el estrés oxidativo35,128–130, proceso 

vinculado con el desarrollo aterosclerótico de forma directa o indirecta131,132. El estrés 

oxidativo presente en la ERC está caracterizado por la disminución en la síntesis de 

enzimas antioxidantes (GSH Peroxidasa, SOD, catalasa) por parte del riñón dañado y el 

aumento de los radicales libres de oxígeno (H2O2, OH-, O2
-) como consecuencia de la 

inflamación crónica35,129,133. Además, varios estudios han relacionado la presencia de 

toxinas urémicas (ej. sulfato de p-Cresol, productos glicosilados) con el desarrollo de un 

ambiente oxidativo132,134,135. NRF2, es un factor de transcripción clave en la respuesta al 

estrés oxidativo, mediante la regulación en la expresión de agentes antioxidantes, y se 

ha relacionado ampliamente con el daño renal y la patología cardiovascular derivada136. 

En este sentido, CUL3, proteína responsable de la degradación de NRF2, se ha vinculado 

con el proceso aterogénico137–139 y su estudio en la aterosclerosis acelerada inducida por 

un daño renal es de gran interés. Por otro lado, las alteraciones del metabolismo 

mineral y la subsecuente calcificación vascular se relacionan estrechamente con el 

proceso aterosclerótico derivado de una enfermedad renal. El efecto causal de estas 

condiciones reside principalmente en la disminución de la elasticidad de los vasos 

sanguíneos y la elevación de la presión arterial, las cuales aumentan el riesgo de sufrir 

eventos cardiovasculares140–142. Finalmente, las alteraciones del metabolismo lipídico 

se han relacionado con el proceso aterosclerótico en un ambiente de uremia. En este 

sentido, varios estudios epidemiológicos han mostrado una dislipidemia en ERC 

caracterizada por un aumento en los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL, así como 

una disminución en los niveles de HDL143. Además, la ERC no solo se ha relacionado con 

cambios en la cantidad de estas moléculas, sino también con cambios en la calidad de 
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algunas lipoproteínas como las LDL o HDL, algunos de estos cambios pueden ser la 

glucosilación, la oxidación y la carbamilación, los cuales son descritos como potentes 

factores aterogénicos144. 

En la Figura 8 se presentan gráficamente los diferentes mecanismos no 

tradicionales mencionados, involucrados en la progresión aterosclerótica en ERC.  

 

 

En la actualidad, no existen terapias específicas para el tratamiento de la 

aterosclerosis derivada de un daño renal, todas ellas se basan en el abordaje de los 

diferentes factores de riesgo cardiovasculares no tradicionales presentes en estados de 

uremia. En este sentido, se utilizan tratamientos con vitamina D, vitamina K o quelantes 

de fósforo con el fin de evitar o restaurar las alteraciones en el metabolismo mineral y, 

por lo tanto, la subsecuente calcificación vascular145. Otro tratamiento muy utilizado en 

Figura 8. Esquema de los mecanismos no tradicionales involucrados en la progresión aterosclerótica en la 

ERC. La dislipidemia y el ambiente inflamatorio caracterizado por la presencia de células y citoquinas pro-

inflamatorias presentes en ERC, generan un aumento de las especies reactivas de oxígeno que, junto con el 

ambiente inflamatorio y las toxinas urémicas, benefician una disfunción endotelial que predispone al 

desarrollo aterosclerótico. Además, la hiperfosfatemia característica de enfermos renales, promueve la 

calcificación vascular que se relaciona con el progreso aterosclerótico. 
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esta cohorte de pacientes son las estatinas que ayudan a mejorar el perfil lipídico de los 

pacientes con ERC evitando un futuro evento cardiovascular146. Además, existen 

estudios prometedores sobre el uso de inhibidores específicos de PCSK9 para tratar las 

alteraciones lipídicas presentes en estados de uremia147. Análogamente, se utilizan 

diferentes mecanismos para reducir la inflamación persistente en estados de uremia 

como son los anticuerpos frente a IL-6 e IL-127,148. Los tratamientos con diferentes 

vitaminas y minerales como la vitamina C, la vitamina E y el magnesio ayudan a disminuir 

la inflamación y potenciar la respuesta antioxidante149–151. A pesar de la disponibilidad 

de varias terapias que han demostrado una reducción sustancial en el desarrollo 

aterosclerótico, hasta el momento no existen biomarcadores específicos que puedan 

predecir un evento cardiovascular en pacientes con ERC.  

 

3.1. Papel de la inflamación crónica presente en la ERC sobre el 

desarrollo aterosclerótico 

La aterosclerosis y la ERC constituyen dos enfermedades con una fuerte base 

inflamatoria. Como ya hemos descrito, la inflamación crónica presenta una relación 

inversa con el IFG y es un mecanismo muy activo en el desarrollo de placas de ateroma. 

Por lo tanto, no es de extrañar que la inflamación constituya una de las principales 

causas en el desarrollo aterosclerótico en pacientes con ERC.  

En la ERC, existe una inflamación persistente que, a nivel molecular, se 

caracteriza por un aumento en los niveles de proteína C reactiva (PCR) y citoquinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α152. La producción de la IL-1β está dirigida por 

el inflamasoma, un complejo proteico que actúa como sensor y productor de 

mediadores inflamatorios. En este sentido, niveles elevados del componente del 

inflamasoma NLRP3 se han relacionado con el daño renal y el proceso 

aterosclerótico153,154. Además, el activador de NLRP3 recientemente descubierto, 

NEK7155, también se ha vinculado con el proceso aterosclerótico156, siendo su estudio de 

gran interés en la aterosclerosis derivada de una enfermedad renal.  

En concordancia con el efecto de la inflamación en el desarrollo 

aterosclerótico en un ambiente urémico, un estudio llevado a cabo en una cohorte de 

pacientes en hemodiálisis, presentó un claro aumento de las citoquinas proinflamatorias 
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(IL-1, IL-6 y TNFα) a la vez que una disminución en los niveles de citoquinas 

antiinflamatorias como IL-2, IL-4, IL-5 e IL-12157. Estos factores proinflamatorios que se 

presentan elevados en estados de uremia, son considerados biomarcadores para la 

mortalidad cardiovascular158,159, y se han relacionado positivamente con el desarrollo 

aterosclerótico160, lo que nos facilita el entendimiento de la elevada prevalencia 

aterosclerótica en pacientes con ERC. Además de lo detallado anteriormente, la 

inflamación presente en estados de uremia, agudiza otros factores de riesgo 

cardiovasculares como la disfunción endotelial, el estrés oxidativo o la calcificación 

vascular161,162. 

En estados de uremia y con el ambiente proinflamatorio descrito 

anteriormente, el aumento en los niveles de monocitos circulantes, la retroalimentación 

en la producción de citoquinas pro inflamatorias, así como la expresión de moléculas de 

adhesión (MCP-1, ICAM-1) por parte de las células endoteliales, estimulan la infiltración 

de monocitos a través del endotelio163,164 y la disfunción de las células dendríticas165,166. 

Esta disfunción, disminuye la tolerancia y contribuye al reconocimiento y presentación 

de antígenos propios, como antígenos glomerulares, por parte de estas167,168. Este 

proceso, culmina en el desarrollo de linfocitos T efectores (CD4+) o citotóxicos (CD8+) 

que reconocen el autoantígeno, infligiendo un daño renal y sosteniendo el estado 

inflamatorio169. Entre otros, los principales linfocitos involucrados en este proceso son 

los linfocitos Th1 y Th17, que, junto a sus citoquinas derivadas, podría explicar la relación 

causal de la inflamación urémica en el desarrollo aterosclerótico, debido al papel pro 

aterogénico de estos subtipos celulares170. 

 

4. La respuesta inmune 

La respuesta inmunitaria comprende una serie de complejos procesos y se puede 

diferenciar en dos tipos: la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria 

adaptativa. La respuesta inmunitaria innata, representa la primera línea de defensa de 

nuestro organismo frente a daños tisulares, traumas o patógenos, tratándose de una 

respuesta inespecífica y natural de nuestro organismo. Durante la misma, y entre otros 

mecanismos, las células involucradas como neutrófilos, basófilos, eosinófilos y 

macrófagos liberan una serie de citoquinas y, si el daño no puede ser resuelto, a través 

de las mismas son reclutadas células del sistema inmunológico adaptativo171. A 
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diferencia de la respuesta inmunitaria innata, la respuesta inmunitaria adaptativa ofrece 

a nuestro organismo una respuesta específica mediada por linfocitos T y B. Esta 

respuesta adaptativa de nuestro organismo, requiere de más tiempo puesto que las 

células progenitoras deben desarrollarse, dando lugar a células reguladoras y/o células 

efectoras172. 

 

4.1 Activación de Linfocitos T efectores 

La activación y consecuente diferenciación de linfocitos T hacia linfocitos T 

efectores [Linfocitos T CD4+ o helpers (Th)] se produce a través de la interacción de varios 

mecanismos, que comprenden: 1) presentación del antígeno por las células 

presentadoras de antígenos (CPAs), mediante el complejo mayor de histocompatibilidad 

II (MHCII, del inglés, Major histocompatibility complex) y el correspondiente 

reconocimiento del péptido antigénico por el receptor de linfocitos T (TCR, del inglés, T 

cell receptor), 2) la unión de la moléculas co-estimulatorias presentes en linfocitos T, 

como CD28, con sus ligandos correspondientes expresados en las CPAs, 3) la interacción 

de puntos de control inmunitario (checkpoints) entre ambos tipos celulares, que 

dirigirán la activación/inhibición de los linfocitos T y, 4) la estimulación a través de 

citoquinas específicas que dirigen la polarización de los linfocitos T hacia Th1, Th2, Th17 

o Treg, con citoquinas y respuestas específicas (Figura 9). La activación de los linfocitos 

T CD4+ es responsable de la producción de citoquinas pro/anti-inflamatorias y la 

activación de la respuesta humoral mediada por linfocitos B173. Sin embargo, en el caso 

de que la activación de linfocitos T esté mediada por antígenos propios, se estimula una 

respuesta inflamatoria desregulada y la síntesis de auto anticuerpos por parte de los 

linfocitos B que concluyen en el desarrollo de una enfermedad autoinmunitaria174. 

 

4.1.1. Respuesta Th1 y Th2 

La heterogeneidad de las células Th, fue descrita por primera vez en 

1986 por Robert Coffman y Tim Mosmann, los cuales caracterizaron y dividieron las 

células T CD4+ en dos subgrupos denominados Th1 y Th2. Esta diferenciación, se basó 

en el patrón diferencial de citoquinas producidas por cada uno de estos subgrupos de 

linfocitos Th175. En este sentido, las células Th1 se caracterizan por la liberación de IL-2 

e IFN-γ y son esenciales en la inmunidad celular, siendo responsables en la activación de 
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células fagocitarias contra infecciones causadas por bacterias, virus o parásitos. Por otro 

lado, las células Th2 se caracterizan por la producción de IL-4, IL-5 e IL-13 y están 

principalmente implicadas en la inmunidad humoral, relacionando este subtipo celular 

con enfermedades atópicas como asma y alergias176. Las citoquinas clave en el proceso 

de diferenciación de estas células están bien definidas: IL-12 e IFN-γ en la diferenciación 

hacia Th1 e IL-4 en la diferenciación hacia Th2. Estas citoquinas actúan a través de la 

activación de factores de transcripción específicos como T-bet y GATA-3 que conducirán 

al desarrollo de células Th1 o Th2, respectivamente177 (Figura 9).       

 

4.1.2. Respuesta Treg     

Con el fin de asegurar la tolerancia de las células, y por lo tanto 

conseguir que estas reaccionen únicamente frente a antígenos extraños, se produce un 

complicado proceso de diferenciación en el timo. Desafortunadamente, un número 

importante de células T escapan de este mecanismo de tolerancia, convirtiéndose en 

células T autorreactivas. En base a ello, son necesarios otros mecanismos de control 

adicionales con el fin de eliminar estas células T autorreactivas. Estos mecanismos 

adicionales, son llevados a cabo por parte de un subgrupo de células T conocidas como 

células T reguladoras (Treg)178. 

Esta capacidad reguladora de las células Treg fue descrita por 

primera vez en los años 70179. Sin embargo, no fue hasta la década de los 90 que se 

descubrió el marcador específico para este linaje celular, CD25, al observar la reversión 

de una enfermedad autoinmune en ratones con ablación del timo tras la inyección de 

células CD4+CD25+ procedentes de un ratón normal180. Mas tarde, se describió el papel 

fundamental de Foxp3 como factor de transcripción específico de este linaje celular, al 

comprobar que el principal desencadenante de una enfermedad linfo-proliferativa en 

ratones Foxp3-/- es la falta de células Treg181. Otros estudios han confirmado la expresión 

de este factor de transcripción como elemento clave en la diferenciación hacia 

Treg182,183. Otra característica específica de las células Treg es la síntesis de la citoquina 

antiinflamatoria IL-10184 (Figura 9). Dentro de las células Treg, podemos encontrar dos 

subtipos que se diferencian en el lugar y los estímulos requeridos para su activación. De 

esta manera, nos encontramos con las células Treg derivadas del timo o células Treg 
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naturales (nTreg) que se desarrollan en el timo en presencia de IL-12 y la activación de 

STAT5. Por otro lado, nos encontramos las células Treg inducibles (iTreg) que se 

desarrollan en la periferia en presencia de TGFβ y la activación de la vía Smad3/NFAT185. 

4.1.3. Respuesta Th17 

Entre los diferentes tipos de linfocitos T efectores, nos encontramos 

los linfocitos proinflamatorios Th17186. Este linaje de linfocitos T CD4+ desmontó el 

paradigma Th1/Th2 cuando dos modelos experimentales bien establecidos de 

enfermedades dependientes de una respuesta Th1, encefalomielitis autoinmune (EAE) 

y artritis inducida por colágeno II, mostraron un estado inflamatorio a pesar de una 

deficiencia en IL-12 (respuesta Th1)187–189. Además, la IL-23, involucrada en el 

mantenimiento y proliferación de las células Th17190, es la principal interleuquina 

responsable de la inflamación autoinmune que se produce a nivel cerebral en modelos 

de EAE187,191. A partir de estos y otros estudios se identificó una nueva clase de linfocitos 

T CD4+ caracterizados por la producción de IL-17 y un papel principalmente pro-

inflamatorio186 (figura 9). 

En particular, para la diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia células 

Th17, se requieren de los factores de transcripción: RORγt, RORα y STAT3, así como del 

estímulo de los linfocitos T CD4+ con citoquinas como TGFβ1, IL-21, IL-1β, IL-6 e IL-23192–

195 (figura 9). Los factores de transcripción, RORγt y RORα son necesarios para la 

producción de IL-17 y estos están a su vez regulados por STAT3195,196. Además, más allá 

de su efecto regulando RORγt y RORα, STAT3 también ejerce un efecto directo mediante 

la unión a los promotores de los genes que sintetizan IL17 e IL21197,198. Las principales 

citoquinas involucradas en la diferenciación de las células Th17 son TGFβ, IL-6, IL-1β e 

IL-21199–204. Además, la acción de la IL-6 y la IL-21 en la generación de células Th17 está 

mediada en cooperación con TGFβ202,205, el cual ha demostrado ser indispensable en la 

inducción de células Th17 in vitro192,193,206. Por otro lado, IL-23 apareció como una 

citoquina clave en el mantenimiento, expansión y supervivencia de las células Th17, 

debido a que la expresión de su receptor (IL-23R) está restringido a los linfocitos pro-

inflamatorios Th17187,207. Tras su diferenciación, las células Th17 producen una gran 

variedad de citoquinas, entre las más estudiadas nos encontramos: IL-17A, IL-17F, IL-21, 

IL-6, IL-22 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF, del 
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inglés, Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor). La producción de cada una 

de ellas dependerá de las citoquinas presentes en el momento de la diferenciación208. 

Además, este subtipo celular puede ser identificado a través de marcadores como CCR6 

(ligando para CCL20) y CCR4209.  

Por otro lado, de la misma forma que ocurre en todas las respuestas 

inmunológicas, existen reguladores negativos en la activación y expansión de las células 

Th17 que permiten mantener la homeostasis del cuerpo, evitando posibles respuestas 

inusuales por parte de estos linfocitos. Los principales reguladores negativos en la 

polarización hacia Th17 son las células Th1 y Th2, a través de sus principales citoquinas: 

IFNγ e IL-4210. Otras citoquinas involucradas en esta regulación negativa son la IL-25, IL-

27 e IL-2211–213. Además, cabe mencionar que, durante el proceso de diferenciación, 

algunos factores de transcripción como T-bet (específico de Th1) y FOXP3 (específico de 

Treg) compiten con los factores de transcripción propios del linaje Th17, suprimiendo 

de esta manera el desarrollo de las mismas214–216. 

Finalmente, una característica a mencionar de las células Th17 es su 

relación reciproca con las células Treg. Esta relación entre ambos tipos celulares, fue 

descubierta al observar que un estímulo a través de TCR en células T vírgenes en 

presencia de TGFβ y ausencia de IL-6, conducía a una polarización hacia Treg, 

estimulando el factor de transcripción Foxp3, necesario para la inducción de las 

mismas205,217,218, mientras que en presencia de, además de TGFβ, IL-6 o IL-21 se producía 

una diferenciación hacia Th17202,205,216. Esta relación recíproca se encuentra apoyada 

por los modelos in vivo con ratones IL-6-/- que presentan, además de un defecto en la 

producción de Th17, un aumento en el número de Treg205. El mecanismo por el cual 

estas citoquinas están involucradas en este cambio fenotípico, reside en la regulación 

que estas ejercen sobre el balance de los factores de transcripción específicos para cada 

subtipo celular (Foxp3 y RORγt)216. Por lo que, en presencia de TGFβ, IL-6 e IL-21 se 

inhibiría la expresión de Foxp3 inducida por TGFβ, por lo tanto, Foxp3 antagonizaría con 

la expresión de RORγt. De hecho, se ha observado que la ausencia de Foxp3 en células 

CD4+ in vivo, genera un aumento en la expresión de RORγt e IL-17219. 
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5. Interleuquina 17A (IL-17A) 

5.1. Familia IL-17 

Las citoquinas pertenecientes a la familia de la citoquina IL-17 juegan un 

papel muy importante en el control de infecciones causadas por patógenos 

extracelulares, y su activación desregulada contribuye a la patología de muchas 

condiciones autoinmunitarias o inflamaciones crónicas. Estas citoquinas son 

principalmente liberadas por células Th17, pero existen otras células capaces de 

producirlas, como las células T γδ220.  La familia de la citoquina IL-17 está formada por 6 

citoquinas (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17-E o IL-25 e IL-17F) (Figura 9) y sus 

receptores correspondientes (IL17RA, IL17RB, IL17RC, IL17RD e IL17RE).  La IL-17A, 

inicialmente conocida como antígeno citotóxico humano asociado a linfocitos T-8 (CTLA-

8), fue la primera citoquina descubierta de esta familia221, y su mayor porcentaje de 

homología lo comparte con la IL-17F (55%)222. La IL17A fue aislada por primera vez en 

1993 a partir de una hibridoma de células T221 y es una glucoproteína de 155 

aminoácidos con un peso molecular de 15KDa que se secreta en forma de homodímero 

de 35KDa223. Por otro lado, la IL-17F fue identificada en 2001 como una glucoproteína 

de 163 aminoácidos que, al igual que la IL-17A es secretada como homodímero222. Estas 

Figura 9. Esquema de diferenciación de las células CD4+. Modificado de Brummelman et al518. 
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dos citoquinas señalizan a través del mismo receptor y pueden formar heterodímeros 

entre ellas220 (Figura 10). Sin embargo, su receptor posee una afinidad 100 veces mayor 

por IL-17A, una afinidad intermedia para el heterodímero IL17A/IL17F y una afinidad 

más baja por IL-17F224 que explicaría la diferencia funcional entre estas citoquinas. 

Los receptores de esta familia de citoquinas (IL-17R) presentan tres 

dominios (extracelular, transmembrana y citoplasmático) con motivos conservados 

entre ellos220. De la misma forma que sus ligandos, estos receptores también pueden 

formar homo o heterodímeros entre sí. Así, IL-17RA se encuentra presente en la mayoría 

de dímeros formados. El heterodímero IL-17RA/IL-17RC, es el responsable del 

reconocimiento y señalización tanto por IL-17A como por IL-17F, con diferentes 

afinidades como se ha comentado anteriormente225 (Figura 10).   

La unión de IL-17A a su receptor (IL-17RA/IL-17RC) induce la activación del 

factor de transcripción NF-кB mediante el reclutamiento de Act1 y TRAF6 hacia el 

dominio SEFIR presente en IL-17RA220,226(Figura 10). Además, a diferencia de las otras 

subunidades, IL-17RA posee otros dos dominios, denominados TILL y CBAD227. El 

dominio TILL y SEFIR han demostrado ser claves en la expresión de C/EBPδ, factor de 

Figura 10. Vías de señalización de IL-17A/F a través de IL-17RA. Modificado de Gaffen et al220. 
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transcripción involucrado en procesos inflamatorios228 (Figura 10). Otra vía de 

señalización por la que IL-17 podría ejercer sus efectos, es la activación del factor de 

transcripción AP-1 a través de la vía de las MAPKs (Figura 10). El principal papel de este 

factor de transcripción parece estar dirigido a la estabilización de los ARNm inducidos 

por IL-17A, mediante la inhibición de proteínas desestabilizadoras como la 

tristetraprolina (TTP)229. Varios estudios han demostrado la activación de los tres 

subgrupos de MAPKs (ERK1/2, JNK y p38) en presencia de IL17A, siendo la activación de 

ERK1/2 la predominante230. 

Tanto la IL-17A como la IL-17F pueden estimular la expresión de citoquinas 

y quimioquinas pro-inflamatorias en una gran variedad de tipos celulares debido a la 

amplia distribución en la expresión de su receptor231. Por lo tanto, el efecto de estas 

citoquinas dependerá de las células diana. El papel de la IL-17 se ha descrito en un 

amplio número de enfermedades de diferente etiología como cáncer, enfermedades 

infecciosas, enfermedades inflamatorias o enfermedades autoinmunitarias. En 

enfermedades infecciosas, la IL-17 se ha postulado claramente como una citoquina 

protectora232–240 mediante el reclutamiento de células granulocíticas como los 

neutrófilos hacia el sitio de infección232,241. Además, la IL-17 es una interleuquina clave 

en las barreras de protección de nuestro organismo como la piel o mucosas, donde 

ejerce un papel protector y regenerador frente a patógenos242. Por otro lado, varias 

revisiones han abordado el papel de la IL-17 en un ambiente tumoral donde el papel de 

esta interleuquina no está muy claro243–245. En cuanto a las enfermedades 

autoinmunitarias, la IL-17 ejerce un papel pro-inflamatorio246–251. Este papel 

proinflamatorio de la IL-17 se ha observado en enfermedades inflamatorias intestinales, 

como pueden ser la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa252–254, de la piel, como 

puede ser la psoriasis255 y en enfermedades crónicas como el asma256. 

5.2. IL-17 en ERC 

Al tratarse de una enfermedad inflamatoria crónica, existen numerosas 

evidencias sobre el efecto de los linfocitos T en la enfermedad renal. Sin embargo, estos 

estudios recaen principalmente en el papel de los subtipos de linfocitos Th1 y Th2257–259. 

Aun así, el descubrimiento del linaje Th17 y el papel clave de la IL-17 en las 
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enfermedades inflamatorias y autoinmunes, explica el creciente interés de los 

investigadores en el estudio del papel de esta citoquina en patologías con etiologías 

similares.  

Las primeras evidencias del papel de IL-17 en la respuesta inflamatoria renal 

se describieron en 1998260, al observar un aumento en la producción de factores pro-

inflamatorios como IL-6, IL-8 o MCP-1 en células tubuloepiteliales humanas, tras la 

estimulación de estas con IL-17. En los últimos 5 años, varios investigadores han 

confirmado esta relación positiva entre la IL-17 y un peor pronóstico de la enfermedad 

renal261–263. En este sentido, Rodriguez et al, mostraron esta relación positiva entre IL-

17 y el proceso inflamatorio renal en pacientes con diálisis peritoneal, lo que 

confirmaron mediante la exposición repetida de ratones a IL-17A recombinante y/o 

fluidos de diálisis264. Análogamente, un estudio llevado a cabo en 2020, demuestra una 

mejora parcial del daño renal en un modelo experimental de obstrucción ureteral 

unilateral (UUO), tras el uso de un anticuerpo monoclonal frente a IL-17263. Sin embargo, 

y a diferencia de lo que cabría esperar, Rosendahl et al265 demostraron, en 2019 que, en 

un modelo experimental de ERC, llevado a cabo tras una nefrectomía subtotal en 

ratones knockout para IL-17A, no se observaba una mejora ni en el inicio, ni en la 

progresión de la ERC. Los mismos resultados fueron observados en un estudio en el que, 

ni la deficiencia génica de IL-17A, ni su bloqueo con anticuerpos específicos, mejoraban 

la progresión de una ERC provocada por una reperfusión isquémica renal266, indicando 

una posible limitación de estos modelos experimentales en el estudio de la señalización 

de IL-17. En otros modelos experimentales de daño renal, como modelos de 

glomerulonefritis o daño renal inducido por angiotensina II, se observó que la progresión 

y malignidad de la enfermedad era dependiente de Th17, puesto que la ausencia de IL-

17 o RORγt confería protección frente a esta patología267–270. Además, la inyección de 

células Th17 en modelos experimentales de glomerulonefritis se relaciona con un 

aumento del infiltrado glomerular, un aumento en la expresión de CXCL1 (quimioquina 

atrayente de neutrófilos) y albuminuria271.  

Por otro lado, como se ha comentado en apartados anteriores, la plasticidad 

de las células Th17 es una característica que permite mantener una correcta 

homeóstasis inmunológica. En este sentido, pacientes urémicos y pacientes en etapa 
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final de la enfermedad renal, presentan un claro desbalance en la ratio Th17/Treg, con 

un aumento de las citoquinas relacionadas con la respuesta Th17 (IL-17, IL-6, IL-23) y de 

los niveles de expresión del principal factor de transcripción que dirige la diferenciación 

hacia Th17: RORγt272,273.  

Uno de los principales mecanismos de acción que se propone en la 

inflamación renal dependiente de IL-17, es la capacidad de esta citoquina de estimular 

la producción de otras citoquinas pro-inflamatorias y moléculas quimio-atractantes de 

macrófagos, neutrófilos y células T en células renales residentes como las células 

tubuloepiteliales y mesangiales274,275. Además, se ha descrito la capacidad de la IL-17 de 

inducir TEM en células tubulares renales276 así como la activación de otras células 

inmunitarias como monocitos277 (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Efecto de IL-17A/F en las células renales. 
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5.3. IL-17 en enfermedades cardiovasculares 

De la misma forma que ocurre con la enfermedad renal, el papel de las 

respuestas Th1 y Th2 se encuentra ampliamente estudiado en el proceso aterogénico, 

clasificando la respuesta Th1 como una respuesta principalmente pro-aterogénica y la 

respuesta Th2 como una respuesta mayormente atero-protectora99. En los últimos años, 

se ha avanzado en el estudio de la respuesta Th17 en las enfermedades 

cardiovasculares. En 2012, Butcher et al278 describieron la presencia de células Th17 en 

placas ateroscleróticas de arterias coronarias. Estudios posteriores han mostrado 

niveles elevados de IL-17 en pacientes con infarto agudo de miocardio, angina inestable 

e insuficiencia cardíaca279,280. Por otro lado, estos niveles de IL-17 se han asociado con 

un peor pronóstico en pacientes con infartos agudos de miocardio recurrentes281. En 

modelos experimentales de hipertensión arterial, la ausencia de IL-17 se relaciona con 

una disminución de la hipertensión, disfunción endotelial e infiltración inflamatoria 

producida por Ang II282, y el bloqueo de IL-17 mejora la lesión miocárdica inducida por 

una isquemia/reperfusión283,284. Análogamente, se han detectado niveles elevados de 

IL-17 en etapas tempranas de desarrollo aterosclerótico en ratones ApoE-/-285, y su 

bloqueo conduce a una reducción del tamaño de la lesión286. A nivel celular, se ha 

descrito la capacidad de IL-17 de estimular la producción y liberación de citoquinas y 

moléculas de adhesión por parte de las células endoteliales287. De la misma manera, IL-

17 ha mostrado estar involucrada en la activación plaquetaria y la liberación de factores 

protrombóticos por parte de las células endoteliales287,288. Por otro lado, la proliferación 

y migración de las CMLVs también se encuentra regulada por la IL-17280,286.  

A pesar de estas claras evidencias de la acción pro-aterogénica de la IL-17, 

otros estudios han demostrado un efecto atero-protector de esta citoquina que reside 

principalmente en la capacidad de la IL-17 de estabilizar las placas ateroscleróticas289,290. 

Además, se ha observado que, dependiendo del ambiente inflamatorio, la citoquina IL-

17 puede ejercer un efecto atero-protector mediante la inhibición del IFN-γ, una 

citoquina clave en el proceso aterosclerótico291, y el aumento en la producción de 

citoquinas atero-protectoras como IL-5 y IL-10290,291 (Figura 12). 
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6. BTLA (B and T lymphocyte attenuator) 

Para que se lleve a cabo una correcta activación de los linfocitos T, además del 

reconocimiento del antígeno mediado por TCR, se requieren señales adicionales de co-

estimulación que promoverán la proliferación de las células T efectoras. De forma 

contraria, también existen señales co-inhibitorias que generan una disminución en la 

respuesta de los linfocitos T promoviendo la tolerancia. Por lo tanto, el balance entre 

ambos tipos de señales será el encargado de mantener una homeostasis inmunológica 

en nuestro organismo292. Las moléculas responsables de estas señales se clasifican en 

dos familias según su estructura. La primera corresponde a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas (IgSF) CD28 en la que se encontrarían CD28, CTLA-4 (del inglés, 

Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), ICOS (del inglés, Inducible costimulatory molecule), 

PD-1 (del inglés, Programmed death-1) y BTLA (del inglés, B and T-lymphocyte 

attenuator); y la segunda corresponde a la superfamilia del receptor del factor de 

necrosis tumoral (TNFRSF) que incluye CD27, CD30, 4-1BB, HVEM (del inglés, Herpes 

virus entry mediator), CD40 y OX40293–295 (Figura 13). 

Figura 12. Esquema de los diferentes efectos pro y anti-aterogénicos descritos para IL-17. 
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BTLA (también conocido como CD272) es el último miembro de la familia CD28 

descubierto hasta el momento. Consiste en una glicoproteína transmembrana de tipo I 

con 289 aminoácidos y una estructura similar a la de sus homólogos CTLA-4 y PD-1, pues 

todos ellos están formados por un dominio extracelular, un dominio transmembrana y 

un dominio citoplasmático296. En su dominio citoplasmático, BTLA posee tres motivos 

conservados: un motivo de reconocimiento para la proteína 2 unida al receptor del 

factor de crecimiento (Grb-2), un motivo ITSM y un motivo ITIM (Inmunoreceptor con 

motivos de cambio/inhibición basados en tirosinas, respectivamente)297. Por otro lado, 

y en relación a la expresión de BTLA, este se encuentra principalmente expresado en 

linfocitos maduros (células B y T), macrófagos y células dendríticas; lo que explica que 

los principales órganos productores de BTLA sean el timo, bazo y nódulos linfáticos, 

siendo su expresión muy baja en otros órganos como hígado, riñón, corazón y 

cerebro296,298.  

En 2005, fue descubierto HVEM (del inglés, Herpes Virus Entry Mediator) como 

el único ligando para BTLA299. Además, con este descubrimiento se cambió la idea de 

que estos receptores interactuaban únicamente con ligandos pertenecientes a la misma 

familia, ya que HVEM pertenece a la superfamilia TNFR. Más tarde se descubrió que 

BTLA no era el único ligando para HVEM, sino que competía con otros dos miembros de 

la superfamilia TNFR por la unión a HVEM (limphotoxin α y LIGHT) y con dos miembros 

de la superfamilia de las Ig (CD160 y HSV1 gD)300. Además, evidencias demuestran que 

no solo BTLA debe competir por la unión con su ligando HVEM, sino que este último 

Figura 13. Imagen representativa de las moléculas co-estimuladoras y co-inhibitorias más estudiadas. 
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competiría también con una glicoproteína del citomegalovirus humano (HCMV), UL144, 

por la unión a BTLA, a pesar de que la unión UL144-BTLA tienen una afinidad 5 veces 

menor que la unión HVEM-BTLA301. Por lo tanto, debido a una mayor afinidad de la unión 

y un mayor número de evidencias, HVEM se postula como el principal ligando para BTLA. 

Con respecto a la expresión de HVEM, esta se encuentra ampliamente distribuida ya que 

se ha observado expresión de este receptor en células T, células B, células NK, células 

dendríticas e incluso se ha estudiado la inducción de su expresión en tejidos 

somáticos297. La señal provocada tras la unión HVEM-BTLA fue descubierta en 2005 

como una señal inhibitoria para la activación y proliferación de linfocitos T299, de hecho, 

se ha observado en linfocitos T vírgenes que el complejo HVEM-BTLA bloquea otras 

señales estimuladoras, como la unión HVEM-CD160 para mantener la tolerancia de los 

linfocitos T302.  

A nivel molecular, tras la unión HVEM-BTLA se produce la fosforilación de los 

motivos ITIM e ITSM, lo que resulta en el reclutamiento de las fosfatasas SHP-1 y SHP-

2299,303. Estas fosfatasas, defosforilan ITIM e ITSM, inhibiendo de esta manera la 

activación celular dependiente de la proteína tirosina quinasa (PTK)296,303. Aunque el 

mecanismo “downstream” para SHP1/SHP2 no se conoce, se postula que estas tengan 

un papel en la regulación de intermediarios en las vías de señalización “downstream” de 

TCR, como podría ser la regulación directa de la vía PI3K/AKT como se ha propuesto para 

la proteína de muerte celular programada 1 (PD-1, del inglés, programmed death 

1)296,303–305(Figura 14). 

Figura 14. Vía de señalización propuesta para la unión HVEM-BTLA. Modificado de Murphy et al 297 
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Por otro lado, BTLA podría tener efectos bidireccionales a pesar de haberse 

postulado claramente como una proteína inhibidora de la activación de linfocitos. Estos 

efectos los llevaría a cabo mediante la unión de Grb2 a su dominio citoplasmático, lo 

que generaría el reclutamiento de la subunidad p85 de PI3K, activando esta vía cuya 

función principal es la supervivencia celular306, a pesar de ello no hay evidencias de esta 

interacción in vivo. Aun así, la regulación de BTLA se presenta como un mecanismo más 

complejo que posiblemente dependa del contexto inmunológico y se requieren estudios 

que permitan elucidar los mecanismos moleculares de acción para BTLA. 

La mayoría de estudios llevados a cabo hasta el momento sobre BTLA, se centran 

en el efecto de esta molécula en linfocitos T. Como se ha explicado anteriormente, la 

unión HVEM-BTLA reduce la activación y proliferación de linfocitos T tras un estímulo 

mediante TCR296,299 ya que la señal inhibitoria de BTLA ha demostrado ser más fuerte 

que la posible señal estimuladora del mismo307. De hecho, se ha observado un aumento 

en la proliferación de células T deficientes en BTLA en respuesta a anticuerpos 

específicos frente a CD3 y a la presentación de antígenos llevada a cabo por CPAs296. De 

esta manera, BTLA se ha descrito como una potente estrategia para mantener la 

tolerancia inmunológica de los linfocitos T302,308,309. Consistente con el efecto inhibitorio 

de BTLA, se ha observado en modelos experimentales de EAE y modelos de 

hipersensibilidad de las vías respiratorias, que la ausencia de BTLA cursa con una mayor 

severidad y duración de la enfermedad296,310, lo mismo se ha observado en modelos de 

EAE deficientes para HVEM311. Otro claro ejemplo de las acciones inhibitorias de BTLA 

se ha observado en trasplantes, donde ratones deficientes para BTLA generan un rápido 

rechazo del trasplante312, de hecho, la inhibición de la activación linfocitaria mediada 

por BTLA en un ámbito de trasplante, parece ser más eficiente que la señal mediada por 

PD-1312. Por otro lado, la deficiencia del ligando para BTLA, HVEM, da lugar a un aumento 

en la producción de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IFN-γ, IL-2 y IL-6311. Estos 

resultados obtenidos en ausencia de HVEM podrían explicarse por la actuación de HVEM 

a través de BTLA para inhibir la respuesta de las células T. 

A pesar de las investigaciones llevadas a cabo sobre la acción de BTLA en 

enfermedades inflamatorias, el papel de BTLA en enfermedades cardiovasculares es 

poco conocido. Únicamente un estudio llevado a cabo en 2020313 relaciona BTLA con el 
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proceso aterosclerótico en el que la estimulación de BTLA en ratones LDLR-/- reduce el 

desarrollo inicial de la lesión aterosclerótica e induce la expresión de colágeno en placas 

ateroscleróticas establecidas. Por otro lado, no hay estudios sobre el posible papel de 

BTLA en un contexto de enfermedad renal. Esta escasa información sobre el papel de 

BTLA en la enfermedad cardiovascular y renal, así como la implicación de esta proteína 

en diferentes enfermedades inflamatorias, hacen de esta molécula un objetivo de 

estudio prometedor. 

En los últimos años, varios investigadores se han centrado en el estudio de la 

posible relación entre BTLA e IL-17. En este sentido, la deficiencia o reducción en BTLA, 

muestra una exacerbación de la respuesta inflamatoria dependiente de IL-17 en 

diferentes enfermedades inflamatorias como la dermatitis314, trastornos inflamatorios 

multisistémicos (síndrome de Behçet)315, el lupus eritematoso sistémico316 o la vasculitis 

asociada a ANCA317. Además, otros estudios actuales han mostrado que el aumento de 

BTLA estimula un cambio fenotípico hacia Treg318,319 y que la unión HVEM-BTLA se 

relaciona con una disminución de la respuesta dependiente de IL-17320. Sin embargo, no 

existen evidencias sobre el eje BTLA-IL17 en la enfermedad aterosclerótica en un 

contexto renal, ni en la enfermedad renal per se. 

7. micro-ARNs 

Los micro-ARNs son pequeñas moléculas no codificantes de ARN (~19-24 

nucleótidos de longitud), conservados evolutivamente que actúan como reguladores 

postranscripcionales de la expresión génica, gracias al apareamiento de bases con el 

ARNm complementario. Los micro-ARNs fueron descubiertos en 1993 por Lee et al321 en 

el nematodo Caenorhabditis elegans, donde se observó una bajada en la síntesis 

proteica de un gen necesario para su desarrollo embrionario de manera dependiente de 

pequeñas moléculas de ARN (micro-ARNs). Se estima que la expresión de un tercio de 

los genes humanos está regulada por mecanismos dependientes de micro-ARNs322. Un 

solo micro-ARN es capaz de regular unos 200 ARNm involucrados en distintos procesos 

biológicos y, un transcrito de ARNm puede ser a su vez regulado por varios micro-

ARNs323. Durante los últimos años, se ha relacionado los micro-ARNs con un gran 

número de procesos celulares como la regulación del ciclo celular, inflamación, estrés, 

invasión o apoptosis entre otros324. Además, se han relacionado ampliamente los micro-



INTRODUCCIÓN 
 

54 
 

ARNs con la comunicación celular mediante el transporte de estas moléculas en 

exosomas, microvesículas o incluso en moléculas de HDL325–327. 

 

7.1. Biogénesis y regulación 

La vía canónica de síntesis y procesamiento de los micro-ARNs (Figura 15), 

es la vía más ampliamente estudiada, aunque recientemente se han descubierto otras 

vías de síntesis y procesamiento para micro-ARNs322. 

La localización genòmica de los micro-ARNs varía ampliamente. De esta 

manera, los micro-ARNs pueden encontrarse en intrones o exones y pueden compartir 

o no la maquinaria de transcripción con sus genes adyacentes328. La vía canònica de 

síntesis de micro-ARNs, se inicia con la transcripción del ADN genómico.  La mayoría de 

los micro-ARNs son transcritos por la ARN polimerasa II en ARN de cadena larga 

conocidos como pri-miARNs, los cuales presentan una estructura característica en forma 

de bucle (Figura 15). Esta molècula de pri-miARN es reconocida en el núcleo por un 

complejo microprocessador, formado por una molècula de RNase II Drosha y el cofactor 

DGCR8. Este complejo Drosha es responsable del corte de la molècula de pri-miARN para 

obtener una molècula de pre-miARN329,330 (Figura 15). Posteriormente, esta molècula 

de pre-miARN es transportada hacia el citoplasma a través de la Exportina 5 y un 

mecanismo dependiente de Ran-GTP331. Una vez en el citoplasma, se produce la 

eliminación del “loop” característico de la molècula de pre-miARN mediante el 

reconocimiento de esta por parte del complejo de procesamiento formado por Dicer, 

TRBP (del inglés, TAR RNA-binding protein) y la proteína quinasa activadora dependiente 

de ARN de cadena doble inducible por interferón, PRKRA. La eliminación del “loop” de 

esta molècula, generará un dúplex de micro-RNA maduro de unos 21-26 nucleótidos, 

formado por una cadena madura de micro-ARN y su cadena complementaria332 (Figura 

15). Posteriormente, el dúplex de micro-ARN formado, es cargado en la proteína 

argonauta (AGO) 2, la cual promueve la unión del complejo de silenciamiento inducido 

por ARN (RISC)333 y la eliminación de una cadena del dúplex. Finalmente, la cadena guía 

de micro-ARN que permanece en el complejo proteico, se dirige hacia el extremo 3’ de 

sus genes diana a los que se une mediante el emparejamiento de sus bases. Si esta unión 

micro-ARN-ARNm posee una complementariedad perfecta o casi perfecta, se produce 
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el corte y degradación de los ARNm diana, en el caso de que no sea así, se produce la 

desestabilización del ARNm y a la consecuente represión de la traducción334. Por otro 

lado, cabe mencionar el posible efecto de los micro-ARNs en la activación de sus ARNm 

diana335 (Figura 15). 

El reconocimiento y unión de un micro-ARN con su ARNm, se produce 

principalment a través del emparejamiento de la región de siembra del micro-ARN 

(nucleótidos 2 al 8) y la región 3’UTR del ARNm diana336, siendo estos nucleótidos los 

principales responsables de la mayor parte de la represión mediada por micro-ARNs.  

 

 

 

Figura 15. Proceso de biogénesis de micro-ARNs. Modificado de Bushati et al519. 



INTRODUCCIÓN 
 

56 
 

7.2. micro-ARNs en el eje cardio-renal 

De la misma forma que ocurre con otras enfermedades, se han descrito un 

gran número de micro-ARNs como posibles dianas en la enfermedad cardiovascular en 

un contexto de daño renal. En este sentido, un estudio reciente, mostró una clara 

disminución en los niveles de dos micro-ARNs con una reconocida función protectora a 

nivel vascular, miR-126-3p y miR-130a-3p, en pacientes con enfermedad coronaria y ERC 

al compararlos con pacientes con enfermedad coronaria sin ERC y/o controles337. 

Análogamente, miR-92a, ampliamente relacionado con el proceso aterosclerótico338–340, 

aparece elevado en sangre de pacientes con ERC341, y su inhibición ha mostrado una 

mejora en el desarrollo de una aterosclerosis asociada a un daño renal342. 

Adicionalmente, miR-142-3p se ha correlacionado inversamente con la rigidez vascular, 

un marcador bien establecido de la enfermedad cardiovascular, y sus niveles se 

encuentran disminuidos en pacientes con enfermedad renal en estadios terminales343. 

De la misma manera, miR-126 se correlaciona con la disfunción endotelial en un modelo 

experimental de ERC344,345 y la disminución de miR-145 y miR-143 se relacionan con un 

aumento del fenotipo proliferativo de las CMLVs, en un modelo experimental de ERC en 

ratones ApoE-/-345. Varios micro-ARNs han mostrado estar relacionados en la respuesta 

inflamatoria crónica presente en pacientes con ERC, tomando un papel relevante en el 

desarrollo de eventos cardiovasculares. En este sentido, un estudio llevado a cabo en 

pacientes con ERC, mostró una disminución en los niveles de miR-223-3p y miR-93-5p 

en pacientes con ERC, bajada que se relacionó con un aumento en los niveles de la IL-6, 

una citoquina vinculada con el desarrollo aterosclerótico en pacientes con ERC346,347. 

Además, miR-223 se relacionó con una disminución de la polarización de macrófagos 

hacia su fenotipo inflamatorio (M1)348 y la activación del inflamasoma mediado por 

NLRP3 e IL-1β349. Sin embargo, existen resultados contradictorios del papel de miR-223 

en un proceso inflamatorio, ya que miR-223 también se ha relacionado positivamente 

con el proceso inflamatorio mediante la capacidad de este micro-ARN de aumentar 

indirectamente los niveles de IL-17350,  y los niveles de miR-223 se encuentran 

aumentados en un modelo experimental de ERC en ratones ApoE-/-345 . En cuanto a la 

via de señalización de la IL-17, miR-21, miR-146 y miR-155 se relacionan positivamente 

con la regulación de esta vía inflamatoria351–355, la cual se encuentra positivamente 

relacionada con la enfermedad renal y la aterosclerosis356–361. 
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HIPÓTESIS 

La principal causa de muerte en pacientes renales crónicos son los eventos cardiovasculares, 

muchos de ellos causados por un proceso de aterosclerosis acelerada. Los micro-ARNs han 

emergido como potentes moléculas que pueden ser de gran utilidad como biomarcadores, por 

su alta estabilidad en fluidos corporales como la sangre. En este sentido, nuestra primera 

hipótesis postula que, en la ERC, la expresión de micro-ARNs y ARNm en sangre está alterada, 

y esto puede identificar a algunos de ellos como posibles biomarcadores predictivos de la 

aparición de placa aterosclerótica o progresión de la misma en enfermedades renales. Por otro 

lado, uno de los factores claramente implicados tanto en la aterosclerosis como en la 

enfermedad renal crónica es la inflamación. Debido a la elevada actividad de la IL-17A en 

enfermedad renal y aterosclerosis, y la estrecha relación de esta citoquina con BTLA, nuestra 

segunda hipótesis es la implicación de la vía BTLA/IL-17A como nexo de unión en el desarrollo 

de la aterosclerosis como de la ERC, y su posible regulación a través de miRNAs alterados en 

esta patología.
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OBJETIVOS: 

Objetivo general: Identificar diferentes micro-ARNs y/o ARNm como posibles biomarcadores en 

la predicción de un evento aterosclerótico en enfermedad renal, así como investigar las posibles 

vías de señalización implicadas. 

Objetivos específicos: 

1. Investigar la alteración en la expresión de micro-ARNs y ARNm en sangre total de 

pacientes renales crónicos relacionado con la aparición y desarrollo de una placa 

aterosclerótica. 

2. Establecimiento de un modelo de aterosclerosis acelerada en enfermedad renal 

crónica, así como analizar la expresión de BTLA en el mismo. 

3. Estudiar la expresión de BTLA y su posible micro-ARN regulador, miR-500a-3p, en 

pacientes renales crónicos. 

4. Estudiar la expresión de BTLA en diferentes modelos experimentales de daño renal 

de componente inflamatorio e inmune. 

5. Investigar el papel de BTLA y miR-500a-3p en estudios in vitro en linfocitos T. 

6. Estudiar la activación de la vía de señalización de IL-17A en muestras de pacientes, 

modelos experimentales de daño renal y vascular, así como experimentos in vitro y 

estudiar la posible regulación de la misma por miR-500a-3p.
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1. Sujetos de estudio. 

Los estudios con muestras humanas se han realizado de acuerdo con la Declaración 

de Helsinki y las leyes nacionales y locales: 

- Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigación biomédica. 

- Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los 

requisitos básicos de autorización y funcionamiento de los biobancos con fines 

de investigación biomédica y del tratamiento de las muestras biológicas de 

origen humano, y se regula el funcionamiento y organización del Registro 

Nacional de Biobancos para investigación biomédica. 

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Arnau de Vilanova y todos 

los participantes firmaron un consentimiento informado previo a su inclusión en el 

estudio, dando así permiso para el uso de forma anónima de sus datos médicos para 

investigación. 

Las muestras de pacientes utilizadas en esta tesis proceden del estudio NEFRONA362; 

un estudio multicéntrico y prospectivo (4 años de seguimiento) formado por 2445 

pacientes con ERC y 559 pacientes sin ERC. El objetivo de este estudio es la investigación 

de la progresión aterosclerótica y la calcificación vascular en la enfermedad renal. Con 

la finalidad de conocer las diferentes características vasculares de cada paciente a lo 

largo del estudio, estos fueron sometidos a una evaluación por ecografía de las arterias 

carótida, femoral y branquial, a una evaluación del índice tobillo-brazo (del inglés, ABI, 

Ankle-brachial index) y a una ecocardiografía. 

Los criterios de inclusión para los participantes en el estudio NEFRONA fueron los 

siguientes (excepto para el grupo control cuyo criterio de inclusión fue la ausencia de 

ERC): 

(1) Tener ERC (Un índice de filtrado glomerular (IFG) <60ml/min por 1.73m2). Se 

incluyeron pacientes con ERC en estadios 2 a 5, así como pacientes en 

hemodiálisis (HD) o diálisis peritoneal (DP). 

(2) Tener una edad de 18 a 74 años. 

De la misma manera, los criterios de exclusión fueron los siguientes: 
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(1) Haber sufrido una enfermedad cardiovascular anterior. 

(2) Haber recibido un trasplante de riñón. 

(3) Tener una enfermedad grave, como el cáncer. 

(4) Haber sido sometidos a una operación previa de la arteria carótida. 

(5) Tener un ABI<0,7 y/o estenosis de la arteria carótida superior al 75% antes del 

inicio del estudio.  

La estimación del IFG para la clasificación de los pacientes en los diferentes estadios 

de ERC se basó en las ecuaciones utilizadas en los estudios previos: “Modification of the 

diet in renal disease 4” (MDRD4)363. 

Los diferentes datos antropométricos de los pacientes se obtuvieron mediante 

métodos estándar. El índice de masa corporal (IMC) se calculó como el peso 

(kg)/altura(m)2. La presión arterial se midió por duplicado con un oscilómetro 

semiautomático validado (Omron HEM-705CP) mientras los pacientes estaban sentados 

y habían descansado durante 5 minutos. La hipertensión se definió como una presión 

arterial (PA) sistólica > 140 mmHg y una PA diastólica > 90 mmHg, el uso de medicación 

antihipertensiva o la existencia del diagnóstico en la historia clínica. La diabetes mellitus 

se definió con un nivel de glucosa en ayunas > 126 mg/dL, el tratamiento con agentes 

antidiabéticos o la existencia del diagnóstico en la historia clínica. El diagnostico de 

dislipidemia se realizó por los tratamientos con agentes hipolipemiantes o el diagnóstico 

clínico. Finalmente, los valores analíticos se obtuvieron en ayunas a partir de las historias 

clínicas recientes (3 meses antes o después de la visita). 

Como se ha mencionado anteriormente, los pacientes con ERC fueron monitorizados 

cada año durante 4 años o hasta la defunción, cancelación de la inscripción en el estudio 

o el trasplante de riñón. Los puntos finales primarios para enfermedades vasculares y 

aneurisma serán los eventos cardiovasculares como angina inestable, infarto de 

miocardio, ataque isquémico transitorio, accidente cerebrovascular, insuficiencia 

cardíaca congestiva, arritmia, enfermedad arterial periférica (del inglés, PAD, peripheral 

arterial disease) o amputación. Además, se registrará la mortalidad de los pacientes por 

causas cardiovasculares o cualquier otra causa. Por otro lado, los puntos finales 

secundarios serán un aumento del grosor de la capa intima media de la arteria carótida 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

71 
 

(del inglés, CIMT, Carotid intima media thickness) y la presencia de placa (evaluada por 

ultrasonido). 

Para la realización de esta tesis, se escogieron diferentes grupos de pacientes 

pertenecientes al estudio NEFRONA con características diferentes (se recogen los 

diferentes subgrupos que constituían cada grupo de pacientes) (Figura 16): 

(1) Pacientes con ERC, que no presentaban placa aterosclerótica al inicio del 

estudio. 

1.1. Pacientes que no presentaron placa aterosclerótica a los dos años 

(controles). 

1.2. Pacientes que presentaron placa aterosclerótica a los dos años (casos). 

(2) Pacientes con ERC que si presentaban placa aterosclerótica al inicio del estudio.  

2.1. Pacientes que no presentaron progresión aterosclerótica a los dos años 

(controles) 

2.2. Pacientes que presentaron progresión aterosclerótica a los dos años (casos) 

(3) Pacientes con ERC sin presencia de placa aterosclerótica en todo el seguimiento 

(2 años). 

(4) Pacientes sin ERC (pacientes control). 

El objetivo de nuestro estudio es el análisis de cambios en la expresión de diferentes 

micro-ARNs y ARNm al inicio del estudio que puedan estar involucrados en la aparición 

o progresión de la enfermedad cardiovascular, así como el estudio de ciertos genes 

involucrados en la ERC y también quizás en los efectos de la ERC sobre la aceleración de 

la enfermedad cardiovascular, en este caso la aterosclerosis. Debido a ello, se 

escogieron aquellos pacientes que presentaron seguimiento a los dos años (debido a la 

necesidad de conocer la ausencia/presencia de placa aterosclerótica a lo largo del 

tiempo) y se les extrajo una muestra de ARN de buena calidad.  

En primer lugar, de todos los pacientes del estudio NEFRONA (2445), se eligió una 

subcohorte piloto de 20 pacientes (10 pacientes por grupo) emparejados por edad, sexo, 

diabetes y estadio de ERC. Estos pacientes debían presentar un seguimiento de dos 

años, no presentar placa basal en el momento de extracción de la muestra y disponer 

de muestra de ARN circulante de buena calidad. Los mismos parámetros se utilizaron 
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para la elección de la subcohorte de validación utilizada en este estudio (n=64) 

(Subcohorte 1) (Figura 16). Seguidamente, los criterios para la elección de la segunda 

subcohorte utilizada en este estudio (n=84) (Subcohorte 2) fueron similares a los 

descritos anteriormente con la diferencia que en esta cohorte requeríamos de pacientes 

que tuvieran presencia de placa basal al inicio del estudio (Figura 16). 

 

Figura 16. Evolución de las muestras elegidas para las diferentes cohortes. 
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Finalmente, las dos últimas subcohortes utilizadas en esta tesis [(subcohorte 3) y 

(subcohorte 4)] fueron emparejadas por edad y sexo. En el caso de los pacientes control 

(4), no se les realizó ningún seguimiento y el número total de estos (n=46) se obtuvo de 

los pacientes a los que se les extrajo muestra de ARN y esta era de buena calidad. Por 

otro lado, la subcohorte de pacientes con ERC (3) (n=36), se seleccionó a partir de la 

cohorte (1) como pacientes que no presentaron placa aterosclerótica en ningún 

momento del estudio (Figura 16). 

2. Extracción de sangre en muestras humanas. 

Las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron mediante la utilización de 

Vacutainers cargados con 10ml de anticoagulante EDTA. Esta técnica de extracción 

consiste en un sistema cerrado que permite la extracción de sangre al vacío garantizando 

la máxima seguridad de principio a fin. Además, en algunos pacientes aleatorizados (≈1 

de cada 4) se les extrajo sangre en tubos PAXgene de ARN, utilizados para la estabilización 

inmediata del ARN. Las muestras se centrifugaron, se separó el suero/plasma y se 

transportaron a 4º C al biobanco de la REDinREN (Red Española de investigación renal). 

Una vez recibidas, se procesaron inmediatamente por un técnico de laboratorio 

siguiendo el protocolo del biobanco y las muestras procesadas fueron congeladas a -80ºC 

hasta su utilización. 

3. Extracción de ARN en muestras humanas. 

Para la extracción de ARN de sangre total de pacientes, partimos de una muestra de 

2,5ml de sangre extraída con el método PAXgene. Antes de proceder a la extracción, las 

muestras se incubaron a temperatura ambiente durante al menos 2 horas para garantizar 

una hemólisis completa. La extracción de ARN se realizó mediante el uso del kit PAXgene 

Blood RNA kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. De 

manera resumida, una vez atemperadas las muestras, estas se centrifugaron durante 10 

minutos a 5000xg y se descartó el sobrenadante. Seguidamente se disolvió el pellet 

(células) en H2O libre de ARNasa y las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 

5000xg. El sobrenadante se descartó nuevamente y se añadieron 350μl de tampón de 

resuspensión (presente en el kit). A partir de este paso, las muestras y los diferentes 

reactivos fueron insertadas en el QIAcube (QIAGEN) que permite la extracción de ácidos 

nucleicos de forma totalmente automatizada utilizando para ello el programa de ARN 
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PAXgene. Al finalizar el proceso, se incubó el eluido durante 5 minutos a 65ºC para 

permitir la desnaturalización de las moléculas de ARN para su futura utilización. Una vez 

obtenido el ARN, se midió su concentración y su calidad mediante el uso del NanoDROP 

(Bionova, Madrid, España). 

4. Extracción de PBMCs y células viables en muestras humanas. 

Todos los procedimientos durante la extracción de PBMCs de pacientes se realizaron 

en condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar y a temperatura ambiente. El 

primer paso en este procedimiento fue el traspaso de la sangre a un Falcon de 50ml 

estéril y la adición de PBS1X en relación 1:1. Seguidamente, se añadieron 

cuidadosamente 20ml de la muestra diluida con PBS1X sobre 15ml de Ficoll para 

conseguir la separación de las diferentes poblaciones celulares. Seguidamente, las 

muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 870xg. Tras la centrifugación se 

observaron tres fases: fase superior (plasma diluido), fase intermedia (PBMCs; 

amarillenta) y la fase de Ficoll (transparente). En el fondo del tubo quedan los eritrocitos 

(rojo). A continuación, se recogieron las PBMCs de la fase intermedia y se traspasaron a 

un Falcon de 50mL. Se centrifugó la muestra durante 10 minutos a 724xg, se desechó el 

sobrenadante, se añadieron 10ml de PBS1X estéril y se resuspendió el pellet celular. 

Posteriormente, se procedió al contaje celular y se realizó un test de viabilidad celular 

mediante el uso del reactivo Trypan Blue (1:1) (Sigma Aldrich, MO, EEUU). Finalmente, 

en el caso de que las muestras fueran utilizadas para extracción de proteína, estas 

fueron centrifugadas durante 5 minutos a 4000rpm, se les eliminó el sobrenadante y se 

guardaron a -80ºC hasta su utilización. Sin embargo, en el caso de la obtención de células 

viables, las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos a 724xg, se les eliminó el 

sobrenadante y el pellet fue resuspendido en FBS (Sigma Aldrich) con 20%DMSO (Carl 

Roth, Karlsruhe, Alemania) (se almacenaron unas 8-10x106 células en cada criotubo). 

Finalmente, estas fueron congeladas y mantenidas en tanques de nitrógeno líquido 

hasta su utilización. 
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5. Secuenciación de micro-ARNs y array de ARNm. 

Tanto la secuenciación de micro-ARNs como el Array de ARNm se realizaron a través 

de la empresa Arraystar, Inc (Rockville, MD, EEUU). La cantidad y calidad de las muestras 

de ARN se evaluaron mediante técnicas de espectrofotometría con OD260 (NanoDrop 

spectrophotometer 1000, Thermo Fisher, MA, EEUU) y la integridad del ARN obtenido 

se analizó mediante técnicas estándar de electroforesis en gel de agarosa en condiciones 

desnaturalizantes, donde se evaluó la presencia de bandas nítidas de los ARNr 28S y 18S. 

La relación de intensidad 28S:18S debe ser cercana a 2:1 para considerar que el ARN 

está intacto. 

5.1. Secuenciación de micro-ARNs 

El ARN total extraído se envió a la empresa Arraystar, Inc (Rockville, MD, EEUU) 

para la secuenciación de micro-ARN mediante técnicas de secuenciación de nueva 

generación (del inglés, NGS, New Generation Sequence) con Illumina HiSeq. En primer 

lugar, el ARN total de cada muestra fue utilizado para preparar bibliotecas génicas de 

alta calidad con los siguientes pasos: (1) Ligación de pequeños adaptadores de ARN en 

la sección 3’ y 5’ mediante enzimas ARN ligasas T4, (2) síntesis y amplificación de ADN 

complementario (ADNc) utilizando para ello los cebadores de retrotranscripción y 

amplificación patentados de Illumina, (3) selección de amplicones de PCR de ≈130-150 

pb y (4) cuantificación de las librerías completadas mediante el Bioanalizador 2100 

(Agilent, CA, EEUU). Una vez cuantificadas estas librerías génicas, las muestras fueron 

desnaturalizadas con 0.1M NaOH para la obtención de moléculas de ADN de cadena 

única y diluidas a una concentración final de 8pM y se generaron los grupos (cluster) de 

fragmentos en los canales (cBot) de Illumina mediante el uso de un kit específico TruSeq 

Rapid SR (Illumina, CA, EEUU), siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, los 

clusters fueron secuenciados mediante 51 ciclos en Illumina NextSeq 500 utilizando para 

ello el kit TruSeq Rapid SR cluster kit (Illumina), siguiendo el protocolo marcado por el 

fabricante. Las lecturas que pasaron el filtro de calidad, se procesaron con el fin de 

eliminar las secuencias correspondientes a los adaptadores y obtener las secuencias 

recortadas, “trimmed reads”. Finalmente, estas “trimmed reads” (longitud > 15nt) 

fueron alineadas con los pre-miARN humanos obtenidos de bases de datos como 

miRBase 21, utilizando el software Novoalign (Novocraft, Selangor, Malasia). Los niveles 
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de expresión de micro-ARNs se midieron y normalizaron como transcripciones por 

millón de lecturas de micro-ARNs alineadas totales (del ingés, TPM, Transcripts per 

million). Los recuentos de lecturas de micro-ARNs se utilizaron para estimar el nivel de 

expresión para cada micro-ARN. Los micro-ARNs con un cambio ≥ 1,5 y una significación 

estadística de p<0.05 fueron considerados significativos de acuerdo con las 

especificaciones de Illumina. 

 

5.2. Array de ARNm 

El ARN total extraído se envió a la empresa Arraystar, Inc (Rockville, MD, EEUU) 

para el perfilado global de transcritos codificantes para proteínas a través de Human 

LncRNA Microarray v4.0. En dicho Microarray pueden ser detectados 20730 transcritos 

codificantes para proteínas. Cada transcrito se encuentra representado en la matriz por 

un exón específico o una sonda de empalme (splicing) para identificar con precisión un 

transcrito individual. Tanto las sondas para genes endógenos como las sondas negativas 

se imprimen también en la matriz para un buen control de calidad de la hibridación. El 

etiquetado de muestras y la hibridación se realizaron de acuerdo con el protocolo de 

análisis de expresión génica “One-Color Microarray-Based” (Agilent). Brevemente, el 

ARNm se purificó a partir del ARN total tras la eliminación del ARNribosomal mediante 

un kit de aislamiento de ARNm (mRNA-ONLYTM Eukaryotic mRNA Isolation Kit, Epicentre, 

Illumina). Posteriormente, cada muestra se amplificó y se transcribió en ARN 

complementario (ARNc) fluorescente utilizando un método de cebado aleatorio con un 

kit de marcaje de ARN (Arraystar Flash RNA Labeling Kit, Arraystar). Una vez marcados, 

se realizó la purificación de los ARNc marcados mediante RNeasy Mini Kit (QIAGEN). La 

concentración y la actividad específica de los ARNc marcados (pmol Cy3/μg ARNc) se 

midió mediante espectrofotometría con NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher) y se 

fragmentó 1 μg de cada ARNc marcado mediante la adición de 5μl de agente de bloqueo 

10X y 1μl de tampón de fragmentación 25X, posteriormente se calentó la mezcla a 60ºC 

durante 30 min y se agregaron 25μl de tampón de hibridación GE 2X para diluir el ARNc 

marcado. Finalmente, se dispensaron 50μl de esta solución de hibridación en la matriz 

del array, se incubaron durante 17 horas a 65ºC en un horno de hibridación (Agilent) y 

las matrices hibridadas se lavaron, fijaron y escanearon con el escáner de microarrays 
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de ARN (Agilent). El posterior procesamiento de datos se realizó utilizando el software 

GeneSpring GX v12.1 (Agilent). Los genes con un aumento de 1,5 y una significancia 

p<0.05 fueron considerados significativos de acuerdo con las especificaciones de 

Illumina.  

Por otro lado, se realizó un análisis funcional para asociar ARNm expresados 

diferencialmente con categorías GO (derivadas de Gene Ontology; 

http://www.geneontology.org), con el objetivo de describir las principales vías en las 

que los productos génicos estarían involucrados. El valor P indica la importancia del 

enriquecimiento del término GO en la lista de ARNm diferencialmente expresados. 

Cuanto menor sea el valor P, más significativo será el término GO (se recomienda un 

valor p<0.05). 

6. Estudio de validación de la expresión génica de micro-ARNs y ARNm en 

muestras humanas. 

6.1. Síntesis simultánea de ADNc para micro-ARN y ARNm 

La extracción de ARN de sangre total de estos pacientes se realizó según lo 

descrito en el apartado 3 de esta sección. La concentración del ARN extraído se evaluó 

mediante técnicas de espectrofotometría a OD260 y su pureza mediante la ratio 

OD260/OD280, utilizando para ello un espectrofotómetro NanoDrop (ND-1000, Thermo 

Fisher). Con el fin de realizar una síntesis de ADNc simultánea para micro-ARNs y ARNm, 

se realizó una adaptación del protocolo de síntesis de ADNc: TaqMan® Advanced miRNA 

cDNA Synthesis Kit (Applied byosistems, Thermo Fisher) siguiendo el protocolo realizado 

por el Dr. Malte Buchholz: Simultaneous detection of miRNA and mRNA on TaqMan® 

Array Cards using the TaqMan® advanced miRNA workflow. 

Antes de proceder a la síntesis de ADNc, las muestras de ARN se diluyeron a una 

concentración final de 5ng/μl y se les añadió 10pM de spike-in (cel-miR-39). 

Posteriormente, se realizaron los siguientes pasos, todos en el termociclador (Techne 

TC-412): 

(1) Extensión del extremo 3’ del transcrito maduro mediante la adición de una cola 

poli(A) (Poly(A) tailing). Para ello, se utilizaron 2μl de la muestra diluida (10ng de 

http://www.geneontology.org/
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ARN) a los que se les añadió 3μl del mix correspondiente y se puso en el 

termociclador siguiendo el protocolo establecido (45 minutos a 37ºC para llevar 

a cabo la reacción de poliadenilación y 10 minutos a 65ºC para parar la reacción). 

(2) Extensión del extremo 5’ mediante la ligación de un adaptador (Adapter 

ligation). A los 5μl obtenidos de la reacción anterior se les añadió 10μl del mix 

correspondiente y se puso en el termociclador siguiendo el protocolo 

establecido (60 minutos a 16ºC para llevar a cabo la reacción de ligación). 

(3)  Transcripción reversa universal de ARN (RT; retrotranscription). En este paso, se 

añadieron 15μl del mix correspondiente sobre el producto de ligación obtenido. 

Este paso se encuentra modificado de TaqMan® Advanced miRNA cDNA 

Synthesis Kit por la adición de 50μM de random hexamers que permitirá la 

síntesis de ADNc procedente de ARNm. Los ciclos del termociclador fueron los 

siguientes: 15 minutos a 42ºC y 5 minutos a 85ºC. 

(4) Pre-amplificación (miR-Amp). Se transfirieron 5μl del producto de 

retrotranscripción a un nuevo tubo con 45μl del mix correspondiente. Este paso 

se encuentra modificado de TaqMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit por 

la adición de custom 0.2X pooled TaqMan® Assays que permitirá la pre-

amplificación de nuestros ARNm de interés. Los ciclos del termociclador en este 

paso fueron: 5 minutos a 95ºC para la activación enzimática, 14 ciclos de 3 

segundos a 95ºC seguido de 30 segundos a 60ºC para la desnaturalización-

alineación-extensión y finalmente 10 minutos a 99ºC para detener la reacción. 

 

6.2. Amplificación simultánea de micro-ARNs y ARNm mediante el uso de TLDAs 

El análisis de la expresión de micro-ARNs y ARNm en pacientes se realizó 

simultáneamente mediante el uso de TLDAs (TaqMan® low density array cards; Thermo 

Fisher). 

Las TLDAs permiten el estudio de hasta 8 muestras en paralelo y consisten en un 

mecanismo de array que tiene precargado en cada pocillo los cebadores para genes o 

micro-ARNs específicos. En este estudio, se diseñaron TLDAs personalizadas y 

precargadas con cebadores específicos para 13 micro-ARNs (TaqMan® Advanced miRNA 

Assays, Thermo Fisher), 10 ARNm (TaqMan® mRNA assays, Thermo Fisher) de interés y 
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un control interno (tabla 1 y 2). Realizamos una dilución 1:10 del producto obtenido en 

la miR-Amp y añadimos TaqMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher) en una 

proporción 50:50 hasta un volumen total de 100μl. Posteriormente, cargamos estos 

100μl del mix de reacción en cada reservorio de la TLDA siguiendo el protocolo TaqMan® 

Advanced miRNA Assays User Guide-TaqMan Array Card y centrifugamos para la 

correcta distribución de la muestra en cada pocillo. La reacción de PCR se realizó en el 

termociclador QuantStudioTM 7 (Thermo Fisher) con los siguientes ciclos: 20 segundos a 

95ºC para la activación enzimática, 40 ciclos de 3 segundos a 95ºC y 30 segundos a 60ºC 

para realizar los procesos de desnaturalización-alineación-extensión. Como controles 

endógenos, se utilizó fosfoglicerato quinasa 1 (del ingés, PGK1, Phosphoglycerate Kinase 

1) para ARNm y miR-16-5p para micro-ARNs. La expresión de cel-miR-39 se utilizó para 

confirmar una correcta síntesis de ADNc. 

 

 

Los cambios en los niveles de expresión de micro-ARNs y/o ARNm se calcularon 

basándonos en la fórmula estándar (método ΔΔCt) y fueron expresados como cambios 

relativos respeto al grupo de pacientes control. 

 

Tabla 1. Sondas de expresión para micro-ARNs 

con la técnica Advanced; nombre e ID. 
Tabla 2. Sondas de expresión para ARNm; 

nombre e ID. 
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7. Modelos experimentales. 

Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices 

que regulan la investigación con animales de experimentación del Consejo Europeo de 

Investigación, con la aprobación previa del comité de ética de la universidad de Lleida y 

siguiendo las directrices legales estatales y autonómicas: 

- Real Decreto 53/2013, 1 de febrero, por el que se establecen las normas 

básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 

experimentación y otros fines científicos, incluyendo la docencia. 

- Ley 6/2013, 11 de junio, de modificación de la Ley 32/2007, de 7 de noviembre, 

para el cuidado de los animales, en su explotación, transporte, 

experimentación y sacrificio. 

- El Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre protección de los animales 

utilizados para experimentación y otros fines científicos. 

Todos los animales utilizados en los estudios fueron ratones de entre 8 y 10 semanas 

de edad, un peso aproximado de 25gr y de la cepa C57BL/6. En todo momento, los 

ratones fueron alojados en una habitación climatizada (22ºC± 1ºC), con una humedad 

del 45-55% y un ciclo día/noche de 12h, con libre acceso a agua y comida. Todos los 

procedimientos realizados en estos ratones se llevaron a cabo bajo anestesia general 

mediante isofluorano inhalatorio y, durante 3 días tras los procedimientos, los ratones 

recibieron analgésicos para mitigar el dolor (buprenorfina, 0,05mg/kg/día mediante 

inyección subcutánea). El día de su sacrificio, todos los animales utilizados en esta tesis 

fueron anestesiados con 5mg/kg de xilacina (Rompun, Bayer, Leverkusen, Alemania) y 

35mg/kg de ketamina (Ketolar, Pfizer, NY, EEUU). En todos los casos, la recolección de 

la sangre a punto final se realizó mediante punción cardíaca con jeringas heparinizadas 

y los órganos fueron perfundidos in situ mediante salino a través del ventrículo 

izquierdo. Los diferentes órganos utilizados fueron extraídos de la siguiente forma: 

- Los riñones se extrajeron, dejando uno de ellos para su congelación en 

nitrógeno líquido y posterior estudio génico y proteico. El otro riñón se cortó 

longitudinalmente en dos secciones de manera que una sección se fijó en una 

solución salina de formaldehído al 4%, y posteriormente el tejido se incluyó en 
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parafina para el análisis inmunohistoquímico de la muestra, y la otra sección 

se incluyó en medio de crio-preservación (OCT: Tissue-Tek), para estudios de 

inmunofluorescencia. Además, en el caso del modelo de nefrectomía subtotal, 

debido a la disponibilidad de un único riñón, una de las mitades fue preservada 

en nitrógeno líquido para el posterior estudio génico y proteico, mientras que 

la otra mitad fue cortada transversalmente en dos subsecciones que se 

destinaron para el mantenimiento en parafina y/o en medio de crio-

preservación. 

- La arteria aorta se extrajo cuidadosamente y se le separaron los restos de grasa 

adyacentes. Posteriormente fue dividida en 3 partes mediante cortes 

transversales, la parte superior como arco aórtico, la parte media como aorta 

descendente y la parte inferior como aorta abdominal que se destinaron para 

diferentes técnicas experimentales: 

• Las muestras de arco aórtico y aorta descendente se congelaron en 

nitrógeno líquido para posteriores estudios génicos y proteicos.  

• Las muestras de aorta abdominal se fijaron en una solución salina de 

formaldehído al 4% y posteriormente el tejido se incluyó en parafina para 

el análisis inmunohistoquímico de la muestra. 

- El corazón se extrajo, se orientó para la correcta visualización del seno aórtico 

y se incluyó en medio de crio-preservación (OCT: Tissue-Tek) para posteriores 

tinciones y/o inmunofluorescencias. 

7.1. Modelo experimental de enfermedad renal crónica (ERC) mediante 

nefrectomía subtotal o nefrectomía 5/6 

Para el desarrollo de este modelo, se utilizaron ratones ApoE-/-, pertenecientes a 

la cepa C57BL/6 (Charles River, Barcelona, España).  los cuáles fueron aclimatados 

durante una semana tras su llegada y posteriormente divididos en 4 grupos con 7-10 

ratones/grupo a los que se les realizaron los procedimientos descritos a continuación 

con una duración de 10 semanas. Los 4 grupos formados fueron los siguientes: 

- Ratones control (ApoE-/-) 

- Grupo de ratones con ERC (ApoE-/- + 5/6Nx) 

- Grupo de ratones con aterosclerosis (ApoE-/- + HFD) 
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- Grupo de ratones con aterosclerosis acelerada inducida por la ERC (ApoE-/- + 

HFD + 5/6Nx) 

Los grupos de ratones con ERC (ApoE-/- + 5/6Nx) y aterosclerosis acelerada 

inducida por la ERC (ApoE-/- + HFD + 5/6Nx) fueron sometidos a una nefrectomía subtotal 

(5/6 Nx), que consiste en la eliminación del 75% de la masa renal, como un modelo 

experimental de ERC. Antes de la operación, la región abdominal de los animales fue 

lavada para prevenir cualquier posible contaminación y facilitar el proceso quirúrgico. 

Esta intervención está dividida en dos fases. En primer lugar, se realiza un corte 

abdominal longitudinal en el lado izquierdo del animal, permitiendo el acceso al espacio 

peritoneal para la localización del riñón izquierdo, una vez localizado, se levantó 

suavemente la cavidad abdominal y se sujetó la arteria renal con una pinza 

microvascular (1–2.25 mm; S&T; Neuhausen; Switzerland) para prevenir cualquier 

posible desangramiento durante la operación y se realizó la extirpación de, 

aproximadamente, 2/3 del riñón izquierdo, correspondiente a ambos polos renales, el 

riñón remanente se prensó inmediatamente con una esponja hemostática de gelatina 

reabsorbible (gelita medical; Eberbach, Alemania) para evitar la pérdida de sangre en el 

momento del restablecimiento del flujo sanguíneo. Después de 7 días de recuperación 

de la primera operación, se realizó la segunda fase que consiste en la nefrectomía total 

del riñón derecho mediante el corte de los vasos renales y la extirpación total del riñón 

derecho tras realizar una ligadura de la arteria renal que asegure el corte del flujo 

sanguíneo. Los ratones controles, se sometieron a una simulación de la misma cirugía 

pero sin la extirpación del riñón, solo realizando un corte y cosiendo posteriormente, 

para así igualar el estrés quirúrgico entre los distintos grupos.  

Finalmente, los ratones pertenecientes al grupo de ratones con aterosclerosis 

(ApoE-/- + HFD) y al grupo de ratones con aterosclerosis acelerada por la ERC (ApoE-/- + 

HFD + 5/6Nx) fueron alimentados con una dieta alta en grasa (del inglés, HFD, High Fat 

Diet) (SSNIF; D12108; 21% grasas y 1,25% colesterol) durante las 10 semanas de 

duración del modelo. Podemos observar un claro esquema de este modelo experimental 

en la Figura 17. 

Para posteriores estudios con suero urémico, se realizó una nefrectomía 

subtotal, siguiendo el mismo procedimiento utilizado en ratones, en ratas Wistar macho 
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de 2 meses de edad. En este caso, el modelo experimental se mantuvo 12 semanas. Se 

utilizaron ratas Wistar macho de 5 meses de edad como controles, sometidas a una 

simulación de la misma cirugía, pero sin la extirpación del riñón. En el momento del 

sacrificio, la sangre se extrajo de la bifurcación aórtica para la futura obtención del 

suero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2. Modelo experimental de daño renal por infusión de Angiotensina II. 

Los ratones utilizados para este modelo fueron divididos en dos grupos (Control 

y Angiotensina II) de 3-5 ratones/grupo. El modelo de infusión sistémica de Angiotensina 

II (Ang II) se realizó utilizando mini bombas osmóticas de infusión (ALZET micro-bombas 

osmóticas modelo 2001; Alza Corp., CA, EEUU) que fueron colocadas, mediante cirugía, 

de forma subcutánea en la espalda del animal. Estas mini bombas liberan una dosis de 

1000ng/kg/min de Ang II durante 15 días. Como control, se utilizó un grupo de ratones 

en el que las bombas sólo infundían solución salina (Figura 18). 

 

 

Figura 17. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de aterosclerosis acelerada en ERC 
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7.3. Modelo de glomerulonefritis rápidamente progresiva (GNRP) o Nefritis   inmune 

Los ratones utilizados en este modelo fueron divididos en 2 grupos (control y 

NTS) de 5-7 ratones/grupo. La nefritis inmune se indujo en estos ratones mediante la 

administración de un suero nefrotóxico (del inglés, NTS, nefrotoxic serum) que contiene 

anticuerpos frente a un extracto proteico de la membrana basal del glomérulo del ratón. 

Para inducir esta enfermedad, se realiza un primer pinchazo de 50 µl del suero NTS 

diluido 10 veces en el seno retro orbital del ojo del ratón. Posteriormente, se realizaron 

sendos pinchazos del suero NTS a una dosis sin diluir de 4 µl/g de peso corporal. Tras los 

pinchazos, la nefritis se dejó progresar durante 10 días, momento en el cual los ratones 

fueron sacrificados (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de infusión 

de Angiotensina II. 
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8. Análisis bioquímicos. 

Los niveles de BUN (del inglés, Blood Ureic Nitrogen) y de los diferentes parámetros 

lipídicos (colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL y triglicéridos) en plasma de 

ratón, se analizaron mediante técnicas colorimétricas de acuerdo a los protocolos 

estandarizados con un analizador AU5800 (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU) 

en el laboratorio de análisis clínicos del Hospital Universitario Arnau de Vilanova (HUAV) 

en Lérida, España. 

9. Estudios in vitro. 

 
9.1. Cultivos celulares 

 

9.1.1. Línea celular murina de macrófagos (RAW 264.7) 

La línea celular de macrófagos murinos RAW264.7 (ATCC TIB-71; MD, 

EEUU) se cultivó en medio DMEM (GIBCO, Thermo Fisher, MA, EEUU) con 10% de suero 

fetal bovino decomplementado (FBS; GIBCO); 100U/mL de penicilina y 100μg/mL de 

estreptomicina (GIBCO) a 37ºC en una atmósfera de 5% de CO2. Las células se cultivaron 

en placas de 10mm y el medio se cambió cada 2 días hasta que las células adquirieran 

el 80% de confluencia. 

Figura 19. Representación esquemática de la línea temporal en el modelo de nefritis inmune 

producida por la inyección de un suero contra la membrana basal del glomérulo (NTS). 
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9.1.2. Líneas celulares humanas de linfocitos T (Jurkat) y linfocitos B (NALM6) 

Las líneas celulares de linfocitos T (Jurkat) y linfocitos B (NALM6) fueron 

prestadas por el grupo de investigación en inmunología del Instituto de Investigación 

Biomédica de Lérida (IRBLleida). Ambas líneas celulares se cultivaron en medio RPMI 

1640 (GIBCO) con 10% de suero fetal bovino decomplementado (FBS; GIBCO); 100U/mL 

de penicilina, 100μg/mL de estreptomicina (GIBCO) y 2mM de L-Glutamina (GIBCO) a 

37ºC en una atmósfera de 5% de CO2. Las células se cultivaron en placas de 10mm y el 

medio se cambió cada 2 días has que las células adquirieran el 80% de confluencia. 

9.2. Tratamientos de los cultivos celulares 

9.2.1. Tratamiento de macrófagos, linfocitos T y B con suero urémico 

Una vez alcanzada la confluencia, todas las líneas celulares fueron 

sembradas en placas de 24 pocillos y deplecionadas de FBS durante las 24 horas previas 

al tratamiento. En el caso de las líneas celulares de linfocitos T (Jurkat) y linfocitos B 

(NALM6), al tratarse de células en suspensión, se sembraron a una densidad de 2·106 

células/ml en 500μl medio libre de suero durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas, 

la línea celular de macrófagos se cultivó con medio fresco (DMEM) complementado con 

20% de suero de rata control/urémico durante 24 horas. En el caso de las células en 

suspensión, transcurridas las 24 horas de depleción, fueron extraídas, centrifugadas a 

1200rpm durante 5 minutos y re-cultivadas en una nueva placa de 24 pocillos con medio 

fresco (RPMI 1640) complementado con 20% de suero de rata control/urémico durante 

24 o 48horas. 

9.2.2. Tratamiento de linfocitos T con antagomir para miR-500a-3p 

La línea celular de linfocitos T (Jurkat) se cultivó a una densidad de 1·106 

cells/ml en placas de 24 pocillos en 500μl de OptiMem (GIBCO) durante 24 horas. 

Posteriormente, se les añadió 1,25μl de 10pM del antagomir mirVana® miR-500a-

3p/Control del inhibidor (Thermo Fisher) y 50nM de Lipofectamine™RNAiMAX (Thermo 

Fisher) durante 24 horas. Finalmente, las células fueron recogidas, centrifugadas a 

1200rpm durante 5 minutos y re-cultivadas en una nueva placa de 24 pocillos con medio 

fresco (RPMI 1640) complementado con 20% de suero de rata control/urémico durante 

48h. 
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10. Citometría de flujo de PBMCs humanas. 

Las células se descongelaron suavemente introduciendo los criotubos en un baño de 

agua a 37ºC. En condiciones estériles, la suspensión de células de los criotubos se 

transfirió a un Falcon con 3 mL de medio para células T (RPMI + 2mM GIBCO® GlutaMAX, 

10% FBS, GIBCO® Pen Strep, piruvato de sodio 1mM y aminoácidos no esenciales). Las 

células fueron centrifugadas 10 minutos a 1650 rpm y el pellet fue resuspendido 

nuevamente en 1mL de medio para células T. A continuación, se calculó el número de 

células con un contador automático Scepter (Millipore) y se cultivó una suspensión de 

5x105 células/pocillo en duplicados en placas de 96 pocillos de fondo en U. Finalmente, 

las células se incubaron durante toda la noche a 37ºC y 5% CO2. Al día siguiente, las 

células se resuspendieron en PBS para la tinción de citometría. Los duplicados se 

mezclaron con el fin de conseguir 1x106 células de cada muestra. En primer lugar, se 

añadió 1µl de Ghost Dye™ Violet 540 (TonboBio, CA, EEUU) por cada mililitro de 

suspensión celular, con el fin de teñir células vivas. Estas se incubaron durante 30 

minutos a temperatura ambiente y se lavaron con tampón de tinción (PBS + FBS) para 

eliminar cualquier resto de colorante que no haya reaccionado. Posteriormente, se 

agregaron 5µl de Fc Block (BD Bioscience, NJ, EEUU) por muestra (1:10) y se incubaron 

las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente.  Seguidamente, se diluyeron 

los diferentes anticuerpos a utilizar [anti-CD3 (Immunotech, PA, EEUU) (APC) 

(3µL/muestra), anti-CD4 (Miltenyibiotec, North Rhine-Westphalia, Alemania) (PERCP) 

(1µL/muestra) y anti-CD272 (BTLA) (BD Biosciences) (BV421) (1µL/muestra)] en tampón 

de tinción y se añadió a las muestras. Las células fueron incubadas durante 30 minutos 

a 4ºC en oscuridad. Tras la incubación, se centrifugaron y se eliminó el sobrenadante. 

Las células sedimentadas se lavaron con tampón de tinción y luego se fijaron con 

tampón Cytofix (BD Biosciences). Finalmente, las células fueron analizadas con un 

citómetro de flujo FACS-Canto II (BD Bioscience). Para el análisis de los datos, se utilizó 

el software Flow Jo (versión X.0.7).  
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11. Estudios de histología e inmunohistoquímica. 

11.1. Estudios en tejido fresco 

Todas las muestras de los corazones previamente incluidas en medio de crio 

preservación (OCT) fueron cortadas con criostato en secciones de 5‐10μm y montadas 

en portaobjetos. Con el fin de analizar la placa aterosclerótica presente en los ratones, 

se realizaron cortes seriados del seno aórtico desde la aorta proximal en dirección al 

vértice del corazón, según lo descrito previamente364. Los cortes fueron guardados a -

80ºC hasta su utilización. 

11.1.1. Tinción Oil Red 

El Oil Red, es un colorante histoquímico que tiñe lípidos neutros. Esta 

tinción, fue utilizada para evaluar la cantidad de lípidos neutros presente en las placas 

ateroscleróticas de los ratones. La tinción se realizó en 4 de cada 15 cortes seriados del 

seno aórtico por cada ratón hasta finalizar con los cortes realizados. Antes de empezar 

el protocolo de tinción, se preparó la solución de Oil Red (Sigma Aldrich) a 0,3% p/v en 

isopropanol 60%. Las muestras seleccionadas para la tinción fueron fijadas con 

formalina, lavadas con agua corriente y finalmente enjuagadas con isopropanol 60% 

antes de realizar la tinción con la solución de Oil Red durante 15 minutos. 

Posteriormente los cortes se lavaron con isopropanol 60%, se contrastaron con 

hematoxilina y se montaron en un medio de montaje acuoso (Dako Glycergel, DAKO). 

Los niveles de expresión de gotas lipídicas se analizaron mediante microscopio óptico 

invertido Nikon Eclipse TS100 (Nikon). El área de lesión se determinó a través de la ratio 

entre el área de lesión y el área total de las tres válvulas con el software ImageJ. 

11.1.2. Tinción Rojo Sirio 

La tinción rojo sirio es una técnica que se encarga de teñir las fibras de 

colágeno, con ella se examinó el nivel de fibrosis de las placas ateroscleróticas en los 

diferentes grupos experimentales. En primer lugar, esta tinción requiere de la 

preparación de la solución de rojo sirio 48 horas antes de ser utilizada, la solución de 

trabajo está compuesta por 1% p/v Direct Red F3B (Sigma Aldrich) en solución acuosa 

de ácido pícrico saturada. Las muestras deben ser mantenidas en etOH 70° los 5 días 

anteriores al inicio de la tinción. La tinción de rojo sirio se realiza mediante la inmersión 
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de las muestras en la solución de trabajo durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se lavan y se montan en medio de montaje acuoso (Dako Glycergel, 

DAKO) 

11.1.3. Inmunofluorescencia 

Los cortes (10 µm) de seno aórtico congelados se fijaron en acetona 100% 

fría durante 15 minutos. Se realizó el bloqueo de la peroxidasa endógena mediante la 

incubación durante 30 minutos con peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% y los cortes 

fueron bloqueados con 4% de BSA/6% suero de caballo en PBS 1X durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se incubaron con anticuerpos 

primarios contra CD3 (1:500; DAKO, CA, EEUU) y CD68 (1:500; Abd. Serotec, Bio Rad, CA, 

EEUU) durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente los diferentes cortes fueron lavados 

e incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con sus correspondientes 

anticuerpos secundarios: anti-rabbit AlexaFluor® 488 para CD3 (DAKO) y anti-rat 

AlexaFluor® 633 para CD68 (1:200; Invitrogen, MA, EEUU). Como control negativo, se 

realizó la incubación del anticuerpo secundario sin presencia de incubación previa con 

anticuerpo primario. Los núcleos se tiñeron con 1 μg/ml de DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole; Sigma-Aldrich) para controlar la densidad celular. Finalmente, las 

muestras fueron montadas con Prolong Gold (Thermo Fisher) y la fluorescencia fue 

detectada mediante microscopía confocal (Confocal System TCS SP5, Leica).  

11.2. Estudios en tejido incluido en parafina 

Todas las muestras murinas de aorta abdominal incluidas en parafina se cortaron 

con micrótomo en secciones de 3μm, se desparafinaron y, finalmente se rehidrataron 

mediante un gradiente decreciente de alcohol etílico (100°, 95°, 70°) y agua destilada. 

11.2.1. Tinción IL-17A 

Tras la desparafinización e hidratación de los cortes de aorta abdominal 

(3μm), se realizó la técnica de recuperación antigénica utilizando para ello el sistema PT 

Link (DAKO) con tampón citrato sódico 10mM a pH 6 o 9, según las condiciones del 

anticuerpo primario. El bloqueo de la peroxidasa endógena se realizó mediante la 

incubación durante 15 minutos con H2O2 al 3%, y se bloquearon las uniones inespecíficas 

con una solución en TBS de 4% de BSA y 8% de suero de la especie en la que se desarrolló 
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el anticuerpo secundario. Posteriormente, las muestras se incubaron con un anticuerpo 

frente a IL-17 (1:200; Abcam, Cambridge, UK) durante toda la noche a 4ºC. Al día 

siguiente, tras el lavado, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario 

biotinilado correspondiente: anti-rabbit (1:5000; Millipore, MA, EEUU). Seguidamente, 

se realizó la incubación durante 30 minutos a temperatura ambiente con el complejo 

avidina-biotina-peroxidasa (DAKO) y la incubación 10 minutos a temperatura ambiente 

con DAB como cromógeno (Vector Laboratories, CA, EEUU). Los núcleos fueron teñidos 

con Hematoxilina. Finalmente, se deshidrataron los cortes mediante agua destilada y un 

gradiente creciente de alcohol etílico (70°, 95°, 100°), se fijaron en xilol y se montaron 

en DPX (Thermo Fisher). Como control negativo, las muestras se incubaron sin el 

anticuerpo primario para conocer las posibles uniones inespecíficas del anticuerpo 

secundario. 

12. Estudios génicos en ratón. 

12.1. Extracción de ARN 

Dependiendo de la muestra a procesar, se realizaron diferentes técnicas de 

extracción de ARN. De esta manera, la extracción de ARN y micro-ARNs circulante en el 

modelo de aterosclerosis acelerada en ERC se realizó mediante el uso de un kit de 

purificación de ARN leucocitario (Leukocyte RNA purification kit, NORGEN Biotek, ON, 

Canada) para la rápida extracción y purificación del ARN total presente en los leucocitos, 

siguiendo el protocolo del fabricante. En el caso de la extracción de ARN total de 

muestras de tejidos de los diferentes modelos experimentales y/o experimentos in vitro, 

se utilizó un kit que permitió la extracción de ARNs micro (micro-ARN) y grandes (ARNm), 

miRNeasy Micro kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. La calidad y 

concentración del ARN purificado con cualquiera de los dos mecanismos, se evaluó 

mediante el uso del espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher). 

12.2. Síntesis de ADN complementario (RT-PCR) 

12.2.1. A partir de ARNm 

La síntesis de ADNc a partir de ARNm se realizó mediante el kit First strand 

cDNA synthesis kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Basel, Switzerland), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se utilizó 1µg de ARN para la reacción juntamente con la 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

91 
 

mix y se puso en el termociclador (Techne TC-412) con los ciclos establecidos (10 

minutos a 25ºC, 1 hora a 42ºC y 5 minutos a 99ºC).  

12.2.2. A partir de micro-ARN 

La síntesis de ADNc para micro-ARNs se realizó mediante el kit miRCURY 

LNA RT (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante. Este kit nos permite realizar la 

poliadenilación y retrotranscripción de los micro-ARNs de forma rápida en un solo paso. 

De manera resumida, se utilizaron 5ng/ul de ARN total (incluyendo micro-ARNs) que 

fueron mezclados con la mix correspondiente e incubados en el termociclador (Techne 

TC-412) 60 minutos a 40ºC y 5 minutos a 95ºC para la inactivación de la enzima.  

12.3. PCR en tiempo real 

12.3.1. Para ARNm 

La expresión relativa de diferentes genes se analizó siguiendo la 

tecnología TaqMan, la cual utiliza la actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa para 

generar una señal fluorescente sonda-específica durante la PCR. Para ello, se realizó una 

PCR singleplex para los diferentes genes a analizar mediante el uso de sondas TaqMan 

(Tabla 3) junto con agua y la TaqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG 

(Thermo Fisher) en el termociclador QuantStudioTM 7 (Thermo Fisher), con los siguientes 

ciclos: 10 minutos a 95ºC para la activación de la polimerasa seguidos de 40 ciclos de 

desnaturalización-alineación-extensión de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. Como 

gen control, se utilizó la expresión de PPIA y GAPDH. 

 

 

Tabla 3. Sondas de expresión para ARNm; 

nombre e ID. 
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12.3.2. Para micro-ARNs 

En este caso, la expresión relativa de diferentes micro-ARNs se analizó 

siguiendo la tecnología SYBR Green, la cual permite un control de calidad mediante el 

análisis de la curva de Melting. Con este propósito, se utilizó el kit de PCR miRCURY LNA 

SYBR® Green (QIAGEN) con sondas miRCURY LNA™ miRNA específicas para miR-16-5p 

(YP00205702, QIAGEN), miR-500a-3p (YP00205982, QIAGEN), miR-23a-3p (YP00204772, 

QIAGEN) y miR-652-3p (YP00204387, QIAGEN). miR-16-5p se utilizó como gen endógeno 

por su expresión estable en nuestras muestras y debido a estudios anteriores365. 

En todos los casos, los cambios en los niveles de expresión de micro-ARNs y/o 

ARNm se calcularon basándonos en la fórmula estándar (método ΔΔCt) y fueron 

expresados como cambios relativos respecto a muestras correspondientes de ratones 

control o células no estimuladas. 

13. Estudios de la expresión proteica. 

La extracción de proteína a partir de PBMCs de pacientes, estudios in vitro y tejido 

renal, se realizó mediante la utilización de un tampón de lisis (50 mmol/L Tris-HCl, 150 

mol/L de NaCl, 2 mmol/L de EDTA, 2 mmol/L de EGTA, 0.2% de Triton X-100, 0.3% de 

IGEPAL, 10 μl/ml de cocktail inhibidor de proteinasas, 0.2 mmol/L PMSF y 0.2 mmol/L 

de Ortovanadato). En todos los casos, tras la adición del tampón de lisis, las muestras 

fueron disgregadas y homogenizadas con 4-6 ciclos (50Hz, 1 minuto; Hielo, 1 minuto) 

utilizando el TissueLyser LT (QIAGEN). Posteriormente, las muestras se centrifugaron 20 

minutos a 10000 rpm y 4ºC, recogiendo el sobrenadante. 

En el caso de la extracción de proteína en tejido de arco aórtico y en células tratadas, 

debido a la escasa cantidad de muestra en ambos casos, la proteína total se extrajo de 

la fase orgánica obtenida durante la extracción de ARN de estas muestras. Se añadieron 

300μl de EtOH 100% a cada muestra y se centrifugaron durante 5 minutos a 2000xg y 

4ºC para conseguir la precipitación del ADN. Seguidamente, para la precipitación de las 

proteínas, se añadió acetona en una proporción de 3 volúmenes de acetona por cada 

volumen de sobrenadante y las muestras fueron centrifugadas 10 minutos a 12000xg y 

4ºC. Finalmente, se realizaron 3 lavados del pellet proteico obtenido con una solución 

de 0,3M de Clorhidrato de Guanidina y 2,5% de glicerol (v/v) en EtOH 95%. El último 
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lavado se realizó en una solución de glicerol 2,5% (v/v) en EtOH 95%. Una vez finalizados 

los pasos de lavado y cuando el pellet proteico estaba seco, se añadieron 50-100μl del 

buffer de lisis mencionado anteriormente. 

En ambos casos, la concentración proteica se determinó mediante el DC protein assay 

kit (Bio-Rad, VA, EEUU). Una vez cuantificadas, se realizó la técnica de Western Blot, 

mediante la carga de 10-30μg de proteína por carril. Las proteínas extraídas fueron 

separadas en geles de SDS-poliacrilamida (8-15%) en condiciones reductoras y 

transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Bio-Rad). El paso 

siguiente fue el bloqueo de la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente 

utilizando 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS-T para evitar posibles uniones 

inespecíficas de los anticuerpos. Finalmente, las membranas se incubaron con los 

anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 4) toda la noche a 4ºC en rotación 

constante.  

 

Al siguiente día, las membranas se lavaron tres veces en ciclos de 10 minutos con 

TBS-T y fueron incubadas con una dilución 1/10.000 del anticuerpo secundario 

conjugado con HRP correspondiente (anti-mouse, Jackson Immuno Research; anti-

rabbit, Cell signalling y anti-rat, Jackson Immuno Research) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Tras la incubación con el anticuerpo secundario, las membranas 

fueron expuestas utilizando el sustrato quimioluminiscente ECL kit (GE Healthcare, IL, 

EEUU), las imágenes se adquirieron mediante el sistema de imagen ChemiDoc™ MP (Bio-

Rad) y se analizaron con el software de análisis Quantity one 1-D (Bio-Rad). Los niveles 

proteicos de GAPDH y/o α-tubulina se utilizaron como controles endógenos para 

normalizar la cantidad de proteína. Los datos están indicados como aumentos relativos 

en los niveles de proteica respecto a muestras control. 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la detección de proteínas mediante la técnica de Western Blot. 
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14. Análisis estadístico 

Los resultados han sido analizados con el software GraphPad Prism (CA, EEUU) y se 

expresan en todos los casos como la media ± el error estándar de la media (EEM) o como 

n (%). En todos los casos (pacientes, modelos experimentales y cultivos celulares) se 

compararon las muestras control con las muestras tratadas o enfermas. Las diferencias 

entre los grupos se evaluaron mediante el estudio estadístico T-test, Chi cuadrado o 

ANOVA de dos factores, dependiendo del número de grupos a comparar. Los valores 

fueron considerados significativos con un p-valor<0.05. 

Los micro-ARN y ARNm expresados diferencialmente con significación estadística en 

muestras humanas se identificaron mediante el filtrado Volcano Plot entre dos grupos, 

siguiendo los criterios de cambio ≥ 1.5 y p-valor<0.05. El agrupamiento jerárquico se 

realizó utilizando el software R. El análisis GO se realizó utilizando el paquete topGO en 

el entorno R para gráficos y cálculos estadísticos, y el análisis Pathway se calculó 

mediante la prueba exacta de Fisher. 
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1. Patrón de micro-ARNs y ARNm que participan en el proceso patológico 

de la aterosclerosis acelerada en pacientes con enfermedad renal 

crónica (ERC). 

Estudios previos han descrito como los eventos cardiovasculares relacionados en 

gran medida con la formación de placa de ateroma podrían ser la principal causa de 

muerte en enfermos renales crónicos107,108. En este sentido, el estudio NEFRONA (del 

inglés, National Observatory of Atherosclerosis in Nephrology) es un estudio 

multicéntrico y prospectivo (4 años de seguimiento) con pacientes con ERC, diseñado 

para profundizar en la investigación de la progresión aterosclerótica y la calcificación 

vascular en el contexto de la patología renal362. 

 

1.1. Estudio de la expresión de micro-ARNs y ARNm involucrados en estadio inicial 

de la formación de una placa aterosclerótica. 

Con el fin de conocer los diferentes micro-ARNs y/o ARNm involucrados en la 

predisposición a desarrollar eventos cardiovasculares en pacientes con ERC, se realizó 

una secuenciación para micro-ARNs, así como un Array para la detección de varios 

ARNm en muestras de 20 pacientes con ERC (40% estadio 3; 60% estadio 4-5), que no 

presentaban aterosclerosis en el momento basal. De estos 20 pacientes, 10 presentaron 

aterosclerosis tras dos años de seguimiento (casos), mientras que los otros 10 no 

presentaron placa aterosclerótica a los dos años (controles). Los pacientes utilizados, 

tenían una edad de entre 50-54 años, con el mismo porcentaje de hombres y mujeres, 

no diabéticos, sin presencia de placa aterosclerótica basal y con un porcentaje de 

pacientes fumadores de 50-70% (Tabla 5). Para el análisis de expresión de micro-ARNs 

y ARNm, se les extrajo, a tiempo 0, una muestra de sangre que posteriormente fue 

utilizada para el estudio, con el objetivo de detectar posibles biomarcadores que puedan 

predecir y/o estar involucrados en la aparición de la enfermedad aterosclerótica en 

dichos pacientes. Los dos grupos de muestras a comparar en este estudio fueron: 1) 

Muestras Casos: Pacientes con ERC, sin placa basal, pero con presencia de placa 

aterosclerótica a los 2 años de seguimiento (pacientes con progresión de la 

enfermedad). 2) Muestras Control: Pacientes con ERC, sin placa basal y sin presencia de 

placa aterosclerótica a los 2 años (pacientes sin progresión de la enfermedad). La 
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progresión aterosclerótica se determinó por el aumento del número de zonas con placa 

aterosclerótica respecto a la primera visita (tiempo 0), mediante técnicas de 

ultrasonido362 (Figura 20). 

Tabla 5: Características basales de pacientes con ERC, sin placa basal, con/sin presencia de placa a los dos años. 
Pacientes utilizados en la secuenciación de micro ARN y el array de ARNm 

Los datos cuantitativos están expresados como la media [Desviación estándar] y las variables cualitativas están 

expresadas con la n (porcentaje). IMC, índice de masa corporal; ERC, enfermedad renal crónica; PCR, proteína C 

reactiva.  
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En ambos análisis (expresión de micro-ARNs mediante secuenciación y de ARNm 

mediante Array), se consideró significativa la expresión de los micro-ARNs/ARNm que 

presentaron un P-valor<0.05 y una modificación n-veces>1.5 en la comparación de 

controles vs casos. 

En este sentido, podemos observar mediante la gráfica del Volcano Plot (Figura 21A) 

un aumento significativo en la expresión de 16 micro-ARNs y 1100 micro-ARNs no 

regulados diferencialmente cuando comparamos casos vs controles. En la tabla 6, se 

observa la secuencia específica de estos 16 micro-ARNs significativamente aumentados 

en casos vs controles. Basándonos en los cambios cuantificados por el número de veces 

modificado (n-veces) con respecto a la muestra control, podemos destacar a miR-23a-3p 

(aumentado 2,13-veces), miR-23b-3p (aumentado 1,91-veces), miR-1294 (aumentado 

1,80-veces) y miR-652-3p (aumentado 1,81-veces) como algunos de los micro-ARNs más 

aumentados en los pacientes con ERC y progresión aterosclerótica (Tabla 6). 

 

 

 

Figura 20. Esquema de los grupos de pacientes utilizados en la secuenciación de micro-ARNs/Array de ARNm y 

sus diferentes características. 
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Figura 21. Patrón de ARNm y micro-ARNs en el estudio de la predisposición a desarrollar placas de ateroma en 

pacientes con ERC. (A) Representación gráfica mediante Volcano Plot de los micro-ARNs diferencialmente 

expresados en pacientes con ERC sin progresión aterosclerótica (n=10) vs pacientes con ERC y progresión 

aterosclerótica (n=10) obtenidos a partir de técnicas de secuenciación. (B) Representación gráfica mediante 

Volcano Plot de los ARNm diferencialmente expresados en pacientes con ERC sin progresión aterosclerótica 

(n=10) vs pacientes con ERC y progresión aterosclerótica (n=10) obtenidos a partir del Array de ARNm. Los 

resultados se consideran significativos con un P-valor <0.05 y cambio n-veces >1.5. 

Tabla 6. Micro-ARNs significativamente aumentados en pacientes con ERC que desarrollaron placas 

ateroscleróticas 2 años tras la toma de muestra (n=10) vs pacientes con ERC que no presentaron placas 

ateroscleróticas 2 años tras la toma de muestra (n=10). Datos obtenidos mediante secuenciación 

El símbolo ↑, indica un aumento significativo (P-valor<0,05 y una modificación n-veces>1,5) en la expresión de 
los diferentes micro-ARNs. 
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Por otro lado, y como se comentó anteriormente, se realizó un array de ARNm en 

las mismas muestras (Figura 20) para detectar posibles genes implicados en la aparición 

de placa aterosclerótica en estos pacientes.  Este análisis nos mostró un aumento 

significativo en la expresión de 92 genes, así como una disminución significativa en la 

expresión de 67 genes al comparar muestras casos vs control. Además, 18779 genes no 

mostraron una desregulación significativa en la misma comparación (Figura 21B). En la 

tabla 7, se muestran algunos de los genes más significativamente desregulados 

(basándonos en los valores de cambios n-veces) de entre los diferentes genes cuya 

expresión apareció significativamente desregulada en pacientes con ERC que presentaron 

una progresión aterosclerótica a los 2 años tras la toma de muestra. 

 

Tabla 7. ARNm más significativamente desregulados (según las modificaciones n-veces) en pacientes con ERC que 
desarrollaron placas ateroscleróticas 2 años tras la toma de muestra (n=10) vs pacientes con ERC que no 
presentaron placas ateroscleróticas 2 años tras la toma de muestra (n=10). Datos obtenidos mediante Array de 
ARNm.  

 

Los símbolos ↑/↓, indican un aumento/disminución significativa (P-valor<0,05 y una modificación n-
veces>1,5), respectivamente, en la expresión de diferentes genes. 
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Una vez evaluados los diferentes micro-ARNs y ARNm diferencialmente expresados 

en pacientes con ERC que presentaban una progresión aterosclerótica, se realizó un 

análisis funcional, mediante técnicas de ontología génica (“GO analysis”; 

http://www.geneontology.org). Estos análisis in silico nos permitieron descubrir las 

principales vías de señalización en las que podían estar involucrados los diferentes genes 

significativamente desregulados. En este aspecto, pudimos observar que los principales 

procesos biológicos en los que podían estar involucrados los genes cuyo ARNm se 

encontró significativamente aumentado en casos vs controles corresponden a procesos 

biológicos de defensa del organismo (Figura 22), mientras que los genes cuyo ARNm se 

encontró significativamente disminuido, correspondían a procesos inmunológicos (Figura 

23). 

 

 

 

Figura 22. Categorías GO (Gene Ontology) asociadas a los ARNm significativamente aumentados en pacientes 
con ERC que presentan desarrollo aterosclerótico a los dos años. [GO:00XXXXX] nos indica el código específico 
de cada vía de señalización. Las diferentes vías han sido consideradas significativas con un P-valor<0.05. Se indica 
el número de genes que están relacionados con cada vía específica. 

 

http://www.geneontology.org/
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1.2. Validación intra-especie de los micro-ARNs y ARNm que se postulan como 

posibles reguladores en la aterosclerosis acelerada en pacientes renales 

crónicos. 

Posteriormente, se realizó una validación intra-especie de los resultados 

obtenidos en la secuenciación de micro-ARN y en el array de ARNm, utilizando para ello 

una cohorte mayor de pacientes pertenecientes al estudio NEFRONA (n=64). Estos 

pacientes fueron divididos en dos grupos de igual manera que los primeros pacientes 

utilizados en este estudio: 1) Casos (n=27): Pacientes con ERC, sin placa basal, pero con 

presencia de placa aterosclerótica a los 2 años tras la toma de muestra. 2) Controles 

(n=37): Pacientes con ERC, sin placa basal y sin presencia de placa aterosclerótica a los 2 

años (Figura 24).  Las diferentes características clínicas de estos pacientes se recogen en 

la columna central de la tabla 8, donde podemos observar un porcentaje similar de 

pacientes en los diferentes estadios de ERC, masculinos y femeninos, diabéticos e 

hipertensos en esta comparación. 

 

Figura 23. Categorías GO (Gene Ontology) asociadas a los ARNm significativamente disminuidos en pacientes 
con ERC que presentan desarrollo aterosclerótico a los dos años. [GO:00XXXXX] nos indica el código específico 
de cada vía de señalización. Las diferentes vías han sido consideradas significativas con un P-valor<0.05. Se indica 
el número de genes que están relacionados con cada vía específica. 

 



RESULTADOS 
 

106 
 

 

 

Los micro-ARNs y ARNm seleccionados para la validación fueron ARNm que se 

encontraran modificados significativamente en el array, que fueran posibles diana para 

uno o más micro-ARNs de los que aparecieron aumentados significativamente en la 

secuenciación y que pudieran estar involucrados, según bases bibliográficas, en el 

desarrollo de la placa de ateroma. Esta selección se basó en estudios in silico sobre 

posibles genes diana para los 16 micro-ARNs aumentados significativamente, utilizando 

para ello bases de datos como TargetScan 7.2 y miRDB. En la tabla 9 se encuentran 

resumidos los diferentes micro-ARNs seleccionados, sus correspondientes genes diana y 

la implicación de estos últimos en el proceso aterosclerótico. Además, también se 

muestran los cambios n-veces y P-valores obtenidos en la secuenciación/Array para cada 

uno de los micro-ARNs/ARNm seleccionados.  

 

 

 

 

 

Figura 24. Esquema de los grupos de pacientes utilizados en la validación intra-especie y sus diferentes 

características 
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Tabla 8. Características basales de pacientes con ERC, con/sin placa basal, con/sin presencia de placa a los dos 

años. 

Los datos cuantitativos están expresados como la media [Desviación estándar] y las variables cualitativas están 

expresadas con la n (porcentaje). IMC, índice de masa corporal; ERC, enfermedad renal crónica; PCR, proteína C 

reactiva. Las diferencias son consideradas significativas con un P-valor <0,05. 

 



RESULTADOS 
 

108 
 

 

 

Referente a la validación intra-especie de la expresión de los micro-ARNs 

mencionados, se observó un aumento significativo en la expresión relativa de 3 micro-

ARNs en pacientes con ERC que presentaron placa a los dos años al compararlos con 

aquellos pacientes con ERC que no la presentaron (Figura 25A). Estos micro-ARNs 

corresponden a miR-23a-3p (aumentado 2,14 veces en la secuenciación), miR-652-3p 

(aumentado 1,81 veces en la secuenciación) y miR-500a-3p (aumentado 1,70 veces en 

la secuenciación). Lamentablemente, varios micro-ARNs como miR-1294, miR-4326, 

miR-501-3p y miR-93-3p, presentes en la validación, no pudieron ser analizados por 

fallos en la amplificación de los mismos, mientras que los micro-ARNs restantes no 

presentaron diferencias significativas en su expresión (Figura 25A). De esta manera, la 

validación intra-especie, solo confirmó el aumento significativo de miR-23a-3p, miR-

652-3p y miR-500a-3p relacionándolos con la aparición de placa aterosclerótica en 

pacientes con ERC. 

micro-ARN Fold Change  
micro-ARNs 

P-Valor  
micro-
ARNs 

Símbolo del 
gen 

 diana 
asociado 

Fold 
Change  
ARNm 

P-valor  
ARNm Proteína asociada Función en aterosclerosis 

miR-1294 1,804 0,00125 
MS4A1 2,01 0,02096 B-lymphocyte  

antigen CD20  Regulación linfocitos B2366,367 miR-185-5p 1,53 0,00625 
miR-629-5p 1,565 0,00602 
miR-1294 1,804 0,00125 CCL5 1,534 0,03898 C-C motif chemokine 5 Reclutamiento de 

 células inflamatorias368 miR-4326 1,769 0,04286 
miR-185-5p 1,53 0,00625 

BTLA 1,772 0,02428 B and T  
lymphocyte attenuator 

Regulación del desarrollo de células B 
 ateroprotectoras y  

linfocitos T reguladores313 miR-500a-3p 1,688 0,00315 
miR-501-3p  1,75 0,00235 

MRPL35 1,585 0,011 Mitochondrial  
ribosomal protein L35 

Producción de especies 
 reactivas de oxigeno369 

miR-500a-3p 1,688 0,00315 
miR-23a-3p 2,139 0,01579 
miR-362-5p 1,537 0,00575 
miR-93-3p 1,504 0,0021 PLAC8 1,557 0,04456 Placenta Specific 8 Proliferación celular370 miR-500a-3p 1,688 0,00315 

miR-501-3p  1,75 0,00235 E2F7 1,907 0,02458 Transcription factor E2F7 Proliferación celular371 miR-652-3p 1,807 0,00614 
miR-501-3p  1,75 0,00235 

SLC38A11 2,62 0,02527 Solute carrier 
 family 38 member 11 

Almacenamiento de energía 
 en forma de lípidos372 miR-93-3p 1,504 0,0021 

miR-362-5p 1,537 0,00575 
miR-93-3p 1,504 0,0021 FER 1,937 0,02115 Tyrosine kinase FER Activación de la vía 

 NF-kappaB373 miR-500a-3p 1,688 0,00315 
miR-130b-5p  1,572 0,01344 TNFSF10 1,518 0,03392 Tumor necrosis factor  

superfamily member 10 
Síntesis de colesterol y triglicéridos374. 

 Modulación del fenotipo  
y función de macrófagos375 

Tabla 9. Micro-ARNs y sus genes asociados seleccionados para una validación intra-especie y futuros estudios. 
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Figura 25. Validación intra-especie de micro-ARNs y ARNm seleccionados en una cohorte mayor de pacientes 

pertenecientes al estudio NEFRONA. (A) Niveles de expresión de los diferentes micro-ARNs seleccionados en 

pacientes con ERC, sin placa basal, comparando pacientes que mostraron presencia de placa aterosclerótica a los dos 

años (n=27) vs pacientes que no presentaron placa aterosclerótica a los dos años (n=37). (B) Niveles de ARNm de los 

diferentes genes seleccionados en pacientes con ERC, sin placa basal, comparando pacientes que mostraron presencia 

de placa aterosclerótica a los dos años (n=27) vs pacientes que no presentaron placa aterosclerótica a los dos años 

(n=37). Los datos están expresados como la media ± SEM. Diferencias significativas expresadas como *p<0.05. 
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De la misma manera, se realizó una validación intra-especie de la expresión de los 

genes seleccionados. Dicho análisis, únicamente confirmó la disminución significativa en 

los niveles de expresión de BTLA en esta cohorte mayor de pacientes. Además, la bajada 

en la expresión génica de TNFSF10 (del inglés, Tumor necrosis factor superfamily 

member 10) se situó cerca de la significancia con un P-valor de 0,054. Por el contrario, 

la expresión génica para E2F7, SLC38A11 y FER no pudo ser analizada por fallos en la 

amplificación de los mismos, mientras que el resto de genes analizados no mostraron 

diferencias significativas en sus niveles de expresión (Figura 25B). 

En resumen, esta validación intra-especie postuló a miR-23a-3p, miR-652-5p, miR-

500a-3p y BTLA como posibles dianas y potenciales biomarcadores en el desarrollo 

acelerado de placas ateroscleróticas en pacientes con ERC.  

1.3. Estudio de la posible implicación de micro-ARNs/ARNm seleccionados en la 

progresión de la placa en pacientes con enfermedad aterosclerótica ya 

establecida.  

Posteriormente, con el objetivo de continuar indagando en la posible implicación 

de estos micro-ARNs/ARNm en el desarrollo aterosclerótico en pacientes con ERC, se 

estudió la expresión de los diferentes micro-ARNs/ARNm de interés (Tabla 9) en otra 

cohorte diferente de pacientes con ERC pertenecientes al estudio NEFRONA (n=84). En 

este caso, los pacientes del estudio fueron pacientes con ERC, con/sin progresión 

aterosclerótica que, a diferencia de los pacientes utilizados en los estudios anteriores, 

ya presentaban placa aterosclerótica en el momento de extracción de la muestra 

(tiempo 0) (Figura 26).  El objetivo de este estudio fue el análisis de la expresión de estos 

micro-ARNs/ARNm en pacientes con ERC que mantuvieron el mismo número de 

regiones con placa aterosclerótica dos años después de la toma de muestra, con 

aquellos que presentaron un mayor número de regiones con placa a los dos años tras la 

toma de muestra. Para llevar a cabo dicho objetivo, los pacientes fueron divididos en 

dos grupos de igual número (n=42): 1) Casos: Pacientes con ERC, con placa 

aterosclerótica basal, que presentaron un aumento de regiones con placa a los 2 años 

tras la toma de muestra. 2) Controles: Pacientes con ERC, con placa aterosclerótica basal 

que no avanzó tras los dos años desde la toma de muestra. Estos pacientes presentaban 
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una distribución homogénea en edad, sexo, estadio de ERC, diabetes e hipertensión 

(columnas derechas de tabla 8). 

 

Este estudio nos mostró un aumento significativo en la expresión de todos los 

micro-ARNs analizados en pacientes con ERC y progresión de la placa a los dos años, al 

compararlos con pacientes con ERC que mantuvieron el mismo número de placas tras 

los dos años (Figura 27A). Sin embargo, este mismo análisis, no indicó una desregulación 

significativa en la expresión de ninguno de los genes a evaluar en pacientes con ERC y 

progresión aterosclerótica (Figura 27B). De manera que, una vez establecida la placa 

aterosclerótica en pacientes con ERC, miR-185-5p, miR-629-5p, miR-23a-3p, miR-362-

5p, miR-652-3p, miR-130b-5p y miR-500a-3p podrían estar involucrados o podrían 

postularse como biomarcadores de progresión de una enfermedad aterosclerótica 

previamente establecida en pacientes con ERC. 

 

 

Figura 26. Esquema de los grupos de pacientes utilizados de la nueva cohorte (con placa basal) y sus diferentes 

características. 
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Figura 27. Análisis de los niveles de expresión de diferentes micro-ARNs/ARNm seleccionados en una cohorte de 

pacientes del estudio NEFRONA, con presencia de placa aterosclerótica basal, con/sin progresión. (A) Niveles de 

expresión de los diferentes micro-ARNs seleccionados en pacientes con ERC, con placa basal, comparando pacientes 

que mantuvieron la misma placa aterosclerótica a los dos años (n=42) vs pacientes que aumentaron el número de 

placas ateroscleróticas a los dos años (n=42). (B) Niveles de expresión de los diferentes ARNm seleccionados en 

pacientes con ERC, con placa basal, comparando pacientes que mantuvieron la misma placa aterosclerótica a los dos 

años (n=42) vs pacientes que aumentaron el número de placas ateroscleróticas a los dos años(n=42). Los datos están 

expresados como la media ± SEM. Diferencias significativas expresadas como *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,005; 

****p<0,001. 
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1.4. Estudio de la expresión de micro-ARNs/ARNm seleccionados en la progresión 

aterosclerótica independiente de la presencia/ausencia de placa de ateroma 

en el momento de la toma de muestra. 

Finalmente, con el objetivo de estudiar la implicación de los diferentes micro-

ARNs/ARNm seleccionados (Tabla 9) en la progresión de la enfermedad aterosclerótica, 

independientemente de la presencia o no de placa en el momento basal, se realizó el 

análisis de la expresión de estos micro-ARNs/ARNm en los pacientes del estudio 

NEFRONA utilizados en los dos estudios anteriores. Con esta finalidad, los pacientes 

fueron reorganizados en: 1) Controles (n=78): pacientes con ERC, con/sin placa 

aterosclerótica en el momento de toma de muestra que no mostraron progresión o 

aparición de enfermedad aterosclerótica a los dos años y 2) Casos (n=70): pacientes con 

ERC, con/sin placa aterosclerótica en el momento de toma de muestra que mostraron 

una aparición de placa o progresión de una placa previamente establecida (Figura 28). 

En las columnas izquierdas de la tabla 8 se resumen todas las características de ambos 

grupos de pacientes, donde observamos una distribución homogénea en sexo, diabetes, 

hipertensión y estadio de ERC entre grupos.  

Figura 28. Esquema de los pacientes reorganizados y sus características. 
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Los resultados obtenidos en este último análisis, mostraron un aumento 

significativo en la expresión de miR-629-5p, miR-23a-3p, miR-652-5p y miR-500a-3p 

(Figura 29A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Análisis de los niveles de expresión de los diferentes micro-ARNs/ARNm seleccionados en 

pacientes con ERC, con/sin presencia de placa aterosclerótica basal, con/sin progresión. (A) Niveles de 

expresión de los diferentes micro-ARNs seleccionados en pacientes con ERC, con/sin placa basal, 

comparando pacientes que mantuvieron o no desarrollaron placa aterosclerótica a los dos años (n=78) vs 

pacientes que aumentaron o presentaron placas ateroscleróticas a los dos años (n=70). (B) Niveles de 

expresión de los diferentes genes seleccionados en pacientes con ERC, con/sin placa basal, comparando 

pacientes que mantuvieron o no desarrollaron placa aterosclerótica a los dos años (n=78) vs pacientes que 

aumentaron o presentaron placas ateroscleróticas a los dos años (n=70). Los datos están expresados como 

la media ± SEM. Diferencias significativas expresadas como *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001. 
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De manera interesante, miR-23a-3p, miR-652-5p y miR-500a-3p también 

estuvieron desregulados significativamente en los dos estudios anteriores, indicando un 

fuerte papel de estos micro-ARNs en el desarrollo tanto inicial como de una placa 

aterosclerótica ya establecida en la aterosclerosis acelerada en pacientes con ERC. Sin 

embargo, miR-185-5p, miR-362-5p y miR-130b-5p perdieron la significación estadística 

que se observó al analizar sus niveles de expresión en pacientes con progresión 

aterosclerótica que partían de una placa ya establecida, indicando un posible papel de 

estos micro-ARNs en el desarrollo aterosclerótico de placas ya establecidas más que en 

el desarrollo inicial de estas.  

Por otro lado, se observó una disminución significativa en la expresión de BTLA y 

MS4A1. Además, TNFSF10 se mostró rozando la significación estadística en pacientes 

con ERC y progresión a los dos años tanto de placas ateroscleróticas iniciales como 

placas ya establecidas (Figura 29B). En este caso, BTLA se postuló como un potente gen 

implicado en la progresión aterosclerótica, sobre todo en estadios iniciales y podría ser 

utilizado como potente biomarcador para predecir la aparición de placa aterosclerótica 

en pacientes con ERC. 

1.5. BTLA como posible diana para miR-500a-3p 

En los diversos análisis realizados en las diferentes cohortes sobre la posible 

regulación génica en la predisposición a desarrollar placas ateroscleróticas en pacientes 

con ERC; BTLA se postuló como la única posible diana y biomarcador en el inicio del 

desarrollo aterosclerótico en pacientes con ERC. Además, BTLA ha demostrado ser una 

importante molécula involucrada en la activación de linfocitos376 y por lo tanto en la 

respuesta inmunológica, relacionándolo de esta manera con las vías de señalización más 

significativamente desreguladas en pacientes con ERC con predisposición a desarrollar 

una placa aterosclerótica inicial. Adicionalmente, un único estudio relaciona BTLA con el 

proceso aterosclerótico313 y ninguno relaciona a este gen con estados de uremia, 

haciéndolo un buen objetivo de estudio.  

Partiendo del componente epigenético de este estudio, miR-185-5p y miR-500a-

3p se relacionan mediante estudios in silico directamente con la regulación de la 

expresión génica de BTLA (Tabla 9). En este sentido, y dada la ausencia de un aumento 
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en la expresión de miR-185-5p a los dos años en pacientes con ERC que presentaban una 

placa aterosclerótica inicial (Figura 25A), miR-500a-3p fue seleccionado como posible 

regulador epigenético en la expresión de BTLA en un ambiente de daño renal y 

predisposición a desarrollar una placa aterosclerótica. En la Tabla 10 se muestra 

detalladamente la interacción in silico prevista para la unión de miR-500a-3p a la sección 

3’UTR del promotor de BTLA (www.targetscan.org).  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Uniones específicas entre miR-500a-3p y BTLA. 
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2. Establecimiento de un modelo experimental de aterosclerosis 

acelerada en ERC.  
 

Para estudiar más profundamente el papel de ciertos micro-ARNs y ARNm en el 

desarrollo aterosclerótico en condiciones de uremia, se estableció un modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada en ERC mediante una nefrectomía subtotal y 

dieta alta en grasas (HFD) en ratones ApoE-/-. En primer lugar se confirmó el daño renal 

en los animales sometidos a nefrectomía subtotal (5/6Nx) mediante la medida de los 

niveles de nitrógeno ureico en sangre (BUN, del inglés, Blood Urea Nitrogen), los cuales 

aparecieron significativamente aumentados en los grupos de ratones sometidos a una 

nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD) al compararlos con los 

ratones control (ApoE-/-) (Figura 30). Posteriormente, procedimos al estudio de los 

ratones APOE-/- sometidos a nefrectomía subtotal (5/6Nx) y alimentados con HFD como 

modelo experimental para una aterosclerosis acelerada inducida por ERC377. Durante el 

transcurso del modelo experimental (10 semanas), se evaluaron las fluctuaciones en el 

peso corporal de los cuatro grupos de animales, observando un aumento significativo 

en el peso corporal de los animales ApoE-/- + HFD al compararlos con ratones control 

(ApoE-/-) (Tabla 11). Este claro aumento no se encontró en el grupo ApoE-/- + HFD + 

5/6Nx, a pesar de estar sometidos a la misma dieta (HFD). Esta diferencia 

probablemente se puede explicar por la disminución en el peso corporal causada por la 

nefrectomía (5/6Nx), bajada que fue confirmada en los animales ApoE-/- + 5/6Nx al cabo 

de las 10 semanas (Tabla 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Niveles en sangre de nitrógeno ureico (BUN) en ratones sometidos a una nefrectomía subtotal 
con/sin dieta alta en grasas (HFD) durante 10 semanas. Los datos son expresados como la media ± SEM de 7-10 
ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-; #p<0.05 vs ApoE-/- + HFD. 
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Posteriormente, se evaluó el perfil lipídico (colesterol total, HDL, LDL y 

triglicéridos) en plasma de los ratones sometidos a nefrectomía subtotal y alimentados 

con dieta alta en grasa (ApoE-/- + HFD + 5/6Nx) en comparación con ratones control 

(ApoE-/-) y/o ratones solo con alimentación alta en grasa (ApoE-/- + HFD) y/o solo con 

nefrectomía (ApoE-/- + 5/6Nx). Los resultados mostraron un aumento significativo en los 

niveles totales de colesterol (Figura 31A), HDL (Figura 31B) y LDL (Figura 31C) en los 

animales ApoE-/- + HFD + 5/6Nx respecto al resto de grupos. Sin embargo, no se observó 

ninguna diferencia significativa en los valores de triglicéridos en el plasma de estos 

ratones (Figura 31D). 

 

Tabla 11. Fluctuaciones en el peso corporal de los ratones durante el procedimiento experimental.  

Los datos son expresados como la media (Desviación estándar) de 7-10 animales por grupo. Donde * p<0,05 vs 

peso basal; #p<0,05 vs 3 semanas; @p<0,05 vs 6 semanas. 

 

Figura 31. Análisis del perfil lipídico en plasma de ratones ApoE-/- sometidos a una nefrectomía subtotal y una 

dieta alta en grasas (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles totales de colesterol en plasma. (B) Niveles de HDL 

en plasma. (C) Niveles de LDL en plasma. (D) Niveles de triglicéridos en plasma. Los datos están expresados como 

la media ± SEM de 7-10 ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-; #p<0.05 vs ApoE-/- + HFD. 
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A continuación, el estudio se centró en el análisis de la presencia de placa 

aterosclerótica en estos ratones. Para ello, se utilizó la técnica de tinción Oil Red, una 

técnica ampliamente utilizada para la detección de la presencia de lípidos en secciones 

de tejido congelando. Los resultados mostraron la presencia de placa aterosclerótica en 

los ratones ApoE-/- + HFD, así como en los animales ApoE-/- + HFD + 5/6Nx; pero no se 

observó placa aterosclerótica en el grupo control (ApoE-/-) ni en los animales ApoE-/- + 

5/6Nx (Figura 32A y B). Asimismo, el tamaño de la placa aterosclerótica de los ratones 

que, además de ser alimentados con dieta alta en grasa, habían sufrido una nefrectomía 

experimental (ApoE-/- + HFD + 5/6Nx), era significativamente mayor que las placas 

ateroscleróticas presentadas por los ratones con dieta alta en grasa y sin nefrectomía 

subtotal experimental (ApoE-/- + HFD) (Figura 32A y B). 

 

Figura 32. Análisis de la presencia de placa ateroscleróticas en ratones ApoE-/- sometidos a una nefrectomía 

subtotal y dieta alta en grasas (HFD) durante 10 semanas. (A) Imágenes de las tinciones en senos aórticos con 

Oil Red en los diferentes grupos de animales. (B) Cuantificación de la tinción Oil Red. Los datos están expresados 

como la media ± SEM de 7-10 ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-; #p<0.05 vs ApoE-/- + HFD. 
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Una vez confirmado el efecto de la ERC experimental en el aumento del tamaño 

de la placa aterosclerótica, quisimos evaluar la composición de las mismas para poder 

establecer la estabilidad y peligro de ruptura de las placas. Para ello, se analizó el 

reclutamiento en la placa de células inflamatorias como linfocitos T (CD3+) y macrófagos 

(CD68+). En este sentido, los resultados mostraron una mayor presencia de infiltrado 

inflamatorio en las placas de los ratones ApoE-/- + HFD + 5/6Nx al compararlas con las 

placas de los ratones ApoE-/- + HFD (Figura 33A, B y C). Por otro lado, se analizó el 

componente fibrótico de dichas placas realizando una tinción con rojo sirio. Este último 

análisis mostró una tendencia a disminuir la presencia de componentes de matriz 

Figura 33. Análisis del componente inflamatorio de las placas ateroscleróticas de ratones ApoE-/- sometidos 

a una nefrectomía subtotal y dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Imágenes de 

inmunofluorescencia en senos aórticos para la detección de infiltrado linfocítico (CD3+) (en verde) y de 

macrófagos (CD68+) (en rojo). (B) Cuantificación de células CD3+. (C) Cuantificación de células CD68+.  Los datos 

están expresados como la media ± SEM de 7-10 ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-; #p<0.05 vs ApoE-/- + 

HFD. 
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extracelular, como el colágeno, en los ratones ApoE-/- + HFD + 5/6Nx en comparación 

con los ratones ApoE-/- + HFD (Figura 34A y B). Estos resultados mostraron que la 

composición de la placa aterosclerótica presente en ratones que habían sufrido una ERC 

experimental (ApoE-/- + HFD + 5/6Nx) era más inflamatoria, menos fibrótica y por lo 

tanto más inestable y susceptible de una posible ruptura que la placa presente en 

ratones ApoE-/- alimentados con dieta (ApoE-/- + HFD). 

 

 

 

 

Figura 34. Análisis del componente fibrótico de las placas ateroscleróticas de ratones ApoE-/- sometidos a una 

nefrectomía subtotal y dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Imágenes de la tinción rojo sirio en 

senos aórticos. (B) Cuantificación de la tinción con rojo sirio. Los datos están expresados como la media ± SEM de 

7-10 ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-. 
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3. Los niveles de BTLA se encuentran disminuidos en un modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada por ERC. 

Debido a la disminución significativa en la expresión génica de BTLA observada en 

muestras de sangre total de los pacientes con ERC previa al desarrollo de una placa 

aterosclerótica, se quiso evaluar si estos resultados se corroboraban en un modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada por ERC. Los resultados mostraron una 

disminución significativa en los niveles de expresión de BTLA en sangre total en todos 

los grupos de ratones en comparación con los ratones control (ApoE-/-) (Figura 35A). De 

manera interesante, la expresión de BTLA en sangre total apareció disminuida 

significativamente en los ratones sometidos únicamente a nefrectomía subtotal, 

indicando un efecto específico del daño renal sobre la regulación de la expresión génica 

de BTLA.  

Debido a la formación de placa aterosclerótica en arco aórtico de ratones ApoE-/- 

alimentados con HFD378, se evaluaron los niveles proteicos de BTLA en dicho tejido.  En 

estos resultados se pudo observar una disminución significativa en los niveles proteicos 

de BTLA en los grupos de ratones que anteriormente mostraron desarrollo de placa 

aterosclerótica (ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + HFD + 5/6Nx), sin observarse ningún cambio 

significativo en los niveles proteicos de BTLA en los grupos experimentales que no 

mostraron un desarrollo de placa (ApoE-/- y ApoE-/- + 5/6Nx) (Figura 35B). A pesar de la 

bajada observada tanto en la expresión como en los niveles proteicos de BTLA, en 

ningún caso se observaron diferencias significativas en los niveles de BTLA entre los 

ratones ApoE-/- + HFD y los ratones ApoE-/- + HFD + 5/6Nx. 

Posteriormente, debido a la importancia de los macrófagos en la fisiopatología de 

la aterosclerosis, a la expresión ya descrita de BTLA en este tipo celular298 y a los 

resultados obtenidos en esta tesis sobre el efecto del daño renal sobre la regulación de 

BTLA, se analizaron los niveles de expresión génica de BTLA en una línea celular de 

macrófagos murinos (RAW 264.7) estimulados con suero urémico de rata durante 24 

horas. Este experimento nos demostró una disminución significativa en los niveles de 

expresión de BTLA al estimular las células con suero urémico (Figura 36). 
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Figura 35. Niveles de expresión de BTLA en sangre total y niveles proteicos de BTLA en arco aórtico en ratones 

ApoE-/- sometidos a una nefrectomía subtotal y dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles de 

expresión de BTLA en sangre total de ratones control (ApoE-/-), ApoE-/- + 5/6Nx, ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + 

HFD. (B) Niveles proteicos de BTLA en arco aórtico de ratones control (ApoE-/-), ApoE-/- + 5/6Nx, ApoE-/- + HFD y 

ApoE-/- + 5/6Nx + HFD. Los datos están expresados como la media ± SEM de 7-10 ratones por grupo. *p<0.05 vs. 

ApoE-/-. 

Figura 36. Niveles de expresión génica de BTLA en macrófagos murinos (RAW 264.7). Los datos están expresados 

como la media ± SEM de 7 experimentos celulares independientes. Diferencias significativas expresadas como 

**p<0.01. 
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Finalmente, debido al efecto de la uremia sobre la expresión de BTLA, analizamos 

los niveles génicos y proteicos de BTLA en los riñones de nuestro modelo experimental 

de ERC (ApoE-/- + 5/6Nx) con el fin de conocer la posible modulación de BTLA en los 

riñones dañados, de la misma forma que la presentaba el componente inflamatorio 

circulante. Sorprendentemente, no se observó ninguna diferencia significativa en los 

niveles de expresión de BTLA (Figura 37A) ni en los niveles proteicos de BTLA (Figura 

37B) en riñón de los ratones control (ApoE-/-) vs los ratones sometidos a nefrectomía 

subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx).  

 

 

4. BTLA y miR-500a-3p están desregulados en pacientes con ERC.  
 

Con el objetivo de estudiar más profundamente el posible papel de BTLA en la 

enfermedad renal, se analizaron los niveles de expresión génica y proteica de BTLA en 

pacientes controles y pacientes con ERC pertenecientes al estudio NEFRONA. Ambos 

grupos presentaban una distribución de sexos y edades sin diferencias significativas 

(Tabla 12). Sin embargo, cuando se compararon algunas de las características clínicas de 

estos dos grupos de pacientes, se observó una diferencia significativa en la proporción 

de pacientes fumadores, hipertensos, diabéticos y dislipidémicos entre los grupos, 

Figura 37. Niveles de expresión génica y proteica de BTLA en riñón de ratones ApoE-/- sometidos a una 

nefrectomía subtotal y dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles de expresión de BTLA en riñón 

de ratones control (ApoE-/-) y ApoE-/- + 5/6Nx. (B) Niveles proteicos de BTLA en riñón de ratones control (ApoE-/-) 

y ApoE-/- + 5/6Nx. Los datos están expresados como la media ± SEM de 7-10 ratones por grupo.  
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siendo esta proporción mayor en los pacientes que presentaban una ERC. De la misma 

forma, se observaron diferencias significativas en algunas de las características clínicas 

cuantitativas tales como las diferentes presiones, niveles de triglicéridos, fósforo, 

colesterol total y colesterol LDL (Tabla 12). Las tres primeras variables (presiones, 

triglicéridos y fósforo) presentaron un aumento significativo en los pacientes enfermos, 

mientras que los niveles de las dos últimas (colesterol total y colesterol LDL) presentaron 

una disminución significativa en pacientes con ERC (Tabla 12). Estas variables se 

discutirán posteriormente.  

El análisis de la expresión génica de BTLA en sangre total de pacientes, mostró una 

disminución significativa en los pacientes enfermos al compararlos con pacientes 

control (Figura 38A). Estos resultados fueron confirmados con una disminución 

significativa de los niveles proteicos de BTLA y, mediante citometría de flujo, con una 

disminución en la frecuencia de células CD4+BTLA+ en células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs, del inglés, Periferic Blood Mononuclear Cells) extraídas de pacientes 

con ERC (Figura 38B y 40). Además, el resultado de estos análisis se relacionó con el 

resultado obtenido en la expresión de BTLA en estados de uremia observada en 

macrófagos tratados con suero urémico y a nivel circulante en ratones con una 

nefrectomía experimental (ApoE-/- + 5/6Nx) (Figura 36 y 35A). 

Finalmente, miR-500a-3p se ha postulado como un posible micro-ARN para 

regular la expresión de BTLA (Tabla 10). A causa de esta posible regulación establecida 

in silico, se analizaron los niveles de expresión de miR-500a-3p en sangre total de los 

mismos pacientes, observando un aumento significativo en la expresión de este micro-

ARN en pacientes con ERC (Figura 39A) y estableciendo una relación inversa entre la 

expresión de BTLA y miR-500a-3p (Figura 39B). Estos resultados son afines a la teoría de 

la regulación de BTLA por miR-500a-3p. 
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Tabla 12. Características basales de pacientes con/sin ERC. 

Los datos cuantitativos están expresados como la media [Desviación estándar] y las 

variables cualitativas están expresadas con la n (porcentaje). IMC, índice de masa corporal; 

ERC, enfermedad renal crónica; PCR, proteína C reactiva. Las diferencias son consideradas 

significativas con un P-valor <0,05. 
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Figura 38. Niveles de expresión génica y proteica de BTLA en pacientes con ERC. (A) Niveles de expresión de 

BTLA en sangre total de individuos control (n=46) vs pacientes con ERC (n=36). (B) Niveles proteicos de BTLA en 

PBMCs de individuos control (n=20) vs pacientes con ERC (n=22). Los datos son expresados como la media ± SEM 

de 20-50 pacientes. Las diferencias son consideradas significativas con *p<0,05 y ****p<0,001. 

 

Figura 39. Niveles de expresión de miR-500a-3p en sangre total de pacientes con ERC; correlación de BTLA/miR-

500a-3p. (A) Niveles de expresión de miR-500a-3p en sangre total de pacientes con ERC. (B) Correlación de los 

niveles de expresión de BTLA y miR-500a-3p en sangre total de pacientes con ERC. Los datos son expresados como 

la media ± SEM de 22-30 pacientes. Los resultados son considerados significativos con ****p<0,001 y r2>0,2. 
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Figura 40. Niveles de células T CD4+BTLA+ en PBMCs de pacientes con ERC analizados mediante citometría de 

flujo. (A) Pseudocolor plots representativos de la frecuencia de células T CD4+BTLA+ en pacientes control y 

pacientes con ERC. (B) Unión de las gráficas pseudocolor plots de pacientes control y pacientes con ERC. (C) 

Cuantificación de la frecuencia de células T CD4+BTLA+ en pacientes control y ERC.  Los datos son expresados como 

la media ± SEM de 20-22 pacientes. Las diferencias son consideradas significativas con *p<0,05. 
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5. BTLA está involucrado en el daño renal en diferentes modelos 

experimentales de daño renal. 

Tras los resultados obtenidos, nos focalizamos en el estudio más profundo de BTLA 

en condiciones de daño renal. Con este propósito, se desarrollaron dos modelos 

experimentales de ERC con elevado carácter inmunitario e inflamatorio, dada la 

especificidad en la expresión de BTLA en los tipos celulares implicados en dicha 

respuesta376. Los diferentes modelos experimentales desarrollados fueron: 1) Modelo 

experimental de daño renal hipertensivo inducido por administración de Angiotensina 

II y 2) Modelo experimental de glomerulonefritis rápidamente progresiva (RPGN) o 

nefritis inmune. 

 

5.1 BTLA está implicado en el daño renal causado por hipertensión.  

El modelo de administración sistémica de Angiotensina II (Ang II) es un modelo 

de daño renal asociado a hipertensión con activación del sistema inmunitario379, de 

hecho, se trata de un modelo experimental ampliamente utilizado en el estudio de la 

inflamación renal380, sin cambios evidentes en los parámetros de función renal381.  Como 

parte de nuestros resultados, se confirmó el daño renal en este modelo experimental, 

mediante el análisis en la expresión de dos marcadores como Ngal y Kim1. De esta 

manera, la infusión de angiotensina II durante 15 días, mostró un claro aumento en los 

niveles renales de expresión génica de Ngal (Figura 41A) y Kim1 (Figura 41B), 

confirmando un daño renal en estos ratones.  

Figura 41. Marcadores de daño renal en un modelo de hipertensión inducida por Angiotensina II durante 15 

días. (A) Niveles de expresión de KIM1 en riñón. (B) Niveles de expresión de NGAL en riñón.  Los datos son 

expresados como la media ± SEM de 3-5 animales por grupo. *p<0,05 vs. control como resultados considerados 

significativos.  
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Una vez confirmado el daño renal, se analizaron los niveles de expresión génica y 

proteica de BTLA en riñón de los ratones infundidos con Ang II, observándose una 

disminución significativa tanto en la expresión génica (Figura 42A) como en los niveles 

proteicos (Figura 42B) de BTLA, apoyando el posible papel clave de BTLA en la 

enfermedad renal.  

5.2 BTLA está implicado en la glomerulonefritis rápidamente progresiva.  

La administración mediante inyección retro-orbital de suero nefrotóxico (NTS, del 

inglés, Nefrotoxic serum) a los ratones, induce una nefritis inmune que se genera debido 

a la producción de anticuerpos contra la membrana basal del glomérulo. Este suero 

promueve la pérdida de la integridad glomerular y con ello un daño progresivo en la 

barrera de filtración glomerular muy similar a la desarrollada en glomerulonefritis 

humanas382. Debido a la clara implicación inmunitaria, quisimos utilizar este modelo 

experimental para analizar el posible efecto de BTLA en condiciones de daño renal. 

 Estudios previos en este modelo de nefritis inmune han descrito el aumento 

significativo en la infiltración renal de células inflamatorias, la expresión renal de genes 

Figura 42. Niveles de expresión génica y proteica de BTLA en riñones de un modelo de hipertensión inducida por 

Angiotensina II durante 15 días. (A) Niveles de expresión génica de BTLA en riñón. (B) Niveles proteicos de BTLA en 

riñón. Los datos son expresados como la media ± SEM de 3-5 animales por grupo. **p<0,01 vs. control como 

resultados considerados significativos. 
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proinflamatorios, el aumento de biomarcadores de lesión renal y una pérdida de la 

función renal en los ratones inyectados con el suero NTS381. 

El análisis en la expresión génica y proteica de BTLA en este modelo experimental, 

mostró una concordancia con los resultados obtenidos anteriormente en diferentes 

modelos experimentales de daño renal. Se observó una disminución significativa a nivel 

renal tanto de la expresión génica (Figura 43A) como de los niveles proteicos (Figura 

43B) de BTLA en los animales que habían sido inyectados con NTS al compararlos con 

los ratones control, reafirmando una vez más el papel de BTLA en el daño renal.  

 

 

 

 

 

Figura 43. Niveles de expresión génica y proteica de BTLA en riñones de un modelo experimental de 

glomerulonefritis rápidamente progresiva. (A) Niveles de expresión génica de BTLA en riñón. (B) Niveles proteicos de 

BTLA en riñón. Los datos son expresados como la media ± SEM de 5-7 animales por grupo. *p<0,05; **p<0,01 vs. 

control como resultados considerados significativos. 

 



RESULTADOS 
 

132 
 

6. El papel de BTLA en el daño renal es mediado principalmente por 

linfocitos T 

Debido a la principal expresión de BTLA en linfocitos T y B296,376, se analizaron los 

niveles de expresión génica y proteica de BTLA en una línea celular de linfocitos T (Jurkat) 

y una línea celular de linfocitos B (NALM6). Estas células fueron estimuladas con 20% de 

suero urémico de rata durante 24 o 48 horas. Los resultados mostraron una disminución 

significativa en los niveles de expresión génica de BTLA tras el tratamiento de ambos 

tipos celulares (linfocitos T y B) con suero urémico después de 48 horas (Figura 44B y 

D). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresión 

de BTLA tras 24 horas de estimulación, aunque la expresión de BTLA en linfocitos T tras 

24 horas de estimulación, se situó cerca de la significancia (p=0,052) (Figura 44A y C). En 

linfocitos T, la bajada de BTLA tanto a las 24 horas como a las 48 horas presentaba menos 

variaciones y, por lo tanto, un nivel de significación estadística mayor que el observado 

en linfocitos B, probablemente debido al claro papel de los linfocitos T en condiciones 

de uremia257,383–385. Estos resultados fueron confirmados mediante el análisis proteico 

de BTLA en ambos tipos celulares, donde se observó una clara disminución en los niveles 

Figura 44. Niveles de expresión génica de BTLA en linfocitos T y B estimulados con suero urémico. (A) Niveles 

de expresión génica de BTLA en células Jurkat (linfocitos T) estimuladas con 20% suero urémico/control durante 24 

horas o (B) 48 horas. (C) Niveles de expresión génica de BTLA en células NALM6 (linfocitos B) estimuladas con 20% 

suero urémico/control durante 24 horas o (D) 48 horas. Los datos están expresados como la media ± SEM de 3-6 

experimentos por grupo. Los resultados son considerados significativos con *p<0,05; ***p<0,005 vs células 

control.  
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proteicos de BTLA únicamente en linfocitos T (Figura 45A y B). Estos resultados 

confirmaron el papel de BTLA en el daño renal mediado principalmente por linfocitos T. 

 

 

 

7. miR-500a-3p regula los niveles de expresión de BTLA en linfocitos T. 

Tras observar la bajada en la expresión de BTLA en experimentos in vitro, quisimos 

confirmar la expresión desregulada de miR-500a-3p observada previamente en 

pacientes con ERC (Figura 39) y su posible relación inversa con los niveles de expresión 

de BTLA. Por consiguiente, se evaluaron los niveles de expresión de miR-500a-3p en 

linfocitos T (Jurkat) y linfocitos B (NALM6) estimulados con 20% de suero urémico 

durante 48 horas. Los resultados obtenidos presentaron la misma tendencia observada 

en pacientes con ERC, ya que se produjo un aumento significativo en los niveles de 

expresión de miR-500a-3p en linfocitos T estimulados con suero urémico (Figura 46A). 

Además, estos resultados confirmaron la mayor implicación de los linfocitos T en 

condiciones de uremia debido a la ausencia de diferencias significativas en la expresión 

de miR-500a-3p en linfocitos B (Figura 46B). Posteriormente, se analizó la posible 

Figura 45. Niveles proteicos de BTLA en linfocitos T y B estimulados con suero urémico. (A) Niveles proteicos de 

BTLA en linfocitos T estimulados con 20% de suero urémico de rata durante 48 horas. (B) Niveles proteicos de BTLA 

en linfocitos B estimulados con 20% de suero urémico de rata durante 48 horas. Los datos están expresados como la 

media ± SEM de 3-6 experimentos por grupo. Los resultados son considerados significativos con ***p<0,005 vs 

células control.  
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correlación entre la expresión génica de BTLA y los niveles de expresión de miR-500a-3p 

en linfocitos T mediante un análisis de regresión lineal, donde se pudo observar una 

clara correlación inversa entre ambos componentes (Figura 46C). 

 

 

Para investigar más a fondo la posible regulación epigenética de la expresión de 

BTLA por miR-500a-3p, se desarrollaron experimentos in vitro con linfocitos T (Jurkat) 

transfectados con un antagomir específico contra miR-500a-3p. Los resultados de estos 

experimentos mostraron una disminución en los niveles de expresión de miR-500a-3p 

con un aumento significativo de la expresión de BTLA en las células transfectadas con el 

antagomir contra miR-500a-3p tratadas con suero control (Figura 47A y B), confirmando 

un efecto de miR-500a-3p en la regulación de la expresión de BTLA. Además, las células 

tratadas conjuntamente con el antagomir contra miR-500a-3p y suero urémico, 

Figura 46. Niveles de expresión de miR-500a-3p en linfocitos T y B estimulados con Suero urémico; correlación 

de BTLA/miR-500a-3p. (A) Niveles de expresión de miR-500a-3p en linfocitos T estimulados con 20% suero 

urémico de rata durante 48 horas. (B) Niveles de expresión de miR-500a-3p en linfocitos B estimulados con 20% 

suero urémico de rata durante 48 horas. (C) Correlación de los niveles de expresión de BTLA y miR-500a-3p en 

linfocitos T estimulados con suero urémico durante 48 horas. Los datos son expresados como la media ± SEM de 

3-6 experimentos por grupo. Los resultados son considerados significativos con *p<0,05 y r2>0,2. 
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mostraron un restablecimiento de los niveles de expresión de BTLA, asemejándose a los 

niveles de expresión observados en las células tratadas con suero control y sin inhibidor 

(Figura 47B). Estos resultados aclaran un posible mecanismo para la desregulación 

observada en la expresión de BTLA en uremia.  

 

 

8. BTLA podría estar implicado en la ERC, así como en la progresión 

acelerada de la aterosclerosis inducida por la ERC mediante la 

activación de la vía de señalización de la IL-17A. 

Existen evidencias que sugieren que la respuesta inmune Th17, y su citoquina 

efectora IL-17A, contribuyen a la patogénesis de la enfermedad renal386,387. Estudios 

previos, han relacionado la disminución de BTLA en enfermedades inflamatorias con una 

respuesta Th17 anormal, llevada a cabo por células Th17 y/o células Tɣδ314,315. Por todo 

esto, se quiso estudiar el papel de BTLA en la modulación de la vía de señalización de IL-

17A durante la ERC y/o uremia, así como en la aterosclerosis acelerada en ERC.   

 

Figura 47. Niveles de expresión de miR-500a-3p y BTLA en linfocitos T estimulados con/sin suero urémico 

con/sin antagomir contra miR-500a-3p. (A) Niveles de expresión de miR-500a-3p en linfocitos T (Jurkat) 

estimulados con 20% suero urémico o control durante 48h con/sin antagomir contra miR-500a-3p. (B) Niveles de 

expresión de BTLA en linfocitos T (Jurkat) estimulados con 20% suero urémico o control durante 48 horas con/sin 

antagomir contra miR-500a-3p. Los datos son expresados como la media ± SEM de 4-7 experimentos por grupo. 

Los resultados son considerados significativos con *p<0,05 vs suero control; #p<0.05 vs suero urémico. 
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8.1. Activación de la vía de señalización de la IL-17A en un modelo experimental 

de aterosclerosis acelerada por ERC. 

En concordancia con estudios previos286,388, se observó un aumento significativo 

en los niveles proteicos de IL-17A en arco aórtico de los animales ApoE-/- + HFD y ApoE-

/- + HFD + 5/6Nx al compararlo con los ratones control (ApoE-/-) (Figura 48A y C). Este 

aumento en los niveles de IL-17A se relaciona con la bajada en los niveles proteicos de 

BTLA observada en arco aórtico de los mismos ratones (Figura 35B). Además, se 

evaluaron los niveles proteicos de RORɣt, factor de transcripción necesario en la 

diferenciación hacia Th17, observándose unos resultados similares a los observados en 

los niveles de IL-17A, con un aumento significativo de sus niveles en ratones ApoE-/- + 

HFD + 5/6Nx al compararlos con el grupo ApoE-/- + HFD (Figura 48A y B). Finalmente, los 

niveles de IL-17A fueron también evaluados mediante inmunohistoquímica en las placas 

ateroscleróticas de la aorta abdominal de los ratones, corroborando los resultados 

obtenidos a nivel de proteína total para IL-17A (Figura 48D). También se evaluaron en 

sangre total y arco aórtico los niveles de expresión de IL-6, como indicador de la 

activación de la vía de señalización mediada por IL-17A. En sangre total, se observó un 

aumento significativo de la expresión de la citoquina IL-6 en los ratones ApoE-/- + 5/6Nx, 

relacionándose con la bajada en la expresión de BTLA en sangre total de este mismo 

grupo (Figura 35A), así como una tendencia a aumentar la expresión de IL-6 en los dos 

grupos de ratones alimentados con dieta alta en grasa (ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + 

HFD) (Figura 48E). Los resultados de expresión de IL-6 en arco aórtico, se mostraron en 

concordancia con los resultados obtenidos en los niveles proteicos de IL-17A (Figura 

48C) y BTLA (Figura 35B) en arco aórtico, observando un aumento significativo de sus 

niveles de expresión génica en aquellos grupos de ratones que presentaron placa 

aterosclerótica (ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD) al compararlos con los ratones 

control (ApoE-/-) (Figura 48F). Además, no se observa ninguna diferencia en los niveles 

proteicos de IL-17A, así como en los niveles de expresión de IL-6 en arco aórtico entre 

los ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD y los ratones ApoE-/- + HFD, correspondiéndose con la 

ausencia de diferencias en los niveles proteicos de BTLA obtenidos en los mismos 

animales (Figura 35B). Todos estos resultados indican una posible sobreexpresión de IL-

17A en aterosclerosis y aterosclerosis acelerada por la ERC que podría estar asociada a 
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la disminución de BTLA y sugieren un nuevo mecanismo de acción en la susceptibilidad 

de los pacientes con ERC a desarrollar una patología cardiovascular. 

 

Figura 48. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en arco aórtico de ratones APOE-/- sometidos a una 

nefrectomía subtotal y alimentados con dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles proteicos en arco 

aórtico de diferentes componentes de la vía de señalización de IL-17A (IL17A; RORγt). (B) Cuantificación de los niveles 

proteicos de RORγt en arco aórtico. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de IL-17A en arco aórtico. (D) 

Inmunohistoquímica de IL-17A en placas ateroscleróticas de aorta abdominal. Expresión génica de la citoquina 

proinflamatoria IL-6 en (E) sangre total y (F) arco aórtico. Los datos están expresados como la media ± SEM de 7-10 

ratones por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-; #p<0.05 vs. ApoE-/- + HFD. 
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Posteriormente, se evaluaron los niveles proteicos de RORɣt e IL-17A en el riñón 

de los animales ApoE-/- + 5/6Nx, en los que no se observó una bajada en los niveles de 

BTLA en comparación con los ratones control (ApoE-/-) (Figura 36). En concordancia con 

lo anterior, tampoco se observó ninguna diferencia significativa en los niveles de RORɣt 

e IL-17A en riñones de ratones sometidos a una nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx) 

cuando los comparábamos con ratones control (ApoE-/-) (Figura 49).  

 

8.2. Activación de la vía de señalización de IL-17A en pacientes con ERC 

Debido a la posible correlación encontrada entre BTLA e IL-17A en el modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada en ERC, quisimos evaluar si en PBMCs de 

pacientes renales, esta vía de señalización se encuentra aumentada en condiciones de 

uremia independientemente de la enfermedad cardiovascular, debido a la bajada 

significativa de los niveles de expresión génica y proteica de BTLA observada en dichos 

pacientes (Figura 38). En este sentido, los resultados mostraron un aumento 

Figura 49. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en riñón de ratones APOE-/- sometidos a una nefrectomía 

subtotal y alimentados con dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles proteicos en riñón de diferentes 

componentes de la vía de señalización de IL-17A (IL17A; RORγt). (B) Cuantificación de los niveles proteicos de RORγt 

en riñón. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de IL-17A en riñón. Los datos están expresados como la media ± 

SEM de 7-10 ratones por grupo. 
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significativo en los niveles proteicos de RORɣt e IL-17A en pacientes con ERC (Tabla 12) 

al compararlos con pacientes control (Figura 50). Además, de la misma forma que 

ocurría en el modelo experimental de aterosclerosis acelerada en ERC, estos resultados 

se correlacionarían inversamente con la bajada de BTLA en estos mismos pacientes, 

confirmando el papel de esta vía de señalización en enfermedad renal y su posible 

vinculación con BTLA. 

8.3 Activación de la vía de señalización de IL-17A en modelos de daño renal 

crónico. 

Se analizaron los niveles de RORɣt e IL-17A en los modelos experimentales de daño 

renal crónico utilizados anteriormente para el estudio de los niveles de BTLA (Figura 42 

y 43). Estudios previos han demostrado un papel de IL-17A en el mantenimiento del 

daño renal inducido por la Ang II270,282,389, así como en la respuesta inmunitaria presente 

en la glomerulonefritis humana y experimental386,390–392. En concordancia con estos 

estudios, los resultados mostraron un aumento significativo en los niveles de proteína 

Figura 50. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en pacientes con ERC. (A) Niveles proteicos en PBMCs 

de diferentes componentes de la vía de señalización de IL-17A (IL17A; RORγt). (B) Cuantificación de los niveles 

proteicos de RORγt en PBMCs de pacientes. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de IL-17A en PBMCs de 

pacientes. Los datos son expresados como la media ± SEM de 20 pacientes por grupo. Los resultados son 

considerados significativos con **p<0,01. 
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total de RORɣt e IL-17A, tanto en el modelo de daño renal inducido por Ang II (Figura 

51A, B y C) como en el modelo experimental de glomerulonefritis rápidamente 

progresiva (Figura 51D, E y F), validando la implicación de IL-17A en estos modelos, así 

como la posible relación entre BTLA e IL-17A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en un modelo de daño renal inducido por Ang II y un 

modelo experimental de glomerulonefritis rápidamente progresiva inducida por la inyección de suero 

nefrotóxico (NTS). (A) Niveles proteicos en riñón de diferentes componentes de la vía de señalización de IL-17A 

(IL17A; RORγt) en un modelo experimental de daño renal inducido por Ang II. (B) Cuantificación de los niveles 

proteicos de RORγt en riñón de un modelo experimental de daño renal inducido por Ang II. (C) Cuantificación de 

los niveles proteicos de IL-17A en riñón de un modelo experimental de daño renal inducido por Ang II. (D) Niveles 

proteicos en riñón de diferentes componentes de la vía de señalización de IL-17A (IL17A; RORγt) en un modelo 

experimental de glomerulonefritis Crescente. (E) Cuantificación de los niveles proteicos de RORγt en riñón de un 

modelo experimental glomerulonefritis Crescente. (F) Cuantificación de los niveles proteicos de IL-17A en riñón 

de un modelo experimental de glomerulonefritis Crescente. Los datos son expresados como la media ± SEM de 

3-7 animales por grupo. Los resultados son considerados significativos con *p<0,05. 
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8.4. Activación de la vía de señalización de IL-17A en condiciones de uremia en 

linfocitos T. 

Se analizaron los niveles proteicos de RORɣt e IL-17A en los experimentos en 

linfocitos T (Jurkat) estimulados con 20% de suero de rata control o urémico durante 48 

horas. En este caso, también se observó un aumento significativo en los niveles 

proteicos de RORɣt y una clara tendencia a aumentar los niveles de IL-17A en presencia 

de uremia (Figura 52). Estos resultados, demuestran un papel de la respuesta mediada 

por IL-17A en uremia y postulan la posible relación entre IL-17A y BTLA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.5. miR-500a-3p regula la activación de la vía de señalización de IL-17A en 

condiciones de uremia en linfocitos T. 

Con el fin de conocer la posible regulación directa de la vía de señalización de IL-

17A por miR-500a-3p, se evaluaron los niveles proteicos de IL-17A y RORγt en linfocitos 

T tratados con suero urémico y transfectados con un antagomir específico contra miR-

500a-3p. Los resultados de estos experimentos mostraron una disminución en los 

niveles proteicos de IL-17A (Figura 53A) y RORγt (Figura 53B) inducidos por el suero 

Figura 52. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en linfocitos T estimulados con suero urémico. (A) 

Niveles proteicos en linfocitos T de diferentes componentes de la vía de señalización de IL-17A (IL17A; RORγt). 

(B) Cuantificación de los niveles proteicos de RORγt en linfocitos T. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de 

IL-17A en linfocitos T. Los datos son expresados como la media ± SEM de 6 experimentos por grupo. Los 

resultados son considerados significativos con *p<0,05. 
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urémico tras ser transfectados con un antagomir específico para miR-500a-3p. Estos 

resultados indican una regulación de la vía de señalización de IL-17A por miR-500a-3p. 

9. Regulación epigenética en un modelo experimental de aterosclerosis 

acelerada por ERC 

A pesar de la incapacidad de analizar el papel de miR-500a-3p sobre la regulación 

de BTLA in vivo, debido a la ausencia de secuencia murina para miR-500a-3p, se 

analizaron los niveles de expresión de miR-23a-3p y miR-652-3p en el modelo de 

aterosclerosis acelerada por ERC, los cuales aparecieron desregulados en todas las 

comparaciones de pacientes realizadas (Figura 25, 27 y 29). 

Sorprendentemente, el aumento significativo en pacientes de la expresión de 

estos micro-ARNs no se confirmó en el modelo experimental de aterosclerosis acelerada 

en ERC. De esta manera, en el caso de miR-23a-3p, se observó una tendencia a disminuir 

sus niveles de expresión, tanto a nivel circulante como en tejido aórtico, cuando 

comparábamos los ratones ApoE-/-+ HFD + 5/6Nx, así como los ratones ApoE-/- + HFD con 

el grupo control (ApoE-/-) (Figura 54A y B). Curiosamente, el único grupo que mostró un 

aumento significativo en los niveles de expresión de miR-23a-3p, a nivel circulante y 

Figura 53. Modulación de la vía de señalización de IL-17A en linfocitos T estimulados con/sin suero urémico y 

con/sin antagomir contra anti-miR-500a-3p. Niveles proteicos de (A) IL-17 y (B) RORγt en linfocitos T estimulados 

con suero urémico/control y con/sin antagomir contra miR-500a-3p. Los datos son expresados como la media ± 

SEM de 3 experimentos por grupo. Los resultados son considerados significativos con *p<0,05 vs suero control; 

#p<0.05 vs suero urémico. 
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tisular, fue el grupo de ratones ApoE-/- + 5/6Nx (Figura 54A y B). Por otro lado, en sangre 

total, el comportamiento de miR-652-3p fue similar al observado en miR-23a-3p, con 

una tendencia a disminuir su expresión en los grupos de animales alimentados con HFD 

y un aumento significativo en el grupo de ratones ApoE-/-+ 5/6Nx en comparación con el 

grupo control (ApoE./.) (Figura 54C). Sin embargo, los niveles de expresión de miR-652-

3p no mostraron ninguna diferencia significativa al analizarse en arco aórtico (Figura 

54D). 

Debido a los resultados observados en los niveles de expresión de miR-23a-3p y a 

la ausencia de un gen diana para miR-23a-3p cuya expresión estuviera desregulada en 

los pacientes con ERC (Figura 25, 27 y 29), se buscaron otros genes diana para este 

micro-ARN. En este sentido, NEK7393 y CUL3394,395 aparecieron como posibles genes 

diana para miR-23a-3p a través de búsquedas bibliográficas y análisis in silico mediante 

el software TargetScan 7.2 (Figura 55). La evaluación de estos posibles genes diana para 

miR-23a-3p en este modelo experimental, mostró un claro aumento de la expresión de 

Figura 54. Niveles de expresión de miR-23a-3p y miR-652-3p en sangre total y tejido aórtico de ratones APOE-/- 

sometidos a una nefrectomía subtotal y alimentados con dieta alta en grasa (HFD) durante 10 semanas. (A) Niveles 

de expresión de miR-23a-3p en sangre total. (B) Niveles de expresión de miR-23a-3p en arco aórtico. (C) Niveles 

de expresión de miR-652-3p en sangre total. (D) Niveles de expresión de miR-23a-3p en arco aórtico. Los datos 

son expresados como la media ± SEM de 6-10 animales por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-. 
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NEK7 en arco aórtico en los ratones ApoE-/- + HFD y una tendencia a aumentar y 

disminuir su expresión, en los ratones ApoE-/- + HFD + 5/6Nx y ApoE-/- + 5/6Nx 

respectivamente comparándolos con el grupo control (ApoE-/-) (Figura 56B). Además, la 

expresión de NEK7 en arco aórtico presentó una tendencia a disminuir en ratones ApoE-

/- + 5/6Nx (Figura 56B). Estos resultados observados fueron opuestos a los obtenidos en 

miR-23a-3p, mostrando una buena correlación a nivel tisular entre ambos (Figura 57B). 

En el caso de los niveles de expresión en sangre total de NEK7 y CUL3, solo se observó 

una buena correlación inversa entre estos genes y miR-23a-3p en el grupo de ratones 

ApoE-/- + 5/6Nx (Figura 56A, C y figura 57). En cambio, los niveles de expresión de CUL3 

en arco aórtico solo mostraron una correlación inversa con los niveles de expresión de 

miR-23a-3p en los grupos de animales alimentados con HFD (ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 

HFD + 5/6Nx) (Figura 56D y 57).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Lugares de unión para miR-23a-3p, NEK7 y CUL3 según el software TargetScan 7.2.  
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Figura 56. Niveles de expresión de NEK7 y CUL3, genes diana para miR-23a-3p, en sangre total y arco aórtico de 

ratones APOE-/- sometidos a una nefrectomía subtotal y alimentados con dieta alta en grasa (HFD) durante 10 

semanas. (A) Niveles de expresión de NEK7 en sangre total. (B) Niveles de expresión de NEK7 en arco aórtico. (C) 

Niveles de expresión de CUL3 en sangre total. (D) Niveles de expresión de CUL3 en arco aórtico. Los datos son 

expresados como la media ± SEM de 6-10 animales por grupo. *p<0.05 vs. ApoE-/-. 

 

Figura 57. Correlación entre los niveles de expresión de miR-23a-3p y sus genes diana (NEK7 y CUL3) en sangre total 

y arco aórtico de ratones ApoE-/- sometidos a una nefrectomía subtotal y alimentados con dieta alta en grasa (HFD) 

durante 10 semanas. (A y B) Correlación de los niveles de expresión de NEK7 en sangre total y arco aórtico, 

respectivamente, (C y D) Correlación de los niveles de expresión de CUL3 en sangre total y arco aórtico, 

respectivamente. Los datos son considerados significativos con p<0.05 y una r2> 0,2. 
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El alto impacto cardiovascular que presenta la ERC19,108 requiere un esfuerzo 

científico que nos permita elucidar los diferentes mecanismos involucrados en la mayor 

predisposición a desarrollar eventos cardiovasculares en pacientes renales, con el fin de 

utilizar estos mecanismos como herramientas terapéuticas y/o preventivas. Como se ha 

comentado anteriormente, los factores de riesgo cardiovasculares en la población con 

ERC difieren de los factores de riesgo cardiovasculares presentes en la población 

general122,  destacando la inflamación persistente como un importante predictor de 

eventos cardiovasculares en pacientes con ERC396,397. De hecho, se ha asociado un 

estado de inflamación crónica e hiperactivación del sistema inmunitario con varias 

complicaciones de la ERC como una degeneración vascular, una aterosclerosis acelerada 

y una disfunción cardíaca396.  Por lo tanto, el desarrollo de nuevas estrategias que se 

centren en la regulación de la respuesta inmunitaria podrían representar una 

herramienta importante para disminuir la mortalidad en pacientes renales396. El array 

de ARNm realizado en esta tesis en el que se compararon pacientes con ERC con/sin 

aparición de placa aterosclerótica a los 2 años, mostró 159 ARNm significativamente 

desregulados al alza y a la baja en pacientes que desarrollaban aterosclerosis de novo al 

compararlos con pacientes que se mantenían libres de la enfermedad arterial. El post-

análisis de los datos con el software gene ontology (GO), nos indicó los procesos 

biológicos y funcionales asociados a estos genes diferencialmente expresados, procesos 

que se relacionaron con la defensa del organismo en el caso de los genes “upregulados”, 

y con procesos implicados en la respuesta inmunológica en los genes “downregulados”, 

identificándolos como procesos clave en el desarrollo aterosclerótico en un contexto 

renal. Estos resultados corroboraron estudios previos que describen el papel clave de la 

respuesta inmunitaria y el proceso inflamatorio en el daño cardiovascular en pacientes 

renales, en los que se muestra una relación directa e independiente entre los niveles de 

algunos marcadores de daño renal como la proteína C reactiva (PCR) y algunas 

citoquinas como IL-6, IL-10 y TNF-α con eventos cardiovasculares en enfermos 

renales398–402. De hecho, varias de estas moléculas inflamatorias se han propuesto como 

biomarcadores de una mortalidad de origen vascular en enfermos renales158,159. De esta 

manera, algunos de los genes que aparecieron más significativamente desregulados en 

el array de ARNm se han relacionado con procesos inmunológicos e inflamatorios tales 

como la producción de histamina por parte de la histidina descarboxilasa (HDC, del 
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inglés, histidine decarboxylase) en células dendríticas, macrófagos y neutrófilos; la 

escisión de proteínas estructurales y/o citoquinas (IL-1, IL-33 e IL-36) por parte de la 

Catepsina G (CTSG, del inglés, cathepsin G), la cual se ha relacionado previamente con 

una disminución de los niveles plasmáticos de LDL en pacientes con aterosclerosis; la 

activación de eosinófilos mediada por RNASE3 (del inglés, RNA A family member 3), cuyo 

aumento se ha vinculado con eventos cardiovasculares; la liberación de quimiocinas, 

inducción de especies reactivas de oxígeno y la atracción de linfocitos al sitio de la 

inflamación llevada a cabo por DEFA1B (del inglés, defensin Alpha 1B); la activación de 

linfocitos B guiada por FCLR1 (del inglés, Fc receptor-like protein 1) y la activación de 

linfocitos T mediada por BTLA299,403–409. Además, estas moléculas se han relacionado con 

enfermedades cardiovasculares y/o renales. Observándose un aumento de histamina y 

RNASE3 en pacientes con infarto agudo de miocardio410,411, una disminución en la 

acumulación de células apoptóticas en ratones ApoE-/- deficientes en CTSG412 y una 

pérdida de la integridad endotelial mediada por un aumento de la actividad enzimática 

de CTSG413.  

Sin embargo, la validación intra-especie de los resultados obtenidos en el array 

de ARNm en una cohorte mayor de pacientes solo mostró la disminución significativa en 

la expresión génica de una de las moléculas responsables de la activación y proliferación 

de linfocitos, conocida como BTLA299. Un estudio previo describió que la inducción de 

BTLA en ratones Ldlr-/- está implicada en el proceso aterosclerótico regulando el balance 

entre linfocitos B aterogénicos/ateroprotectores y, dirigiendo las células T CD4+ hacia un 

fenotipo regulador313. Sin embargo, no hay estudios sobre el papel perjudicial de BTLA 

en la progresión acelerada de la enfermedad aterosclerótica inducida por la ERC, ni en 

el daño renal per se. Como se ha comentado previamente, los resultados obtenidos en 

pacientes con ERC en esta tesis mostraron una bajada en la expresión de BTLA previa a 

la aparición de la placa aterosclerótica, indicando que BTLA podría ser identificado como 

un biomarcador de eventos cardiovasculares en enfermos renales. No obstante, estos 

resultados no se corroboraron en pacientes con ERC y progresión de placa 

aterosclerótica ya establecida, sugiriendo que el efecto inductor de BTLA afecta a la 

formación de novo de la placa aterosclerótica, es decir, al inicio de la enfermedad, y no 

a la progresión de la misma. 
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Por otro lado, la secuenciación de micro-ARNs mostró un aumento significativo 

en la expresión de 16 micro-ARNs asociados a la aparición de placa aterosclerótica. Sin 

embargo, la posterior validación intra-especie en una cohorte mayor de pacientes con 

las mismas características (pacientes con ERC con/sin desarrollo de placa aterosclerótica 

de novo), únicamente confirmó un aumento significativo en la expresión de miR-23a-3p, 

miR-652-3p y miR-500a-3p. Además, el aumento significativo en la expresión de estos 

micro-ARNs, también se observó durante el desarrollo aterosclerótico de pacientes que 

ya presentaban una placa aterosclerótica al inicio del estudio, indicando un posible 

papel de estos micro-ARNs como potenciales biomarcadores para la predicción tanto de 

la formación de la placa aterosclerótica de novo, como de la progresión de la 

aterosclerosis en pacientes con ERC. De hecho, varios estudios han relacionado a miR-

23a-3p con el proceso aterosclerótico regulando la respuesta inflamatoria414,415 y 

promoviendo hipertrofia cardíaca416,417. Además, miR-23a-5p se ha relacionado con la 

formación de las “células espumosas” presentes en la placa de ateroma418 y miR-23b-3p 

con la toxicidad de las partículas de LDL419. Otras evidencias sugieren un papel 

ateroprotector para miR-23a-3p mediante la promoción de la angiogénesis en isquemia 

cardiaca tras un infarto de miocardio420,421.  Por otro lado, miR-652-3p se ha identificado 

como un micro-ARN aterogénico a través de la inhibición en la proliferación de las CEs422 

y se ha establecido como un posible biomarcador para predecir la enfermedad renal en 

pacientes tras un fallo cardíaco423. No existen evidencias previas del papel de miR-500a-

3p en el proceso aterosclerótico, sin embargo, miR-500a-3p se ha establecido como un 

micro-ARN protector en el desarrollo de fracaso renal agudo mediante el control de la 

fosforilación de MLKL (del inglés, mixed lineage kinase domain), la consecuente 

necroptosis y la respuesta inflamatoria en células túbulo epiteliales humanas424.  

La expresión génica de miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p y miR-130b-5p no 

fue validada en la cohorte mayor de pacientes con ERC y con/sin presencia 

aterosclerótica inicial. En este sentido, cabe destacar la homogeneidad en las 

características clínicas de los pacientes utilizados en la secuenciación de micro-ARNs. En 

cambio, en la cohorte de validación, el grado de homogeneidad se vio disminuido, 

sugiriendo la posible dependencia de alguna de las características clínicas que 

mostraron mayor diferencia entre grupos (edad, presión sistólica y/o calcio total), en la 
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regulación de la expresión de estos micro-ARNs. Sin embargo, ningún estudio previo ha 

relacionado estos micro-ARNs con alguna de estas características clínicas. No obstante, 

estudios previos han relacionado alguno de estos micro-ARNs con el proceso 

aterosclerótico. En este sentido, miR-185-5p se ha postulado como un micro-ARN con 

papel atero-protector regulando la síntesis de colesterol, reduciendo la proliferación y 

migración de CMLVs y disminuyendo la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias por 

parte de las CEs425–427. Por otro lado, miR-629-5p y miR-130b-5p se han relacionado con 

el desarrollo de trombosis y enfermedad coronaria respectivamente428,429. Sin embargo, 

ninguno de estos micro-ARNs se han relacionado previamente con el proceso 

aterosclerótico exacerbado por la enfermedad renal. Por otro lado, y contrariamente a 

lo sucedido en la cohorte de validación, el estudio de la expresión génica de estos micro-

ARNs (miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p y miR-130b-5p) en la progresión 

aterosclerótica de placas ya establecidas en pacientes renales, mostró un aumento 

significativo en la expresión de todos ellos, indicando un posible papel de estos micro-

ARNs en la progresión de la enfermedad aterosclerótica, más que en el inicio de la 

misma, en pacientes con ERC.  

Estudios previos han descrito la elevada prevalencia de eventos cardiovasculares 

en enfermos renales122,430 ligado a las características propias de un ambiente 

urémico122,397,431. Los ratones ApoE-/- alimentados con una dieta alta en grasa (HFD) son 

un modelo bien establecido de aterosclerosis experimental en ratones377 y, algunos 

autores han identificado la nefrectomía subtotal en un fondo susceptible (ratones ApoE-

/- o Ldlr-/-) en combinación con una HFD, como un buen modelo experimental de 

aterosclerosis acelerada por ERC en ratones432–437. En el presente estudio, utilizamos un 

modelo experimental de aterosclerosis acelerada (ApoE-/- + HFD) por ERC (nefrectomía 

subtotal o 5/6) para el estudio del papel de la ERC en la respuesta inmunitaria y su 

contribución en el establecimiento de la aterosclerosis, centrándonos en el papel de 

BTLA.  

Con el fin de evaluar el deterioro en la función renal de los ratones sometidos a 

una nefrectomía subtotal, se evaluaron los niveles en sangre de BUN como un indicador 

de la función renal438. Así, el aumento observado en los niveles de BUN en los grupos de 

ratones sometidos a una nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD) 
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al compararlos con los valores control, indicó una reducción efectiva de la masa renal. 

En otros estudios similares, esta pérdida de funcionalidad renal se relacionó con la 

alteración de parámetros renales como el IFG y los niveles de creatinina plasmática, y se 

relacionó con la progresión aterosclerótica mediante la reducción de los niveles de óxido 

nítrico (ON), aumento de los niveles de colesterol y el tamaño de la lesión108,439,440. 

Posteriormente se evaluó el perfil lipídico en plasma para determinar si nuestro modelo 

experimental era representativo de la dislipidemia acentuada presente en enfermos 

renales441. En este sentido, el aumento significativo en los niveles de colesterol total y 

LDL en ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD al compararlos con los valores de estas partículas 

en ratones ApoE-/- + HFD se correlacionó con la dislipidemia presente en pacientes con 

ERC y el elevado riesgo cardiovascular442–444. Sin embargo, la ausencia de diferencias 

significativas en los niveles plasmáticos de triglicéridos y el aumento significativo de HDL 

en ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD al compararlos con ratones ApoE-/- + HFD no se 

correlacionaban con las características lipídicas observadas en pacientes con ERC443. En 

este sentido, estudios previos han descrito una ausencia en el aumento de los niveles 

de triglicéridos en ratones ApoE-/- sometidos a una nefrectomía subtotal o uni-

nefrectomía, identificando esta característica como una posible limitación del propio 

modelo experimental432,445–447. Por otro lado, la presencia de niveles elevados de HDL 

en ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD al compararlos con ratones ApoE-/- + HFD puede 

relacionarse con la alteración presente del transporte reverso del colesterol o por el 

aumento de los niveles totales de colesterol observados en un ambiente urémico448,449. 

Varios estudios han demostrado un efecto promotor de la uremia en el 

engrosamiento de las válvulas aórticas y en el aumento de la placa aterosclerótica en 

ratones ApoE-/-445,450–452, demostrando el efecto nocivo de la ERC en la progresión 

aterosclerótica. En nuestro estudio, comparamos el tamaño de la placa aterosclerótica 

entre ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD y ratones ApoE-/- + HFD, observando un aumento 

significativo en el tamaño de la placa aterosclerótica en ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD 

al compararlos con ratones ApoE-/- + HFD, lo que nos confirmó el efecto aditivo de la 

uremia en la progresión aterosclerótica. En el contexto aterosclerótico, el balance entre 

los procesos inflamatorios y fibróticos es un factor de riesgo cardiovascular clave. En 

este sentido, los procesos inflamatorios influencian de manera negativa la estabilidad 
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de la placa aterosclerótica, mientras que la formación de matriz extracelular mantiene 

una estructura estable453–456. De hecho, pacientes con ERC presentan una placa 

aterosclerótica con una composición más inflamatoria que las placas desarrolladas en la 

población general, con un aumento de la infiltración de mastocitos, macrófagos M1, 

linfocitos T y B, así como niveles elevados de PCR e IL-6457–461. Además, estudios 

desarrollados en modelos experimentales de aterosclerosis acelerada por nefrectomía 

subtotal, han mostrado un aumento de la inflamación vascular caracterizada por un 

aumento de moléculas de adhesión tales como ICAM-1 y VCAM-1, quimiocinas como 

MCP-1 y/o citoquinas como TNF-α433,439,462–464 y una ligera disminución en los niveles de 

expresión de pro-colágeno 1 en tejido cardíaco465. En el presente estudio, se mostró por 

primera vez un aumento significativo en los marcadores de macrófagos y linfocitos T 

(CD68+ y CD3+) en tejido aórtico de ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD al compararlos con 

ratones ApoE-/- + HFD. Además, también se analizó el componente fibrótico de las 

placas, observando una placa ligeramente menos fibrótica en ratones ApoE-/- + 5/6Nx + 

HFD al compararlos con ratones ApoE-/- + HFD. Estos resultados se correlacionan con 

estudios anteriores en los que se observa una disminución del contenido de colágeno I 

inducido por toxinas urémicas en ratones ApoE-/-464 dependiente de TGF-β466,467 y 

catepsina K, una proteasa muy involucrada en el proceso aterosclerótico468. Esta 

disminución del componente fibrótico es indicativa de una placa aterosclerótica más 

inestable y susceptible a la ruptura469, otorgando una mayor susceptibilidad a generar 

un trombo como se observa en pacientes renales470. Por lo tanto, nuestros resultados, 

mostraron una placa más inestable en un ambiente urémico debido a un aumento del 

componente inflamatorio, así como una disminución del componente fibrótico. 

Por otro lado, se analizaron los niveles de miR-23a-3p y miR-652-3p, dos micro-

ARNs aumentados significativamente en pacientes con ERC y progresión aterosclerótica, 

en nuestro modelo experimental de aterosclerosis acelerada inducida por ERC. En este 

sentido, los niveles de expresión de miR-23a-3p en nuestro modelo experimental 

mostraron una tendencia a disminuir en sangre y arco aórtico de ratones ApoE-/- + HFD 

y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD al compararlos con ratones control (ApoE-/-), indicando un 

posible papel anti-aterogénico de miR-23a-3p como se ha descrito anteriormente420,471. 

Considerando esto, miR-23a-3p podría actuar como un micro-ARN pro-aterogénico en 
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el desarrollo inicial de la placa aterosclerótica, como se observó en pacientes con ERC, 

pero como un micro ARN anti aterogénico una vez se ha establecido la misma. De hecho, 

la expresión de miR-23a-3p se encontraba significativamente aumentada a nivel 

circulante y tisular de ratones sometidos a una nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx) al 

compararlos con ratones control (ApoE-/-), indicando un papel pro-aterogénico de miR-

23a-3p en uremia, que se relacionó con los resultados obtenidos en muestras humanas, 

mostrando una mayor predisposición a eventos cardiovasculares en enfermos renales. 

Sin embargo, sería necesario el estudio de la expresión de este micro-ARN durante las 

diferentes etapas del progreso aterosclerótico en un contexto de enfermedad renal. Por 

otro lado, el comportamiento de miR-652-3p en sangre total de nuestro modelo 

experimental fue similar al observado para miR-23a-3p, indicando un papel pro-

aterogénico en presencia de uremia y un papel anti-aterogénico una vez la placa se ha 

establecido. Sin embargo, la expresión en arco aórtico de miR-652-3p no siguió la misma 

tendencia y no mostró diferencias significativas. Pese a estos resultados contradictorios, 

miR-652-3p ha mostrado ejercer un papel pro-aterogénico sobre la proliferación de las 

CEs422. Debido a la consistencia de los resultados observados en la expresión de miR-

23a-3p en sangre total y arco aórtico, así como los estudios previos que relacionan miR-

23a-3p con el proceso aterosclerótico414–421, se investigaron posibles genes diana para 

miR-23a-3p que explicaran los niveles bajos de este micro-ARN en el desarrollo 

aterosclerótico en el modelo experimental. En este sentido, bibliografía previa ha 

descrito a NEK7393 y CUL3394,395 como posibles genes diana para miR-23a-3p. Nuestros 

resultados mostraron una clara correlación inversa entre los niveles de expresión de 

NEK7, una quinasa mitótica necesaria para la activación del inflamasoma NLRP3472, y 

miR-23a-3p en arco aórtico de nuestro modelo experimental. El aumento en los niveles 

de expresión de NEK7 puede estar relacionado con su papel pro-aterogénico descrito 

previamente156, mostrando por primera vez una posible vía de señalización a través de 

la disminución de miR-23a-3p en la sobreexpresión de NEK7 en el desarrollo 

aterosclerótico. Por otro lado, la expresión de CUL3 no mostró ninguna correlación con 

miR-23a-3p ni a nivel circulante ni a nivel tisular, rechazando la hipótesis de CUL3 como 

posible gen diana para miR-23a-3p en un proceso aterosclerótico.  
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Asociado al posible papel inflamatorio de la ERC en la progresión de la 

aterosclerosis, evaluamos la función de BTLA en nuestro modelo experimental. Como se 

mencionó anteriormente, BTLA es una molécula inhibidora de la activación y 

proliferación de linfocitos473. En el estudio realizado en muestras de sangre de pacientes 

con ERC en esta tesis, se observó una disminución significativa en los niveles de 

expresión de BTLA previa a la formación de placa aterosclerótica. Un único estudio 

anterior ha relacionado BTLA con la progresión aterosclerótica en ratones Ldlr-/- a través 

de su papel en el desarrollo de la lesión inicial y en el aumento del contenido de colágeno 

en placas establecidas313. Sin embargo, no hay datos previos sobre la asociación de BTLA 

con la aterosclerosis en un contexto de uremia. En este sentido, nuestros resultados 

mostraron una disminución drástica en los niveles de expresión de BTLA en muestras de 

sangre total de todos los grupos de ratones experimentales (ApoE-/- + 5/6Nx, ApoE-/- + 

HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD), independientemente de la dieta y la cirugía, al 

compararlos con el grupo de ratones control (ApoE-/-). Análogamente, los niveles 

proteicos de BTLA en arco aórtico se encontraban disminuidos significativamente en los 

grupos de ratones ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + 5/6Nx + HFD. Estos resultados respaldan los 

obtenidos por Douna et al313, y son la primera evidencia de la participación de BTLA en 

el proceso urémico.  

Por otro lado, con el fin de confirmar el efecto directo de la uremia en la 

expresión de BTLA, se realizó la estimulación in vitro de macrófagos, uno de los tipos 

celulares principales en el proceso aterosclerótico que expresan BTLA474, con suero 

urémico de ratas. Los resultados mostraron una disminución significativa en la expresión 

de BTLA inducida por el suero urémico. Esta disminución puede relacionarse con una 

falta de inhibición en la activación de linfocitos T observada en un estado de inflamación 

crónica310,316,376, que aumentaría la susceptibilidad en el desarrollo aterosclerótico475. A 

pesar de la clara disminución observada en los niveles de expresión de BTLA en ratones 

ApoE-/- + 5/6Nx, los niveles de expresión de BTLA no disminuyeron significativamente ni 

en sangre ni en arco aórtico de ratones ApoE-/- + 5/6Nx + HFD en comparación con los 

niveles observados en ratones ApoE-/- + HFD, indicando un efecto no aditivo por parte 

de la ERC sobre la expresión de BTLA en nuestro modelo experimental. Estos resultados 

confirmarían el posible papel de BTLA en el inicio de la placa aterosclerótica, más que 
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en la progresión de la misma. Posteriormente, debido a la drástica bajada de la 

expresión de BTLA en sangre total de ratones sometidos a una nefrectomía subtotal, 

quisimos evaluar cual sería la situación o el papel de BTLA en daño renal, para lo cual se 

evaluaron los niveles de expresión de BTLA en riñones de los ratones ApoE-/- + 5/6Nx. 

Sin embargo, a diferencia de lo observado a nivel sistémico, a nivel renal no se produjo 

una bajada en los niveles de expresión de BTLA. En este sentido y debido a la ausencia 

de estudios previos sobre el papel de BTLA en uremia, podemos sugerir una baja 

implicación del sistema inmunitario adaptativo en el curso de la lesión renal en este 

modelo experimental en concreto. De hecho, estudios anteriores muestran un efecto 

nulo del bloqueo del sistema adaptativo en la mejora de una ERC experimental en 

ratones sometidos a una nefrectomía subtotal265. 

Debido a la bajada en los niveles de expresión sistémicos de BTLA en ratones 

sometidos a una nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx), se evaluó el efecto de la 

disfunción renal per se en los niveles de BTLA. Varios estudios han mostrado una 

alteración en el estado de diferenciación y activación de las células T en uremia, 

indicando un aumento de la activación de estas células en pacientes con enfermedad 

renal terminal y/o hemodiálisis476 y en modelos experimentales de ERC477–480. Esta 

activación estimula el estado inflamatorio y el rechazo durante los trasplantes 

renales481. En esta tesis, se evaluaron los niveles de BTLA en enfermos renales. Al 

comparar los pacientes con ERC y los pacientes control utilizados en esta tesis, se 

observó un aumento significativo en el número de enfermos renales con diabetes, 

hipertensión y dislipidemia al compararlos con el grupo control, características propias 

de pacientes con ERC482–484. Los resultados obtenidos a partir de esta cohorte de 

pacientes, mostraron por primera vez una bajada significativa a nivel circulante de los 

niveles de expresión de BTLA, así como una bajada en sus niveles proteicos y en la 

cantidad de células CD4+BTLA+ en pacientes con ERC al compararlos con pacientes 

controles. Estos resultados indicaron una posible ausencia del efecto inhibitorio de BTLA 

sobre la activación de linfocitos en enfermedad renal, que explicaría la sobre activación 

linfocitaria en un ambiente urémico476–480. Posteriormente, se desarrollaron dos 

modelos experimentales murinos de daño renal, uno de ellos corresponde a un daño 

renal de origen no inmune (inducido por Angiotensina II) aunque con un gran 



DISCUSIÓN 
 

160 
 

componente inflamatorio en su progresión del daño, mientras que el otro modelo 

corresponde a un daño renal de origen inmunitario  inducido  por  un suero  nefrotóxico 

que desencadena el desarrollo de autoanticuerpos contra la membrana basal del 

glomérulo, de manera muy similar a lo que ocurre en humanos (nefritis anti-membrana 

basal glomerular o glomeurlonefritisis rápidamente progresiva). En el modelo 

experimental de Angiotensina II se observó un aumento significativo en la expresión de 

dos marcadores de daño renal, Ngal y Kim1485, en ratones inyectados con angiotensina 

II al compararlos con ratones control, indicando la presencia de daño renal en respuesta 

a angiotensina II. En el caso del modelo experimental de nefritis anti-membrana basal 

glomerular, Suarez-Alvarez et al describieron un aumento significativo en el infiltrado 

inflamatorio renal como macrófagos, la expresión renal de genes proinflamatorios (Ccl2, 

Ccl5 e Il6), el aumento de biomarcadores de lesión renal (Ngal y Kim1) y una pérdida de 

la función renal en los ratones inyectados con el suero NTS381. El estudio de los niveles 

génicos y proteicos de BTLA en los modelos experimentales mencionados, mostraron 

una clara disminución en los niveles renales de BTLA tanto a nivel de expresión génica 

como a nivel proteico. Estos resultados confirmaron los resultados previos obtenidos en 

pacientes con ERC e indicaron una clara implicación del sistema inmunitario en el 

progreso de estas enfermedades renales. A pesar de la ausencia de estudios sobre BTLA 

en estos modelos experimentales, se ha relacionado el proceso inflamatorio con el daño 

renal inducido por Angiotensina II486,487. Nataraj et al describieron un aumento en la 

proliferación de linfocitos esplénicos derivada de la administración de Angiotensina II488. 

Por otro lado, el modelo experimental de glomerulonefritis rápidamente progresiva se 

ha vinculado estrechamente con una respuesta inmunitaria dependiente de linfocitos 

T489–491. El aumento de la proliferación de linfocitos T tras un tratamiento con AgII y/o 

NTS, así como el aumento de la severidad de estas enfermedades dependiente de la 

activación de linfocitos T492,493 se relacionarían con la bajada observada en el presente 

trabajo en los niveles de BTLA en ambas enfermedades y con el estudio llevado a cabo 

por Amin Hilman et al494 sobre el efecto beneficioso en la sobreexpresión de CTLA-4 (del 

inglés, Cytotoxic T Lymphocyte-Associated Antigen-4), proteína co-inhibidora de la 

activación y proliferación de linfocitos T similar a BTLA, en un modelo de daño renal 

inducido por AgII. Además, estos resultados se corresponderían con la bajada de BTLA 

observada en otras enfermedades inflamatorias con un fuerte papel del sistema 
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inmunitario adaptativo como la EAE296,311. En este sentido, modelos experimentales de 

ERC como la enfermedad renal inducida por Angiotensina II y la glomerulonefritis 

rápidamente progresiva, presentarían una activación del sistema inmunitario adaptativo 

que podría deberse, en parte, a la falta de la señalización inhibitoria mediada por BTLA.  

Con el fin de conocer los principales tipos celulares responsables de la bajada de 

BTLA en un ambiente urémico, se estimularon linfocitos T y B con suero urémico de ratas 

sometidas a una nefrectomía subtotal, durante 24 y 48 horas. Nuestros resultados 

mostraron una clara bajada de BTLA en linfocitos T en condiciones de uremia, que se 

relacionó con el fuerte papel inmunitario de estos linfocitos en enfermedades renales 

mediante la liberación de moléculas inflamatorias como IFN-γ, IL-17, IL-1, CCL5 y TNF-

α385,495–498. 

Estudios in silico a través de la base de datos Targetscan, mostraron a miR-500a-

3p como un posible micro-ARN regulador de la expresión génica de BTLA mediante su 

unión a la región 3’UTR de BTLA. Esta unión es diferente a los micro-ARNs descritos 

previamente como reguladores de BTLA, tales como miR-32, miR-149-3p, miR-155 o 

miR-150499–502. En nuestro estudio se observó un aumento significativo en los niveles de 

expresión de miR-500a-3p previo al desarrollo de una placa aterosclerótica en pacientes 

con ERC. De la misma forma, se observó una bajada en los niveles de expresión génica 

de BTLA en los mismos pacientes, lo que indicó una posible regulación de BTLA por parte 

de miR-500a-3p.  Sin embargo, no está claro el aumento significativo en los niveles de 

expresión de miR-500a-3p en progresión de placas ateroscleróticas ya establecidas 

debido a la ausencia de diferencias significativas en la expresión de BTLA en los mismos 

pacientes. En este sentido, miR-500a-3p regula otras vías moleculares implicadas en el 

proceso aterosclerótico, diferentes a su posible regulación de BTLA. Estudios previos, 

han mostrado una papel de miR-500a-3p en la expresión de otros genes como FBW7, 

STAT3 y CDK6503–505, los cuales se han relacionado con diferentes procesos 

ateroscleróticos como la proliferación de CMLVs, producción de citoquinas (IL-6, IL-17, 

IL-10), disfunción endotelial y polarización de macrófagos506–508. Sin embargo, miR-500a-

3p si parece estar involucrado en la regulación de BTLA en condiciones de uremia debido 

al aumento significativo de este micro-ARN en pacientes con ERC al compararlos con 

pacientes control, así como a la correlación inversa con la expresión de BTLA observada 
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en estos pacientes. Estos resultados se vieron confirmados en cultivos in vitro de 

linfocitos T y B tratados con suero urémico. Además, nuestros resultados mostraron un 

aumento significativo en la expresión de BTLA tras el tratamiento de linfocitos T con un 

antagomir específico para miR-500a-3p. Por otro lado, y a pesar de no ser tan 

exacerbado, la expresión de BTLA en linfocitos T tratados con un antagomir específico 

para miR-500a-3p en condiciones de uremia, alcanzó los valores observados en células 

control. Estos resultados confirman por primera vez una regulación de BTLA por parte 

de miR-500a-3p. A pesar del claro papel deletéreo de miR-500a-3p en condiciones de 

uremia a través de la regulación de BTLA, estudios recientes han relacionado miR-500a-

3p con un papel protector en el  fracaso renal agudo (FRA) mediante la supresión de la 

fosforilación y subsecuente translocación a la membrana de MLKL (del inglés, mixed 

lineage kinase domain), un mediador clave del proceso de necroptosis424,509. Estos 

resultados contradictorios sobre los efectos de miR-500a-3p en uremia, pueden ser 

explicados por la diferencia en el estímulo efector del daño, así como el tipo celular 

diana del mismo. De esta manera, el citotóxico cisplatino utilizado en estudios previos, 

desencadena un daño agudo en el túbulo renal424,509, mientras que el suero urémico 

utilizado en el presente estudio es representativo del ambiente urémico presente en 

ERC y su papel en linfocitos T, indicando una posible diferencia en el papel de miR-500a-

3p dependiente del estadio de enfermedad renal y el tipo celular.  

BTLA se ha relacionado previamente con la producción de IL-17 y la 

diferenciación de las células Th17, mediante la inhibición de la síntesis de IL-17 por parte 

de BTLA, así como la inhibición de BTLA por parte de RORγt314,318. Además, la 

disminución de BTLA se ha relacionado con una respuesta aberrante de las células Th17 

en enfermedades inflamatorias como la enfermedad de Behcet’s, el lupus eritematoso 

sistémico y la vasculitis asociada a ANCA (anticuerpos contra el citoplasma de 

neutrófilos)315–317. Por otro lado, la IL-17 se ha relacionado con la progresión 

aterosclerótica y la enfermedad renal mediante la inducción de citoquinas pro-

inflamatorias como IL-6 e IL-23, el reclutamiento de células del sistema inmunitario 

como macrófagos al sitio del daño y la producción y deposición de 

autoanticuerpos280,510–512. En esta tesis se sugiere una posible relación entre la 

disminución de los niveles de BTLA y el aumento de los niveles de IL-17. En este sentido, 
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se observa un aumento en los niveles proteicos en arco aórtico de IL-17 en animales 

alimentados con HFD (ApoE-/- + HFD y ApoE-/- + HFD + 5/6Nx) al compararlos con ratones 

control (ApoE-/-). Además, se observaron resultados similares en los niveles proteicos en 

arco aórtico de RORɤt. Sin embargo, en el caso de RORɤt, se observó un aumento 

significativo en sus niveles proteicos en ratones ApoE-/- + HFD + 5/6Nx al compararlos 

con ratones ApoE-/- + HFD, indicando un papel clave de esta vía de señalización en los 

efectos perjudiciales de la ERC en el proceso inflamatorio presente en la enfermedad 

aterosclerótica. Por otro lado, los resultados observados en los niveles de IL-17 en arco 

aórtico, fueron confirmados mediante la tinción inmunohistoquímica de IL-17 en aorta 

abdominal y la expresión de IL-6 en arco aórtico, una citoquina clave en la diferenciación 

hacia Th17205. A nivel renal y análogamente a lo que ocurría en los niveles de BTLA, no 

se observaron diferencias en los niveles proteicos de IL-17 y RORɤt en ratones sometidos 

a una nefrectomía subtotal (ApoE-/- + 5/6Nx) al compararlos con ratones control (ApoE-

/-). En este sentido, estudios previos han demostrado que la deficiencia génica o el 

bloqueo de IL-17 no presentan efectos beneficiosos en el desarrollo de la ERC a nivel 

preclínico265,266, indicando una posible limitación de estos modelos experimentales en 

el estudio de la señalización por IL-17. Sin embargo, estudios previos han demostrado 

un papel de la respuesta mediada por IL-17 en otros modelos experimentales de daño 

renal como modelos de glomerulonefritis o daño renal inducido por angiotensina II267–

271. Nuestros resultados mostraron un aumento renal de los niveles proteicos de IL-17 y 

RORɤt en un modelo experimental de daño renal inducido por angiotensina II y un 

modelo experimental de glomerulonefritis rápidamente progresiva. Además, nuestros 

resultados obtenidos en linfocitos T tratados con suero urémico durante 48 horas, 

mostraron una clara regulación de IL-17 y RORɤt dependiente de la uremia. Todos estos 

resultados sugieren por primera vez que, de la misma forma que ocurre en otras 

enfermedades inflamatorias previamente mencionadas, la bajada de BTLA se 

relacionaría con un aumento en la producción de IL-17 en aterosclerosis y enfermedad 

renal. Sin embargo, se requieren futuros estudios para corroborar dicha hipótesis. 

Varios estudios han descrito un papel importante de los micro-ARNs en la 

regulación de la respuesta mediada por células Th17. En esta tesis se demuestra como 

el bloqueo de miR-500a-3p, con un antagomir específico, en linfocitos T estimulados con 
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suero urémico, disminuye el aumento proteico de IL-17A y RORɤt inducido por la 

uremia. Estos resultados demuestran, por primera vez, la posible modulación de la vía 

de señalización de IL-17A por miR-500a-3p. En este sentido, estudios previos han 

descrito algunos micro-ARNs como miR-20b o miR-30a como reguladores negativos en 

la diferenciación de las células Th17 en enfermedades autoinmunitarias, regulando 

genes clave en el proceso de diferenciación de las células Th17 como RORɤt, IL-21R y 

STAT3513,514. Además, la expresión de miR-34a en nefropatía diabética aumenta la 

presencia de citoquinas proinflamatorias como IL-17 mediante la modulación de la vía 

de señalización SIRT1/NF-κB515. En el contexto renal, pocos estudios relacionan la 

participación de micro-ARNs en la diferenciación hacia Th17516. En un modelo 

experimental de glomerulonefritis rápidamente progresiva, el bloqueo de miR-155 

modula la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos Th17 así como algunas 

características histológicas de daño renal, incluida la formación de las medias lunas 

características de esta enfermedad517. En esta tesis, se postula una regulación en la 

respuesta Th17 dependiente de miR-500a-3p, el cuál podría estar controlando dicha 

regulación a través de BTLA como intermediario, aunque se requieren más estudios para 

testar dicha hipótesis.  A pesar de nuestros datos identificando miR-500a-3p como una 

potente diana terapéutica, la falta de secuencia murina para este micro-ARN impide el 

estudio preclínico en modelos murinos de terapias contra miR-500a-3p. 

 

  



 

 

 

 

 

  



 

 



 

167 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES



 

 



CONCLUSIONES 
 

169 
 

1. BTLA puede ser usado como un posible biomarcador predictivo en el inicio del 

proceso aterosclerótico en pacientes renales. 

2. miR-23a-3p, miR-652-3p y miR-500a-3p pueden ser identificados como 

biomarcadores de la aparición de placa aterosclerótica, así como de la 

progresión de la misma en pacientes con ERC. 

3. miR-185-5p, miR-629-5p, miR-362-5p y miR-130b-5p, podrían ser utilizados 

como biomarcadores para predecir la progresión de placa aterosclerótica ya 

establecida en pacientes con ERC. 

4.  A nivel experimental, la enfermedad renal crónica acelera el proceso 

aterosclerótico debido a una desregulación del perfil lipídico, el tamaño y el 

componente inflamatorio y fibrótico de la placa aterosclerótica. 

5. La expresión de miR-23a-3p en arco aórtico de un modelo experimental de 

aterosclerosis acelerada por ERC, se correlaciona inversamente con le expresión 

de NEK7 y no presenta correlación con los niveles de CUL3. 

6. BTLA se encuentra desregulado durante el proceso aterosclerótico en un modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada por ERC, así como en diferentes 

modelos de daño renal experimental y en muestras de pacientes con ERC. 

7. Los linfocitos T son los principales tipos celulares involucrados en la 

desregulación de BTLA en condiciones de uremia. 

8. miR-500a-3p regula los niveles de expresión de BTLA en condiciones de uremia 

en linfocitos T. 

9. La vía de señalización de IL-17 se encuentra exacerbada en un modelo 

experimental de aterosclerosis acelerada por ERC, así como en diferentes 

modelos de daño renal experimental y en muestras de pacientes con ERC. 

10. La vía de señalización de IL-17 se encuentra regulada por miR-500a-3p en 

condiciones de uremia en linfocitos T. 
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