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 RESUMEN/ABSTRACT 

RESUMEN 

La inflamación de la pared vascular es una característica clave de enfermedades 

cardiovasculares como la hipertensión, la aterosclerosis o la diabetes, las cuales son 

consideradas patologías inflamatorias crónicas y están asociadas con niveles elevados de 

citoquinas y enzimas proinflamatorias, como interleuquina-1 beta (IL-1β) o ciclooxigenasa-2 

(COX-2), así como de especies reactivas de oxígeno (ROS), entre otras. Estudios recientes 

sugieren un importante papel de IL-1β en la respuesta inflamatoria de los vasos, así como en las 

alteraciones vasculares asociadas a estas patologías.  

Los receptores de membrana tipo toll (TLR), que pueden reconocer tanto patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP), como patrones moleculares asociados a daños (DAMP), 

participan en la regulación de la respuesta inflamatoria. TLR4 es uno de los TLR más estudiados 

y se expresa en la membrana de varios tipos de células, entre ellas las células endoteliales y las 

células musculares lisas vasculares (CMLV) de la pared vascular. La activación de TLR4 conduce 

a la activación de factores de transcripción como NF-κB (factor nuclear activador de la 

transcripción de la cadena ligera κ de linfocitos B) y AP-1 (proteína activadora 1), que van a dar 

lugar a la transcripción de genes proinflamatorios, de diversas citoquinas y de COX-2. La 

activación de TLR4 está asociada al desarrollo de alteraciones vasculares como el remodelado 

vascular y la disfunción endotelial. Recientemente se ha descrito una posible relación entre este 

receptor y la citoquina proinflamatoria IL-1β, ya que se ha observado que esta citoquina puede 

inducir la activación de la vía de señalización mediada por TLR4. 

Tanto la inflamación como el estrés oxidativo contribuyen al desarrollo de alteraciones 

estructurales y funcionales en la pared vascular, entre las que destacan la rigidez vascular, el 

remodelado vascular o la disfunción endotelial. Por lo tanto, los mecanismos que participan en 

la regulación del equilibrio redox en el organismo podrían ejercer un efecto beneficioso frente 

a estos procesos. Uno de los principales mecanismos que participan en el mantenimiento del 

equilibrio redox en las células es el llevado a cabo por Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor 

nuclear eritroide 2), un factor de transcripción sensible a estrés oxidativo y compuestos 

electrófilos que regula la transcripción de genes que codifican para proteínas con actividad 

antioxidante y antiinflamatoria.  

La hipótesis de este trabajo es que la vía de TLR4 podría participar en el efecto inflamatorio y en 

el estrés oxidativo inducidos por IL-1β y que la activación de Nrf2 actuaría reduciendo los efectos 

deletéreos causados por esta citoquina en la pared vascular, de manera que podría tener un 

efecto beneficioso en determinadas patologías cardiovasculares. 

El objetivo general de este trabajo ha sido estudiar si la vía de TLR4 participa en los efectos 

proinflamatorios y prooxidantes inducidos por IL-1β y el posible papel protector de la activación 

del factor de transcripción Nrf2 frente a estos efectos. Para llevar a cabo este objetivo se han 

realizado experimentos en una línea celular de CMLV de aorta de ratón y en segmentos de aorta 

de ratón, tras el tratamiento con IL-1β.  

Los principales resultados de este trabajo son: 
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- IL-1β aumenta MyD88 y activa la NAD(P)H oxidasa, generando estrés oxidativo, el cual 

está implicado en la activación de la vía proinflamatoria de MAPK/AP-1/COX-2 en CMLV, 

así como en el aumento de la proliferación y la migración de estas células. Además, esta 

citoquina induce disfunción endotelial en aorta de ratón. La inhibición de TLR4 reduce 

estos efectos inducidos por IL-1β, indicando la participación de la vía de señalización 

TLR4/MyD88 en los efectos de la citoquina. 

- IL-1β, a través del estrés oxidativo y de TLR4, activa el factor de transcripción Nrf2 en las 

CMLV, induciendo un aumento de su translocación al núcleo y de la expresión de las 

proteínas diana HO-1, NQO1 y SOD. Además, IL-1β reduce la expresión de Keap1 y 

estimula la fosforilación de Nrf2 por JNK, mecanismos que pueden estar implicados en 

la activación del factor de transcripción. 

- La inhibición farmacológica de Nrf2 con brusatol potencia el efecto activador de IL-1β 

sobre las MAPK JNK y p38, y sobre la migración de las CMLV, lo que sugiere que la 

activación de Nrf2 por IL-1β actúa como mecanismo compensatorio frente a los efectos 

inflamatorios de la citoquina.  

- El activador de Nrf2 tBHQ revierte el estrés oxidativo, el aumento de expresión de los 

mediadores proinflamatorios MyD88, JNK, p38, AP-1 y COX-2, y la proliferación y la 

migración celular inducidos por IL-1β en CMLV. Además, tBHQ mejora la disfunción 

endotelial inducida por esta citoquina en aorta de ratón. De esta manera, la activación 

farmacológica del factor de transcripción Nrf2 protege frente a los efectos deletéreos 

de la citoquina proinflamatoria IL-1β, al menos en parte, mediante la interferencia con 

la vía de TLR4/MyD88  

- LPS, principal ligando del receptor TLR4, activa la vía de Nrf2 en las CMLV, aumentando 

su translocación nuclear e induciendo la expresión de las proteínas diana HO-1, NQO1 y 

SOD. Además, LPS reduce la expresión de Keap1 y estimula la fosforilación de Nrf2, 

mecanismos que pueden contribuir a la activación del factor de transcripción. 

- El activador de Nrf2 tBHQ abole el estrés oxidativo, el aumento de expresión de los 

mediadores proinflamatorios MyD88 y COX-2, y la migración celular inducidos por LPS 

en CMLV, mostrando un papel protector de la activación de Nrf2 frente a los efectos 

deletéreos inducidos por la estimulación de la vía TLR4/MyD88. 

En resumen, los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral muestran que TLR4 participa en los 

efectos prooxidantes y proinflamatorios de la citoquina IL-1β. Por otra parte, la activación 

farmacológica del factor de transcripción Nrf2 protege frente a los efectos deletéreos de IL-1β, 

al menos en parte, a través de la interferencia con la vía de TLR4/MyD88. 
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 RESUMEN/ABSTRACT 

ABSTRACT 

Vascular wall inflammation is a key feature of cardiovascular diseases such as hypertension, 

atherosclerosis, or diabetes. These are considered chronic inflammatory pathologies with 

elevated levels of cytokines and proinflammatory enzymes, such as interleukin-1 beta (IL-1β) or 

cyclooxygenase-2 (COX-2), as well as reactive oxygen species (ROS), among others. Recent 

studies have suggested an important role of IL-1β in vessels' inflammatory response, as well as 

in vascular alterations associated with these pathologies. 

Toll-like receptors (TLR) are membrane receptors which can recognize both pathogen-

associated molecular patterns (PAMP) and damage-associated molecular patterns (DAMP). TLR 

are involved in the regulation of the inflammatory response. Among them, TLR4 is one of the 

best studied, which is expressed in the membrane of several cell types, including vascular cells 

such as endothelial and vascular smooth muscle cells (VSMC). TLR4 activation leads to the 

upregulation of transcription factors such as NF-κB (Nuclear factor kappa light chain enhancer 

of activated B cells) and AP-1 (activator protein 1), which result in the transcription of 

proinflammatory genes, several cytokines and COX-2. In addition, TLR4 activation is associated 

with the development of vascular alterations such as vascular remodeling and endothelial 

dysfunction. A possible relationship between this receptor and the proinflammatory cytokine IL-

1β has recently been described. Thus, it has been reported that this cytokine can induce the 

activation of TLR4-mediated signaling pathway. 

Both inflammation and oxidative stress contribute to the development of structural and 

functional alterations in the vascular wall, including vascular stiffness and remodeling, as well as 

endothelial dysfunction. Therefore, mechanisms involved in the regulation of the redox balance 

would have a beneficial effect on these processes. One of the most important mechanisms 

involved in the maintenance of the cellular redox balance is the one operated by Nrf2 (nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2), a transcription factor sensitive to oxidative stress and 

electrophilic compounds that regulates the transcription of antioxidant and anti-inflammatory 

genes. 

The hypothesis of this study is that TLR4 pathway would participate in IL-1β-induced prooxidant 

and proinflammatory effects, and that Nrf2 activation would reduce the detrimental effects of 

this cytokine in the vascular wall, so it would have a beneficial role in some cardiovascular 

pathologies. 

The main objective of this study has been to study whether TLR4 pathway contributes to the 

proinflammatory and prooxidant effects induced by IL-1β and the possible protective role of 

Nrf2 activation against these effects. For this purpose, we performed experiments in a mouse 

aortic VSMC cell line and in mouse aortic segments after treatment with IL-1β. 

The main findings of this Thesis are: 

- IL-1β increases MyD88 expression and NAD(P)H oxidase activity, generating oxidative 

stress, which contributes to the activation of the proinflammatory MAPK/AP-1/COX-2 

pathway in VSMC, as well as to the increased proliferation and migration of these cells. 

Furthermore, this cytokine induces endothelial dysfunction in mouse aorta. TLR4 
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inhibition reduces those IL-1β-induced effects, indicating the involvement of the 

TLR4/MyD88 signaling pathway in the effects of the cytokine. 

- IL-1β, through oxidative stress and TLR4, activates Nrf2 in VSMC, thus inducing an 

increase in its nuclear translocation and in the expression of its target proteins HO-1, 

NQO1 and SOD. In addition, IL-1β reduces Keap1 expression while stimulates Nrf2 

phosphorylation by JNK; both mechanisms might be involved in the activation of the 

transcription factor. 

- Pharmacological inhibition of Nrf2 with brusatol potentiates IL-1β-induced effects on 

JNK and p-38 MAPK activation and VSMC migration, suggesting that Nrf2 activation by 

IL-1β acts as a compensatory mechanism against the inflammatory effects of the 

cytokine.  

- The Nrf2 activator tBHQ reverses oxidative stress, increased expression of 

proinflammatory mediators MyD88, JNK, p38, AP-1 and COX-2, as well as IL-1β-induced 

cell proliferation and migration in VSMC. Furthermore, tBHQ ameliorates IL-1β-induced 

endothelial dysfunction in mouse aorta. Thus, pharmacological activation of Nrf2 

protects against the deleterious effects of the proinflammatory cytokine, at least in part, 

by interfering with the TLR4/MyD88 pathway. 

- LPS, the main ligand of the TLR4 receptor, activates Nrf2 pathway in VSMC, increasing 

its nuclear translocation and inducing the expression of its target proteins HO-1, NQO1 

and SOD. In addition, LPS reduces Keap1 expression and stimulates Nrf2 

phosphorylation, mechanisms that might contribute to the transcription factor 

activation. 

- The Nrf2 activator tBHQ abolishes oxidative stress, increased expression of 

proinflammatory mediators MyD88 and COX-2, and cellular migration induced by LPS in 

VSCM, revealing a protective role of Nrf2 activation against the deleterious effects 

induced by TLR4/MyD88 pathway stimulation. 

In summary, the results of this Doctoral Thesis indicate that TLR4 participates in the pro-oxidant 

and pro-inflammatory effects of IL-1β. Moreover, pharmacological activation of Nrf2 

transcription factor protects against the deleterious effects of IL-1β, at least in part, through 

interference with the TLR4/MyD88 pathway. 
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La inflamación de la pared vascular es una característica clave de enfermedades 

cardiovasculares como la hipertensión o la aterosclerosis, entre otras, las cuales son 

consideradas enfermedades inflamatorias crónicas (Senoner and Dichtl., 2019; Krzemińska et 

al., 2022). Estas patologías se asocian con niveles elevados de citoquinas y enzimas 

proinflamatorias, como interleuquina-1 beta (IL-1β), IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) o ciclooxigenasa 2 (COX-2), entre otras. En la pared vascular, la infiltración de células del 

sistema inmune conduce a la producción de estos mediadores proinflamatorios, aunque 

también las propias células de la pared, como las células endoteliales, las células musculares 

lisas vasculares (CMLV) o los fibroblastos pueden producirlos (Dinh et al., 2014; Goswami et al., 

2021). Las citoquinas generadas durante la inflamación modulan la expresión de moléculas de 

adhesión, quimioquinas y enzimas productoras de especies reactivas de oxígeno (ROS), como la 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa [NAD(P)H oxidasa]. De esta forma, la 

inflamación vascular se asocia a la inducción de estrés oxidativo (Senoner and Dichtl, 2019; 

Griendling et al., 2021; Krzemińska et al., 2022), el cual, a su vez, contribuye al desarrollo de 

inflamación, generando así un círculo vicioso entre estos dos procesos que afecta al 

mantenimiento del tono vascular, al crecimiento y la diferenciación celular, a la apoptosis y a la 

deposición de proteínas de matriz extracelular (Senoner and Dichtl, 2019; Touyz et al., 2020; 

Krzemińska et al., 2022). De esta manera, los mecanismos inflamatorios que tienen lugar en la 

pared vascular participan activamente en la disfunción endotelial y el remodelado vascular que 

caracterizan las enfermedades cardiovasculares (Renna et al., 2013a; Gimbrone and García-

Cardeña, 2016; Konukoglu and Uzun, 2016; Jaminon et al., 2019), procesos que constituyen 

factores predictivos independientes de eventos cardiovasculares adversos (Rizzoni and Agabiti-

Rosei, 2012; Ambrosino et al., 2022).  

El receptor de membrana de tipo toll 4 (TLR4) es miembro de la familia de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR), cuya activación por patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP), como el lipopolisacárido bacteriano (LPS), o por patrones moleculares 

asociados a daños (DAMP), estimula la respuesta inflamatoria. Además de expresarse en las 

células inmunes, TLR4 se expresa en otros tipos celulares, incluidas las células endoteliales y las 

CMLV de la pared vascular (Vaure and Liu, 2014). La activación de TLR4 conduce a la activación 

de NF-kB (factor nuclear activador de la transcripción de la cadena ligera κ de linfocitos B) y AP-

1 (proteína activadora-1) y a la consecuente transcripción de genes proinflamatorios, que 

codifican para diversas citoquinas y COX-2. La activación de este receptor se relaciona con el 

desarrollo de patologías cardiovasculares y de las alteraciones vasculares asociadas (Kawai and 

Akira, 2007; Hernanz et al., 2015; Roshan et al., 2016; Nunes et al., 2019).  

Para contrarrestar el estrés oxidativo y la inflamación, el organismo presenta una serie de 

mecanismos antioxidantes. Uno de los principales mecanismos que contribuye al 

mantenimiento del equilibrio redox celular es el mediado por el factor de transcripción Nrf2 

(factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), que activa la transcripción de genes que 

codifican para diferentes proteínas antioxidantes y detoxificantes (Tonelli et al., 2018; 

Yamamoto et al., 2018). De esta manera, la activación farmacológica de este factor de 

transcripción podría ser una buena estrategia para el tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares que cursen con estrés oxidativo e inflamación. 
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En la presente introducción se realizará una revisión del proceso inflamatorio en la pared 

vascular y su implicación en diversas enfermedades cardiovasculares. Se hará énfasis en los 

mecanismos inflamatorios activados por IL-1β y por el receptor TLR4, y se analizará el papel del 

estrés oxidativo, así como la importancia de la vía de Nrf2. 

1. ESTRUCTURA DE LA PARED VASCULAR 

La estructura de la pared vascular varía dependiendo del tipo de vaso sanguíneo y de la función 

específica del mismo, pero existe una conformación básica que es común a todos ellos 

consistente en tres capas o túnicas concéntricas bien diferenciadas, tanto a nivel estructural 

como funcional: la capa interna, la capa media y la capa adventicia. Todas ellas están formadas 

por células y por componentes de la matriz extracelular (MEC) que sirven de soporte y de 

comunicación intercelular (Figura 1). Entre las funciones que poseen los componentes de la 

pared vascular tenemos la de soporte mecánico, actividad vasomotora, función metabólica e 

interacción con los elementos de la sangre. 

 

Figura 1. Esquema representativo de la estructura básica de la pared vascular. CMLV: células musculares 
lisas vasculares. Elaboración propia. Creada con smart.servier.com. 

- La capa interna (túnica íntima) está formada por una monocapa de células endoteliales 

que se encuentran en contacto directo con la sangre circulante. Estas células 

endoteliales descansan sobre una matriz extracelular rica en colágeno, fibronectina, 

laminina y proteoglicanos, conocida como lámina o membrana basal, y que tiene un 

importante papel en el control de la estructura de los vasos. La túnica íntima se 

encuentra separada de la túnica media por la lámina elástica interna, una fina capa 

elástica y fenestrada que proporciona flexibilidad y estabilidad a las células endoteliales 

(Pugsley and Tabrizchi, 2000). Esta capa interna de los vasos sanguíneos es fuente de 

moléculas tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras, por lo que tiene un 

importante papel en la regulación del tono vascular. La túnica íntima, además, regula 

otras funciones como la trombosis, la angiogénesis, la diferenciación y la función de las 

CMLV y la inflamación, debido a su interacción con las células inflamatorias del torrente 

sanguíneo (Halper, 2018). 
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- La capa media (túnica media) está formada por CMLV dispuestas de manera concéntrica 

y embebidas en una matriz extracelular compuesta por fibras de elastina y colágeno. 

Está separada de la túnica externa por la lámina elástica externa, que proporciona 

soporte estructural. La túnica media es más o menos gruesa dependiendo de los 

diferentes tipos de vasos sanguíneos, de su diámetro y de su función (Gao, 2017). Esta 

capa se encarga de modular el tono vascular, ya que las CMLV se relajan o se contraen 

en función de diferentes factores como son las fuerzas hemodinámicas o los mediadores 

vasoactivos liberados por las capas adyacentes. Además, las CMLV sintetizan los 

componentes de la MEC en la que están embebidas, los cuales, junto con estas células, 

confieren resistencia ante la presión ejercida por la sangre circulante (Gao, 2017; 

Frismantiene et al., 2018).  

- La capa adventicia (túnica externa) está formada principalmente por fibroblastos 

embebidos en una densa MEC constituida por fibras elásticas y colágeno, que actúa 

como soporte mecánico. También forman parte de esta capa pequeños vasos 

sanguíneos (vasa vasorum) que transportan oxígeno y nutrientes a las células de la 

pared vascular, vasos linfáticos, fibras nerviosas y células del sistema inmune como 

macrófagos o células dendríticas (Stenmark et al., 2013; Cautivo et al., 2020). La túnica 

externa es capaz de reaccionar ante una gran variedad de estímulos provenientes de las 

capas adyacentes, por lo que se dice que, aparte de actuar como soporte mecánico de 

los vasos, también funciona como “sensor de daños” en la pared vascular. En respuesta 

a estímulos hormonales, inflamatorios o hipoxia, las células de la capa adventicia son las 

primeras en activarse dando lugar a la liberación de diferentes factores como 

quimioquinas, citoquinas, factores de crecimiento, etc., que actúan sobre las CMLV de 

la capa media regulando la estructura y la función vascular (Stenmark et al., 2013; 

Cautivo et al., 2020). 

La matriz extracelular es un componente esencial de la pared vascular que participa en la 

modulación de la señalización celular y confiere soporte mecánico y elasticidad, manteniendo la 

estructura de los vasos. Está formada por elastina, fibras de colágeno, glicoproteínas 

(fibronectina, laminina, fibrinógeno, entre otros) y glicosaminoglicanos. Estos componentes de 

la MEC son sintetizados en mayor o menor medida por las diferentes células de la pared de los 

vasos (Gupta and Grandeallen, 2006; Wagenseil and Mecham, 2009). La elastina, sintetizada 

principalmente por las CMLV, es el elemento mayoritario de la MEC arterial (en las arterias 

constituye hasta el 90% de las mismas) y confiere elasticidad a la pared vascular. Las fibras 

elásticas están dispuestas en láminas concéntricas que se conectan entre sí por microfibrillas y 

entre las que se disponen las CMLV, lo que ayuda a la contracción/relajación de los vasos. El 

colágeno (mayoritariamente tipos I y III) forma fibras rígidas que limitan la distensión vascular y 

dan resistencia a la pared (Wagenseil and Mecham, 2009). Además, la MEC induce señales que 

regulan funciones celulares como el crecimiento, la migración y la proliferación celular, de 

manera que la MEC participa en el control de la modulación fenotípica de las CMLV y de la 

angiogénesis (Eble and Niland, 2009; Gao, 2017).  

El tejido adiposo perivascular (PVAT) recubre la mayoría de los vasos sanguíneos y está 

compuesto, principalmente, por adipocitos y células del sistema inmune que se encuentran 

embebidas en el mismo, como los macrófagos (Guzik et al., 2007). Inicialmente se pensaba que 
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el PVAT solo confería resistencia mecánica a los vasos, pero actualmente se sabe que, además, 

participa activamente en la regulación de la función vascular, ya que libera diferentes moléculas 

que participan en la regulación del tono vascular e influyen en los procesos de proliferación 

celular e inflamación (Gao, 2017).  

En condiciones fisiológicas el PVAT libera moléculas vasodilatadoras y antiinflamatorias como el 

óxido nítrico (NO) o la adiponectina, mientras que, en situaciones patológicas, el PVAT puede 

liberar adipoquinas proinflamatorias como la leptina, citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-

1β o TNF-α, factores de crecimiento como TGF-β (factor de crecimiento transformante β) o VEGF 

(factor de crecimiento endotelial vascular) y la proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1), 

contribuyendo así a la disfunción vascular. Un PVAT disfuncional se ha asociado a diferentes 

patologías cardiovasculares como la aterosclerosis, la hipertensión, la diabetes o la obesidad 

(Guzik et al., 2007; Nosalski and Guzik, 2017; Chang et al., 2020).  

2. FACTORES QUE REGULAN LA FUNCIÓN VASCULAR 

La regulación del tono vascular depende de una compleja interacción entre una gran variedad 

de estímulos. Estos estímulos pueden ser fuerzas físicas que afectan a la pared vascular (Haga 

et al., 2007; Krüger-Genge et al., 2019), el sistema nervioso (Fernández-Tresguerres et al., 2020) 

y mediadores vasoactivos, tanto vasodilatadores como vasoconstrictores, liberados, 

principalmente, por las células endoteliales y las CMLV (Loh et al., 2018; Krüger-Genge et al., 

2019).  

El endotelio vascular participa de manera activa en la regulación del tono vascular mediante la 

producción de mediadores vasoactivos en respuesta a estímulos neuronales, humorales, 

químicos o mecánicos. Así, las células endoteliales liberan diversas sustancias que actúan sobre 

las CMLV induciendo vasodilatación, como el NO, la prostaciclina (PGI2), la prostaglandina E2 

(PGE2) y el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), o que inducen 

vasoconstricción, como la endotelina-1 (ET-1), el tromboxano A2 (TXA2), la prostaglandina F2α 

(PGF2α) o la angiotensina II (Ang II) (Figura 2). Además, las ROS generadas por las células 

vasculares también participan en la modulación del tono vascular. En condiciones fisiológicas, la 

relación entre la liberación de mediadores vasodilatadores y vasoconstrictores por parte de las 

células vasculares está en equilibrio, lo que permite mantener la homeostasis vascular. Sin 

embargo, un desequilibrio entre la producción de los mismos puede dar lugar a situaciones 

patológicas (Loh et al., 2018; Krüger-Genge et al., 2019).  
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Figura 2. Mediadores vasoactivos. Efecto sobre el tono vascular de diversos mediadores liberados por las 
células endoteliales. ACh: acetilcolina; Ang I/II: angiotensina I/II; AT1R: receptor de angiotensina II tipo 1; 
BK: bradiquinina; COX: ciclooxigenasa; eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial; EP1, 2, 3, 4: receptor de 
prostaglandina E2 1, 2, 3, 4; ETA, B: receptores de endotelina A/B; ET-1: endotelina-1; IL-1 β: interleuquina-
1β; IL-1R1: receptor de IL-1 tipo 1; IP: receptor de prostaglandina I2; LPS: lipopolisacárido bacteriano; NO: 
óxido nítrico; NOX: NAD(P)H oxidasa; PG: prostaglandinas; ROS: especies reactivas de oxígeno; TLR4: 
receptor de tipo toll 4; TP: receptor de tromboxano; XO: xantina oxidasa; 5-HT: 5-Hidroxitriptamina. 
Modificado de Rang et al., 2020. Creada con BioRender. 

2.1. ÓXIDO NÍTRICO 

El NO es uno de los mediadores clave de la relajación vascular. Es un radical libre generado por 

la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) a partir de L-arginina, oxígeno y nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato [NAD(P)H], utilizando como cofactores el dinucleótido de flavina adenina 

(FAD), el mononucleótido de flavina (FMN), la calmodulina (CaM) y la tetrahidrobiopterina (BH4). 

Existen tres isoformas de la NOS, una isoforma inducible (iNOS) y dos isoformas que se expresan 

de manera constitutiva, la neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS), siendo la eNOS la isoforma 

mayoritaria en el sistema vascular. La activación de la eNOS puede deberse a diferentes 

estímulos entre los que se encuentran las fuerzas mecánicas que ejerce la sangre sobre la pared 

de los vasos, la acetilcolina, la bradiquinina, la histamina, el estradiol, la Ang II o las citoquinas 

proinflamatorias (Zhao et al., 2015b; Tejero et al., 2019). 
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El NO generado en el endotelio por la eNOS difunde hasta las CMLV, donde activa la guanilato 

ciclasa soluble (GCs), que induce la formación de guanosin monofosfato cíclico (GMPc), dando 

lugar a vasodilatación (Tousoulis et al., 2012; Zhao et al., 2015b). Otras funciones del NO son la 

inhibición de la agregación plaquetaria, la reducción de la adhesión de los leucocitos y las 

plaquetas a las paredes de los vasos, la inhibición de la liberación de factores de crecimiento, la 

inhibición de la inflamación, al reducir la síntesis y la expresión de quimioquinas y citoquinas 

proinflamatorias, y la inhibición de la proliferación de las CMLV (Tousoulis et al., 2012; Zhao et 

al., 2015b)  

En la pared vascular también puede estar presente la iNOS. Esta isoforma se expresa a niveles 

muy bajos en condiciones fisiológicas y su expresión es inducida por diversos estímulos 

inflamatorios como IL-1β, Ang II o LPS (Teng et al., 2002; Meng et al., 2013; de Lima et al., 2019). 

Una vez se expresa, la iNOS empieza a producir NO de manera constante. La inducción de la 

expresión de la iNOS en las células endoteliales puede contribuir a la disfunción vascular al 

limitar la biodisponibilidad de BH4 para la eNOS (Zhao et al., 2015b; Tejero et al., 2019).  

2.2. PROSTANOIDES 

Los prostanoides son mediadores lipídicos que participan en diversos procesos celulares, entre 

ellos, la modulación del tono vascular y la agregación plaquetaria. Se sintetizan por acción de las 

ciclooxigenasas (COX), también conocidas como prostaglandina (PG)-endoperóxido H sintasas 

(PGHS), a partir del ácido araquidónico (AA) procedente de los fosfolípidos de la membrana 

celular, el cual es liberado al citosol por acción de la fosfolipasa A2 (PLA2). Una vez en el citosol, 

la COX cataliza la conversión del AA a prostaglandina H2 (PGH2) que, por acción de 

prostaglandina sintasas específicas (PGS o TXS), dará lugar a las prostaglandinas (prostaciclina o 

prostaglandina I2 - PGI2, PGE2, PGD2, PGF2α) y al tromboxano (TXA2). Estos realizan sus funciones 

a través de la interacción con receptores acoplados a proteínas G (GPCR) específicos 

denominados IP, EP, DP, FP y TP (Beccacece et al., 2023).  

Los prostanoides tienen diferentes efectos en el sistema cardiovascular. Así, PGI2 y PGD2, a 

través de sus respectivos receptores IP y DP, inducen la relajación de los vasos; PGI2, además, 

inhibe la activación de las plaquetas. PGE2 es el prostanoide más abundante en el organismo y 

puede interaccionar con cuatro subtipos de receptores (EP1-EP4). La interacción con sus 

receptores EP1 y EP3 induce vasoconstricción, mientras que la interacción con sus receptores EP2 

y EP4 induce vasodilatación. Los receptores EP también están implicados en la agregación 

plaquetaria, en la proliferación y la migración de las CMLV, en la producción de citoquinas y en 

la activación de las metaloproteinasas de matriz (MMP). Por su parte, PGF2α, a través de su 

receptor FP, induce vasoconstricción. TXA2, a través del receptor TP, induce vasoconstricción y 

está involucrado también en la agregación plaquetaria, en la inducción de la expresión de 

moléculas de adhesión y en la infiltración de monocitos/macrófagos (Figura 3) (Hernanz et al., 

2014; Zhao et al., 2015b; Zhu et al., 2020a; Beccacece et al., 2023).  
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Figura 3. Esquema de la ruta de síntesis de los prostanoides por acción de las ciclooxigenasas y su efecto 
sobre el tono vascular. AA: ácido araquidónico; COX: ciclooxigenasa; DP: receptor de PGD2; EP 1, 2, 3, 4: 
receptores de PGE2 1, 2, 3, 4, respectivamente; FP: receptor de PGF2α; IP: receptor de PGI2; PGD2, I2, E2, 
F2: prostaglandina D2, I2, E2, F2, respectivamente; PGDS, IS, ES, FS: Prostaglandina sintasas; PGH2: 
prostaglandina H2; PLA2: fosfolipasa A2; TP: receptor de TXA2; TXA2: tromboxano; TXAS: tromboxano 
sintasa. Elaboración propia. 

Existen tres isoformas de la COX, COX-1, COX-2 y COX-3, siendo las isoformas 1 y 2 las más 

conocidas, con un 60 % de homología, y COX-3 una variante de COX-1, generada por splicing 

alternativo. COX-1 se expresa de manera constitutiva en la mayoría de los tejidos y está 

implicada en el mantenimiento de la homeostasis celular. En el sistema cardiovascular se 

expresa, principalmente, en las plaquetas, donde da lugar a la formación de TXA2, y en el 

endotelio vascular, donde da lugar a la síntesis de PGI2. Aunque COX-1 se expresa de manera 

constitutiva, sus niveles pueden aumentar en las células endoteliales por acción de factores de 

crecimiento o estrés mecánico (Mitchell et al., 2021; Zhao et al., 2021). Por su parte, COX-2 es 

una isoforma inducible, regulada por un gen de respuesta temprana, cuya expresión se induce 

por estímulos inflamatorios y por niveles elevados de ROS. COX-2 regula la producción localizada 

de prostanoides e induce, a su vez, un aumento en la producción de ROS, principalmente anión 

superóxido (Félétou et al., 2011; Mitchell et al., 2021; Zhao et al., 2021). Niveles elevados de 

COX-2 se relacionan, generalmente, con vasoconstricción y se asocian con diversas patologías 

cardiovasculares como hipertensión, diabetes o aterosclerosis (Zhao et al., 2021). Más adelante, 

en el apartado 5.3 de esta introducción, se realiza una revisión más detallada sobre la COX-2. 
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2.3. ENDOTELINA-1 

La familia de las endotelinas (ET) está formada por un grupo de péptidos, de los cuales ET-1 es 

el más abundante y el único presente en la pared vascular, donde es producido, principalmente, 

por las células endoteliales, aunque también pueden producirlo las CMLV en respuesta a 

diferentes estímulos (Khimji and Rockey, 2010). La expresión de ET-1 es inducida por estímulos 

como TGF-β, TNF-α, IL-1, Ang II, ROS, trombina, bradiquinina e insulina y es inhibida por estrés 

mecánico, NO o prostaciclina (Khimji and Rockey, 2010; Houde et al., 2016).  

ET-1 ejerce sus efectos mediante la interacción con dos tipos de GPCR, el receptor de endotelina 

A (ETA) y el receptor de endotelina B (ETB). ETA es el receptor mayoritario en las CMLV, donde 

media respuestas vasoconstrictoras. Además, la activación de este receptor desencadena una 

respuesta inflamatoria y proliferativa mediante la activación de factores proinflamatorios como 

AP-1 o NF-κB, diversas quinasas y un incremento en la producción de ROS (Khimji and Rockey, 

2010; Houde et al., 2016; Palacios-Ramírez et al., 2019). ETB está presente, principalmente, en 

las células endoteliales, donde, por lo general, media una respuesta vasodilatadora mediante la 

estimulación de la liberación de NO y prostaciclina (Khimji and Rockey, 2010). ETB también está 

presente, aunque en mucha menor medida, en las CMLV, donde induce vasoconstricción y 

proliferación celular (Lu et al., 2006; Palacios-Ramírez et al., 2019).  

2.4. ANGIOTENSINA II  

El sistema renina angiotensina (RAS) es un sistema endocrino que tiene como principal péptido 

efector a la Ang II. La Ang II es el producto final de una cadena de reacciones enzimáticas 

secuenciales que se inician con el procesamiento del angiotensinógeno que es transformado en 

angiotensina I (Ang I) por acción de la renina circulante liberada por las células renales; la Ang I, 

a su vez, es transformada en Ang II por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Forrester 

et al., 2018). Además de la ECA, existen otras vías por las que la Ang I se puede transformar en 

Ang II (Montezano et al., 2014; Verma et al., 2021). Sobre la Ang también puede actuar la enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ECA2), que cataliza la formación de los péptidos Ang (1-9) y Ang 

(1-7) a partir de Ang I y Ang II, respectivamente. Tanto el péptido Ang (1-9) como el péptido Ang 

(1-7), este último a través de la interacción con el receptor específico Mas, inducen efectos 

vasodilatadores, antiproliferativos y antiinflamatorios (Montezano et al., 2014; Cantero-Navarro 

et al., 2021). Las funciones principales del RAS son la regulación de la presión arterial, de la 

concentración de sodio en el organismo, del volumen extracelular y de la función vascular 

(Montezano et al., 2014).  

Ang II media su acción a través de la interacción con dos tipos de GPCR: el receptor de 

angiotensina tipo 1 (AT1R) y el receptor de angiotensina tipo 2 (AT2R). AT1R es el receptor 

mayoritario y en el sistema cardiovascular se expresa principalmente en las CMLV, aunque 

también está presente en las células endoteliales. Cuando Ang II interacciona con AT1R activa 

múltiples vías de señalización celular, que incluyen la activación de fosfolipasas C, D, A (PLC, PLD, 

PLA), proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) y canales de Ca2+; también induce la 

producción de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o TGF-β, de citoquinas como TNF-α, 

interferón-γ (IFN-γ) o IL, y de ROS mediante la activación de la NAD(P)H oxidasa, y aumenta la 

activación de factores de transcripción como NF-κB y AP-1 (Forrester et al., 2018; Cantero-
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Navarro et al., 2021; Verma et al., 2021). Así, la acción de Ang II a través de este receptor induce 

vasoconstricción y un aumento de la migración y proliferación celular, la expresión de genes 

proinflamatorios, la producción de ROS, la producción de componentes de la MEC y la fibrosis 

(Montezano et al., 2014; Forrester et al., 2018). Por todas estas acciones, la activación de AT1R 

está implicada en enfermedades cardiovasculares como la hipertensión, la aterosclerosis, el 

infarto de miocardio o la diabetes, donde se han encontrado niveles elevados de Ang II 

(Forrester et al., 2018; Verma et al., 2021). 

La expresión de AT2R en condiciones fisiológicas es baja, pero se incrementa en condiciones 

patológicas. Cuando Ang II interacciona con AT2R, induce, generalmente, vasodilatación 

mediante la activación de la eNOS y la consecuente producción de NO (Verma et al., 2021). 

También induce apoptosis, inactivación de las MAPK, supresión de la inflamación y de la 

producción de ROS, inhibición del crecimiento celular y efectos antifibróticos (Forrester et al., 

2018; Cantero-Navarro et al., 2021) (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Esquema del sistema renina angiotensina y principales efectos de angiotensina II (Ang II). Ang 
(1-9), (1-7): angiotensina 1-9, 1-7; AT1R: receptor de angiotensina II tipo 1; AT2R: receptor de angiotensina 
II tipo 2; ECA, enzima convertidora de angiotensina; Mas: receptor de Ang (1-7). Elaboración propia. 
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2.5. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Las ROS son moléculas reactivas que se producen como resultado del metabolismo del oxígeno 

(O2). Son producidas por todos los tipos celulares presentes en la pared vascular, incluyendo las 

células endoteliales, las CMLV y los fibroblastos, principalmente por acción de la enzima 

NAD(P)H oxidasa, la xantina oxidasa (XO) y la cadena de transporte electrónico mitocondrial, 

como veremos posteriormente (Brown and Griendling, 2015; Griendling et al., 2021).  

Entre las especies reactivas de oxígeno cabe destacar el anión superóxido (O2·-), el peróxido de 

hidrógeno o agua oxigenada (H2O2), el peroxinitrito (ONOO-) y el radical hidroxilo (OH·). Las ROS 

se generan como productos intermediarios en las reacciones redox que generan H2O a partir del 

O2 (Figura 5) (Brown and Griendling, 2015). El O2·- es muy reactivo, tiene una vida media muy 

corta y debido a su carga no difunde a través de las membranas biológicas, salvo, en algunos 

casos, a través de canales iónicos. Este anión se transforma rápidamente en H2O2 por la acción 

de la enzima superóxido dismutasa (SOD). Existen tres isoformas de SOD, SOD1 o Cu/Zn-SOD, 

que se expresa en el citosol, SOD2 o Mn-SOD2, que se expresa en las mitocondrias, y SOD3 o EC-

SOD, que se expresa en el exterior celular. Todas ellas catalizan la dismutación de dos moléculas 

de O2·- a H2O2. El H2O2 también puede formarse por acción de la NAD(P)H oxidasa y por acción 

de la XO. El H2O2 es más estable, tiene una vida media mayor que el O2·- y, además, puede 

atravesar las membranas biológicas gracias a las acuaporinas presentes en las mismas. Es 

rápidamente metabolizado a H2O por acción de diversas enzimas antioxidantes como la 

glutation peroxidasa (GPx), la catalasa, o el sistema tiorredoxina (TRx). En presencia de Fe2+, el 

H2O2 puede convertirse en OH·, altamente reactivo e inducir daño molecular. Por otro lado, el 

ONOO- se origina por la reacción del O2·- con el NO e induce alteraciones en la estructura y la 

función de las proteínas (Brown and Griendling, 2015; Dubois-Deruy et al., 2020) (Figura 5). 

 

Figura 5. Generación de las diferentes ROS a partir de la reducción secuencial del oxígeno (O2). O2·-: 
anión superóxido; ONOO-: peroxinitrito; OH·: radical hidroxilo; SOD: superóxido dismutasa; GPx: glutation 
peroxidasa; TRx: tiorredoxina; H2O2: peróxido de hidrógeno; H2O: agua. Adaptada de Dubois-Deruy et al., 
2020. 

En condiciones fisiológicas, las ROS actúan como mensajeros secundarios y participan en la 

regulación de numerosas vías de señalización. Algunos de los procesos biológicos regulados por 

las ROS son la respuesta inmune, el crecimiento, la diferenciación, la migración y la proliferación 

celular, la producción de componentes de la MEC, la apoptosis y la angiogénesis, lo que las hace 

necesarias para el correcto funcionamiento de las células. Las ROS también pueden modificar 
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postraduccionalmente múltiples proteínas como quinasas [MAPK, proteína quinasa B 

(Akt/PKB)], factores de transcripción (NF-κB, AP-1 o Nrf2), MMP o lipoproteínas (LDL). Además, 

las ROS son moléculas de señalización a través de las cuales otros mediadores vasoactivos como 

los prostanoides, la ET-1 o la Ang II ejercen sus efectos celulares (Dröge, 2002; Montezano and 

Touyz, 2012; Dubois-Deruy et al., 2020; Touyz et al., 2020). 

Las ROS también tienen un papel importante en la regulación del tono vascular, de manera que 

el O2·- induce vasoconstricción, ya sea a través de su efecto directo o a través de la reducción de 

la biodisponibilidad de NO al interaccionar con este para formar ONOO-. Por su parte, H2O2 

puede tener efectos vasodilatadores o vasoconstrictores en función del lecho vascular (Brown 

and Griendling., 2015). Así, por un lado, se ha descrito que el H2O2 induce vasoconstricción en 

arterias mesentéricas de resistencia, probablemente a través del aumento en la producción de 

O2·- (García-Redondo et al., 2009a; García-Redondo et al., 2009b); por otro lado, se ha descrito 

que el H2O2 puede inducir un aumento en la producción de NO por parte de la eNOS, lo que 

contribuye a la vasodilatación en arterias coronarias y en arterias cerebrales (Miura et al., 2003; 

Paravicini et al., 2006).  

Las ROS son detoxificadas por sistemas de defensa antioxidante, que pueden ser de carácter 

enzimático (GPx, SOD, catalasa o TRx) o de carácter no enzimático (bilirrubina, tocoferoles o el 

ácido ascórbico) (Dubois-Deruy et al., 2020). Si se altera su equilibrio, bien por un exceso en la 

producción de ROS o por una deficiencia en los mecanismos de detoxificación, se produce lo que 

se denomina estrés oxidativo. Niveles elevados de ROS de manera crónica generan daños 

tisulares y tienen un importante papel en la desregulación de la inflamación, la hipertrofia, la 

migración y la proliferación, la peroxidación lipídica, la apoptosis, la fibrosis o la angiogénesis, 

procesos todos ellos que participan en el remodelado vascular y en la disfunción endotelial, y 

que pueden contribuir a la aparición de patologías cardiovasculares (Montezano and Touyz, 

2012; García-Redondo et al., 2016; Marchio et al., 2019; Shaito et al., 2022) y otras patologías 

como enfermedades neurodegenerativas (Singh et al., 2019), cáncer (Moloney and Cotter, 

2018), enfermedades renales (Daenen et al., 2019) o enfermedades metabólicas (Incalza et al., 

2018) (Figura 6).  

Mediadores proinflamatorios como IL-1β, TNF-α, LPS o Ang II, y factores de crecimiento como 

VEGF, entre otros, pueden inducir un aumento en la producción de ROS generando estrés 

oxidativo (Figura 6). El incremento en la producción de ROS puede dar lugar a su vez a la 

activación de otros mediadores proinflamatorios como los factores de transcripción NF-κB y AP-

1, las MAPK (la proteína quinasa el extremo N-terminal de c-Jun, JNK, la proteína quinasa p38 y 

la quinasa regulada por señales extracelulares, ERK), COX-2, moléculas de adhesión celular y 

factores de crecimiento, entre otros. Esto genera un ciclo de retroalimentación positiva entre la 

inflamación y el estrés oxidativo que contribuye al desarrollo y la progresión de patologías 

cardiovasculares (Marchio et al., 2019; Senoner and Dichtl, 2019; Krzemińska et al., 2022). De 

hecho, diversos estudios utilizando tanto antioxidantes como inhibidores farmacológicos de las 

diferentes fuentes de ROS, han demostrado que la reducción del estrés oxidativo es beneficiosa 

y mejora las alteraciones vasculares asociadas al desarrollo de patologías cardiovasculares 

(Malekmohammad et al., 2019; Griendling et al., 2021; Amponsah-Offeh et al., 2023). 
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Figura 6. Efecto del estrés oxidativo en la pared vascular. Ang II: angiotensina II; CMLV: célula muscular 
lisa vascular; COX-2: ciclooxigenasa 2; eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial: ET-1: endotelina-1; H2O2: 
peróxido de hidrógeno; IL-1β: interleuquina-1β; NAD(P)H ox: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
oxidasa; NO: óxido nítrico. O2·-: anión superóxido; XO: xantina oxidasa. Elaboración propia. Creada con 
BioRender. 

2.5.1. Fuentes de producción de ROS  

En el sistema cardiovascular, las ROS pueden ser generadas por diferentes sistemas enzimáticos, 

entre los cuales cabe destacar la NAD(P)H oxidasa (NOX), la XO, la eNOS desacoplada, la cadena 

de transporte de electrones de las mitocondrias y la COX-2 (Brown and Griendling, 2015; Dubois-

Deruy et al., 2020) (Figura 7). 

 

Figura 7. Principales fuentes de producción de ROS. COX: ciclooxigenasa; CYP450: citocromo P450; H2O2: 
peróxido de hidrógeno; LOX: lipoxigenasa; NOS: óxido nítrico sintasa; O2·-: anión superóxido; RE: retículo 
endoplasmático; XO: xantina oxidasa. Elaboración propia.  

▪ NAD(P)H OXIDASA  

Las NAD(P)H oxidasas presentes en la pared de los vasos sanguíneos son la principal fuente de 

ROS en el sistema cardiovascular. La NAD(P)H oxidasa es un complejo enzimático presente en 

las diferentes membranas de la célula, que utiliza NADH/NAD(P)H como donante de electrones 

para reducir el O2 y generar O2·-, aunque también puede generar H2O2. Actualmente hay 

descritas siete isoformas de las NAD(P)H oxidasa: NOX1-5 y DUOX1-2, siendo NOX2 la primera 

que se describió (Chocry and Leloup, 2020). La localización celular de las isoformas de esta 

enzima puede variar (García-Redondo et al., 2016; Zhang et al., 2020). 
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El complejo enzimático de la NAD(P)H oxidasa está formado por las subunidades citosólicas 

p40phox, p47phox, p67phox, Rac1/2, el organizador de NOX1 (NOXO1) y el activador de NOX1 

(NOXA1), que se unen a las subunidades transmembrana p22phox, subunidad estabilizadora de 

membrana, y gp91phox (NOX1/2), subunidad catalítica, para formar la enzima funcional. El 

complejo formado por las dos subunidades transmembrana en las isoformas NOX1-4, se conoce 

como citocromo b558. Las isoformas NOX5 y DUOX1-2 no requieren p22phox, están formadas 

únicamente por una subunidad transmembrana (Bedard and Krause, 2007; Chocry and Leloup, 

2020). Una diferencia entre las subunidades catalíticas que conforman las diferentes isoformas 

de la enzima reside en las ROS que producen: NOX1, NOX2, NOX3 y NOX5 producen O2·-, 

mientras que NOX4, DUOX1 y DUOX2 producen, preferentemente, H2O2. Tras la estimulación 

con agonistas, la subunidad citosólica p47phox se fosforila y sufre un cambio conformacional que 

le permite unirse a la subunidad transmembrana p22phox/NOX1/2. A continuación, se produce el 

reclutamiento de las subunidades p67phox, p40phox y Rac1/2 al complejo, lo que termina de activar 

la enzima NAD(P)H oxidasa (Bedard and Krause, 2007; Chocry and Leloup, 2020) (Figura 8). 

 

Figura 8. Esquema representativo del complejo de la enzima NAD(P)H oxidasa no activada y activada. 
Adaptada de Bedard and Krause, 2007.  

Las isoformas de la NAD(P)H oxidasa expresadas en el sistema cardiovascular son NOX1, NOX2, 

NOX4 y NOX5, esta última únicamente en humanos. Su localización en la pared vascular varía en 

función del tipo celular, de manera que en las células endoteliales se expresa principalmente 

NOX2, aunque también pueden expresarse las otras isoformas, y en las CMLV se expresan 

principalmente NOX1 y NOX4, y en menor medida NOX5 (Zhang et al., 2020). 

La activación de las NAD(P)H oxidasas tiene lugar por una gran cantidad de estímulos, entre los 

que cabe destacar factores de crecimiento como TGF-β, PDGF o EGF, citoquinas proinflamatorias 

como TNF-α o IL-1β y agonistas de GPCR como Ang II o ET-1, entre otros (García-Redondo et al., 

2016; Zhang et al., 2020). Así, en las CMLV NOX-1 aumenta su expresión y actividad por la 

estimulación con Ang II, ET-1, IFN-γ, IL-1β, trombina o PDGF (Manea et al., 2010; 

Maheswaranathan et al., 2011; Jagadeesha et al., 2012; Martín et al., 2012; Aguado et al., 2016; 

Palacios-Ramírez et al., 2019). Por su parte, NOX-2 puede ser activada por Ang II en células 

endoteliales (Bendall et al., 2007), mientras que NOX4 puede ser inducida en CMLV, además de 

por Ang II (Wingler et al., 2001; Briones et al., 2011), por hipoxia (Diebold et al., 2010). 
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Se han descrito niveles elevados de las diferentes isoformas de las NOX en varias patologías 

cardiovasculares como la aterosclerosis, la hipertensión o la diabetes. Las ROS derivadas de la 

acción de estas enzimas, principalmente de NOX1 y NOX2, contribuyen al estrés oxidativo, la 

inflamación vascular, la disfunción endotelial y el remodelado vascular característico de estas 

patologías (Dikalova et al., 2005; Murdoch et al., 2011; Sheenan et al., 2011; Gray et al., 2013). 

Por otro lado, hay datos que sugieren que NOX4 puede tener un papel vasoprotector en 

determinadas situaciones por su capacidad de producir H2O2, que actúa, generalmente, como 

factor vasodilatador, aunque esta isoforma puede también estar implicada en el remodelado 

vascular en condiciones patológicas como hipertensión o diabetes (García-Redondo et al., 2016; 

Virdis, 2016; Zhang et al., 2020). En este sentido, se ha descrito que NOX1 y NOX2, pero no 

NOX4, contribuyen al aumento en la producción de ROS y a la inducción de disfunción endotelial 

en aortas de ratas espontáneamente hipertensas (SHR) (Wind et al., 2010) y en arterias renales 

de ratas obesas (Muñoz et al., 2020). NOX1 también está implicada en la disfunción vascular de 

la arteria pudenda interna que se observa en diabetes (Alves-Lopes et al., 2016). Por su parte, la 

deleción de NOX4 potencia la disfunción endotelial inducida por Ang II en aortas de ratón 

(Schröder et al., 2012). Adicionalmente, se ha descrito que NOX1 y NOX2, a través de la 

producción de O2·-, están implicadas en el desarrollo y la progresión de la lesión aterosclerótica 

(Judkins et al., 2010; Gray et al., 2013), mientras que NOX4, a través de la producción de H2O2, 

posee un efecto protector vascular frente al desarrollo de esta patología (Gray et al., 2016). 

▪ XANTINA OXIDORREDUCTASA 

La xantina oxidorreductasa (XOR) es una enzima importante en la degradación de las purinas, 

pues cataliza la conversión de hipoxantina en xantina y, a continuación, de esta en ácido úrico. 

La XOR pertenece a la familia de las molibdoflavoenzimas y tiene como cofactores una 

molibdoproteína (Mo-Co), dos centros hierro-azufre (Fe2-S2) y un grupo FAD. Existen dos formas 

interconvertibles de la XOR: la xantina deshidrogenasa (XDH) y la XO (Berry and Hare, 2004; 

Nishino et al., 2008). En condiciones fisiológicas, la forma predominante es la XDH, que reduce 

el NAD+ a NADH. La XO aparece como forma predominante en condiciones de estrés oxidativo 

o inflamación y utiliza el O2 como aceptor de electrones, dando lugar a la producción de ROS, 

principalmente O2·- y H2O2 (Incalza et al., 2018) (Figura 9). 

 

Figura 9. Esquema representativo de la reacción mediada por la xantina oxidasa. H2O2: peróxido de 
hidrógeno; O2: oxígeno molecular; O2·-: anión superóxido; XO: xantina oxidasa. Elaboración propia.  
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La XO es una fuente importante de estrés oxidativo en el sistema cardiovascular, aunque se 

expresa de forma mayoritaria en el hígado (Berry and Hare, 2004). La Ang II, las citoquinas 

proinflamatorias y la hipoxia inducen un aumento en la expresión de esta enzima (Berry and 

Hare, 2004; Landmesser et al., 2007). Se ha descrito, además, que un aumento del estrés 

oxidativo debido, por ejemplo, a la incrementada actividad de la NAD(P)H, da lugar a la 

activación de la XO, produciendo aún más cantidad de ROS (Landmesser et al., 2007). La 

actividad reductasa de la XO resulta en niveles elevados de ácido úrico y ROS, los cuales se 

asocian con el daño oxidativo en la pared vascular, con los cambios vasculares inflamatorios y 

proliferativos y con el desarrollo de patologías cardiovasculares como diabetes, aterosclerosis e 

hipertensión (Doehner and Landmesser, 2011; Schuchardt et al., 2017; Incalza et al., 2018). 

▪ ÓXIDO NÍTRICO SINTASA DESACOPLADA 

Como ya se ha comentado, la NOS es la enzima que, a partir de L-arginina, genera NO. El cofactor 

BH4, que deriva del trifosfato de guanosina (GTP) y es generado por la acción de la enzima GTP 

ciclohidrolasa-1 (GTPCH-1), es esencial para el correcto funcionamiento de las NOS, ya que 

aumenta la afinidad de estas por su sustrato, participa en la transferencia de electrones y 

estabiliza la formación de dímeros de NOS (Zhao et al., 2015b). Por ello, cuando los niveles de 

BH4 se reducen, se produce un desacoplamiento del dímero funcional de la enzima y se generan 

monómeros de NOS, lo que hace que se altere la actividad catalítica, dando lugar a lo que se 

conoce como NOS desacoplada. La NOS desacoplada no es capaz de llevar a cabo de manera 

correcta la reducción del O2, y genera O2·- en lugar de NO, lo que contribuye al aumento del 

estrés oxidativo (Zhao et al., 2015b). 

Uno de los factores que afectan a la biodisponibilidad de BH4 es el propio estrés oxidativo, 

generado, principalmente, por acción de la NAD(P)H oxidasa. Así, el O2·- producido por esta 

enzima interacciona con el NO dando lugar a la formación de ONOO-, que oxida BH4 a BH2, 

desestabilizando la NOS (Landmesser et al., 2003). Otro de los factores implicados en la 

reducción de los niveles de BH4 es la Ang II, que inhibe la GTPCH-1 (Zhang et al., 2012b).  

En resumen, la reducción en los niveles de BH4 da lugar al desacoplamiento de la eNOS y 

contribuye a la disminución de los niveles de NO, al aumento de la producción de ROS y a la 

disfunción endotelial. Niveles elevados de eNOS desacoplada se han descrito en modelos de 

enfermedades cardiovasculares como la hipertensión, la aterosclerosis o la diabetes 

(Förstermann and Li, 2011; Li and Förstermann, 2013; Youn et al., 2015; Wu et al., 2017).  

▪ MITOCONDRIAS  

Otra fuente celular muy importante de ROS son las mitocondrias. Estas producen energía en 

forma de ATP mediante un proceso que acopla la fosforilación oxidativa y la cadena de 

transporte de electrones a través de cinco complejos proteicos (complejos I-IV y complejo V o 

ATP sintasa), la coenzima Q y el citocromo C. El flujo de electrones a través de los diferentes 

complejos induce la liberación de protones al espacio intermembrana de las mitocondrias, lo 

que genera un gradiente electroquímico que permite, posteriormente, acoplar el 

restablecimiento de ese gradiente a la síntesis de ATP. En este proceso, el 1-2% del O2 total se 

reduce a O2·-, principalmente en los complejos I y III (Tang et al., 2014b).  
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Las ROS mitocondriales, cuando se producen en concentraciones fisiológicas, participan en la 

señalización celular regulando el crecimiento y la diferenciación celular, la apoptosis y la 

autofagia (Tang et al., 2014b; Incalza et al., 2018). Sin embargo, cuando hay un daño 

mitocondrial, generalmente relacionado con una disminución en la producción de ATP y una 

generación de niveles elevados de ROS, se produce la activación de vías inflamatorias. Se ha 

descrito que el daño mitocondrial se traduce en disfunción endotelial, contribuyendo así a la 

patogénesis de enfermedades cardiovasculares como hipertensión y aterosclerosis (Dikalova et 

al., 2010; Kattoor et al., 2017). Uno de los mecanismos por los cuales las ROS mitocondriales 

inducen disfunción endotelial viene determinado por su capacidad para inducir el 

desacoplamiento de la eNOS (Topal et al., 2006) o por la activación de la NAD(P)H oxidasa 

(Martínez-Revelles et al., 2013; Nazarewicz et al., 2013), generando así niveles aún más elevados 

de ROS.  

▪ OTRAS FUENTES DE ROS 

Estímulos inflamatorios como el LPS, IL-1β, Ang II o ET-1, inducen la expresión de COX-2 a nivel 

vascular, en muchos casos, por mecanismos en los que participan las ROS (Hernanz et al., 2004; 

Martín et al., 2012; Pérez-Girón et al., 2014; Palacios-Ramírez et al., 2019). Además, la COX-2 

puede provocar la producción de más ROS, generalmente a través de mecanismos que implican 

un aumento en los niveles de O2·-; así, a través de su actividad peroxidasa puede oxidar NAD(P)H 

generando O2·- a la vez que produce prostaglandinas (Wolin, 2000; Wu et al., 2011; Virdis et al., 

2013; Hernanz et al., 2014; Jurk et al., 2014; Kim and Shim, 2016). Por otra parte, los 

prostanoides derivados de COX-2 también pueden estimular la producción de ROS por otras 

fuentes celulares. En este sentido, se ha descrito que la inhibición o la supresión de COX-2 

conduce a una disminución del estrés oxidativo vascular, asociado, principalmente, a una 

reducción en la actividad y/o expresión de la NAD(P)H oxidasa (Félétou et al., 2011; Hernanz et 

al., 2014).  

El retículo endoplasmático (RE), un orgánulo multifuncional que regula el plegamiento de las 

proteínas, es también una fuente importante de ROS en el sistema cardiovascular. Durante dicho 

plegamiento se pueden producir O2·- y H2O2; si hay una alteración en el RE que hace que su 

capacidad para plegar y procesar las proteínas de nueva síntesis se vea comprometida, se puede 

generar lo que se conoce como estrés del RE (Hernanz et al., 2014; Ren et al., 2021). Alteraciones 

metabólicas, dislipidemia, inflamación o el propio estrés oxidativo, pueden dar lugar a estrés del 

RE (Ren et al., 2021). Una de las fuentes de estrés oxidativo del RE son las NAD(P)H oxidasas, 

concretamente la NOX2 y NOX4, que se encuentran presentes en la membrana interna del 

mismo (Hernanz et al., 2014; Ochoa et al., 2018). Además, el estrés oxidativo del RE puede 

estimular la producción de ROS por la mitocondria, que se encuentra estrechamente relacionada 

con este. Cuando se produce estrés del RE se liberan cantidades más elevadas de lo normal de 

calcio, el cual se transloca a la mitocondria produciendo despolarización de la membrana 

mitocondrial dando lugar a alteraciones en la cadena de transporte de electrones, e 

incrementando así la producción de ROS (Ochoa et al., 2018).  

Las ROS también pueden generarse como subproducto durante el paso de oxidación del ácido 

araquidónico por el citocromo P450 (Sato et al., 2011) y por las lipoxigenasas (Cho et al., 2011). 

La oxidación del AA por las lipoxigenasas da lugar a la generación de hidroperóxidos, que pueden 
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ser posteriormente reducidos a hidróxidos. Además, se ha visto que las lipoxigenasas producen 

ROS a través de la activación de las NOX (Cho et al., 2011; Cervantes-Gracia et al., 2017).  

3. ALTERACIONES DE LA PARED VASCULAR 

Las enfermedades cardiovasculares, en general, cursan con alteraciones funcionales, 

estructurales y mecánicas en los vasos sanguíneos. Entre las alteraciones estructurales y 

mecánicas de la pared vascular, se encuentran el remodelado y el incremento de la rigidez 

vascular, y dentro de las alteraciones funcionales destaca la disfunción endotelial. Algunos 

factores asociados al desarrollo de alteraciones en la pared vascular son los cambios en el flujo 

sanguíneo, el aumento en la producción y secreción de mediadores proinflamatorios y el estrés 

oxidativo (Touyz and Montezano, 2015).  

3.1. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 

Como hemos comentado, las células endoteliales producen una gran variedad de factores que 

participan en la regulación del tono vascular, en la adhesión celular, en la agregación 

plaquetaria, en la migración y la proliferación de las CMLV, en la inflamación y en el estrés 

oxidativo de la pared vascular, lo que las hace esenciales para el mantenimiento de la 

homeostasis vascular. Además, el endotelio participa en la defensa del organismo frente a 

microorganismos patógenos o daños (Konukoglu and Uzun, 2016; Xu et al., 2021). La disfunción 

endotelial se define como una reducida vasodilatación dependiente de endotelio originada por 

el desequilibrio entre la producción y/o la biodisponibilidad de factores vasodilatadores y 

vasoconstrictores, que va acompañada por la activación proinflamatoria y protrombótica del 

endotelio (Xu et al., 2021). 

Alteraciones hemodinámicas (alteraciones en las fuerzas mecánicas generadas por el flujo 

sanguíneo que circula por el interior de los vasos), un metabolismo lipídico alterado, el estrés 

oxidativo y la inflamación, son factores críticos que pueden a su vez alterar la función de las 

células endoteliales, dando lugar a la aparición de disfunción endotelial y contribuyendo así al 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la hipertensión, la aterosclerosis, la diabetes 

o la obesidad (Gimbrone and García-Cardeña, 2016; Konukoglu and Uzun, 2016; Shi and 

Vanhoutte, 2017). Además, la disfunción endotelial es un marcador pronóstico de eventos 

cardiovasculares en pacientes con enfermedades cardiovasculares (Ambrosino et al., 2022). 

La disfunción endotelial se caracteriza principalmente por una reducción en la liberación y/o en 

la biodisponibilidad de NO, directamente asociada esta última al aumento en la producción de 

O2·- (Landmesser et al., 2003; Brown and Griendling, 2015; Zhang et al., 2020; Xu et al., 2021). 

Como hemos comentado previamente, la formación de ONOO- por la interacción del O2
.- y el NO 

oxida al cofactor BH4 e induce el desacoplamiento de la eNOS, lo que provoca la producción de 

más O2·-. En este sentido, alteraciones en la actividad de la eNOS se han descrito en varias 

patologías cardiovasculares como aterosclerosis e hipertensión (Gliozzi et al., 2019; Griendling 

et al., 2021). Además, el tratamiento farmacológico con suplementos de BH4 mejora la 

disfunción endotelial en pacientes diabéticos, hipertensos o con hipercolesterolemia (Stroes et 

al., 1997; Heitzer et al., 2000; Higashi et al., 2002).  
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También los prostanoides vasoconstrictores derivados de COX-1 o COX-2 son mediadores 

responsables de la disfunción endotelial observada en diversas patologías cardiovasculares, en 

muchos casos asociada a un aumento en la expresión de COX-2 (Widlansky et al., 2003; Miyata 

et al., 2013; Muñoz et al., 2015; de Oliveira et al., 2021). Como se ha comentado anteriormente, 

el estrés oxidativo actúa como inductor de COX-2, aumentando la producción de prostanoides 

y de más ROS. Este círculo de retroalimentación positiva está estrechamente relacionado con 

patologías cardiovasculares (Félétou et al., 2011; Martínez-Revelles et al., 2013; Hernanz et al., 

2014).  

La disfunción endotelial favorece, a su vez, la inflamación vascular al inducir la producción y 

secreción de moléculas de adhesión como la molécula de adhesión vascular (VCAM-1), la 

molécula de adhesión intracelular (ICAM-1), MCP-1, citoquinas proinflamatorias, factores de 

crecimiento, ROS y agentes vasoconstrictores como Ang II, ET-1 y TXA2, las cuales también 

estimulan la producción de ROS (Konukoglu and Uzun, 2016; Xu et al., 2021). Además, 

mediadores proinflamatorios como TNF-α o IL-1β son capaces de estimular a las células 

endoteliales induciendo la secreción por parte de estas de más mediadores proinflamatorios y 

de ROS, contribuyendo así a la disfunción endotelial. Todo esto promueve la atracción de células 

del sistema inmune, la migración y proliferación de las CMLV y genera un estado de estrés 

oxidativo y de inflamación (Konukoglu and Uzun, 2016; Xu et al., 2021). 

3.2. REMODELADO VASCULAR 

El remodelado vascular se refiere a cambios en la estructura de la pared de los vasos sanguíneos 

que se generan en respuesta a lesiones, envejecimiento y a diversas enfermedades, con el fin 

de mantener un diámetro adecuado del lumen y una adecuada resistencia vascular. Este 

proceso, en el que se producen modificaciones en el grosor de la pared vascular y en el diámetro 

de la luz, es inicialmente adaptativo, pero puede convertirse en patológico e irreversible en caso 

de alteración sostenida (Jaminon et al., 2019; Xia et al., 2023). 

El remodelado vascular es un proceso sensible a estrés oxidativo, aunque también puede ser 

inducido por factores de crecimiento, citoquinas proinflamatorias, mediadores vasoactivos y 

estímulos hemodinámicos. Alteraciones en la estructura y la función de las CMLV, que pueden 

ser causadas por los factores anteriormente descritos, provocan un aumento en la migración y 

la proliferación celular, favoreciendo el desarrollo de hipertrofia y de remodelado vascular. 

Además, cambios en la composición de la MEC, como la degradación de alguno de sus 

componentes por acción de las MMP, también contribuyen al remodelado (Renna et al., 2013a; 

García-Redondo et al., 2016; Jaminon et al., 2019; Xia et al., 2023). 

El remodelado vascular puede producirse con o sin crecimiento celular. En función de esto, el 

remodelado se puede clasificar en remodelado hipertrófico, generalmente asociado con un 

aumento en el grosor de la capa media debido a un aumento en el crecimiento o en el número 

de células y/o a un incremento en la producción de componentes de la MEC, que conlleva un 

aumento en la relación media/luz; remodelado hipotrófico, asociado a una disminución en el 

número de células presentes en la pared vascular, que puede deberse a un aumento en la 

apoptosis celular, y que conlleva una disminución de la relación media/luz; y remodelado 

eutrófico, que se caracteriza por la reordenación de los componentes de la pared vascular, pero 
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que no conlleva ni aumento ni disminución en el número de células, aunque se produce un 

aumento en el grosor de la media y de la relación media/luz. A su vez, el remodelado vascular 

puede producirse hacia dentro (inward remodeling), caracterizado por una disminución del 

diámetro de los vasos, hacia fuera (outward remodeling), con un aumento del diámetro de los 

vasos, o compensado, asociado a vasos de tamaños similares (Laurent and Boutouyrie, 2015; 

Touyz and Montezano, 2015; García-Redondo et al., 2016). Las modificaciones en el grosor de 

la pared vascular y en la relación media/luz que se producen en el remodelado vascular son 

factores pronóstico de eventos cardiovasculares en patologías como la hipertensión, 

enfermedades renales o el cáncer (Rizzoni and Agabiti-Rosei, 2012; Chen et al., 2018; Tasoulas 

et al., 2018). 

Dependiendo del lecho vascular y de la patología, el remodelado puede ser de un tipo o de otro. 

Así, por ejemplo, el remodelado hipertrófico es característico de las arterias elásticas en el 

envejecimiento y en patologías cardiovasculares como la hipertensión (Aguado et al., 2015), la 

obesidad y la diabetes (Endemann et al., 2004; Briones et al., 2014), la aterosclerosis o la 

restenosis (Renna et al., 2013a; Jaminon et al., 2019). El remodelado eutrófico se relaciona con 

la hipertensión esencial (Schiffrin, 2004). Por su parte, el remodelado hipotrófico se ha 

observado en la hipertensión inducida por ouabaína (Briones et al., 2006) y en ratas SHR 

(Nørrelund et al., 1994).  

3.3. RIGIDEZ VASCULAR  

Como ya se ha comentado, la pared de los vasos está compuesta por varios tipos celulares 

embebidos en una matriz extracelular, que contribuyen a su rigidez intrínseca, resultante de la 

contribución individual de cada uno de estos componentes (Boutouyrie et al., 2021). El aumento 

de la rigidez vascular provocado por la acción de diferentes fuerzas modifica las propiedades 

del vaso, conlleva una distensibilidad arterial disminuida y desempeña un papel clave en la 

fisiopatología de las enfermedades cardiovasculares, contribuyendo al remodelado vascular 

característico de estas (Palombo and Kozakova, 2016; Boutouyrie et al., 2021).  

Las células vasculares producen y secretan componentes de la MEC que, además de 

proporcionar soporte estructural a los vasos, definen las propiedades mecánicas de los mismos. 

Alteraciones, tanto cualitativas como cuantitativas, en los componentes de la MEC (elastina, 

colágeno, proteínas de la MEC y MMP) son responsables, en parte, del aumento en la rigidez 

vascular. Entre los mecanismos implicados en el aumento de la rigidez está un incremento en la 

deposición de colágeno, que limita la elasticidad y la distensión de los vasos, y una degradación 

de las fibras de elastina por acción de las MMP, lo que disminuye la flexibilidad y extensibilidad 

de la pared vascular (Zieman et al., 2005; Vatner et al., 2021). Además de participar en las 

funciones mecánicas, los componentes de la MEC participan también en la regulación de la 

adhesión celular, la migración y la proliferación, contribuyendo al aumento de la rigidez vascular 

(Briones et al., 2010). Como se comentará a continuación, las CMLV, debido a su plasticidad 

fenotípica y su capacidad de producir y secretar componentes de la MEC, participan de forma 

importante en el aumento de la rigidez vascular (Lacolley et al., 2017).  
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3.4. CAMBIOS FENOTÍPICOS DE LAS CÉLULAS MUSCULARES LISAS 

VASCULARES 

Las CMLV mantienen la estructura y la función vascular y regulan el tono vascular, la presión 

sanguínea, la migración, la proliferación, el crecimiento celular (hiperplasia/hipertrofia), la 

apoptosis, la producción de componentes de la MEC, la fibrosis y la inflamación (Touyz et al., 

2018; Grootaert and Bennett, 2021). Estas células presentan una membrana rica en canales 

iónicos, uniones célula-célula y uniones célula-MEC, generando una muy buena comunicación 

entre las diferentes células y entre las células y la matriz extracelular, lo que permite realizar la 

función de contracción/relajación de manera coordinada. El aparato contráctil de las CMLV está 

constituido, fundamentalmente, por fibras de actina y miosina que atraviesan toda la célula. La 

contracción de las CMLV es regulada principalmente por el aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular y su estimulación puede deberse a diferentes factores como los péptidos 

vasoactivos Ang II, noradrenalina, ET-1, factores humorales como la acetilcolina, factores de 

crecimiento como PDGF o EGF, fuerzas mecánicas, citoquinas proinflamatorias o las ROS. La 

relajación de las CMLV tiene lugar cuando disminuyen los niveles de Ca2+ intracelular, ya sea por 

la recaptación de este en el retículo sarcoplásmico o por su salida al exterior celular (Touyz et 

al., 2018; Zhuge et al., 2020). 

Las CMLV son células muy dinámicas y con elevada plasticidad fenotípica, ya que tienen 

capacidad para diferenciarse y adquirir un fenotipo contráctil, o desdiferenciarse y adquirir lo 

que se conoce como fenotipo “sintético o proliferativo”; a este proceso se le denomina 

modulación fenotípica. El proceso de diferenciación-desdiferenciación de las CMLV es esencial 

para el desarrollo vascular, que engloba los cambios funcionales, estructurales y mecánicos que 

sufren estas células en función de los cambios en el entorno (Frismantiene et al., 2018). Así, en 

condiciones fisiológicas, las CMLV se encuentran en un estado diferenciado y presentan fenotipo 

contráctil; tienen forma fusiforme y se caracterizan por una baja tasa de migración y 

proliferación, y por la expresión de proteínas contráctiles específicas como α-actina del músculo 

liso (α-SMA), la miosina de cadena pesada del músculo liso (SM-MHC) y la calponina. Estas 

células, además, producen y secretan componentes de la MEC como elastina, colágeno y 

proteoglicanos, y mediadores proinflamatorios (Allahverdian et al., 2018; Frismantiene et al., 

2018; Basatemur et al., 2019). Bajo condiciones de estrés, las CMLV pueden sufrir una 

desdiferenciación y pasan a tener un fenotipo sintético o proliferativo, que se caracteriza por 

una elevada tasa de migración y proliferación, una menor expresión de marcadores contráctiles 

específicos y una mayor producción de citoquinas proinflamatorias y de componentes de la MEC 

como colágeno y MMP, lo que facilita la migración de estas células (Allahverdian et al., 2018; 

Frismantiene et al., 2018; Basatemur et al., 2019). 

Las CMLV contráctiles pueden pasar a un fenotipo sintético para participar en procesos de 

reparación tisular. Una vez finalizada la reparación, las CMLV recuperan su fenotipo contráctil 

no proliferante, de manera que la desdiferenciación de las CMLV es un proceso reversible 

(Frismantiene et al., 2018). En este sentido, se ha observado una disminución transitoria de la 

expresión de proteínas contráctiles después de un daño vascular, pero la expresión de estas 

proteínas vuelve a hacerse presente cuando el daño ha sido reparado (Owens, 1995; 

Frismantiene et al., 2018; Basatemur et al., 2019; Grootaert and Bennett, 2021).  



 

69 

 

 INTRODUCCIÓN 

La modulación del fenotipo de las CMLV es llevada a cabo por diferentes factores. A nivel 

transcripcional, el factor de respuesta sérica (SRF) es el principal regulador de la modulación 

fenotípica de las CMLV que, junto con su cofactor, la miocardina (MYOCD), aumentan la 

expresión de genes como α-SMA, SM-MHC y calponina, controlando así la diferenciación de 

estas células (Zhou et al., 2017; Frismantiene et al., 2018). Otro factor importante es el factor 4 

similar a Krüppel (KLF4), que reprime la expresión de genes implicados en la diferenciación y en 

la contracción de las CMLV, por lo que induce su desdiferenciación (Shankman et al., 2015; 

Frismantiene et al., 2018); de hecho, uno de los mecanismos a través de los cuales KLF4 reprime 

la diferenciación de las CMLV es a través de la inhibición de la expresión de MYOCD, lo que 

impide la interacción de esta con SRF (Liu et al., 2005). Citoquinas proinflamatorias como IL-1 y 

TNF-α, factores de crecimiento como PDGF, factores de transcripción como NF-κB y AP-1, 

proteínas de la MEC o la heparina, también regulan la modulación fenotípica de las CMLV 

induciendo un fenotipo sintético (Basatemur et al., 2019).  

Otro factor importante que participa en la regulación del fenotipo de las CMLV son las ROS 

(Badran et al., 2020). Así, niveles elevados de ROS contribuyen a la desdiferenciación de estas 

células dando lugar a CMLV con fenotipo sintético. En este sentido, se ha descrito que la 

activación de NF-κB, debida a la acción de las ROS, induce un aumento de expresión de 

marcadores de fenotipo desdiferenciado a través de la inhibición de MYOCD (Tang et al., 2008). 

Asimismo, una aumentada actividad de NOX1 por acción de estímulos prooxidantes como Ang 

II, PDGF o IL-1β, promueve la activación de vías de señalización intracelular que reducen la 

expresión de marcadores contráctiles e inducen el aumento en la migración y proliferación de 

las CMLV, procesos implicados en la desdiferenciación (Lee et al., 2009; Brown and Griendling, 

2015; Zhao et al., 2015a; Aguado et al., 2016) (Figura 10). Por otra parte, una actividad 

aumentada de NOX4, que puede deberse a la acción de TGF-β o MAPK como p38, y que produce 

principalmente H2O2, contribuye al mantenimiento del estado diferenciado y contráctil de las 

CMLV, ya que induce la activación del factor de transcripción SRF, dando lugar a la expresión de 

marcadores contráctiles específicos de estas células (Clempus et al., 2007; Brown and 

Griendling, 2015).  

 

Figura 10. Modulación fenotípica de las CMLV. Ang II: angiotensina II; AP-1: proteína activadora-1; CMLV: 
célula muscular lisa vascular; ET-1: endotelina-1; IL-1β: interleuquina-1β; KLF4: factor 4 similar a Krüppel; 
MYOCD: miocardina; NF-κB: factor nuclear activador de la transcripción de la cadena ligera κ de linfocitos 
B; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; SM-MHC: miosina de cadena pesada del músculo 
liso; α-SMA: α-actina del músculo liso. Adaptada de Basatemur et al., 2018. Creada con BioRender. 
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En situaciones fisiológicas, la desdiferenciación de las CMLV se produce de manera reversible y 

a un ritmo bajo, lo que garantiza la continua renovación de la pared vascular o la reparación del 

tejido dañado en caso de lesión (Owens, 1995; Frismantiene et al., 2018). Sin embargo, bajo 

condiciones de estrés sostenido o en situaciones patológicas, donde hay una alteración en el 

flujo sanguíneo, en los niveles de mediadores vasoactivos o un aumento en la producción de 

ROS o de la inflamación, se producen alteraciones en los mecanismos de regulación de la 

transición fenotípica, dando lugar a la adopción persistente por parte de las CMLV del fenotipo 

sintético, contribuyendo así al aumento de rigidez, al remodelado y a la disfunción vascular 

característicos de patologías cardiovasculares (Lacolley et al., 2017; Brown et al., 2018; 

Frismantiene et al., 2018; Touyz et al., 2018; Basatemur et al., 2019; Jaminon et al., 2019).  

3.4.1. Migración y proliferación celular 

La migración de las CMLV desempeña un papel importante en la formación y la reparación de 

los vasos. Es un proceso que implica la activación del citoesqueleto para permitir la contracción 

celular, la formación y disolución de adhesiones focales entre las células y la degradación de 

diversos componentes de la MEC. Así, tras un daño vascular, que generalmente se relaciona con 

niveles aumentados de ROS, se produce un aumento de expresión del factor de crecimiento 

PDGF y la activación de las GTPasas Rho y Rac, implicadas en la polimerización de la actina y en 

la formación de adhesiones focales, respectivamente (Heo and Campbell, 2005; Gerthoffer, 

2007; Aghajanian et al., 2009). Además, estas GTPasas participan en la activación de diferentes 

NOX, principalmente NOX1 y NOX2, lo que induce un aumento aun mayor de las ROS (Acevedo 

and González-Billault, 2018). Se ha descrito que las ROS, a través de la vía Akt/NF-κB, activan las 

MMP, proteínas que intervienen en la degradación de los componentes de la MEC permitiendo 

así la migración celular (Lee et al., 2008; Zhong et al., 2014; Sun et al., 2016). La migración celular, 

cuando se produce de manera descontrolada, contribuye al desarrollo de patologías 

cardiovasculares (Shi et al., 2020). 

Por otro lado, la proliferación celular es un proceso importante durante la cicatrización y la 

reparación de heridas; sin embargo, una proliferación celular excesiva de las CMLV contribuye a 

la aparición de patologías cardiovasculares (Owens, 1995; Shi et al., 2020). Diversos mecanismos 

participan en la inducción de la proliferación. Así, factores de crecimiento como PDGF, en parte 

a través de ROS, inducen la activación de la vía de señalización Src/PI3K/Akt. PI3K 

(fosfatidilinositol-3-quinasa) fosforila PIP2 dando lugar a PIP3, proceso que puede ser revertido 

por la fosfatasa de PIP3, PTEN, que es inhibida por ROS; Akt, una vez activada por acción de PIP3, 

puede formar complejos con las p38 MAPK, sensibles a ROS, lo que induce la activación de NF-

κB y AP-1, dando lugar a la regulación de la proliferación celular (Brown and Griendling, 2015). 

También se ha visto que la actividad incrementada de NOX1 estimulada por Ang II participa en 

el aumento de la proliferación de las CMLV, lo que puede acabar generando hipertrofia vascular 

(Dikalova et al., 2005). 

4. Nrf2 

Como se ha comentado, existen diversos mecanismos antioxidantes, como la SOD, catalasa, GPx, 

TRx, ácido ascórbico, que se encargan de mantener un equilibrio entre la producción de ROS y 

su eliminación (Brown and Griendling, 2015; Dubois-Deruy et al., 2020). Otro importante 
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sistema antioxidante es el factor de transcripción sensible a estrés oxidativo Nrf2, el cual activa 

la transcripción de genes que presentan en su promotor una secuencia de respuesta a 

antioxidantes (ARE) y que codifican para proteínas antioxidantes como la hemoxigenasa-1 (HO-

1), la NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), la GPx, la TRx, la SOD o la catalasa. Nrf2 está 

codificado por el gen NFE2L2, tiene una vida media corta, de entre 15 y 40 minutos dependiendo 

del tipo celular, y se expresa de manera constitutiva en una gran variedad de tejidos, incluyendo 

el sistema cardiovascular, aunque los niveles de este factor de transcripción pueden variar en 

función del tipo celular (Yamamoto et al., 2018; Lee and Hu, 2020; Crisman et al., 2023).  

Nrf2 es un miembro de la familia de factores de transcripción de dominio básico y cremallera de 

leucina (bZIP) y pertenece a la subfamilia “cap´n collar” (CNC). Es una proteína constituida por 

605 residuos de aminoácidos muy conservados entre las diferentes especies. El peso molecular 

de la proteína de Nrf2 es de 66 kDa; sin embargo, su movilidad electroforética indica un peso 

molecular de entre de 96-118 kDa, lo que se debe a la abundancia de residuos ácidos presentes 

en su estructura y a la susceptibilidad que tiene este factor de transcripción de sufrir 

modificaciones postraduccionales como, por ejemplo, fosforilaciones (Lau et al., 2013; Silva-Islas 

and Maldonado, 2018; Shaw and Chattopadhyay, 2020; Ulasov et al., 2022). Nrf2 presenta siete 

dominios funcionales, Neh1-Neh7 (dominios Nrf2 con homología ECH). Neh1 contiene un 

motivo básico de cremallera de leucina (bZIP/CNC) y es el responsable de la unión de este factor 

de transcripción al ADN al interaccionar con las secuencias ARE o las secuencias de respuesta a 

compuestos electrofílicos (EpRE). Es además el encargado de la heterodimerización de Nrf2 con 

las proteínas MAF (fibrosarcoma aponeurótico muscular) pequeñas, sMAF, interacción que es 

indispensable para que se produzca la unión al ADN. Neh2 es el dominio de interacción con 

Keap1 (proteína 1 asociada a ECH tipo Kelch), el regulador negativo de Nrf2 presente en el 

citoplasma. La unión Nrf2-Keap1 es posible gracias a dos motivos presentes en este dominio 

Neh2: el motivo de unión de alta afinidad ETGE (“bisagra”) y el motivo de unión de baja afinidad 

DLG (“pestillo”). El dominio Neh2 presenta también residuos de lisina, que actúan como 

sustratos para la ubiquitinación de Nrf2 y la degradación por la vía del proteasoma (Ulasov et 

al., 2022). El dominio Neh3 se encuentra en el extremo C-terminal (CTR) de Nrf2 y, junto con los 

dominios Neh4 y Neh5, su función es la transactivación o activación transcripcional de este 

factor de transcripción, acción que se lleva a cabo a través de su unión a la proteína helicasa con 

cromodominio de unión a ADN 6 (CHD6). Los dominios Neh4 y Neh5 interaccionan con los 

diferentes cofactores necesarios para la activación de Nrf2, como la proteína CBP [proteína de 

unión a CREB (proteína de respuesta a adenosín monofosfato cíclico, AMPc)] o la proteína p300, 

ambas proteínas modificadoras de histonas que acetilan Nrf2 potenciando así su actividad. El 

dominio Neh6 es un dominio rico en serina implicado en la regulación negativa de Nrf2 

independiente de Keap1, mediante la modulación de la fosforilación de dos motivos muy 

conservados, DSGIS y DSAPGS, y la interacción con la proteína E3 ubiquitina ligasa de 

reconocimiento de β-Transducina (β-TrCP). El dominio Neh7 también está implicado en la 

regulación negativa de Nrf2 mediante la interacción y la activación del receptor X de retinoides 

α (RXR α) (Silva-Islas and Maldonado, 2018; Tonelli et al., 2018; He et al., 2020; Ulasov et al., 

2022). Además, Nrf2 contiene unas secuencias que regulan su localización subcelular, tres 

secuencias de localización nuclear (NLS) presentes en los dominios Neh1, Neh2 y Neh3, y dos 

secuencias de exportación nuclear (NES), presentes en los dominios Neh1 y Neh5 (Ulasov et al., 

2022) (Figura 11). 
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Figura 11. Dominios estructurales proteicos de Nrf2 (Neh1-Neh7). ARE: elementos de respuesta a 
antioxidantes; EpRE: elementos de respuesta a compuestos electrofílicos; Neh1: dominio de interacción 
con las proteínas sMAF y al ADN; Neh2: dominio de unión a Keap1; Neh3: dominio de transactivación; 
Neh4 y Neh5: dominios de transactivación; Neh6: dominio de regulación negativa de Nrf2; Neh7: dominio 
de interacción con el receptor RXRα; NES: secuencias de exportación nuclea; NLS: secuencias de 
localización nuclear. Adaptada de Ulasov et al., 2022.  

En condiciones fisiológicas, los niveles de Nrf2 no son muy elevados, puesto que se encuentra 

en el citosol unido a un dímero de su proteína represora Keap1, que induce la ubiquitinación de 

Nrf2, marcándolo así para su degradación por el proteasoma 26S (Yamamoto et al., 2018). 

Keap1 es una proteína de 627 aminoácidos constituida por cinco dominios: un dominio N-

terminal (NTR), un dominio BTB (Broad complex, Tramtrack, Bric à Brac), un dominio intermedio 

(IVR), un dominio de dobles repeticiones de glicinia (DGR) y un dominio CTR (Lee and Hu, 2020). 

El dominio BTB participa en la homodimerización de Keap1 necesaria para el reconocimiento de 

Nrf2, y contribuye a la interacción con el complejo CRL [Cul3-Rbx-1 (proteína Ring Box 1)-E3 

ubiquitina ligasa] implicado en la ubiquitinación de Nrf2. El dominio IVR, que se localiza entre 

los dominios BTB y DGR, presenta un número alto de residuos de cisteína y actúa como sensor 

de estrés oxidativo. Este dominio contribuye también a la interacción entre Keap1 y el complejo 

CRL (Lee and Hu, 2020). El dominio IVR presenta, además, una secuencia consenso de 

exportación nuclear importante para la localización de Keap1 en el citosol (Bellezza et al., 2018). 

El dominio DGR, que presenta 6 repeticiones del motivo Kelch, junto con el dominio CTR, son 

los encargados de la interacción con Nrf2 gracias a su unión a los motivos ETGE y DLG del 

dominio Neh2 de este factor de transcripción (Lee and Hu, 2020) (Figura 12). 

 

Figura 12. Dominios estructurales proteicos de Keap1. BTB: Broad complex, Tramtrack, Bric à Brac, 
dominio de homodimerización y unión con el complejo CRL; CTR: extremo C-terminal; DGR: dominio rico 
en repeticiones de glicina y de unión a Nrf2; IVR: región intermedia, sensor redox; NES: secuencias de 
exportación nuclear; NES: secuencias de exportación nuclea; NTR: extremo N-terminal. Adaptada de 
Ulasov et al., 2022.  
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4.1. MECANISMO DE ACCIÓN DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN Nrf2/ARE 

En condiciones fisiológicas, el homodímero de Keap1 presente en el citoplasma interacciona, a 

través de los motivos Kelch del dominio DGR, con el dominio Neh2 del factor de transcripción 

Nrf2. Por un lado, Nrf2 interacciona con uno de los dos miembros del homodímero de Keap1 a 

través del motivo ETGE, generando lo que se conoce como “conformación abierta” del 

homodímero de Keap1. Por otro lado, la interacción de Nrf2 con el otro miembro del 

homodímero se produce a través del motivo DLG, dando lugar a lo que se conoce como 

“conformación cerrada” (Dinkova-Kostova et al., 2017; Baird and Yamamoto, 2020). Análisis por 

resonancia magnética nuclear de la interacción Keap1-Nrf2 han revelado que los motivos ETGE 

y DLG de Nrf2 tienen sitios de unión solapados en una misma molécula de Keap1, lo que sugiere 

que cada motivo puede unirse a un sitio similar en cada miembro del dímero de Keap1 (Tong et 

al., 2006). Cuando se genera la conformación cerrada del homodímero de Keap1 es cuando se 

produce la interacción con el complejo CRL, dando lugar a la poliubiquitinación de Nrf2 en varios 

residuos de lisina presentes en el dominio Neh2 y a la consiguiente degradación del mismo por 

la vía del proteasoma 26S (Figura 13a) (Dinkova-Kostova et al., 2017; Baird and Yamamoto, 

2020). Una vez degradado Nrf2, los dímeros de Keap1 libres pueden unirse a otras proteínas de 

Nrf2, lo que permite la regulación y el mantenimiento de niveles bajos de este factor de 

transcripción en el citosol (Dinkova-Kostova et al., 2017; Baird and Yamamoto, 2020).  

Keap1 contiene varios residuos de cisteína que actúan como sensores redox. La Cys151 en el 

dominio BTB, las Cys226, Cys273 y Cys288 en el dominio IVR y la Cys613 en el dominio DGR son 

altamente reactivas y susceptibles de sufrir modificaciones. Algunas de las cisteínas, además, 

están localizadas al lado de aminoácidos más básicos, lo que les hace ser más reactivas 

(Yamamoto et al., 2008; Baird and Yamamoto, 2020; Crisman et al., 2023). En condiciones de 

estrés oxidativo o en presencia de compuestos electrofílicos, se producen modificaciones en los 

residuos de cisteína del dominio BTB o del dominio IVR que inducen un cambio conformacional 

de Keap1 dando lugar a la ruptura de la interacción de este con Nrf2 y/o con el complejo CRL, 

permitiendo así la activación del factor de transcripción Nrf2. Esta vía de activación de Nrf2 se 

conoce como vía de activación canónica de Nrf2 y se han propuesto dos modelos para 

explicarla: 1) el modelo de disociación del complejo CRL, en el que las ROS y las especies 

electrofílicas inducen un cambio conformacional de Keap1 que impide la interacción de este con 

el complejo CRL y, por lo tanto, evita la ubiquitinación y degradación por el proteasoma de Nrf2 

(Figura 13b) y 2) el modelo “bisagra-pestillo”, en el cual el cambio conformacional de Keap1 

inducido por ROS hace que Nrf2 deje de interaccionar con este a través de los motivos DLG 

(“pestillo”), aunque se mantenga la interacción a través de los motivos ETGE (“bisagra”). Este 

cambio conformacional también impide la interacción con el complejo CRL, e inhibe la 

ubiquitinación de Nrf2 (Figura 13c) (Dinkova-Kostova et al., 2017; Baird and Yamamoto, 2020; 

Horie et al., 2021; Crisman et al., 2023). En ambos modelos, Keap1 se inactiva y, en 

consecuencia, las proteínas de Nrf2 recién sintetizadas quedan libres en el citoplasma y se 

translocan al núcleo, donde afectan a la expresión de casi 500 genes (Bellezza et al., 2018; 

Crisman et al., 2023). Existen otros mecanismos que regulan la activación de Nrf2 y que se 

expondrán más adelante. 
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Figura 13. Modelos de interacción de Keap1 y Nrf2. (a) Interacción Nrf2-Keap1 en condiciones 
fisiológicas. (b) Inhibición de la interacción de Keap1 con el complejo CRL (modelo de disociación del 
complejo CRL). (c) Disociación parcial de Nrf2 del inhibidor Keap1 (modelo “bisagra-pestillo”). ARE: 
elementos de respuesta a antioxidantes; ROS: especies reactivas de oxígeno; sMAF: proteínas MAF 
pequeñas. El complejo CRL aparece representado como E3-Rbx1-Cul3. Elaboración propia.  

Una vez se encuentra en el núcleo, Nrf2 forma heterodímeros con las proteínas de la familia 

sMAF que incluyen MafF, MafG y MafK, siendo esta unión indispensable para que este factor de 

transcripción reconozca a las secuencias ARE o EpRE presentes en los promotores de los genes 

de respuesta antioxidante (Yamamoto et al., 2018). Las proteínas sMAF pueden formar 

homodímeros, pero estos carecen del dominio de transactivación necesario para poder llevar a 

cabo su acción, por lo que funcionan como represores transcripcionales. Es por esto que las 
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proteínas sMAF han de formar los heterodímeros con Nrf2 (Yamamoto et al., 2018; Liu et al., 

2022). La unión del dímero Nrf2/sMAF con las secuencias ARE/EpRE da lugar a la activación de 

la transcripción de genes que codifican para proteínas implicadas en mecanismos de defensa 

antioxidante, entre las que destacan las enzimas de detoxificación de fase II como la NQO1, la 

glutatión S transferasa (GST) o la UDP glucuronosiltransferasa (UGT), las proteínas de respuesta 

a estrés como la HO-1 (Drummond et al., 2019) y enzimas antioxidantes como TRx, SOD1 y 2, 

GPx, glutation reductasa (GR) o catalasa, entre otras (Yamamoto et al., 2018). La activación del 

factor de transcripción Nrf2 también puede actuar sobre el promotor del propio gen de Nrf2, ya 

que este posee secuencias ARE, lo que daría lugar a un ciclo de retroalimentación positiva en el 

cual Nrf2 activa su propia transcripción (Liu et al., 2022).  

 

4.2. OTROS MECANISMOS DE REGULACIÓN DEL FACTOR DE 

TRANSCRIPCIÓN Nrf2 

Las vías no canónicas de activación de Nrf2 incluyen modificaciones traduccionales, 

postraduccionales o por microRNAs, entre otros mecanismos (Tonelli et al., 2018; Shaw and 

Chattopadhyay, 2020) (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Esquema de los diferentes mecanismos de regulación del factor de transcripción Nrf2. ARE: 
elemento de respuesta a antioxidantes; Bach1: factor de transcripción con homología a BTB y CNC1; 
CBP/p300: proteína de unión a CREB/p300; ERK: quinasa regulada por señales extracelulares; GPx: 
glutation peroxidasa; GSK-3β: glucógeno sintasa quinasa-3β; HDAC3: histona desacetilasa 3; HO-1: 
hemoxigenasa-1; JNK: quinasa c-Jun N-terminal; Keap1: proteína 1 asociada a ECH tipo Kelch; MAPK: 
proteínas quinasas activadas por mitógenos; MOF: histona H4 lisina 16 acetiltransferasa; NF-κB: factor 
nuclear activador de la transcripción de la cadena ligera κ de linfocitos B; NQO1: NAD(P)H quinona 
oxidorreductasa 1; Nrf2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2; PI3K: fosfatidilinositol 3-
quinasa; PKC: proteína quinasa C; ROS: especies reactivas de oxígeno; sMAF: fibrosarcoma aponeurótico 
muscular pequeño; SOD: superóxido dismutasa; SQSTM1/p62: sequestosoma. Adaptada de Tonelli et al., 
2018. 
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La chaperona o proteína adaptadora de la autofagia p62 (también conocida como sequestosoma 

1, SQSTM1) reconoce proteínas ubiquitinadas como Keap1 (Jiang et al., 2015; Baird and 

Yamamoto, 2020). p62 actúa como represora de Keap1 a través de dos mecanismos. En el 

primero de ellos, p62 interacciona directamente con Keap1 gracias al motivo STGE de su dominio 

KIR (región de interacción con Keap1), inhibiendo de manera competitiva la unión de Nrf2 a 

Keap1 a través de los motivos DLG (Figura 15). Esto impide la ubiquitinación de Nrf2 y, por lo 

tanto, inhibe su degradación por la vía del proteasoma. Además, niveles elevados de p62 pueden 

interrumpir las uniones entre Keap1 y los motivos ETGE de Nrf2 (Horie et al., 2021; Liu et al., 

2022). El segundo mecanismo conlleva la degradación de Keap1. En este caso, la interacción 

p62-Keap1 induce el transporte de Keap1 hasta los autofagosomas donde va a ser degradado 

por autofagia (Jiang et al., 2015; Horie et al., 2021; Liu et al., 2022). 

 

 

Figura 15. Regulación de Nrf2 por la proteína reguladora de la autofagia p62. ARE: elementos de 
respuesta a antioxidantes; sMAF: proteínas MAF pequeñas. El complejo CRL aparece representado como 
E3-Rbx1-Cul3. Elaboración propia.  

Otra proteína capaz de regular la activación de Nrf2 es la proteína inhibidora de la quinasa 

dependiente de ciclinas (CDK) p21, que interacciona con el motivo DLG de este factor de 

transcripción, impidiendo su unión a Keap1. Esta interacción p21-Nrf2 no afecta a la unión 

Keap1-Nrf2 a través del motivo ETGE, pero inhibe la ubiquitinación de Nrf2 dando lugar a su 

estabilización (Chen et al., 2009; Silva-Islas and Maldonado, 2018; Tonelli et al., 2018) (Figura 

14). 

También la fosforilación en el dominio Neh2 de Nrf2 regula la actividad del factor de 

transcripción al modificar su interacción con el represor Keap1 (Liu et al., 2021). Así, PKC fosforila 

residuos de serina presentes en el dominio Neh2 e induce la liberación de Keap1 (Huang et al., 

2002), siendo este uno de los mecanismos de acción de terbutilhidroquinona (tBHQ), un 

activador sintético de Nrf2 (Huang et al., 2000). La fosforilación de Nrf2 por miembros de la 

familia de las MAPK, como ERK y JNK, también provoca la liberación de Nrf2 de Keap1. Por otro 

lado, la fosforilación de Nrf2 por p38 puede reducir la estabilidad de este factor de transcripción 

o inducir la activación del mismo (Shaw and Chattopadhyay, 2020; Liu et al., 2021) (Figura 14). 

Existen también mecanismos de regulación de Nrf2 independientes de Keap1. Uno de ellos es 

la regulación negativa de Nrf2 por la proteína β-TrCP. El dominio Neh6 de Nrf2 contiene dos 
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motivos muy conservados, DSGIS y DSAPGS, que presentan repeticiones de β-transducina, lo 

que permite su interacción con la proteína β-TrCP, la cual, a su vez, interacciona con el complejo 

E3 ubiquitina ligasa Skp1-Cul1-F-box (SCF), dando lugar a la ubiquitinación de Nrf2 y a su 

degradación por la vía del proteasoma (Hayes et al., 2015; He et al., 2020) (Figura 16). La 

fosforilación de DSGIS por GSK-3β aumenta la afinidad de β-TrCP por Nrf2, estimulando así la 

degradación del factor de transcripción (Chowdhry et al., 2013; Hayes et al., 2015; Liu et al., 

2021). GSK-3β es inhibida mediante su fosforilación por Akt tras la activación de la vía PI3K/Akt 

por diversos factores, regulando esta vía la actividad de Nrf2 de manera positiva (Hayes et al., 

2015; He et al., 2020; Liu et al., 2021). 

 

 

Figura 16. Regulación de Nrf2 por GSK-3β. Regulación de Nrf2 por fosforilación por la quinasa GSK-3β. El 
complejo SCF aparece representado como Skp1-Cul1. Elaboración propia.  

Otros mecanismos postraduccionales de regulación de Nrf2 modulan su traslocación al núcleo y 

la unión al ADN. Así, la acetilación de Nrf2 por la histona acetiltransferasa MOF induce la 

acumulación en el núcleo de este factor y su acetilación por CBP/p300 potencia su unión al ADN 

(Shaw and Chattopadhyay, 2020). Este proceso puede ser regulado de manera negativa 

mediante la desacetilación de Nrf2 por HDAC3 (histona desacetilasa 3) que puede ser activada 

por NF-κB, entre otros (Bellezza et al., 2018; Shaw and Chattopadhyay, 2020) (Figura 14). 

Otro de los mecanismos implicados en la regulación de Nrf2, que interfiere con la unión de este 

al ADN, es el llevado a cabo por Bach1 (factor de transcripción con homología a BTB y CNC1). 

Bach1, al igual que Nrf2, es miembro de la familia de factores de transcripción bZIP y pertenece 

a la subfamilia CNC. También, al igual que Nrf2, Bach1 puede formar heterodímeros con las 

proteínas sMAF, lo que le permite unirse a las secuencias ARE presentes en los promotores de 

genes de respuesta antioxidante, donde actúa como represor transcripcional inhibiendo la 

expresión de estos genes (Reichard et al., 2007; Kaspar and Jaiswal, 2010; Liu et al., 2022). Así, 

Bach1 es uno de los principales reguladores negativos de Nrf2, con quien compite a dos niveles: 

1) por la unión a las proteínas sMAF; 2) una vez consigue formar heterodímeros con las proteínas 

sMAF, compite con los heterodímeros Nrf2-sMAF por la unión a las secuencias ARE del ADN. 

Bajo condiciones de estrés oxidativo, se produce un aumento de los grupos hemo, lo que induce 

la translocación de Bach1 desde el núcleo al citoplasma, ya que participa en el metabolismo de 

dichos grupos; así, libera a las proteínas sMAF, que pueden interaccionar con Nrf2 para formar 

heterodímeros y unirse a las secuencias ARE del ADN, incrementando su actividad (Shaw and 

Chattopadhyay, 2020; Liu et al., 2022) (Figura 14). 
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Además, la expresión de Nrf2 también puede estar regulada por otros factores de transcripción. 

En este sentido, NF-κB, activado por citoquinas proinflamatorias, puede inducir Nrf2 como 

mecanismo antiinflamatorio (Figura 14). Por otro lado, la activación de Nrf2 provoca la inhibición 

de NF-κB, generando un ciclo de retroalimentación negativa entre estos dos factores de 

transcripción (Buelna-Chontal and Zazueta, 2013; Ahmed et al., 2017). Otros factores de 

transcripción que pueden regular la expresión de Nrf2 son c-Jun (AP-1), c-Myc, PPRγ, p53 y el 

propio Nrf2 (Silva-Islas and Maldonado, 2018).  

Por otra parte, la expresión proteica de Nrf2 también puede ser regulada por microARNs 

(miARN) (Figura 14). Los miARN son ARN no codificantes monocatenarios y endógenos con una 

longitud media de 22 nucleótidos que se unen al ARN mensajero induciendo su desestabilización 

y, por consiguiente, inhibiendo la traducción de proteínas (He et al., 2020; Padmavathi and 

Ramkumar, 2021). La sobreexpresión de algunos microARN como miR-27a, miR-28, miR-34a, 

miR-142-5p, miR-144 o miR-153, ya sea de forma individual o en grupo, puede reducir los niveles 

de ARNm y proteína de Nrf2 (He et al., 2020). Por otra parte, otros miARN como miR 24-3p o 

miR 200a inducen la degradación del ARNm de Keap1, lo que aumenta la activación de Nrf2 (He 

et al., 2020 Padmavathi and Ramkumar, 2021). 

4.3. SUSTANCIAS REGULADORAS DE Nrf2 

Muchos de los compuestos que activan Nrf2 son compuestos electrofílicos que modifican de 

manera covalente los residuos de cisteína presentes en Keap1 (principalmente los residuos 

Cys151, Cys273 y Cys288), lo que impide su unión a Nrf2. Estos compuestos electrofílicos pueden 

ser reguladores farmacológicos sintéticos o naturales (Robledinos-Antón et al., 2019; Yagishita 

et al., 2020). Entre los compuestos naturales cabe destacar el sulforafano, la curcumina, el 

resveratrol o la quercetina. El sulforafano, un isotiocianato presente en las plantas crucíferas, y 

la curcumina, un polifenol procedente de la cúrcuma, se han sugerido como protectores en 

enfermedades que cursan con estrés oxidativo, como algunas enfermedades cardiovasculares o 

enfermedades neurodegenerativas en modelos de roedores, debido a su capacidad para activar 

Nrf2 (Robledinos-Antón et al., 2019; Yagishita et al., 2020). El resveratrol, por su parte, es un 

compuesto polifenólico presente en las uvas, el vino o la soja, entre otros, y es conocido tanto 

por sus propiedades antioxidantes como antiinflamatorias debidas, en gran parte, a la activación 

del factor de transcripción Nrf2 (Breuss et al., 2019). El itaconato, metabolito intermedio aislado 

del ciclo del ácido tricarboxílico, y algunos otros compuestos como el dietil-malato y el NO, 

también son compuestos de origen natural capaces de activar Nrf2 (Mills et al., 2018; 

Robledinos-Antón et al., 2019). 

Aparte de los compuestos naturales, existe una gran variedad de compuestos sintéticos que 

actúan como activadores electrofílicos de Nrf2. Uno de los más importantes es el éster de ácido 

fumárico conocido como dimetilfumarato (DMF), que es casi completamente transformado en 

el derivado monometilfumarato (MMF) por acción de las esterasas intestinales. Ambos pueden 

interaccionar con el residuo Cys151 de Keap1, lo que induce la inactivación de este e inhibe su 

interacción con el complejo E3 ubiquitina ligasa dando lugar a la activación de Nrf2 (Brennan et 

al., 2015; Yagishita et al., 2020; Crisman et al., 2023). El mismo mecanismo tiene oltipraz (4-

metil-5-(pirazin-2-il)-3H-1,2-ditiol-3-tiona), otro activador sintético de Nrf2, que induce el 

aumento de la biosíntesis de glutation (GSH) y de enzimas de detoxificación de fase II como 
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NQO1 (Kensler et al., 2003; Robledinos-Antón et al., 2019). Otro activador de Nrf2 es la 

bardoxolona, también conocida como CDDO (ácido 2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9 (11)-dien-28-

oico). CDDO es un compuesto triterpenoide pentacíclico sintético derivado del ácido oleanólico 

que también interacciona con la Cys151 de Keap1. En este caso, Keap1 y Nrf2 se mantienen 

unidos, lo que impide la unión de Keap1 a las moléculas de Nrf2 de nueva síntesis, y permite que 

estas se transloquen al núcleo (Cleasby et al., 2014). Este fármaco y sus derivados, los 

triterpenoides sintéticos procedentes del ácido oleanólico como CDDO-Metil (Bardoxolona 

metil) o CDDO-Imidazol (Bardoxolona imidazol), son considerados de los inductores más 

potentes de Nrf2 (Naidu et al., 2018; Robledinos-Antón et al., 2019).  

Terbutilhidroquinona es el principal metabolito del butilhidroxianisol y se ha utilizado 

ampliamente como aditivo/conservante alimenticio para evitar la oxidación de los alimentos, 

aumentando así su valor nutricional. tBHQ induce la activación del factor de transcripción Nrf2 

y de proteínas antioxidantes como la HO-1 y la NQO1 (Wang et al., 2010; Park and Kim, 2014). 

Se han propuesto varios mecanismos por los que el tBHQ induce la activación de Nrf2 entre los 

cuales se incluyen: 1) la disociación del complejo Keap1-Nrf2 por acción directa del propio tBHQ 

sobre el residuo de Cys151 presente en el dominio BTB de Keap1 (Zhang and Hannink, 2003); 2) 

la estabilización de Nrf2 inducida por la activación de la vía PI3K/Akt que va a dar lugar a la 

inhibición del regulador negativo de Nrf2 GSK-3β (Hayes et al., 2015); y 3) la estabilización de 

Nrf2 inducida por la fosforilación llevada a cabo por las MAPK (Gharavi et al., 2007) o por la PKC 

(Huang et al., 2002). Además, se ha visto que tBHQ es capaz de inducir la exclusión nuclear de 

Bach1, lo que permite la interacción de sMAF-Nrf2 con las secuencias ARE (Kaspar and Jaiswal, 

2010; Liu et al., 2022). tBHQ también puede activar Nrf2 al inducir la ubiquitinación y posterior 

degradación de Keap1 (Zhang et al., 2005). De esta manera, se ha descrito que tBHQ, a través 

de la activación del factor de transcripción Nrf2, reduce el estrés oxidativo y la expresión de 

citoquinas proinflamatorias, a la vez que induce un aumento de los mecanismos antioxidantes 

(Zhao et al., 2020b).  

Existen también compuestos que activan Nrf2 al interferir con la unión del motivo ETGE de Nrf2 

y los motivos Kelch de Keap1, impidiendo así la interacción entre Nrf2 y Keap1. Entre ellos 

destacan la tetrahidroisoquinolona, la tiopirimidina, el naftaleno y algunos derivados de la urea. 

Al interaccionar de manera directa con Nrf2 o Keap1, estos compuestos son más selectivos que 

los compuestos electrofílicos, ya que estos últimos pueden interaccionar con cisteínas redox 

sensibles distintas de las de Keap1 (Richardson et al., 2015; Robledinos-Antón et al., 2019).  

Adicionalmente, existen compuestos que inhiben a Nrf2. Algunos, como la dexametasona, 

inhiben la actividad transcripcional de Nrf2 (Ki et al., 2005). Otros, como el compuesto natural 

brusatol, reducen los niveles proteicos de Nrf2 al promover la ubiquitinación y la subsecuente 

degradación del mismo (Ren et al., 2011). Los flavonoides naturales luteolina y wogonina 

reducen la estabilidad del transcrito de Nrf2 (Tang et al., 2011; Zhong et al., 2013) y el ácido 

ascórbico, un conocido barredor de ROS, disminuye los niveles del complejo Nrf2/ARE 

(Tarumoto et al., 2004) (Tabla 1). 
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SUSTANCIAS REGULADORAS DE Nrf2 

ACTIVADORES  INHIBIDORES 

 

Compuestos naturales 
• Isotiocianatos (Sulforafano) 

• Polifenoles (Curcumina, 
Resveratrol) 

• Flavonoides (Quercetina) 

Compuestos sintéticos 
• DMF/MMF 

• Bardoxolona / CDDO 

• Oltipraz 

• tBHQ  
 

Compuestos naturales 
• Brusatol 

• Luteolina 

• Wogonina 

• Ácido ascórbico 

Compuestos sintéticos 

• Dexametasona 

  

Tabla 1. Activadores e inhibidores de Nrf2 

4.4. EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 

Como se ha mencionado anteriormente, la unión de Nrf2 con las secuencias ARE/EpRE del ADN 

da lugar a la activación de la transcripción de genes que codifican para proteínas implicadas en 

mecanismos de defensa antioxidante, entre las que destacan las enzimas de detoxificación de 

fase II como la NQO1, GST o UGT, que reducen la electrofilicidad de los metabolitos generados 

en la fase I por conjugación con compuestos como el GSH, las proteínas de respuesta a estrés 

como HO-1, y enzimas antioxidantes como TRx, SOD1 y 2, GPx, GR o catalasa, entre otras 

(Yamamoto et al., 2018). 

HO-1 es la enzima limitante en el catabolismo del grupo hemo, proceso enzimático que da lugar 

a la formación de biliverdina, hierro y monóxido de carbono (CO). La biliverdina es rápidamente 

convertida en bilirrubina por acción de la biliverdina reductasa (Drummond et al., 2019). HO-1 

puede ser inducida por diferentes estímulos como estatinas, prostaglandinas, citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α, IL-1, IFN-γ y estrés oxidativo. En la pared vascular, HO-1 se 

expresa principalmente en las células endoteliales, aunque también se expresa en el resto de 

tipo celulares (Medina et al., 2020). Tanto HO-1 como la biliverdina y la bilirrubina que se 

generan por su actividad, son potentes antioxidantes. Por su parte, CO actúa como segundo 

mensajero y tiene funciones vasodilatadoras y antiinflamatorias (Martínez-Casales et al., 2021; 

Ryter, 2022). 

NQO1 es una enzima que se expresa principalmente en el hígado, en el riñón y en el sistema 

cardiovascular; puede ser inducida por gran variedad de estímulos, entre los que se encuentran 

compuestos oxidantes, electrofílicos y fenólicos, estatinas o citoquinas proinflamatorias. NQO1 

es una oxidorreductasa citosólica que cataliza la reducción de diversas quinonas hasta sus 

correspondientes hidroquinonas, usando como donadores tanto NADH como NAD(P)H, 

previniendo así la formación de semiquinonas y ROS (Lee et al., 2021). En este sentido, Zhu et 

al. (2007) observaron que NQO1 ejercía un papel antioxidante por la eliminación de O2·-. 

Las SOD son oxidorreductasas que participan en la regulación del equilibrio redox catalizando la 

dismutación del O2·- a O2 y H2O2. Como se ha comentado, en mamíferos existen tres isoformas 

de esta enzima, citosólica (SOD1 o Cu/Zn-SOD), mitocondrial (SOD2 o Mn-SOD) y extracelular 
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(SOD3 o EC-SOD). Estas enzimas son inducidas principalmente por ROS, aunque su expresión 

también puede estar regulada por el factor de transcripción Nrf2 (Lee and Hu, 2020). 

Como hemos mencionado a lo largo de esta introducción, Nrf2 desempeña un papel 

fundamental en la defensa antioxidante. A este respecto, se ha descrito que la activación de 

Nrf2 reduce el estrés oxidativo inducido por Ang II, tanto en CMLV como en arterias de ratas 

espontáneamente hipertensas propensas a sufrir ictus (SHR-SP) (Lopes et al., 2015). También se 

ha visto que el aumento de la expresión de Nrf2/HO-1 protege frente al daño hepático a través 

de la reducción en la producción de ROS (Yang et al., 2022). Asimismo, la activación de Nrf2/HO-

1/NQO1 reduce la producción de ROS y la peroxidación lipídica inducida por palmitato en células 

endoteliales y mejora la disfunción endotelial en aorta de ratón (Mahmoud et al., 2017). Por 

otro lado, la inhibición de Nrf2 en ratones tratados con compuestos oxidantes agrava el estrés 

oxidativo, contribuyendo a la generación de daños renales (Farooqui et al., 2021). Además, en 

ratones ApoE deficientes en HO-1 se produce un aumento en el grosor de la capa íntima de las 

arterias que contribuye al desarrollo de la lesión aterosclerótica, probablemente debido al 

aumento del estrés oxidativo (Yet et al., 2003). Por otra parte, la reducción del estrés oxidativo 

tras la activación de Nrf2 está implicada en la reducción de la migración y la proliferación 

descontrolada de las CMLV inducida por factores como TNF-α o PDGF (Choi et al., 2015; Jiang et 

al., 2022). 

Recientemente se han descrito nuevos genes diana de Nrf2 y se han revelado nuevas funciones 

de este factor de transcripción que van más allá de su capacidad de regular el equilibrio redox. 

Entre estas funciones cabe destacar la regulación de varios procesos como son la inflamación, a 

través de la reducción de la expresión de mediadores proinflamatorios como NF-κB, la autofagia, 

a través de la inducción de genes que regulan este proceso como p62/SQSTM1, el metabolismo 

celular, la función mitocondrial o los procesos de migración y proliferación celular, entre otras 

(Jiang et al., 2015; Ahmed et al., 2017; He et al., 2020). Por lo tanto, además del efecto 

antioxidante, cabe destacar también el efecto antiinflamatorio de Nrf2 (Ahmed et al., 2017). 

Así, se ha descrito que ratones deficientes en Nrf2 son hipersensibles al shock séptico 

(Thimmulappa, 2006), muestran una inflamación pulmonar más severa inducida por el humo de 

los cigarrillos (Iizuka et al., 2005), son muy susceptibles a diferentes modelos de inflamación 

hepática (Tang, 2014a) y presentan elevada expresión de COX-2, iNOS, IL-6 y TNF-α en 

enfermedades como el Parkinson (Rojo et al., 2010). Por otra parte, se ha visto que la activación 

de Nrf2 previene la inflamación en aortas de ratón tratadas con LPS al inhibir la señalización p38-

VCAM-1 y la consecuente activación de las células endoteliales vasculares (Zakkar et al., 2009). 

Además, la activación de Nrf2 protege frente a la inflamación característica de patologías 

cardiovasculares y metabólicas (Mimura and Itoh, 2015; Breuss et al., 2019; Da Costa et al., 

2019; He et al., 2020; Tanase et al., 2022).  

En cultivos celulares, se ha descrito que la activación de Nrf2 conduce a una reducción de la 

expresión de COX-2 e iNOS en CMLV (Ho et al., 2007) y de IL-6, TNF-α, COX-2 e iNOS en 

condrocitos estimulados con la citoquina proinflamatoria IL-1β (Wu et al., 2018). También se ha 

visto que la activación de Nrf2 inhibe la producción y secreción de citoquinas proinflamatorias 

inducidas por oxihemoglobina (Zhao et al., 2013) y por lipoproteínas de baja densidad oxidadas 

(ox-LDL) en CMLV (Zhao et al., 2020a). Del mismo modo, la activación de este factor de 

transcripción reduce la expresión de moléculas de adhesión como VCAM-1 y MCP-1 inducidas 
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por TNF-α (Chen et al., 2006) y la señalización p38-VCAM-1 (Zakkar et al., 2009) en células de 

endotelio vascular. En macrófagos, la activación de Nrf2 y de sus proteínas diana HO-1 y NQO1 

protege eficazmente frente a la inflamación inducida por LPS (Rushworth et al., 2008). Además, 

se ha observado una mayor susceptibilidad a la inflamación inducida por LPS en macrófagos 

obtenidos de ratones Nrf2-/-, asociada a niveles elevados de TNF-α, IL-1β, COX-2 e iNOS (Lin et 

al., 2008).  

Nrf2 también puede actuar inhibiendo de manera directa la transcripción de genes que codifican 

para citoquinas proinflamatorias. Así, Nrf2 se une directamente a las regiones próximas al 

promotor de los genes que codifican para IL-6 e IL-1β, bloqueando la unión de la ARN polimerasa 

II e impidiendo la expresión de estos genes (Kobayashi et al., 2016). Además, se ha descrito que 

Nrf2 inhibe la transcripción inducida por ROS del inflamasoma NLRP3 (proteína 3 que contiene 

dominios, NOD, LRR y PYD), encargado de la síntesis y el procesamiento de IL-1β e IL-18 (Liu et 

al., 2017). Por otra parte, Nrf2 regula negativamente la señalización del factor de transcripción 

NF-κB reduciendo el estrés oxidativo, que es una de las señales de activación de NF-κB (Chen et 

al., 2017) o inhibiendo la degradación del regulador negativo de NF-κB, IκB-α, impidiendo así su 

translocación al núcleo (Yerra et al., 2013; Chen et al., 2017).  

Por otro lado, Nrf2 también participa en la regulación de la autofagia. La autofagia es un 

mecanismo por el cual las proteínas o agregados proteicos y los orgánulos viejos o dañados 

presentes en el citosol son incluidos en vesículas conocidas como autofagosomas. Estas 

vesículas se fusionan con los lisosomas formando autofagolisosomas, los cuales eliminan, por 

degradación proteolítica, los componentes celulares que se encuentran en mal estado y reciclan 

aquellos que se encuentran en buen estado (Moreau et al., 2010). Nrf2 induce la expresión de 

la proteína reguladora de la autofagia p62/SQSTM1 en respuesta al estrés oxidativo, dando lugar 

a la activación de este proceso que participa en la regulación del correcto metabolismo de las 

células (Pajares et al., 2016). p62, a su vez, a través de la represión de Keap1, activa Nrf2, tal y 

como se ha comentado anteriormente, creando así un bucle de retroalimentación positiva (Jiang 

et al., 2015; He et al., 2020). 

Nrf2 también participa en la regulación de la apoptosis o muerte celular programada. Así, se ha 

descrito que la activación de este factor de transcripción inhibe el aumento de la apoptosis 

inducido por Ang II en cardiomiocitos (Wang et al., 2022). Por otro lado, la activación de Nrf2 

induce la apoptosis de las CMLV con el objetivo de eliminar las células innecesarias (por ejemplo, 

aquellas que han aumentado su tasa de migración y proliferación tras un daño) para mantener 

la homeostasis en la pared celular (Ashino et al., 2016). 

4.5. Nrf2 Y ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

Como se ha comentado anteriormente, el estrés oxidativo y la inflamación juegan un papel 

importante en la fisiopatología de las enfermedades cardiovasculares, por lo que la activación 

de Nrf2, factor clave en la defensa antioxidante y antiinflamatoria del organismo, podría 

constituir un mecanismo beneficioso frente a las alteraciones que tienen lugar en estas 

patologías, como el remodelado, la rigidez vascular o la disfunción endotelial (Mimura and Itoh, 

2015; Da Costa et al., 2019; Tanase et al., 2022). En este sentido, la desregulación del factor de 

transcripción Nrf2 está estrechamente relacionada con diversas enfermedades cardiovasculares 
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(Satta et al., 2017), neurodegenerativas o el cáncer (Liu et al., 2021); aunque los resultados 

obtenidos en cuanto a la expresión de Nrf2 en estas enfermedades son a veces contradictorios 

(Harada et al., 2012; Gómez-Guzmán et al., 2012; Lopes et al., 2015; Mimura and Itoh, 2015; 

Wang et al., 2023), cada vez cobra más importancia el papel protector de este factor de 

transcripción (Alonso‐Piñeiro et al., 2021; Tanase et al., 2022). 

Los activadores de Nrf2 parecen ser beneficiosos en el tratamiento de la obesidad y de la 

diabetes (Da Costa et al., 2019). Así, la activación de Nrf2 por CDDO-Imidazol, a través de la 

reducción de estrés oxidativo, protege frente al desarrollo de obesidad en ratones tratados con 

dieta alta en grasa (Shin et al., 2009), un modelo de obesidad en el cual se ha observado una 

reducción de la activación de Nrf2, acompañada de aumentados niveles de Keap-1 y de una 

disminución en la expresión y actividad de diversas enzimas reguladas por este factor de 

transcripción (Costa et al., 2022). En ratones obesos deficientes para Nrf2, se ha observado un 

aumento en la acumulación de lípidos y en la producción de ROS (Tanaka et al., 2008). Por su 

parte, curcumina redujo el estrés oxidativo, la inflamación y la hipertrofia en células cardiacas 

tratadas con palmitato (Zeng et al., 2015) y sulforafano redujo la proliferación descontrolada de 

las CMLV inducida por leptina (Shawky et al. 2016). Adicionalmente, se ha descrito una reducida 

activación de Nrf2 en modelos experimentales de cardiomiopatía diabética (Satta et al., 2017). 

La activación de Nrf2 mejora la disfunción endotelial asociada a esta patología (Alves-Lopes et 

al., 2016; Sharma et al., 2017) a través de mecanismos que implican la reducción del estrés 

oxidativo vascular y el aumento de la disponibilidad de NO (Pereira et al., 2017). Además, la 

activación de Nrf2 reduce el estrés oxidativo y la fibrosis en cardiomiocitos en modelos 

experimentales de cardiomiopatía diabética (Li et al., 2019).  

La aterosclerosis es una enfermedad que cursa con estrés oxidativo e inflamación, y se asocia a 

factores de riesgo como la obesidad, la diabetes o la hipertensión. Durante el proceso de 

aterogénesis, la acumulación de lípidos en la capa íntima de los vasos da lugar a la activación de 

las células endoteliales, al reclutamiento y la activación de células del sistema inmune que 

producen y secretan citoquinas y ROS de manera persistente induciendo la oxidación de las LDL, 

la migración y la proliferación de CMLV y la disfunción endotelial. Las citoquinas proinflamatorias 

y las ox-LDL contribuyen al reclutamiento de monocitos mediante la inducción de un aumento 

en la expresión de moléculas de adhesión como VCAM-1, ICAM-1, o MCP-1 (Zhu et al., 2018). 

Todo ello contribuye al estrés oxidativo, a la inflamación, a la formación de células espumosas y 

al desarrollo de la placa aterosclerótica (Zhu et al., 2018; Libby et al., 2019). Numerosos estudios 

señalan el efecto beneficioso de la activación de Nrf2 en esta enfermedad. Por una parte, se ha 

descrito que la activación de Nrf2 atenúa la progresión de la placa de ateroma al inducir la 

expresión de genes antioxidantes (Mimura and Itoh, 2015). En este sentido, la deficiencia de 

GPx o la deleción de HO-1 aumentan la formación de células espumosas y, en consecuencia, la 

producción de ROS y citoquinas proinflamatorias (Cheng et al., 2013; Orozco et al., 2007). 

Además, el desarrollo de lesiones ateroscleróticas y el estrés oxidativo se han visto agravados 

en ratones ApoE-/- deficientes para HO-1 (Yet et al., 2003). Por su parte, la activación de HO-1 

reduce la expresión de moléculas de adhesión por las células endoteliales (Zhang et al. 2013a), 

y los niveles de ROS evitando la oxidación de las LDL, lo que contribuye a prevenir la formación 

de las placas ateroscleróticas (Yao et al., 2022). Adicionalmente, Tan et al. (2014) observaron 

que la activación de Nrf2 con el análogo de bardoxolona dh404 atenúa la aterosclerosis en 

ratones ApoE-/-. Sin embargo, la supresión del gen Nrf2 en ratones ApoE-/- disminuye las lesiones 
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ateroscleróticas en una fase tardía, lo que sugiere que la inhibición de Nrf2 en fases avanzadas 

de esta enfermedad sería ateroprotectora (Harada et al., 2012). El aumento de la expresión de 

Nrf2 y de sus proteínas diana también protege frente a la aterosclerosis debido a su capacidad 

para mantener el fenotipo diferenciado y contráctil de las CMLV y para reducir la migración y la 

proliferación de estas células (Xu et al., 2015).  

La fisiopatología de la hipertensión se asocia también con un aumento del estrés oxidativo y de 

la inflamación, que va a dar lugar a disfunción endotelial y a remodelado vascular. Es por esto 

por lo que la activación del factor de transcripción Nrf2 podría tener efectos beneficiosos frente 

a las alteraciones que tienen lugar en esta enfermedad (Tanase et al., 2022). Los niveles de Nrf2 

pueden variar en función de los diferentes modelos de hipertensión. Así, mientras que en el 

modelo de hipertensión de ratas DOCA-salt, los niveles de Nrf2 y sus proteínas diana en diversos 

tejidos como aorta, riñón o corazón son más elevados que en sus correspondientes controles 

normotensos (Gómez-Guzmán et al., 2012; Biernacki et al., 2018a; Biernacki et al., 2018b), Nrf2 

se expresa en menor medida tanto en arterias y CMLV de ratas SHR-SP (Lopes et al., 2015), como 

en células epiteliales renales de ratas SHR (Javkhedkar and Banday, 2015), en comparación con 

sus controles normotensos. Por otro lado, la activación de Nrf2 con bardoxolona y sulforafano, 

mejora la disfunción endotelial en ratas SHR-SP mediante la reducción del estrés oxidativo 

inducido por Ang II (Lopes et al., 2015). Por su parte, la activación de Nrf2 con tBHQ previene el 

remodelado vascular, la disfunción endotelial y la elevada presión arterial en ratones 

hipertensos por infusión de Ang II, efectos que desaparecen en ratones Nrf2-/- (Wang et al., 

2018). Además, el tratamiento de ratas SHR con resveratrol redujo el estrés oxidativo, la 

inflamación renal, la expresión de Ang II y la presión arterial (Javkhedkar and Banday, 2015), 

mientras que tBHQ atenuó la hipertrofia cardiaca, la elevada presión arterial y los niveles 

plasmáticos de citoquinas inflamatorias observados en ratas hipertensas por ingesta de sal (Bai 

et al., 2017). 

5. INFLAMACIÓN VASCULAR 

La inflamación es una respuesta del organismo para intentar restaurar la homeostasis tras 

estímulos nocivos, como una infección o un daño tisular. Una respuesta inflamatoria controlada 

y puntual actúa como mecanismo de defensa del organismo, pero puede acabar siendo 

perjudicial si se desregula y se mantiene en el tiempo, dando lugar a un estado de inflamación 

crónica (Medzhitov, 2008). En los últimos años se ha descrito que un estado inflamatorio 

crónico, generado por un desequilibrio entre los factores pro- y anti- inflamatorios, puede ser 

responsable de las alteraciones vasculares asociadas a enfermedades cardiovasculares como el 

infarto de miocardio, la hipertensión, la aterosclerosis, la obesidad o la diabetes. Muchas de 

estas enfermedades, como se ha comentado, también se han relacionado con niveles elevados 

de ROS en la pared vascular (Marchio et al., 2019; Senoner and Dichtl, 2019; Goswami et al., 

2021; Krzemińska et al., 2022).  

Existen varios mecanismos/estímulos implicados en la regulación de la inflamación en la pared 

vascular, entre los que cabe destacar alteraciones en el flujo sanguíneo que dan lugar a cambios 

hemodinámicos, un aumento en los niveles de marcadores proinflamatorios, un aumento en la 

concentración de ácidos grasos o LDL y/o un aumento en los niveles de activación del sistema 
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renina angiotensina (Libby et al., 2019; Xiao and Harrison, 2020). La inflamación vascular se 

inicia, generalmente, con la activación de las células endoteliales en respuesta a los estímulos 

mencionados, lo que induce un aumento de la expresión de moléculas de adhesión como VCAM-

1, ICAM-1 y MCP-1 y de la permeabilidad vascular, dando lugar a la atracción y reclutamiento de 

células del sistema inmune. Estas células infiltradas, así como las células del sistema inmune 

residentes en el tejido vascular (principalmente en el PVAT y en la capa adventicia), secretan 

citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α que, a través de la activación de factores 

de transcripción como NF-κB o AP-1, median la respuesta inflamatoria (Norlander et al., 2018; 

Zhu et al., 2018; Xiao and Harrison, 2020). Además, estas citoquinas pueden ser producidas 

también por las células endoteliales, CMLV y fibroblastos de la pared vascular (Vila and Salaices, 

2005; Loppnow et al., 2008). Los mediadores proinflamatorios liberados por las células inmunes 

y las células de la pared vascular inducen un aumento de la producción y secreción de 

componentes de la MEC como las MMP (Wang and Khalil, 2018) y un aumento en la producción 

de ROS. Las ROS, a su vez, estimulan la producción de mediadores proinflamatorios y de más 

ROS, generando un bucle de retroalimentación positivo entre la inflamación y el estrés oxidativo 

(Dinh et al., 2014). Además, la respuesta inflamatoria vascular induce el fenotipo sintético o 

proliferativo de las CMLV, aumentando su migración y proliferación y provocando un aumento 

en la secreción de componentes de la MEC por parte de estas (Frismantiene et al., 2018; 

Basatemur et al., 2019; Melton and Qiu, 2021). Todo ello participa en los procesos de 

remodelado vascular por aumento del grosor de la pared vascular, en la disfunción endotelial y 

en las alteraciones en la capacidad de contracción/relajación de los vasos (Laurent and 

Boutouyrie, 2015; Gimbrone and García-Cardeña, 2016; Konukoglu and Uzun, 2016; Wang and 

Khalil, 2018; Zhu et al., 2018; Libby et al., 2019; Krzemińska et al., 2022).  

En resumen, las células de la pared vascular en coordinación con las células del sistema inmune 

pueden amplificar la señal inflamatoria al incrementar la secreción de citoquinas 

proinflamatorias, ROS y MMP, entre otros, dando lugar a alteraciones que contribuyen al 

desarrollo y la progresión de diversas patologías cardiovasculares (Loppnow et al., 2008; 

Norlander et al., 2018). 

5.1. TLR4 

Los TLR son receptores pertenecientes a la familia de los PRR, que desempeñan un importante 

papel en la inmunidad innata y que reconocen tanto PAMP como DAMP. Los PRR pueden estar 

presentes tanto en la membrana celular como en compartimentos intracelulares y se clasifican 

en dos grandes grupos, PRR endocíticos o PRR de señalización. Entre los PRR de señalización se 

incluyen los TLR, receptores transmembrana presentes en la membrana celular (Kawai and 

Akira, 2007; Lu et al., 2008). 

Los TLR se caracterizan por presentar un dominio extracelular rico en repeticiones de leucina 

(LRR) en su extremo N-terminal, una región transmembrana y un dominio intracelular con 

homología al receptor de IL-1, el dominio TIR. Existen 10 tipos de TLR diferentes en humanos y 

12 en roedores, cada uno de los cuales puede reconocer distintas PAMP y DAMP (Takeuchi and 

Akira, 2010; Gay et al., 2014). TLR4 es uno de los TLR más estudiados y reconoce al LPS y al 

lipooligosacárido bacteriano, ambos presentes en la pared celular de las bacterias Gram 

negativas, siendo el LPS el que actúa como su principal ligando. Este receptor también puede 
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interaccionar con diferentes DAMP como ox-LDL, proteínas de choque térmico (Hsp), la proteína 

HMGB1 (proteína de alta movilidad del grupo 1), el ácido hialurónico o el ácido úrico (Ciesielska 

et al., 2021). TLR4 se expresa, principalmente, en células del sistema inmune como los 

macrófagos, pero también en células del sistema cardiovascular como los cardiomiocitos, las 

células endoteliales y las CMLV (Vaure and Liu, 2014; Nunes et al., 2019). Tras la interacción con 

el ligando, los TLR desencadenan la señal por su unión a MyD88 (factor de diferenciación 

mieloide 88), proteína adaptadora de todos los TLR menos de TLR3, o a TRIF (adaptador inductor 

de interferón-β que contiene dominios TIR), proteína adaptadora de TLR3 y TLR4 (Kawai and 

Akira, 2007). La señalización mediada por estos receptores da lugar a la activación de vías que 

inducen la expresión y activación de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12 e 

IFN-1, la liberación de péptidos antimicrobianos, la producción de ROS y especies reactivas de 

nitrógeno y la maduración de las células presentadoras de antígeno del sistema inmune (Kawai 

and Akira, 2007; Takeuchi and Akira, 2010). Debido a que los dominios TIR de los TLR son 

similares a los dominios TIR de los receptores de interleuquinas, las vías de señalización 

intracelular de estos receptores convergen, como se comentará posteriormente (Abbate et al., 

2020; Koushki et al., 2021).  

TLR4 es sintetizado en el retículo endoplasmático y transportado al aparato de Golgi, donde 

normalmente se une a la proteína MD2 (factor de diferenciación mieloide 2) para ser 

transportado posteriormente a la membrana plasmática (Gay et al., 2014; Ciesielska et al., 

2021). Una vez en la membrana plasmática, TLR4 interacciona con LPS a través de proteínas 

accesorias como la proteína de unión a LPS (LBP), CD14 y MD2. El proceso de unión ligando-

receptor empieza con la interacción del LPS con la proteína LBP, lo que da lugar al reclutamiento 

de CD14 e induce la transferencia del LPS al complejo MD2-TLR4; LPS interacciona de manera 

directa con MD2, dando lugar a la homodimerización y a la activación de TLR4 (Vaure and Liu, 

2014; Ciesielska et al., 2021).  

Como hemos comentado, TLR4 activa dos vías de señalización: la vía dependiente de MyD88 y 

la vía independiente de MyD88 o dependiente de TRIF. En la vía dependiente de MyD88, la 

interacción ligando-receptor induce el reclutamiento de MyD88 y de TIRAP (proteína 

adaptadora que contiene dominio TIR, también conocida como proteína adaptadora de MyD88, 

MAL). MyD88, además de un dominio TIR, presenta un dominio DD (dominio de muerte) que 

permite la interacción con IRAK-4 (proteína quinasa asociada al receptor de IL-1-4). IRAK-4 activa 

otras proteínas quinasas como IRAK-1 e IRAK-2. Todo esto permite el reclutamiento al complejo 

de la proteína E3 ubiquitina ligasa TRAF6 (factor 6 asociado al receptor de TNF) y de la proteína 

quinasa TAK1 (quinasa 1 activada por TGF-β), dando lugar a la transducción de señal y a la 

activación de IKK (quinasa del inhibidor de NF-κB IκB) y de las MAPK (ERK, JNK, p38), que van a 

activar los factores de transcripción NF-κB y AP-1 respectivamente (Lu et al., 2008; Takeuchi and 

Akira, 2010). En conjunto, las vías de señalización dependientes de MyD88 activan la expresión 

de genes que codifican para mediadores proinflamatorios como TNF-α, IL-1β, IL-6 o COX-2, entre 

otros (Kawai and Akira, 2007; Küper et al., 2012; Nunes et al., 2019) (Figura 17). También se ha 

descrito que TLR4 participa en la activación canónica del inflamasoma NLRP3 que induce la 

liberación de IL-1β (Ciesielska et al., 2021; Koushki et al., 2021). 
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Figura 17. Esquema de las vías de señalización reguladas por el receptor TLR4. Flechas azules: vía de 
señalización dependiente de MyD88; flechas verdes: vía de señalización independiente de MyD88 o 
dependiente de TRIF; flechas negras: elementos comunes a las dos vías. Ang II: angiotensina II; AP-1: 
proteína activadora-1; COX-2: ciclooxigenasa 2; DAMP: patrones moleculares asociados a daños; ERK: 
quinasa regulada por señales extracelulares; ET-1: endotelina-1; HMGB1: proteína de alta movilidad 
perteneciente al grupo de caja 1; Hsp: proteínas de choque térmico; IKK: quinasa del inhibidor de NF-κB; 
IL-1β: interleuquina-1β; INF-1/α/β : interferón-1/α/β; IRAK1/4: proteína quinasa asociada al receptor de 
IL-1 1/4; IRF3: factor regulador de interferón 3; IκB: inhibidor de NF-κB; JNK: quinasa del extremo N-
terminal de c-jun; LPS: lipopolisacárido bacteriano; MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógenos; 
MD2: factor de diferenciación mieloide 2; MyD88: factor de diferenciación mieloide 88; NF-κB: factor 
nuclear activador de la síntesis de la cadena ligera κ de linfocitos B; NLRP3: proteína 3 que contiene 
dominios NOD, LRR y pirina; NOX: óxido nítrico sintasa; PAMP: patrones moleculares asociados a 
patógenos; RIP1: proteína de interacción con el receptor 1; TAK1: quinasa 1 activada por el factor de 
crecimiento TGF-β; TIR: dominio con homología al receptor de IL-1; TIRAP: proteína adaptadora que 
contiene dominio TIR; TLR4: receptor toll like 4; TNF-α: factor de necrosis tumoral α; TRAF-3/6: factor 
asociado al receptor de TNF-3/6; TRAM: proteína adaptadora de la vía independiente de MyD88; TRIF: 
adaptador inductor de interferón-β que contienen dominios TIR. Adaptada de Lu et al., 2008. Creada con 
BioRender. 
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En la vía independiente de MyD88 se señaliza a través de la proteína TRIF. La molécula 

adaptadora asociada a TRIF (TRAM o TICAM2) permite la interacción de TRIF con TRAF3 (factor 

3 asociado al receptor de TNF), proteína que media la transducción de señal y que va a dar lugar 

a la activación del factor de transcripción IRF3 (factor regulador de interferón 3), el cual en 

última instancia induce la expresión de IFN-1, que participa en la defensa frente a bacterias y 

virus. A través de esta vía dependiente de TRIF, también puede activarse la proteína RIP-1 

(proteína de interacción con el receptor 1), que media la activación de NF-κB, MAPK o AP-1 (Lu 

et al., 2008; Takeuchi and Akira, 2010) (Figura 17).  

La activación de TLR4 por LPS puede desencadenar la señalización a través de la vía dependiente 

o independiente de MyD88; sin embargo, la activación por la acción de agonistas endógenos 

como la Ang II, Hsp, HMGB1 o el ácido úrico, cuyos niveles están elevados en patologías 

cardiovasculares, desencadenan la transducción de señal a través de la vía dependiente de 

MyD88 principalmente (Piccinini and Midwood, 2010; Hernanz et al., 2015; Ciesielska et al., 

2021).  

Aunque la activación de TLR4 es necesaria para el correcto funcionamiento de la respuesta 

inmune innata y adaptativa, una activación excesiva de este receptor puede dar lugar a la 

aparición de patologías cardiovasculares, debido a su capacidad de inducir la producción de 

citoquinas proinflamatorias y estrés oxidativo. En este sentido, se ha descrito que TLR4 participa 

en el desarrollo y la progresión de enfermedades como la diabetes, la hipertensión y la 

aterosclerosis, en las cuales sus niveles están incrementados (Roshan et al., 2016; Nunes et al., 

2019; de Oliveira and Nunes, 2021). TLR4 contribuye a la inflamación, a la disfunción endotelial 

y al remodelado vascular asociados a estas patologías a través de mecanismos que implican la 

expresión de Ang II, COX-2, citoquinas proinflamatorias y la producción de ROS (Michelsen et 

al., 2004; den Dekker et al., 2010; Bomfim et al., 2012; Küper et al., 2012; De Batista et al., 2014; 

Yang et al., 2014b; Hernanz et al., 2015; de Oliveira and Nunes, 2021). Se ha descrito que la 

activación de TLR4 por HMGB1 induce disfunción endotelial en ratones diabéticos, 

probablemente a través de la reducción de la actividad de la eNOS y, por consiguiente, de la 

biodisponibilidad de NO (Zhu et al., 2020b). Además, el bloqueo del receptor TLR4 reduce el 

remodelado vascular y mejora la disfunción endotelial a través de mecanismos que implican un 

aumento en la producción de NO y la reducción de los niveles de ROS (De Batista et al., 2014; 

Hernanz et al., 2015; Nakashima et al., 2015).  

Se ha descrito que TLR4 juega un papel en el mantenimiento del fenotipo de las CMLV. Así, la 

activación de TLR4 por su ligando LPS induce la desdiferenciación de CMLV de rata, a la vez que 

induce un aumento en la proliferación de estas células (Yin et al., 2017). La migración de las 

CMLV de ratón también aumenta en respuesta a la activación de TLR4/MAPK/IL-6 inducida por 

LPS (Lee et al., 2016). Además, TLR4 contribuye a la regulación de estos procesos en respuesta 

a estímulos endógenos. Así, Yang et al. (2012) observaron que la activación de TLR4 por HMGB1 

induce la migración de CMLV y de Graaf et al. (2006) que la activación de este receptor por 

Hsp60 inducía la proliferación de estas células. En conjunto, estos trabajos describen la 

participación de TLR4 en los procesos de proliferación y migración celular, que, como se ha 

mencionado anteriormente, son procesos implicados de manera directa en el remodelado 

vascular.  
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5.2. IL-1β  

La IL-1 se describió originalmente en la década de 1940 como una sustancia inductora de fiebre 

liberada por los leucocitos. Actualmente se sabe que la función principal de las interleuquinas 

pertenecientes a la familia de las IL-1, que comprende 11 miembros, es la regulación de la 

reacción proinflamatoria en respuesta a los daños originados por PAMP y DAMP, y que actúan 

como los mediadores principales de la respuesta inmune innata. A la familia de las IL-1 

pertenecen las citoquinas IL-1α e IL-1β. Ambas comparten una estructura similar y son 

secretadas como precursores. El precursor de IL-1α, al contrario que el precursor de IL-1β, es 

funcional. Ambas citoquinas han de ser procesadas por el inflamasoma para dar lugar a su forma 

madura, que en el caso de IL-1β, es su forma funcional (Dinarello, 2018; Pfeiler et al., 2019; 

Abbate et al., 2020). 

5.2.1. Procesamiento de IL-1β 

IL-1β es sintetizada inicialmente como pro-IL-1β, precursor inactivo que permanece en el 

interior celular. El procesamiento de la pro-IL-1β es llevado a cabo por la caspasa-1, la proteína 

efectora del inflamasoma NLRP3 (Kelley et al., 2019; Pfeiler et al., 2019). Una vez procesada, la 

forma madura de la IL-1β es secretada al exterior celular y puede actuar de manera autocrina, 

paracrina o sistémica (Weber et al., 2010; Lopez-Castejon and Brough, 2011; Piccioli and 

Rubartelli, 2013; Pfeiler et al., 2019).  

Los inflamasomas son complejos multiproteicos de señalización que inducen la respuesta 

inflamatoria al ser activados por estímulos estresantes exógenos o endógenos (PAMP o DAMP). 

Existen aproximadamente 20 tipos de inflamasomas, siendo el inflamasoma NLRP3 uno de los 

más conocidos. La activación del inflamasoma NLRP3 promueve el procesamiento y la 

maduración de pro-IL-1β y pro-IL-18, lo que aumenta el proceso inflamatorio. NLRP3 está 

formado por una proteína NLRP3 que actúa como sensor, una proteína adaptadora ASC 

(proteína tipo Speck asociada a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento de 

caspasa) y la procaspasa-1. La activación del sensor NLRP3 induce el reclutamiento de ASC, 

formando el complejo NLRP3-ASC; a continuación, ASC induce la activación de la procaspasa-1 

que se transforma en caspasa-1, la cual provoca el procesamiento de los precursores pro-IL-1β 

(31 kDa) y pro-IL-18 (24 kDa) para transformarlos en las citoquinas proinflamatorias maduras IL-

1β (17 kDa) e IL-18 (18 kDa), que son liberadas al espacio extracelular donde van a realizar su 

acción (Kelley et al., 2019).  

La activación de NLRP3 suele llevarse a cabo por la vía canónica, que requiere dos pasos. Un 

primer paso de preparación del inflamasoma, inducido principalmente por la activación de la vía 

TLR/NF-κB o AP-1 tras estímulos inflamatorios u oxidantes, que implica la inducción de la 

expresión de los componentes de NLRP3, así como de pro-IL-1β y pro-IL-18. El segundo paso 

implica el ensamblaje del inflamasoma, que da lugar a su activación. Este segundo paso puede 

ser activado por gran variedad de estímulos estresantes como LPS, ATP, ox-LDL, citoquinas 

proinflamatorias, HMGB1 o GMPc, entre otros (Swanson et al., 2019). También las ROS son 

importantes moléculas implicadas en la activación de este inflamasoma (Harijith et al., 2014). 

Por otro lado, existen vías de señalización como la de la proteína quinasa dependiente de AMPc, 

la de AMPK (proteína quinasa activada por AMP) y la autofagia, que producen la inhibición de 

NLRP3, lo que puede deberse, al menos en parte, a la reducción de los niveles de ROS (Chen et 
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al., 2021). Además de todos estos factores, NLRP3 también se puede activar por vías no 

canónicas, pero estas son menos conocidas (Kelley et al., 2019). 

5.2.2. Señalización de IL-1β  

Existen tres receptores con los que IL-1β interacciona: el receptor de IL-1 de tipo 1 (IL-1R1), el 

de tipo 2 (IL-1R2) y el de tipo 3 (IL-1R3). IL-1R2 carece de dominio intracelular por lo que, aunque 

puede interaccionar con IL-1β, actúa como receptor trampa y no da lugar a la transducción de 

señales (Colotta et al., 1993). IL-1R1, expresado en todas las células, es el receptor que 

interacciona con IL-1β, mientras que IL-1R3 (también conocido como proteína accesoria del 

receptor 1, IL-1RacP) actúa como cofactor uniéndose a IL-1R1 y originando la formación de 

heterotrímeros (Dinarello, 2018; Pfeiler et al., 2019; Abbate et al., 2020). La interacción de IL-

1RacP e IL-1R1 induce un cambio conformacional que inicia la señalización mediada por la 

citoquina. Así, los dominios intracelulares de ambos receptores, que contienen un dominio TIR, 

se aproximan y permiten la unión a MyD88, que va a activar la quinasa IRAK1, la cual a su vez va 

a fosforilar a IRAK4, dando lugar a una cascada de señalización que resulta en la activación de 

las MAPK, de la vía PI3K/Akt, de IKK y, en última instancia, de factores de transcripción como NF-

κB y AP-1. Todo ello induce la expresión de mediadores proinflamatorios como IL-6, MCP-1, COX-

2 o ET-1, entre otros (McCulloch et al., 2006; Weber et al., 2010) (Figura 18). La activación de la 

señalización mediada por IL-1β también provoca un aumento de la producción de ROS mediante 

la activación de enzimas como la NAD(P)H oxidasa o la eNOS desacoplada, principalmente (Vila 

and Salaices, 2005; Martín et al., 2012; Aguado et al., 2016). Además, IL-1β puede de inducir la 

expresión de su propio gen, generando así un ciclo de retroalimentación positiva (Weber et al., 

2010). 
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Figura 18. Esquema de la vía de señalización de IL-1β. AP-1: proteína activadora-1; Akt; proteína quinasa 
B; COX-2: ciclooxigenasa 2; ERK: quinasa regulada por señales extracelulares; ET-1: endotelina-1; IKK: 
quinasa del inhibidor de NF-κB; IL-1R1: receptor de IL-1 tipo 1; IL-1RacP: proteína accesoria del receptor 
de IL-1; IL-1β: interleuquina-1β; IRAK1/4: proteína quinasa asociada al receptor de IL-1 1/4; IκB: inhibidor 
de NF-κB; JNK: quinasa del extremo N-terminal de c-jun; MAPK: proteínas quinasas activadas por 
mitógenos; MyD88: factor de diferenciación mieloide 88; NF-κB: factor nuclear activador de la síntesis de 
la cadena ligera κ de linfocitos B; NOX: óxido nítrico sintasa; PI3K; fosfatidil inositol -3-quinasa; TIR: 
dominio con homología al receptor de IL-1; TRAF-6: factor asociado al receptor de TNF-6. Modificada de 
McCulloch et al., 2006. Creada con BioRender. 

Se ha descrito la existencia de una relación entre las vías de señalización de IL-1β y TLR4. Como 

se ha comentado anteriormente, los dominios TIR del receptor IL-1R son similares a los dominios 

TIR de los TLR, de manera que las vías de IL-1R y TLR4 convergen en la señalización intracelular 

a través de la activación de MyD88 (Dinarello, 2018; Abbate et al., 2020). Además, en los últimos 

años se ha sugerido una posible conexión entre TLR4 e IL-1β. Así, se ha descrito que IL-1β activa 

la vía de señalización TLR4 (Liu et al., 2014; Gu et al., 2017), efecto que desaparece al inhibir al 

receptor TLR4 (Liu et al., 2014; Xu et al., 2020). En CMLV, se ha observado que IL-1β puede 

inducir el aumento de la expresión del receptor TLR4 (Jaulmes et al., 2006). Aunque a día de hoy, 

hasta donde nosotros sabemos, no se conoce el mecanismo exacto por el que las vías de IL-1β y 

TLR4 interaccionan, se ha propuesto que algunas de las moléculas cuya expresión es inducida 

por IL-1β, como por ejemplo HMGB1, pueden interaccionar con el receptor TLR4 actuando como 

ligandos endógenos del mismo (Jaulmes et al., 2006; Cai et al., 2015).  
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Además de participar en la respuesta proinflamatoria, numerosos estudios sugieren la 

implicación de IL-1β en la modulación fenotípica de las CMLV y en la regulación de la función de 

estas células. Con respecto a esto, se ha observado que IL-1β induce la migración de las CMLV 

de rata mediante la producción y secreción de MMP2 (Wang et al., 2011) y que, a través del 

aumento en la expresión de la enzima COX-2 y en la producción de ROS, incrementa tanto la 

proliferación como la migración de estas células (Martín et al., 2012; Aguado et al., 2015; 2016). 

Por otra parte, el aumento de los niveles del inhibidor natural del receptor de IL-1β, IL-1Ra, 

inducido por PPARδ abole la migración y la proliferación estimuladas por esta citoquina en CMLV 

de rata (Kim et al., 2010). Es también conocido que el inflamasoma NLRP3, a través del 

procesamiento y la activación de IL-1β, participa en la regulación de la migración y la 

proliferación de las CMLV. Así, la inhibición de NLRP3 con antioxidantes como la curcumina 

reduce la migración de las CMLV en ratas SHR, lo que se debe, al menos en parte, a la reducción 

de los niveles de IL-1β y a la disminución de la activación del factor de transcripción NF-κB (Han 

et al., 2019). También se ha descrito que una reducción en la actividad de NLRP3 por inhibición 

de la vía de TLR4 da lugar a una disminución en los niveles de IL-1β, lo que contribuye a reducir 

la proliferación de las CMLV (Qi et al., 2021).  

IL-1β está implicada en diversas patologías cardiovasculares. Así, se ha descrito que los niveles 

aumentados de la citoquina IL-1β en pacientes hipertensos, diabéticos, con aterosclerosis o con 

aneurismas, contribuyen a la aparición de alteraciones vasculares y que, además, ese aumento 

está relacionado con una mayor severidad de estas patologías en la mayoría de los casos 

(Krishnan et al., 2014; Dinarello, 2018; Pfeiler et al., 2019; Mai and Liao, 2020; Melton and Qiu, 

2021). En este sentido, el antagonista del receptor de IL-1 IL-1Ra reduce el aumento de la 

expresión de IL-1β, IL-6, y ET-1 inducido por Ang II, mecanismo por el que produce reducción de 

la presión arterial y el daño renal en ratones tratados con este péptido (Akita et al., 2021). Por 

otro lado, se ha descrito que la ausencia del inhibidor IL-1Ra promueve el incremento del grosor 

de la capa íntima de las arterias de ratón (Isoda et al., 2003) y que, además, agrava el daño 

vascular producido por la deleción de ApoE en ratones, dando lugar a una inflamación aórtica 

grave con infiltración de macrófagos (Merhisoussi et al., 2005).  

5.3. COX-2 

Como ya comentamos, la COX-2 es una enzima inducible y su expresión puede aumentar por 

acción de estímulos inflamatorios y por el estrés oxidativo (Félétou et al., 2011; Mitchell et al., 

2021; Zhao et al., 2021). Esta enzima es la fuente principal de prostaglandinas durante la 

inflamación (Tanabe and Tohnai, 2002) y, a su vez, es una fuente de ROS (Wu et al., 2011; Virdis 

et al., 2013; Jurk et al., 2014; Kim and Shim, 2016). Además, COX-2, a través del aumento de 

mediadores proinflamatorios, puede inducir la expresión de más COX-2, generando así un bucle 

de retroalimentación positiva entre esta enzima y la inflamación (Martínez-Revelles et al., 2013; 

Hernanz et al., 2014; Beccacece et al., 2023). El promotor del gen que codifica la expresión de 

COX-2 presenta sitios de unión para diferentes factores de transcripción, entre los que cabe 

destacar los factores de transcripción proinflamatorios NF-κB o AP-1 y la proteína CREB (Chun 

and Surh, 2004). Dependiendo del estímulo y del tipo celular, en la regulación de la expresión 

de COX-2 pueden participar varias vías de señalización. Así, las MAPK ERK y p38 están implicadas 

en el aumento de la expresión de COX-2 inducido por Ang II e IL-1β en CMLV y en fibroblastos 

adventiciales (Galán et al., 2011; Aguado et al., 2015; Ohnaka et al., 2000). Por su parte, JNK, a 
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través de la activación del factor de transcripción AP-1, está implicada en el aumento de 

expresión de COX-2 inducido por ET-1 en CMLV (Palacios-Ramírez et al., 2019). También el 

receptor TLR4, a través de la activación de factores de transcripción como NF-κB o MAPK/AP-1, 

induce la expresión de COX-2 (Küper et al., 2012; Yoon and Park, 2021). 

Los prostanoides sintetizados por la COX-2 son, mayoritariamente, prostaciclina y PGE2 (Brock 

et al., 1999), los cuales tienen un importante papel en la inflamación, en la agregación 

plaquetaria, en la regulación de la proliferación y la migración de las CMLV, en el control de la 

contracción/relajación de los vasos y en el remodelado vascular (Bos et al., 2004). PGE2 se 

considera además un prostanoide inflamatorio debido a su capacidad para inducir la expresión 

de mediadores proinflamatorios (Gomi et al., 2000; Aoki et al., 2011; Morimoto et al., 2014). 

Niveles elevados de COX-2 se relacionan generalmente con vasoconstricción y se asocian con 

diversas patologías cardiovasculares como hipertensión, diabetes o aterosclerosis (Zhao et al., 

2021). Así, COX-2 contribuye al desarrollo de la lesión aterosclerótica por ox-LDL (Liang et al., 

2017); adicionalmente, se ha observado que el aumento en la expresión de COX-2 por los 

macrófagos presentes en dicha lesión induce inflamación y un aumento en la producción de 

MMP que contribuyen a la inestabilidad y la posible ruptura de la placa de ateroma (Cipollone 

et al., 2001). Por su parte, Wang et al. (2019) observaron que la inducción de COX-2 por la 

citoquina proinflamatoria IL-1β da lugar al aumento de mediadores proinflamatorios, entre ellos 

la propia IL-1β, lo que genera un círculo de retroalimentación positiva que contribuye a la 

inflamación que se observa en la diabetes. Además, la inhibición de COX-2 reduce la vasculopatía 

diabética inducida por los productos finales de glicosilación avanzada (Yoon et al., 2009).  

A nivel vascular, se ha descrito la participación de COX-2 en la inducción de la migración y la 

proliferación celular (Hu et al., 2002; Muraki et al., 2012) y en el aumento del remodelado (Zhang 

et al., 2013b; Renna et al., 2013b) y de la rigidez vascular (Avendaño et al., 2016; García-Redondo 

et al., 2018). Niveles elevados de esta enzima inducidos por Ang II (Lopes et al., 2022) o por ET-

1 (Palacios-Ramírez et al., 2019) dan lugar a disfunción endotelial y vasoconstricción en aortas. 

Además, los niveles de COX-2 están elevados en arterias de pacientes hipertensos, en los cuales 

se observa un aumento de estrés oxidativo y una disminución en la biodisponibilidad de NO, 

mecanismo que explicaría la vasoconstricción aumentada que presentan estos pacientes (Virdis 

et al., 2013). En este sentido, la inhibición de COX-2 reduce la elevada presión arterial y la 

disfunción endotelial en ratones hipertensos por infusión con Ang II (Martínez-Revelles et al., 

2013). 

En resumen, la inflamación vascular es un importante factor de riesgo para las alteraciones 

vasculares asociadas al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.  

Por ello, en esta Tesis Doctoral se profundizará en los mecanismos implicados en la inflamación 

inducida por la citoquina IL-1β, centrándose en el estudio de la posible participación de la vía de 

señalización del receptor TLR4. Por otra parte, se analizará el efecto de la activación del factor 

de transcripción Nrf2 sobre la inflamación causada por IL-1β. 
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HIPÓTESIS 

Como se ha mencionado anteriormente, la inflamación crónica está implicada en el desarrollo 

de alteraciones vasculares asociadas a patologías cardiovasculares. La inflamación en la pared 

vascular implica la infiltración de células del sistema inmune, la producción de citoquinas 

proinflamatorias y de ROS y la elevada expresión de enzimas proinflamatorias, tales como COX-

2. La citoquina proinflamatoria IL-1β participa en la inflamación vascular, generando estrés 

oxidativo y contribuyendo al desarrollo de alteraciones en el fenotipo y la función de las CMLV 

y al desarrollo de alteraciones vasculares como la rigidez, el remodelado y la disfunción 

endotelial que se asocian con el desarrollo de patologías vasculares. El receptor TLR4 también 

está implicado en la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo relacionados con el desarrollo 

de las alteraciones vasculares presentes en este tipo de enfermedades. Además, estudios 

recientes han descrito una conexión entre TLR4 e IL-1β, que podría contribuir a los efectos 

inducidos por la citoquina. Por otra parte, Nrf2 es un factor de transcripción sensible a estrés 

oxidativo cuya activación desencadena toda una maquinaria de vías antioxidantes y 

antiinflamatorias que juegan un importante papel en el mantenimiento del equilibrio redox del 

organismo.  

Por todo ello, nuestra hipótesis es que la vía de TLR4 podría participar en el efecto inflamatorio 

y en el estrés oxidativo inducidos por IL-1β y que la activación de Nrf2 actuaría reduciendo los 

efectos deletéreos causados por esta citoquina en la pared vascular, de manera que podría tener 

un efecto beneficioso en determinadas patologías cardiovasculares. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar si la vía de TLR4 participa en los efectos proinflamatorios y prooxidantes inducidos por 

IL-1β y el posible papel protector de la activación del factor de transcripción Nrf2 frente a estos 

efectos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Objetivo 1. Analizar el efecto inflamatorio de IL-1β en CMLV de ratón y la participación 
del estrés oxidativo en dicho efecto. 

- Objetivo 2. Estudiar si la vía de TLR4 participa en los efectos inflamatorios inducidos por 
IL-1β. 

- Objetivo 3. Evaluar el efecto de IL-1β sobre la activación de Nrf2. 

- Objetivo 4. Identificar los mecanismos implicados en la activación de Nrf2 por IL-1β, 
prestando especial atención a la participación del estrés oxidativo. 

- Objetivo 5. Estudiar el papel de la activación de Nrf2 inducida por IL-1β en los efectos 
producidos por esta citoquina. 

- Objetivo 6. Analizar si la activación farmacológica de Nrf2 modula los efectos 
inflamatorios inducidos por IL-1β, así como el posible mecanismo implicado. 

- Objetivo 7: Investigar si la activación de Nrf2 modula los efectos inflamatorios 
producidos tras la activación de TLR4 por LPS. 
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 MATERIALES Y MÉTODOS 

1. ANIMALES Y MATERIAL BIOLÓGICO 

Para llevar a cabo esta Tesis Doctoral se utilizaron cultivos de la línea celular MOVAS (CRL-

2797TM) de células de músculo liso vascular, que fueron estimuladas con la citoquina 

proinflamatoria IL-1β, con H2O2 o con LPS en ausencia o presencia de diferentes fármacos. En 

este tipo celular se analizó: 1) la expresión proteica de TLR4, MyD88, COX-2, Nrf2, HO-1, NQO1, 

SOD1, SOD2, Keap1, p-p38, p-JNK2 y p-Nrf2 en extractos celulares totales, y la expresión del 

factor de transcripción Nrf2 y de la subunidad del factor de transcripción AP-1, p-c-Jun, en 

extractos nucleares y citosólicos, mediante Western Blot; 2) los niveles de ARNm de algunas de 

las proteínas indicadas anteriormente, mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR); 3) 

la producción de O2·- y H2O2 mediante la medida de la fluorescencia emitida por dihidroetidio 

(DHE) y diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA), respectivamente; 4) la actividad NAD(P)H 

oxidasa vascular mediante la quimioluminiscencia emitida por la reacción entre la lucigenina y 

el O2·-; 5) la migración celular por la técnica de cierre de la herida; 6) la proliferación celular por 

la técnica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio o MTT; y 7) la 

viabilidad, la necrosis y la apoptosis celular mediante un kit comercial de doble tinción anexina 

V y ioduro de propidio (IP). 

También se realizaron experimentos de función vascular en segmentos de aorta de ratones 

C57BL/6J machos de 3 meses de edad, criados en el Gabinete Veterinario de la Facultad de 

Medicina de la UAM (número de registro ES280790000097). El uso de animales fue aprobado 

por el Comité de Ética de la Investigación de la UAM y por la Consejería de Medio Ambiente de 

la Comunidad de Madrid (PROEX 345/14 y PROEX 183.2/20). El uso, cría y mantenimiento de los 

animales se realizó de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, 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, y que cumple con la Directiva 2010/63/UE del Parlamento 

Europeo y del Consejo relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos. 

Los ratones fueron criados manteniendo constantes la temperatura ambiente, la humedad y el 

ciclo de luz (12 horas de luz/oscuridad), tuvieron libre acceso al agua y fueron alimentados ad 

libitum con pienso estándar para ratones. Los experimentos se llevaron a cabo bajo el principio 

de las 3R (reemplazo, refinamiento y reducción), de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio del NIH (Publicación NIH nº 85-23, revisada en 1996), y siguiendo 

las directrices de investigación con animales, ARRIVE 2.0 (Percie Du Sert et al., 2020). Se 

utilizaron un total de 10 ratones en los experimentos. No se emplearon métodos estadísticos 

para predeterminar el tamaño de la muestra y el número de animales utilizados se estimó a 

partir de la experiencia previa del grupo de investigación con estos estudios (Hernanz et al., 

2015).  

Los animales se sacrificaron mediante decapitación tras exposición a CO2. Tras el sacrificio, la 

aorta torácica se diseccionó libre de grasa y tejido conectivo y se dividió en 4 segmentos de 2 

mm de longitud cada uno. Los segmentos se incubaron ex vivo durante 24 h en medio DMEM 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium, glucosa 1 g/L) suplementado con 1% v/v de suero fetal 

bovino (FBS), 1% de penicilina-estreptomicina y 1% de glutamina, en presencia o ausencia de IL-

1β, tBHQ e IL-1β+tBHQ o de IL-1β, el inhibidor de TLR4 CLI-095 e IL-1β+CLI-095. Posteriormente, 

se realizaron experimentos de reactividad vascular para estudiar la contractilidad inducida por 
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elevadas concentraciones de potasio y la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio 

inducida por acetilcolina mediante miografía de alambres. 

2. CULTIVOS CELULARES 

La línea celular MOVAS de CMLV de ratón se cultivó en medio DMEM con alta glucosa (4,5 g/L) 

suplementado con 10% v/v de FBS y 0,2 mg/ml de la solución antibiótica G-418 (geneticina), y 

se mantuvo en un incubador (NuAIRE 425-300E clase 2, NuAIRE, Plymouth, MN, EE. UU.) en un 

ambiente húmedo, a 37oC y con un 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron el 80-90% de 

confluencia, se levantaron para hacer un pase y/o sembrarlas en placas para llevar a cabo los 

experimentos. Para ello, las células se lavaron con tampón fosfato salino (PBS) sin Ca2+ y sin Mg2+ 

para favorecer la disgregación celular; a continuación, para despegar las células, estas se 

incubaron durante 2 min a 37oC con tripsina-EDTA al 0,05%. Seguidamente, se añadió DMEM 

suplementado con 10% v/v de FBS y 0,2 mg/ml de la solución G-418 para neutralizar la tripsina. 

Cada tripsinización se llevó a cabo con una frecuencia aproximada de 4 días. Para los 

experimentos, las células se utilizaron entre los pases 3 y 12. 

Las CMLV se observaron mediante microscopía óptica de contraste de fases (microscopio 

invertido Zeiss, Axiovert 25, Jena, Alemania), donde se confirmó que mantenían la morfología 

típica en forma de huso del músculo liso en cultivos celulares a lo largo de su crecimiento.  

2.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN CMLV 

Para llevar a cabo los experimentos, los cultivos de CMLV se ayunaron durante 24 h en DMEM 

suplementado con 0,2 mg/ml de la solución G-418 y libre de suero con el objetivo de mantener 

las células en estado quiescente. Los diferentes tratamientos se añadieron durante las 24 h de 

ayuno. 

Las CMLV se incubaron durante 1 h con IL-1β (10 ng/ml), H2O2 (100 M) o LPS (10 µg/ml) con el 

fin de analizar su efecto sobre la activación de Nrf2 y la expresión de varias proteínas de la vía 

regulada por este factor de transcripción (HO-1, NQO1, SOD1, SOD2), la expresión de Keap1 y p-

Nrf2, la expresión de proteínas implicadas en la respuesta inflamatoria (COX-2, p-p38, p-JNK, p-

c-Jun, TLR4 y MyD88) y/o la actividad de la enzima NADP(H) oxidasa y la producción de especies 

reactivas de oxígeno (O2·- y H2O2).  

Para analizar la participación de las especies reactivas de oxígeno en estos efectos, las CMLV se 

pretrataron con el antioxidante apocinina (30 µM) y con el detoxificador de H2O2 catalasa (1000 

U/ml), que se añadieron 1 h antes del tratamiento con IL-1β o H2O2 (Figura 19).  

De forma similar, las CMLV se preincubaron durante 1 h con el inhibidor de TLR4 CLI-095 (1 µM) 

o con el inhibidor de JNK SP600125 (20 µM) con el fin de determinar la participación de estas 

vías en el efecto de IL-1β (Figura 19). 

Por otra parte, la implicación de Nrf2 en el efecto de IL-1β se estudió tratando las CMLV con el 

inhibidor de este factor de transcripción brusatol (200 nM), que se añadió 2 h antes del 

tratamiento con la citoquina (Figura 19). 
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Figura 19. Protocolo experimental utilizado para estudiar el efecto de IL-1β, H2O2 y LPS sobre la 
expresión génica y proteica y el estrés oxidativo. Elaboración propia. Creada con BioRender. 

En otro grupo de experimentos, las CMLV se estimularon durante 24 h con IL-1β, H2O2 o LPS para 

estudiar su efecto sobre la migración, la proliferación, la viabilidad, la necrosis y la apoptosis 

celular. La participación del estrés oxidativo, del receptor TLR4 y/o del factor de transcripción 

Nrf2 en estos procesos se analizó incubando los cultivos con fármacos antioxidantes o los 

inhibidores correspondientes (Figura 20). 

 

Figura 20. Protocolo experimental utilizado para estudiar el efecto de IL-1β, H2O2 y LPS sobre la 
migración, la proliferación, la viabilidad, la necrosis y la apoptosis celular. Elaboración propia. Creada 
con BioRender. 

Para analizar la modulación de los efectos de IL-1β, LPS y H2O2 por la activación de Nrf2, las CMLV 

se trataron durante 24 h con el activador del factor de transcripción Nrf2 tBHQ (20 µM) en 

ausencia o presencia de IL-1β, H2O2 o LPS (Figura 21a, b). La especificidad de algunos de los 

efectos de tBHQ sobre Nrf2, se estudió incubando los cultivos celulares con brusatol. 
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Figura 21. Protocolo experimental utilizado para estudiar la modulación de los efectos de IL-1β, H2O2 y 
LPS por la activación de Nrf2 con tBHQ. Modulación por tBHQ del efecto de IL-1β, H2O2 y LPS sobre la 
expresión génica y proteica y el estrés oxidativo (a) y sobre la migración y la proliferación celular (b). 
Elaboración propia. Creada con BioRender. 

3. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN PROTEICA  

La expresión de las proteínas se analizó mediante la técnica de Western Blot en lisados celulares 

conteniendo extractos totales o en fracciones nucleares y citosólicas. 

3.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS TOTALES 

Para la obtención de extractos totales, las células se sembraron en placas de 6 pocillos hasta 

llegar a una confluencia del 80-90%, momento en el que se ayunaron durante 24 h. Tras la 

realización del correspondiente protocolo experimental (Figuras 19 y 21a), los cultivos se 

lavaron dos veces con PBS frío sin Ca2+ y sin Mg2+ y se rasparon las células en 100 µl de tampón 

de lisis compuesto por: 30 mM Tris-HCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% Tritón X-100, 1% NaDoc 

(deoxicolato sódico), 0,1% SDS (dodecilsulfato sódico), al cual se le añadieron en el momento 

inhibidores de proteasas (Complete 40 mM) y fosfatasas [50 mM NaF (inhibidor de tirosina 

fosfatasas), 20 mM β-Glicerol fosfato (inhibidor de serina treonina fosfatasas), 1 mM Na3VO4 

(inhibidor competitivo de fosfatasas)]. Los lisados celulares se recogieron en tubos eppendorf, 

se incubaron 30 min a 4oC en agitación orbital y seguidamente se centrifugaron 10 min a 18000 

g y a 4oC para precipitar el material insoluble y poder recoger el extracto total presente en el 

sobrenadante. Los extractos totales se almacenaron a -20oC hasta su utilización. 
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3.2. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS NUCLEARES Y CITOSÓLICOS  

Para la obtención de extractos nucleares y citosólicos, las células se sembraron en placas de Petri 

de 60 cm2 y, alcanzada una confluencia del 80-90%, se ayunaron durante 24 h. Tras la realización 

del correspondiente protocolo experimental (Figuras 19, 21a), los cultivos se lavaron dos veces 

con PBS frío sin Ca2+ y sin Mg2+ y se rasparon las células en un tampón hipotónico (tampón 1) 

compuesto por: 20 mM HEPES (pH 7,9), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10% v/v glicerol y 0,2% v/v 

nonidet P-40 (NP-40, Igepal). El lisado obtenido se incubó en hielo durante 5 min y se centrifugó 

5 min a 900 g y a 4oC. El sobrenadante (fracción citosólica) se almacenó a -20oC para posteriores 

análisis. El precipitado obtenido se lavó una vez con PBS; para ello, se resuspendió en PBS, se 

centrifugó 5 min a 500 g y a 4oC y se eliminó el PBS. Posteriormente, se resuspendió en un 

tampón hipertónico (tampón 2) compuesto por: 20 mM HEPES (pH 7,9), 400 mM NaCl, 0,5% 

NaDoc y 2% v/v glicerol, y se incubó 30 min a 4oC en agitación orbital. Transcurrido ese tiempo, 

se centrifugó 10 min a 18000 g y a 4oC para eliminar el material insoluble. El sobrenadante 

obtenido (fracción nuclear) se guardó a -20oC para posteriores análisis. Tanto el tampón 1 como 

el tampón 2 fueron suplementados con los inhibidores de proteasas y fosfatasas descritos 

anteriormente en el momento de su utilización. 

3.3. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La concentración de proteínas obtenidas en los lisados celulares se cuantificó por colorimetría 

utilizando el método de Micro BCATM Protein Assay Kit. La cuantificación se realizó por la medida 

de la absorbancia a 590 nm en un lector de placas FLUOstar omega spectrophotometer (BMG 

Labtech, Ortenberg, Alemania). A la absorbancia de las muestras se le sustrajo la absorbancia de 

sus respectivos tampones (tampón de lisis en el caso de extractos totales o tampón 2 en el caso 

de extractos nucleares). Los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en una recta 

patrón construida a partir de la absorbancia obtenida con diluciones de concentración conocida 

de albúmina de suero bovino (BSA). El volumen de muestra necesario para la electroforesis se 

calculó en función de la cantidad de proteína que se deseaba cargar y se mezcló con el tampón 

de carga o tampón Laemmli 5X [300 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% SDS, 25% β-mercaptoetanol, 

0,5% p/v azul de bromofenol y 50% glicerol] en una relación 5:1 (volumen de muestra: volumen 

de tampón). La mezcla se incubó a 95oC durante 5 min para desnaturalizar las proteínas y se 

guardó a -20°C hasta su utilización. 

3.4. WESTERN BLOT 

Los geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se polimerizaron en un sistema de electroforesis 

Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Para ello, se preparó un gel 

separador [4,6% Tris-HCl (pH 8,8), 0,1% SDS, 0,038% persulfato amónico y 0,033% TEMED], cuyo 

porcentaje de acrilamida depende del peso molecular de la proteína a estudiar, y un gel 

concentrador [(3% acrilamida, 1,49% Tris-HCl (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,98% persulfato amónico y 

0,053% TEMED], en los cuales se separaron las proteínas en condiciones desnaturalizantes. 

Para analizar la expresión proteica, se utilizaron 20-25 µg de proteína del lisado total que se 

separaron electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 12% (HO-1, NQO1, SOD1, SOD2 y 

MyD88), al 10% [Keap1, MAPK (p-JNK, JNK, p-p38, p38)] o al 7,5% (Nrf2, p-Nrf2, COX-2 y TLR4) 

de acrilamida. Para analizar la expresión de Nrf2 y p-c-Jun, se utilizaron 10-15 µg de proteína del 
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lisado nuclear y citosólico, y se separaron electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 10% de 

acrilamida. 

Seguidamente, los geles se introdujeron en una cubeta llena de tampón de electroforesis (25 

mM Tris, 200 mM glicina y 1% SDS). Las muestras, junto con el marcador de peso molecular 

(BlueStar Prestained Protein Marker, FastGene® BlueStar Protein Ladder), se cargaron en el gel 

concentrador. A continuación, se llevó a cabo la electroforesis aplicando un voltaje constante 

de 120 mV. Una vez separadas, las proteínas se transfirieron a membranas comerciales de 

difluoruro de polivinilo (Trans-Blot® Turbo Midi 0,2 μm PVDF Transfer Membrane) utilizando 

para ello un sistema de transferencia rápida (Trans-Blot® Turbo Transfer System, Bio-Rad 

Laboratories) y aplicando una intensidad de corriente de 1,3 amperios durante 10 min. Una vez 

transferidas las proteínas, las membranas se trataron durante 1 h a temperatura ambiente en 

agitación continua con solución de bloqueo [5% leche desnatada o 5% BSA en solución de lavado 

(TTB-S 1X: 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl y 0,1% Tween-20)], para evitar uniones 

inespecíficas. A continuación, las membranas se incubaron durante toda la noche, en agitación 

continua a 4°C, con los anticuerpos primarios disueltos en solución de bloqueo a la dilución 

adecuada que se indica en la Tabla 2. 

Una vez finalizada la incubación con los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados sucesivos 

de 5-10 min, en agitación y a temperatura ambiente, con solución de lavado para eliminar los 

posibles restos de anticuerpo primario que no se habían unido. A continuación, las membranas 

fueron incubadas durante 1 h a temperatura ambiente y en agitación con el correspondiente 

anticuerpo secundario, anticuerpo IgG anti-conejo o anticuerpo IgG anti-ratón conjugado con 

peroxidasa de rábano (Tabla 2). Posteriormente, las membranas se volvieron a lavar tres veces 

y se procedió a la detección de los inmunocomplejos por quimioluminiscencia, utilizando el 

sistema peroxidasa de rábano-luminol [Clarity Western Enhanced chemiluminiscence (ECL) 

Blotting Substrate]. Esta técnica de detección está basada en la generación enzimática de un 

éster de acridino que reacciona con el peróxido, produciendo luz. Las bandas se detectaron con 

un sistema de imágenes (ChemiDocTM MP Imaging System, Bio-Rad Laboratories). La intensidad 

de las bandas se cuantificó con el programa Image lab versión 6.0 (Bio-Rad Laboratories). Para 

corregir la expresión de las proteínas que se analizaron, como control de carga en los extractos 

totales se utilizó la α-tubulina, en los extractos citosólicos se utilizó GAPDH (gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa), y en los extractos nucleares se utilizó TBP (proteína de unión a la caja 

“TATA”). En algunos casos, la expresión de las proteínas fosforiladas se normalizó respecto a la 

expresión de la proteína total sin fosforilar. Los datos se expresaron como la expresión relativa 

de las proteínas en las distintas situaciones experimentales respecto al control (células no 

tratadas).  
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Anticuerpo Dilución Origen  Casa comercial Referencia 

Nrf2 1:1000 Monoclonal 

de conejo 

Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, EE. UU.) 

12721 

p-Nrf2 1:500 Policlonal 

de conejo 

Invitrogen (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)  

PA5-67520 

HO-1  1:1000 Policlonal 

de conejo 

ENZO Life Sciences (Lausen, 

Suiza) 

ADI-SPA-895 

NQO1 1:500 Monoclonal 

de ratón 

Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, EE. UU.) 

sc-32793 

SOD1 0,05 µg/ml Policlonal 

de conejo 

ENZO Life Sciences  ADI-SOD-

101 

SOD2 0,005 µg/ml Policlonal 

de conejo 

ENZO Life Sciences ADI-SOD-

111 

Keap1 1:1000 Monoclonal 

de conejo 

Cell Signaling Technology  8047 

TLR4 1:500 Monoclonal 

de ratón 

Santa Cruz Biotechnology  sc-293072 

MyD88 1:1000 Policlonal 

de conejo 

Abcam (Cambridge, Reino Unido) ab2064 

COX-2 1:150 Policlonal 

de conejo 

Cayman Chemical (Ann Arbor, 

MI, EE. UU.). 

160126 

p-JNK 1:500 Policlonal 

de conejo 

Cell Signaling Technology   9251 

JNK 1:1000 Policlonal 

de conejo 

Cell Signaling Technology  9258 

p-p38 1:1000 Monoclonal 

de ratón 

Cell Signaling Technology  9216 

p38 1:2000 Monoclonal 

de ratón 

Cell Signaling Technology  9217 

p-c-Jun 1:500 Policlonal 

de conejo 

Santa Cruz Biotechnology  sc-16312 

α-Tubulina 1:20000 Monoclonal 

de ratón 

Sigma- Aldrich Co.  T5168 

TBP 1:1000 Policlonal 

de conejo 

Santa Cruz Biotechnology  sc-204 

GAPDH 1:1000 Monoclonal 

de ratón 

Calbiochem (Temecula, CA, EE. 

UU.) 

CB1001 

Anti-conejo 1:2000 Cabra IgG Bio-Rad Laboratories 170-6515 

Anti-ratón 1:4000 Cabra IgG Bio-Rad Laboratories 170-6516 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los análisis de expresión proteica por Western Blot. 
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4. CUANTIFICACIÓN DEL ARNm – qRT-PCR 

La cuantificación del ARNm de los genes de HO-1, NQO1, SOD1, SOD2 y COX-2 se llevó a cabo 

en lisados celulares mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) cuantitativa en 

tiempo real (qRT-PCR). 

4.1. EXTRACCIÓN DEL ARNm 

Para la extracción de ARN total a partir de cultivos de CMLV, una vez finalizados los distintos 

tratamientos a los que se sometieron las células (Figuras 19, 21a), se retiró el medio de ayuno y 

se realizaron dos lavados en frío con PBS sin Ca2+ y Mg2+. Una vez eliminado el PBS, las células se 

homogeneizaron y se rasparon utilizando 500 µl de NZYol, también en frío. El homogenado 

obtenido se recogió en eppendorf estériles. Después de añadir 50 µl de 1-bromo-3-cloropropano 

se agitó vigorosamente, tras lo cual se mantuvo en reposo durante 10 min a temperatura 

ambiente. La mezcla resultante se centrifugó a 12000 g durante 15 min a 4°C, obteniéndose 3 

fases: una fase verde en la parte inferior del tubo (proteínas), una interfase intermedia blanca 

(ADN) y una fase superior incolora (ARN). Esta última se transfirió a un microtubo eppendorf al 

que se añadieron 250 µl de isopropanol frío y 10 μg de glucógeno, que forma complejos con los 

ácidos nucleicos permitiendo la formación de precipitados visibles y, por lo tanto, más fáciles de 

manipular. Seguidamente, se agitaron levemente los tubos y se incubaron durante toda la noche 

a -20°C para favorecer al máximo la precipitación del ARN. Tras la incubación, las muestras se 

centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y al precipitado se le 

añadieron 500 μl de etanol al 75%; a continuación, se agitaron levemente los tubos y se 

centrifugaron a 12000 g durante 5 min a 4°C. Seguidamente, se eliminó el sobrenadante y se 

repitió el proceso una vez más. Posteriormente, se desechó el sobrenadante y el precipitado se 

dejó secar al aire asegurando la completa eliminación del alcohol. Por último, se resuspendió el 

precipitado, en el que se encuentra el ARN total, en 10 μl de agua libre de nucleasas. 

4.2. CUANTIFICACIÓN DEL ARNm 

El ARN extraído se cuantificó en un sistema de Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EE. UU.), el cual determina la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. 

Además, para determinar la calidad del ARN, se midieron las absorbancias a 230 y 280 nm, 

comprobando así los rangos óptimos establecidos entre las relaciones 260 y 230 y entre las de 

260 y 280. Cada muestra se midió por duplicado utilizando 1 μl. Las muestras de ARN se 

almacenaron a -80°C hasta su utilización. 

4.3. RETROTRANSCRICIÓN 

Se llevó a cabo la retrotranscripción de 1 μg del ARN total a ADN complementario (ADNc) usando 

el kit de síntesis iScript™ cDNA synthesis kit. El protocolo se llevó a cabo siguiendo las 

instrucciones comerciales, de manera que el ARN se mezcló con los reactivos del kit hasta un 

volumen de reacción de 10 μl y se introdujo en un termociclador (Mastercycler Gradient, 

Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) donde se llevó a cabo la reacción en los siguientes ciclos: 

cebado (5 min a 25°C), retrotranscripción (20 min a 46°C) e inactivación de la retrotranscriptasa 
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(1 min a 95°C). Finalizada la retrotranscripción y asumiendo un 100% de eficacia en la conversión 

de ARN a ADNc, el ADNc obtenido se guardó a -20°C hasta su posterior utilización. 

4.4. qRT-PCR 

La PCR cuantitativa en tiempo real se llevó a cabo en el sistema de detección de secuencias ABI 

PRISM 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.), 

perteneciente al Centro de Apoyo Tecnológico (C.A.T.) de la Universidad Rey Juan Carlos. La 

cuantificación de los niveles de ARNm se realizó mediante PCR cuantitativa en tiempo real con 

cebadores forward y reverse específicos de los genes a analizar (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Cebadores utilizados en los análisis de RT-qPCR. Todos los cebadores se obtuvieron en- Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EE. UU. 

Las reacciones se prepararon por duplicado en placas de 96 pocillos MicroAmp Fast optical 96-

well reaction plate (Applied Biosystems). La placa de reacciones se preparó en una campana de 

flujo laminar (Mini-V/PCR, Telstar, Madrid, España), esterilizada previamente por luz ultravioleta 

y en un volumen final de 10 μl, conteniendo: 

- 4,5 μl de ADNc diluido en agua libre de nucleasas. La dilución óptima, 1/50, se determinó 

previamente a través de la realización de curvas de concentración específicas para el 

ADNc de cada gen a amplificar, utilizando para ello una mezcla de ADNc de todas las 

situaciones experimentales a analizar.  

- 5,5 μl de la mezcla de reacción que consta de 5 μl de SsoAdvanced Universal 

SYBR® Green Supermix 2X con ROX (carboxirodamina), como fluorocromo para control 

de carga de la mezcla, y 0,5 μl del par de cebadores específicos para cada gen. 

Una vez preparadas las reacciones, las placas se sellaron con un papel adhesivo óptico 

[MicroAmpFast 96 Well (Applied Biosystems)], que no interfiere con la emisión de fluorescencia, 

pero evita la evaporación de las muestras durante los periodos de desnaturalización. Las 

condiciones de amplificación de la PCR cuantitativa fueron las siguientes: 1 ciclo inicial de 

desnaturalización de 30 s a 95°C, 40 ciclos de 15 s a 95°C, 1 ciclo final de 1 min a 60° C. Al final 

de la PCR, se realizó un análisis de la curva de fusión para mostrar la especificidad del producto 

de la PCR. Los resultados de amplificación se normalizaron respecto al gen de la β2-

microglobulina, utilizado como control endógeno. Para calcular la expresión relativa usamos el 

método de 2–ΔΔCt (Livak and Schmittgen, 2001). Los datos se expresaron como la expresión 

Gen Forward Reverse 

HO-1 CACGCATATACCCGCTACCT CCAGAGTGTTCATTCGAGCA 

NQO1 CCATGTACGACAACGGTCCT TGACGTTCATGTCCCCGTG 

SOD1 TGTGACTGCTGGAAAGGACG ACCACCATAAAGTCATGGGAAGG 

SOD2 GTCGCTTACAGATTGCTGCC GGCACTGACATGGGAAGAGTT 

COX-2 TTCGGGAGCACAACAGAGT TAACCGCTCAGGTGTTGCAC 

β2-Microglobulina ACCCTGGTCTTTCTGGTGCTT TAGCAGTTCAGTATGTTCGGCTT 
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relativa de ARNm en las distintas situaciones experimentales con respecto al control (células no 

tratadas).  

5. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD NAD(P)H OXIDASA 

La producción de O2·- generado por la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa se determinó 

mediante quimioluminiscencia emitida por la reacción entre la lucigenina y el O2·-, de acuerdo 

con el procedimiento descrito por San José et al. (2009), con ligeras modificaciones. La 

lucigenina (dinitrato de N, N´-dimetil-9,9´-biacridinio) es un compuesto aromático que es 

reducido por el O2·- dando lugar a emisión de luz que puede ser detectada en un luminómetro.  

Las CMLV, ayunadas y estimuladas como se ha descrito anteriormente (Figuras 19, 21a), se 

lavaron dos veces con PBS frío. A continuación, las CMLV se homogeneizaron usando un tampón 

fosfato compuesto por 50 mM KH2PO4, 1 mM EGTA y 150 mM sacarosa y a pH 7. Los 

homogenados obtenidos se colocaron por duplicado (50 μl) en placas de 96 pocillos (U96 PP-0,5 

ml White, Thermo Fisher Scientific). A cada pocillo se le añadieron, además, 175 μl del tampón 

fosfato y 1,25 μl de lucigenina (concentración final 5 µM). La luminiscencia fue medida a 750 nm 

con un luminómetro de placas (GloMax®-Multi Detection System, Promega Corporation, 

Madison, WI, E.E. UU.) cada 1,8 s durante 3 min, obteniéndose así un registro basal de los niveles 

de producción de O2·-. A continuación, se añadieron a cada pocillo 25 μl de NAD(P)H 

(concentración final 100 µM), cofactor del complejo enzimático NAD(P)H oxidasa, y se midió de 

nuevo la luminiscencia cada 1,8 s durante 3 min, obteniendo un registro de la actividad de la 

enzima. A estos valores se les restaron los valores basales y el resultado se normalizó con la 

concentración de proteína, determinada como se ha descrito anteriormente. Los datos se 

expresaron como unidades relativas de luz por s y por μg de proteína (URL/s x μg proteína), con 

respecto a la situación control (células no tratadas).  

6. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO 
MEDIANTE MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA  

La producción de O2·- fue determinada por medio del análisis de la emisión de fluorescencia por 

la oxidación del dihidroetidio (DHE), usando el método descrito previamente (Jiménez-Altayó et 

al., 2006). El DHE es un compuesto que es capaz de atravesar libremente las membranas 

celulares y que en presencia de O2·- se oxida a etidio, quedando atrapado en el interior celular 

debido a su capacidad para intercalarse en el ADN. El etidio se excita a una longitud de onda de 

546 nm y emite una fluorescencia roja dentro del espectro de emisión comprendido entre 590 

nm y 700 nm.  

Para llevar a cabo la detección de la producción de anión superóxido, las CMLV se sembraron y 

crecieron sobre cristales de vidrio circulares y estériles situados en el interior de placas de 12 

pocillos. Alcanzada una confluencia del 60-80%, las células se ayunaron durante 24 h y se 

trataron durante 1 h con IL-1β (10 ng/ml), H2O2 (100 M) o LPS (10 µg/ml) en presencia y 

ausencia de tBHQ (20 μM, 24 h) (Figuras 19, 21a). Transcurrido el periodo de tratamiento, las 

CMLV se incubaron con la sonda DHE (10 μM) disuelta en medio de ayuno DMEM durante 30 
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min a 37°C. A continuación, los cristales se montaron en portaobjetos usando para ello medio 

de montaje (glicerol:H2O destilada, 1:1 v/v). La fluorescencia fue detectada usando un 

microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood, NY, EE. 

UU). Se tomó una media de 6-7 imágenes por cristal usando una cámara Leica DFC7000T (Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) y se cuantificaron los valores de la intensidad de 

fluorescencia de 10-15 núcleos por imagen, usando el software de análisis ImageJ (National 

Institute of Health, Bethesda, MD. http://rsb.info.nih.gov/ij). Cada día de experimento se asignó 

el valor 1 a la fluorescencia emitida por las células en situación control (células no tratadas), 

representándose el resto de las situaciones experimentales con respecto a este control.  

7. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS 
DE OXÍGENO MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para llevar a cabo la detección de las especies reactivas de oxígeno O2·- y H2O2, se utilizaron las 

sondas DHE y DCFH-DA, respectivamente. El DCFH-DA es una sonda fluorogénica permeable 

capaz de difundir a través de la membrana celular. En el interior celular es degradado por las 

esterasas intracelulares dando lugar a 2’-7’ diclorofluoresceína, la cual se une al H2O2 intracelular 

y emite fluorescencia a una longitud de onda de 535 nm cuando es excitada con una longitud de 

onda de 485 nm. El DCFH-DA localizado en el exterior celular no será capaz de reaccionar con el 

H2O2, lo que limita la detección al H2O2 intracelular. Este método permite una cuantificación 

rápida y precisa de ROS en presencia de un estímulo que active el metabolismo oxidativo.  

Las CMLV se sembraron y crecieron en placas de 6 pocillos. Alcanzada una confluencia del 60-

80%, las células fueron ayunadas durante 24 h y estimuladas con IL-1β (10 ng/ml), H2O2 (100 

M) o LPS (10 µg/ml) durante 1 h en presencia y ausencia de tBHQ (20 μM, 24 h) o de CLI-095 

(1 µM, 2 h) (Figuras 19, 21a). Media hora antes de finalizar los tratamientos se añadieron las 

sondas DHE (10 μM) o DCFH-DA (20 μM). Al final del protocolo experimental las células se 

despegaron, se recogieron en eppendorf estériles y, a continuación, se lavaron tres veces con 

PBS mediante tres centrifugaciones consecutivas de 10 min a 200 g. La emisión de fluorescencia 

de ambas sondas se midió pasando las CMLV por un citómetro Beckman Coulter Cytomics FC500 

MPL (Beckman Coulter, Miami, FL, EE. UU.), perteneciente al C.A.T. de la URJC. Los resultados se 

expresaron en intensidad de fluorescencia emitida por las células en las distintas situaciones 

experimentales con respecto al control (células no tratadas).  

8. ANÁLISIS DE LA MIGRACIÓN CELULAR 

La migración celular se estudió mediante el ensayo de cierre de herida. Para ello, las CMLV se 

sembraron en placas de 12 pocillos y se crecieron hasta alcanzar una confluencia del 100%, 

momento en el que se eliminó el medio y se procedió a hacer las heridas mediante una punta 

de pipeta P10. Una vez realizada la herida se trazó una línea en el centro de los pocillos, 

perpendicular a la misma. A continuación, la placa se lavó dos veces con PBS para eliminar los 

posibles restos celulares que pueden quedar en la zona de la herida, y se añadió el medio de 

ayuno. Seguidamente, se tomaron fotografías a tiempo cero en el lugar de intersección de la 

http://rsb.info.nih.gov/ij
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línea y la herida. Posteriormente, las células se estimularon con IL-1β (10 ng/ml), H2O2 (100 M) 

o LPS (10 µg/ml) durante 24 h en presencia y ausencia de tBHQ (20 μM), catalasa (1000 U/ml), 

apocinina (30 µM), CLI-095 (1 µM) o de brusatol (200 nM) (Figuras 20, 21b). A continuación, se 

volvieron a tomar fotografías en el mismo lugar. Utilizando el software de análisis de imagen 

ImageJ, se determinó la distancia entre los bordes de la herida a tiempo cero y a las 24 h y se 

calculó el valor de cierre de la misma con respecto al tiempo cero y con respecto a la situación 

control (células no tratadas) en cada caso.  

9. ANÁLISIS DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

La proliferación celular se analizó mediante el ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). El MTT produce una solución amarilla que se transforma en 

cristales de formazán (insolubles en agua) por la acción de las deshidrogenasas mitocondriales 

de las células vivas. Los cristales de formazán, de color azul, se solubilizan con dimetilsulfóxido 

(DMSO) produciendo una reacción colorimétrica que da lugar a la aparición de una coloración 

violácea. La intensidad de la coloración producida al añadir el DMSO se mide por colorimetría a 

570 nm.  

Para analizar la proliferación celular las células se ayunaron y se trataron con IL-1β (10 ng/ml) o 

LPS (10 µg/ml) durante 24 h en presencia y ausencia de tBHQ (20 μM), catalasa (1000 U/ml), 

apocinina (30 µM) o CLI-095(1 µM) (Figuras 20, 21b). Se preparó una disolución stock de 1 mg/ml 

de MTT en PBS. Al finalizar los tratamientos, se eliminó el medio y se incubaron las células con 

una dilución 1/10 del stock de MTT en medio DMEM, durante 3 h a 37°C, tras lo cual se aspiró 

el medio y se añadió DMSO para disolver los cristales de formazán que se habían formado. A 

continuación, se colocó cada condición experimental por triplicado en una placa de 96 pocillos 

y se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de placas FLUOstar omega spectrophotometer. 

Los datos se representaron como incremento o disminución con respecto al control (células no 

tratadas).  

10. ANÁLISIS DE LA APOPTOSIS, LA NECROSIS Y LA VIABILIDAD 
CELULAR 

La apoptosis, necrosis y viabilidad celular se analizó mediante citometría de flujo. Para ello, las 

CMLV se ayunaron y se trataron con IL-1β (10 ng/ml), H2O2 (100 M), LPS (10 µg/ml) o tBHQ (20 

μM) durante 24 h (Figura 20). Transcurrido el tiempo de tratamiento las células se despegaron, 

se recogieron en eppendorf estériles, y se marcaron con Anexina V conjugada con fluoresceína 

(FITC-anexina V, emisión de fluorescencia a 518 nm, color verde) y ioduro de propidio (IP, 

emisión de fluorescencia a 617 nm, color rojo) según las instrucciones del fabricante (FITC 

Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit). Las células vivas sanas presentan fosfatidilserina (PS) en la 

parte citosólica de la membrana plasmática; sin embargo, en las células apoptóticas la PS se 

transloca a la parte externa de la membrana plasmática, exponiéndose así al medio extracelular. 

La anexina V tiene elevada afinidad por la PS presente en la membrana extracelular de las células 

apoptóticas. Por su parte, el IP es una sonda que interacciona con el ADN y que es impermeable 
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a la membrana celular, por lo que no es capaz de penetrar al interior de células vivas sanas ni de 

las células apoptóticas, ya que tienen la membrana plasmática intacta. Sin embargo, el IP puede 

penetrar al interior de las células muertas e interaccionar con el ADN, ya que estas tienen la 

membrana plasmática degradada. Al incubar las células con FITC-anexina V e IP, estas mostrarán 

fluorescencia de color verde si son apoptóticas, fluorescencia verde y roja si están muertas 

(células necróticas) y no tendrán apenas fluorescencia si están sanas (células viables). Las 

distintas poblaciones celulares se distinguieron pasando las CMLV por un citómetro Beckman 

Coulter Cytomics FC500 MPL con una longitud de onda de excitación de 488 nm. Los resultados 

se expresaron como porcentaje de células en apoptosis, en necrosis, o viables, con respecto al 

total de células. 

11. ESTUDIOS DE FUNCIÓN VASCULAR 

Los estudios de función vascular se realizaron en aorta torácica de ratón que se dividió en cuatro 

segmentos de 2 mm de longitud cada uno. Para estudiar la modulación del efecto de IL-1β por 

Nrf2, cada segmento de aorta se incubó ex vivo durante 24 h en DMEM (glucosa, 1 g/L) 

suplementado con 1% v/v de FBS, 1% de penicilina-estreptomicina y 1% de glutamina, en 

presencia o ausencia de IL-1β (10 ng/ml), tBHQ (20 μM) o IL-1β+tBHQ (Figura 22). Para estudiar 

la participación de TLR4 en el efecto de IL-1β, cada segmento de aorta se incubó ex vivo durante 

24 h en presencia o ausencia de IL-1β (10 ng/ml), CLI-095 (1 µM) o IL-1β+CLI-095 (Figura 22).  

 

Figura 22. Condiciones experimentales en los estudios de la función vascular. Elaboración propia. Creada 
con BioRender. 

Los estudios de reactividad vascular se realizaron mediante miografía de alambres, según el 

método descrito por Mulvany and Halpern (1977) (Figura 23). Para ello, tras las 24 h de 

incubación ex vivo con los distintos tratamientos, los segmentos arteriales se transfirieron a un 

baño de órganos de un miógrafo dual isométrico, en el cual se introdujeron dos alambres de 

acero de 40 μm de diámetro por la luz de la arteria. Después de un periodo de estabilización de 

30 min en solución Krebs-Henseleit (KHS) (115 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 4,7 mM KCl, 1,2 mM 

MgSO4.7H2O, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 11,1 mM glucosa y 0,01 mM Na2EDTA), burbujeada 
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con carbógeno (95% de O2 y 5% de CO2) a 37°C y pH 7,4, los segmentos vasculares se estiraron 

gradualmente hasta conseguir la tensión óptima en función de su diámetro. Para ello, en cada 

segmento arterial se determinó la relación entre la tensión de la pared vascular y la 

circunferencia interna del vaso y se ajustó su circunferencia interna (Lo) al 90% de la que 

tendrían los vasos si estuvieran expuestos a una presión transmural de 100 mmHg para un vaso 

relajado in situ (L100). El diámetro de las arterias se determinó como Lo/π.  

 

Figura 23. Esquema representativo del miógrafo de alambres para la realización de los estudios de 
función vascular. Elaboración propia.  

Una vez finalizado el proceso de normalización, los segmentos vasculares se lavaron con KHS y 

se equilibraron durante 30 min. A continuación, se comprobó la contractilidad de los segmentos 

por exposición de estos a una solución de alta concentración de potasio (K+-KHS, 120 mM), la 

cual es idéntica a la de KHS excepto que NaCl fue reemplazado por KCl a una concentración 

equimolar. Tras el lavado con KHS y un periodo de equilibrio de 30 min, se determinó la 

relajación dependiente de endotelio; para ello, se realizó una única curva concentración-

respuesta a acetilcolina (0,1-10 μM), en arterias previamente contraídas con el agonista de 

receptores α1-adrenérgicos fenilefrina, a una concentración tal que inducía una contracción de 

aproximadamente el 50% de la producida por K+-KHS (Figura 24). Además, para confirmar la 

participación del NO en la vasodilatación inducida por acetilcolina, algunos segmentos control 

se incubaron con el inhibidor no selectivo de NOS L-NAME (N(ω)-nitro-L-arginina metil éster, 0,1 

mM) 30 min antes de la adición de fenilefrina. La respuesta vasodilatadora se expresó en 

porcentaje del tono previo inducido por fenilefrina. 
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Figura 24. Registro representativo del protocolo experimental realizado en los estudios de función 
vascular. Registro original de LabChart (ADInstruments Ltd, Oxford, Reino Unido) del experimento de 
reactividad vascular realizado en un segmento de aorta de ratón. 

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresan como el valor promedio ± error estándar (ES). n hace referencia al 

número de animales utilizados en el caso de los segmentos arteriales y al número de cultivos 

usados en el caso de las CMLV. En el caso de los experimentos realizados en cultivos celulares, 

los análisis estadísticos que se llevaron a cabo fueron t de Student pareada y/o ANOVA de una 

vía seguido de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En el caso de los experimentos 

de reactividad vascular, además de estos análisis, se realizó ANOVA de dos vías seguido de 

Bonferroni. Los valores se consideraron significativos cuando la probabilidad era menor del 5% 

(p<0,05). El análisis estadístico se realizó con el software GraphPad Prism versión 8.0.2 (San 

Diego, CA, EE. UU.).  

13. COMPUESTOS Y FÁRMACOS UTILIZADOS 

1-Bromo-3-cloropropano: Sigma-Aldrich Co.  

Acetilcolina, hidrocloruro: Sigma-Aldrich Co. 

Acrilamida (Acrilamida: bis-acrilamida al 30%, solución 29:1, 3,3% C): Bio-Rad Laboratories 

Apocinina (4´-Hidroxi-3´-metoxiacetofenona): Sigma-Aldrich Co. 

APS (Persulfato amónico): Sigma-Aldrich Co. 

Azul de bromofenol (3´3´´, 5´5´´-Tetrabromofenolsulfoneftaleína, sal sódica): Sigma-Aldrich 

Co. 

Brusatol: Sigma-Aldrich Co. 

BSA (Albumina de suero bovino): Sigma-Aldrich Co. 

Catalasa: Sigma-Aldrich Co. 

Clarity Western Enhanced chemiluminiscence (ECL) Blotting Substrate: Bio-Rad Laboratories. 

CLI-095: InvivoGen, San Diego, CA, EE. UU. 

Complete: Roche Diagnostics, Manheim, Alemania 

DCFH-DA (Diacetato de 2’-7’ diclorofluoresceína): Sigma-Aldrich Co. 
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DHE (Dihidroetidio): Sigma-Aldrich Co. 

DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Glucosa 1 g/ml o Glucosa 4,5 g/ml): Sigma-

Aldrich Co.  

DMSO (Dimetilsulfóxido): PanReac, Barcelona, España 

EGTA [Ácido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N′,N′-tetraacético]: Sigma-Aldrich Co. 

Etanol (96% volumen/volumen): PanReac 

FBS (Suero fetal bovino): Sigma-Aldrich Co. 

Fenilefrina: Sigma-Aldrich Co. 

FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit: Invitrogen, Paisley, Reino Unido. 

G-418 (geneticina): Roche Diagnostics. 

Glicerol: PanReac 

Glicina: VWR, Barcelona, España.  

Glucógeno: Sigma-Aldrich Co. 

Glucosa: Honeywell Fluka, Charlotte, NC, EE. UU. 

Glutamina: Gibco (Life technologies - Thermo Fisher) 

H2O2 (Peróxido de hidrógeno): Sigma- Aldrich, Co. 

HEPES [Ácido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfónico]: Sigma-Aldrich Co. 

IL-1β (Interleuquina-1β recombinante de ratón): Sigma-Aldrich Co. 

iScript™ cDNA synthesis kit: Bio-Rad Laboratories. 

Isopropanol: Sigma-Aldrich Co. 

Leche desnatada (Sveltesse): Nestlé, Vevey, Suiza 

L-NAME: (N(ω)-nitro-L-arginina metil ester): Sigma-Aldrich Co. 

LPS (Lipopolisacárido de E. coli O111:B4): Sigma-Aldrich Co. 

Lucigenina (dinitrato de N, N´-dimetil-9,9´-biacridinio): Sigma-Aldrich Co. 

Marcador de peso molecular (BlueStar Prestained Protein Marker): NIPPON genetics Europe, 

GmbH, Dueren, Alemania 

Membranas de difluoruro de polivinilo (Trans-Blot® Turbo Midi 0,2 μm PVDF Transfer 

Membrane): Bio-Rad Laboratories 

Micro BCATM Protein Assay Kit: Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE. UU. 

MOVAS (CRL-2797TM): ATCC®, Manassas, VA, EE. UU. 

MTT [Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio]: Sigma-Aldrich Co. 

Na3VO4 (Ortovanadato sódico): Sigma-Aldrich Co. 

NAD(P)H (β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido, sal tetrasódica): Sigma-

Aldrich Co. 

NaDoc (Deoxicolato sódico): Sigma-Aldrich Co.  
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NaF (Fluoruro sódico): Sigma-Aldrich Co. 

NP40 (Igepal): Honeywell Fluka 

NZYol: Nzytech, Lisboa, Portugal 

PBS sin Ca2+ y sin Mg2+ (Buffer salino fosfato sin Ca2+ y sin Mg2+): Sigma- Aldrich, Co. 

Peniniclina/estreptomicina: Gibco (Life technologies - Thermo Fisher) 

Sacarosa: Sigma-Aldrich Co. 

SDS (Dodecil sulfato sódico): Sigma-Aldrich Co. 

SP600125: Sigma-Aldrich Co. 

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix: Bio-Rad Laboratories 

tBHQ (tertbutilhidroquinona): Sigma-Aldrich Co.  

TEMED (N, N, N´, N´- Tetrametiletilendiamina): Sigma-Aldrich Co. 

Tripsina-EDTA al 0,05%: Sigma- Aldrich, Co. 

Tritón X-100: Sigma-Aldrich Co.  

Trizma ® base (Tris): Sigma-Aldrich Co. 

Tween 20 (Monolaurato de sorbitán de polietilenglicol): Sigma-Aldrich Co.  

β-Glicerol fosfato: Honeywell Fluka. 

β-mercaptoetanol: Sigma-Aldrich Co. 
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 RESULTADOS 

1. PARTICIPACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE IL-1β 

Como se ha revisado en la introducción, es bien conocido que IL-1β tiene efectos inflamatorios 

en CMLV, los cuales, generalmente, están mediados por el estrés oxidativo que produce esta 

citoquina (Martín et al., 2012; Korbecki et al., 2013). En esta primera parte de la Tesis Doctoral 

realizamos experimentos para confirmar estos efectos en la línea celular de CMLV de ratón, 

MOVAS, utilizada en este estudio. 

1.1. EFECTO DE IL-1β SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE 

OXÍGENO 

1.1.1. Efecto de IL-1β sobre la actividad NAD(P)H oxidasa y la producción 

de especies reactivas de oxígeno 

La estimulación con IL-1β (10 ng/ml, 1 h) incrementó la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa 

en cultivos de CMLV de ratón (Figura 25). 

 

Figura 25. IL-1β aumenta la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre 
la actividad NAD(P)H oxidasa en cultivos de CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están 
expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada. URL: 
unidades relativas de luz. 

La producción de anión superóxido se estudió tanto por citometría de flujo como por 

microscopía de fluorescencia utilizando la sonda fluorescente DHE, y se observó que el 

tratamiento con IL-1β incrementó su producción en las CMLV de ratón (Figura 26a, b). 

Seguidamente, se analizó la producción de H2O2 utilizando la sonda DCFH-DA. Como se observa 

en la Figura 26c, el tratamiento con IL-1β también incrementó la producción de H2O2 en las CMLV 

de ratón.  
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Figura 26. IL-1β induce la producción de especies reactivas de oxígeno. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) 
sobre la producción de anión superóxido (O2·-) en CMLV de aorta de ratón medida por citometría de flujo 
(a) y microscopía de fluorescencia (b). Las imágenes representativas se muestran en la parte superior. Las 
imágenes se capturaron con un microscopio de fluorescencia; la barra de escala representa 100 µm. (c) 
Efecto de IL-1β sobre la producción de H2O2 medida por citometría de flujo. Los resultados (media ± ES) 
están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

1.1.2. Efecto de H2O2 sobre la actividad NAD(P)H oxidasa y la producción 

de anión superóxido 

A continuación, estudiamos el efecto de la adición exógena de H2O2 sobre el estrés oxidativo. 

H2O2 (100 µM, 1 h) aumentó tanto la actividad NAD(P)H oxidasa (Figura 27) como la producción 

de anión superóxido (Figura 28a, b), lo que indica la existencia, en este tipo celular, de un 

mecanismo de producción de ROS inducida por ROS, tal y como se ha descrito (Hernanz et al., 

2014). 
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Figura 27. H2O2 aumenta la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa. Efecto de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre 
la actividad NAD(P)H oxidasa en CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados 
como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada. URL: unidades relativas 
de luz. 

 

Figura 28. H2O2 induce la producción de anión superóxido. Efecto de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la 
producción de anión superóxido (O2·-) en CMLV de aorta de ratón medida por citometría de flujo (a) y 
microscopía de fluorescencia (b). Las imágenes representativas se muestran en la parte superior. Las 
imágenes se capturaron con un microscopio de fluorescencia; la barra de escala representa 100 µm. Los 
resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de 
Student pareada.  

Los resultados mostrados en este apartado confirman que la citoquina proinflamatoria IL-1β 

induce la producción de ROS (O2·- y H2O2) en la línea celular MOVAS, posiblemente debido al 

aumento de la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa.  
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1.2. PARTICIPACIÓN DE ROS EN LA INDUCCIÓN DE COX-2 POR IL-1β  

A continuación, analizamos el efecto de IL-1β sobre la expresión de COX-2, enzima que puede 

ser inducida por estrés oxidativo y estímulos inflamatorios (Zhao et al., 2021). 

1.2.1. Efecto de IL-1β sobre la vía MAPK/AP-1/COX-2 

El tratamiento de las CMLV de aorta de ratón con IL-1β incrementó de manera dependiente del 

tiempo los niveles del ARN mensajero de COX-2, observándose el pico de expresión a 1 hora 

(Figura 29a), por lo que los siguientes experimentos se realizaron estimulando las CMLV de aorta 

de ratón con IL-1β durante ese tiempo; en estas condiciones, IL-1β produjo también un aumento 

de la expresión proteica de COX-2 (Figura 29b). 

 

Figura 29. IL-1β incrementa la expresión de COX-2. (a) Niveles de ARNm de COX-2 en CMLV de aorta de 
ratón tratadas durante diferentes tiempos con IL-1β (10 ng/ml). (b) Expresión proteica de COX-2 en 
cultivos estimulados con IL-1β (1 h). En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados 
(media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por ANOVA 
de una vía seguido de post test de Bonferroni (a) y t de Student pareada (b).  

Uno de los factores de transcripción que regula la expresión de COX-2 es AP-1 (Telliez et al., 

2006; Korbecki et al., 2013). El tratamiento con IL-1β indujo la translocación al núcleo de p-c-

Jun, una de las subunidades que conforman AP-1, confirmando así la activación de este factor 

de transcripción (Figura 30). 
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Figura 30. IL-1β incrementa la expresión nuclear de p-c-Jun. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la 
expresión proteica nuclear de p-c-Jun en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot 
representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular 
se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) se activan por fosforilación dual en 

residuos de treonina y tirosina en respuesta a una amplia gama de estímulos extracelulares, 

entre ellos, IL-1β. Una diana de las MAPK es el factor de transcripción AP-1 (Pearson et al., 2001; 

Weber et al., 2010). En el presente estudio observamos que el tratamiento de las CMLV de aorta 

de ratón con IL-1β indujo un aumento en la fosforilación, tanto de la proteína JNK2 como de p38 

(Figura 31). 

 

Figura 31. IL-1β incrementa la expresión de p-JNK2 y p-p38. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la 
expresión proteica de p-JNK2 (a) y p-p38 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestran 
blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al 
control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  



 

126 

 

 Tesis Doctoral. Zoe González Carnicero 

Una vez demostrada la activación de las MAPK por IL-1β, para comprobar la participación de JNK 

en la vía de señalización inducida por la citoquina utilizamos el inhibidor farmacológico 

SP600125. El tratamiento de las CMLV con SP600125 (20 M) revirtió tanto el aumento de la 

translocación nuclear de p-c-Jun como el aumento de la expresión de la enzima proinflamatoria 

COX-2 inducidos por IL-1β (Figura 32), confirmando la participación de JNK en la activación de 

AP-1 y COX-2 por esta citoquina.  

 

Figura 32. JNK participa en el incremento de la expresión de p-c-Jun en el núcleo y de COX-2 inducido 
por IL-1β. Efecto de SP600125 (SP, 20 µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la 
expresión proteica de p-c-Jun en extractos nucleares (a) y de COX-2 en extractos totales (b) de CMLV de 
aorta de ratón. En la parte superior se muestran blots representativos de la expresión en citosol y en 
núcleo (a) y en extracto total (b). Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular se utilizó la 
expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol (a). Los resultados (media ± ES) se presentan como 
expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

1.2.2. Participación de ROS en la activación de la vía AP-1/COX-2 

A continuación, analizamos la participación de las ROS en el efecto de IL-1β sobre la expresión 

de COX-2. Para ello, las CMLV se trataron con el antioxidante apocinina y con catalasa, enzima 

que detoxifica el H2O2. El tratamiento de las CMLV con estos fármacos no modificó la expresión 

de COX-2 en situación control; sin embargo, tanto apocinina (30 μM) como catalasa (1000 U/ml) 

redujeron la inducción de la expresión de esta enzima por IL-1β (Figura 33), sugiriendo la 

participación del estrés oxidativo en la inducción de la expresión de COX-2. 
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Figura 33. El estrés oxidativo participa en el incremento de la expresión de COX-2 inducido por IL-1β. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de COX-2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

De forma similar, analizamos la participación de ROS en la activación del factor de transcripción 

AP-1. Como se muestra en la Figura 34, tanto apocinina como catalasa redujeron la expresión 

nuclear de p-c-Jun inducida por IL-1β; sin embargo, ninguno de los dos fármacos modificó 

significativamente la expresión de esta subunidad del factor de transcripción en situación 

control. 

 

Figura 34. El estrés oxidativo participa en la translocación al núcleo de p-c-Jun inducida por IL-1β. Efecto 
de apocinina (Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia de IL-1β (10 
ng/ml,1 h) sobre la expresión proteica de p-c-Jun en extractos nucleares de CMLV de ratón. En la parte 
superior se muestran blots representativos de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito 
en el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol 
y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 
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Los resultados mostrados en este apartado indican que las ROS participan en la traslocación al 

núcleo de p-c-Jun inducida por IL-1β y, consecuentemente, en el aumento de la expresión de 

COX-2 en las CMLV de aorta de ratón. 

1.3. PARTICIPACIÓN DE ROS EN LA MIGRACIÓN Y LA PROLIFERACIÓN 

CELULAR INDUCIDAS POR IL-1β  

1.3.1. Efecto de IL-1β sobre la migración y la proliferación celular 

Como se ha comentado previamente, IL-1β contribuye a los procesos de migración y 

proliferación de las CMLV a través de la inducción de inflamación y estrés oxidativo (Martín et 

al., 2012; Aguado et al., 2015; 2016). Ambos procesos están implicados en el remodelado 

vascular que contribuye al desarrollo de patologías cardiovasculares, como la hipertensión 

(Melton and Qiu, 2021).  

En CMLV de ratón, el tratamiento con IL-1β (10 ng/ml, 24 h) indujo un aumento tanto de la 

migración (Figura 35a) como de la proliferación celular (Figura 35b).  

 

 

Figura 35. IL-1β incrementa la migración y proliferación de las CMLV. (a) Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) 
sobre la migración celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran imágenes representativas. 
La barra de escala representa 50 µm. Los resultados (media + ES) se expresan como valor relativo de cierre 
de la herida respecto a la situación control (Ctrol). (b) Efecto de IL-1β sobre la proliferación celular. Los 
resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al Ctrol. *p<0,05 por t de Student 
pareada. 
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1.3.2. Participación de ROS en la migración y la proliferación celular 

inducidas por IL-1β 

Una vez comprobado que IL-1β aumenta la migración y la proliferación celular, analizamos la 

contribución de las especies reactivas de oxígeno en estos efectos. El tratamiento de las CMLV 

con los antioxidantes apocinina y catalasa redujo la migración celular inducida por IL-1β (Figura 

36).  

 

 

Figura 36. El estrés oxidativo participa en el incremento de la migración celular inducido por IL-1β. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 24 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 24h) (b) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la migración celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran 
imágenes representativas. La barra de escala representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) están 
expresados como valor relativo de cierre de la herida respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 vs. 
Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 

Respecto a la proliferación celular inducida por IL-1β en CMLV de ratón, esta fue reducida por 

apocinina, pero no por catalasa (Figura 37). Ninguno de los dos fármacos modificó ni la 

migración ni la proliferación celular en situación control (Figuras 36, 37). 
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Figura 37. El estrés oxidativo participa en el incremento de la proliferación celular inducido por IL-1β. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 24 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 24h) (b) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la proliferación celular de CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± 
ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

1.3.3. Efecto de ROS sobre la migración celular 

Una vez demostrado el papel de las ROS en la migración celular inducida por IL-1β en CMLV de 

ratón, analizamos el efecto de la adición exógena de H2O2 sobre dicho parámetro. La incubación 

con H2O2 (100 µM, 24 h) incrementó la migración celular (Figura 38).  

 

Figura 38. H2O2 induce la migración de las CMLV. Efecto de H2O2 (100 µM, 24 h) sobre la migración celular 
de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran imágenes representativas. La barra de escala 
representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo de cierre de la herida 
respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

Puesto que en este tipo celular la adición exógena de H2O2 induce la activación de la enzima 

NAD(P)H oxidasa y, en consecuencia, la producción de ROS, quisimos comprobar si este 

mecanismo participaba también en el efecto inducido por H2O2 sobre la migración de las CMLV. 

Para ello, los cultivos celulares se trataron con apocinina, observándose una reducción de la 

migración de las CMLV inducida por H2O2 (Figura 39). Estos resultados sugieren la participación 

del O2·- en los efectos del H2O2 sobre la migración de las CMLV.  
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Figura 39. El anión superóxido participa en el incremento de la migración celular inducida por H2O2. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 24 h) en ausencia y presencia de H2O2 (100 µM, 24 h) sobre la migración 
celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran imágenes representativas. La barra de escala 
representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo de cierre de la herida 
respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada.  

1.4. EFECTO DE IL-1β SOBRE LA FUNCIÓN VASCULAR  

Se ha descrito que IL-1β, a través de la inducción de inflamación y estrés oxidativo, puede 

contribuir al desarrollo de disfunción endotelial y de alteraciones en la función vascular, 

procesos ambos que se han asociado a diversas patologías cardiovasculares (Jiménez-Altayó et 

al., 2006; Gimbrone and García-Cardeña, 2016). Para comprobar el efecto de IL-1β sobre la 

función vascular, se incubaron segmentos de aorta de ratón en presencia o ausencia de la 

citoquina. Como se observa en la Figura 40, IL-1β (10 ng/ml, 24 h) produjo un deterioro de la 

relajación endotelio-dependiente inducida por acetilcolina. Esta vasodilatación está mediada 

por NO, como sugiere el hecho de que sea abolida por el inhibidor de la NOS, L-NAME (datos no 

mostrados). Por lo tanto, es posible que el estrés oxidativo generado por IL-1β, al reducir la 

biodisponibilidad de NO, contribuya a esta disfunción endotelial. 

 

Figura 40. IL-1β induce disfunción endotelial. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la curva 
concentración-respuesta a acetilcolina (ACh) en segmentos de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) 
están expresados en porcentaje de la respuesta a fenilefrina. *p<0,05 mediante ANOVA de dos vías 
seguido de post test de Bonferroni (n=10). Ctrol: Control. 
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Por otra parte, el tratamiento con IL-1β no afectó a la respuesta vasoconstrictora inducida por 

K-KHS en aorta de ratón, sugiriendo que la contractilidad muscular no está afectada por esta 

citoquina (Figura 41).  

 

Figura 41. IL-1β no altera la contractilidad vascular. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la contracción 
inducida por K-KHS en segmentos de aorta de ratón. Los resultados están expresados como media ± ES. 
Ctrol: Control. 

2. PARTICIPACIÓN DE LA VÍA DE TLR4 EN EL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE IL-1β 

Una vez que confirmamos en las CMLV de aorta de ratón utilizadas en este estudio el efecto 

inflamatorio de la citoquina IL-1β y el papel de las ROS en el mismo, pasamos a abordar los 

siguientes objetivos de la Tesis Doctoral. Así, en primer lugar, analizamos la participación de la 

vía de señalización del receptor TLR4 en los efectos de IL-1β. TLR4 es un receptor de membrana 

que se expresa en la superficie de diferentes tipos celulares, incluidas las CMLV (Nunes et al., 

2019); desempeña un importante papel como mediador de la respuesta inflamatoria y, además, 

contribuye al desarrollo de patologías cardiovasculares (Roshan et al., 2016; (Nunes et al., 2019; 

de Oliveira and Nunes, 2021). Recientemente se ha determinado la existencia de una relación 

entre este receptor e IL-1β, ya que se ha descrito que esta citoquina incrementa la actividad de 

la vía TLR4/NF-κB (Liu et al., 2014; Xu et al., 2020), aunque el mecanismo exacto por el cual IL-

1β interacciona con TLR4 es aún desconocido. 

2.1. EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA DE TLR4 

En primer lugar, estudiamos si la estimulación con IL-1β ejerce algún efecto sobre la vía de 

señalización de TLR4. Así, observamos que el tratamiento de las CMLV de aorta de ratón con IL-

1β (10 ng/ml, 1 h) no modificó la expresión del receptor TLR4 (Figura 42a), pero aumentó la 

expresión de la proteína adaptadora MyD88 (Figura 42b).  
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Figura 42. IL-1β incrementa la expresión de MyD88. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión 
proteica del receptor TLR4 (a) y la proteína MyD88 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se 
muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

Tanto la vía se señalización de TLR4 como la de IL-1β convergen en la activación de la proteína 

adaptadora MyD88 (Gay et al., 2014; Abbate et al., 2020). Por ello, quisimos comprobar si la vía 

de TLR4 estaba involucrada en el aumento de expresión de MyD88 inducido por IL-1β. Para ello, 

los cultivos celulares se incubaron con CLI-095, un inhibidor de TLR4 que se une al dominio 

intracelular de este receptor, bloqueando la señalización desencadenada por la interacción 

ligando-receptor (Matsunaga et al., 2011).  

Como se muestra en la Figura 43, CLI-095 (1 µM) no modificó la expresión de MyD88 en situación 

control, pero redujo la inducción de su expresión por IL-1β, lo que demuestra que esta citoquina 

activa la vía de señalización de TLR4/MyD88 en estas células.  

 

Figura 43. TLR4 participa en el incremento de la expresión de MyD88 inducido por IL-1β. Efecto de CLI-
095 (1 µM, 2h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de MyD88 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  
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2.2. PARTICIPACIÓN DE TLR4 EN EL EFECTO DE IL -1β SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

Una vez comprobada la activación de la vía TLR4/MyD88 por IL-1β, analizamos la participación 

de dicha vía de señalización en los efectos de esta citoquina proinflamatoria. En primer lugar, 

estudiamos la participación de TLR4 sobre la producción de ROS inducida por IL-1β. La 

incubación de las CMLV con el inhibidor de TLR4 CLI-095 inhibió el aumento de la producción de 

O2·- y de H2O2 inducido por IL-1β (Figura 44). En situación control, CLI-095 no alteró la producción 

de ninguna de estas ROS. 

 

Figura 44. TLR4 participa en el incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno inducido 
por IL-1β. Efecto de CLI (1 µM, 2h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la producción 
de anión superóxido (O2·-) (a) y H2O2 (b) en CMLV de aorta de ratón, medidas por citometría de flujo. Los 
resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol 
y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

2.3. PARTICIPACIÓN DE TLR4 EN EL EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA 

MAPK/AP-1/COX-2 

Como se ha descrito anteriormente, el tratamiento de las CMLV de ratón con IL-1β da lugar a un 

aumento en la fosforilación de JNK, que se asoció al aumento de la translocación nuclear de la 

subunidad p-c-Jun del factor de transcripción AP-1, así como a un aumento de la expresión de 

COX-2 (Figuras 31 y 32). Ahora analizamos la participación de TLR4 en la activación de esta vía 

de señalización por IL-1β. El tratamiento de las CMLV de ratón con CLI-095 redujo tanto el 

aumento de la expresión de p-JNK2 (Figura 45), como de la translocación al núcleo de p-c-Jun 

(Figura 46) y de la expresión de COX-2 inducidos por IL-1β (Figura 47). CLI-095 no modificó 

ninguno de estos parámetros en situación control. 
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Figura 45. TLR4 participa en el incremento de la expresión de p-JNK2 inducido por IL-1β. Efecto de CLI-
095 (1 µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-JNK2 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

 

Figura 46. TLR4 participa en la translocación nuclear de p-c-Jun inducida por IL-1β. Efecto de CLI-095 (1 
µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de p-c-Jun 
en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo de la expresión en 
citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en 
núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 
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Figura 47. TLR4 participa en el incremento de la expresión de COX-2 inducido por IL-1β. Efecto de CLI-
095 (1 µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de COX-2 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

En conjunto, los resultados mostrados en este apartado sugieren que la vía de TLR4 participa en 

la activación de la vía MAPK/AP1/COX-2 inducida por IL-1β. 

2.4. PARTICIPACIÓN DE TLR4 EN EL EFECTO DE IL -1β SOBRE LA MIGRACIÓN 

Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

A continuación, se analizó la participación de la vía de señalización de TLR4 en la migración y la 

proliferación celular inducidas por IL-1β. El tratamiento de las CMLV de ratón con CLI 095 redujo 

el aumento tanto en la migración celular (Figura 48) como en la proliferación celular (Figura 49) 

inducido por IL-1β (10 ng/ml, 24 h), mientras que no afectó a estos procesos en cultivos control. 

Figura 48. TLR4 participa en el incremento de la migración celular inducido por IL-1β. Efecto de CLI (1 
µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la migración celular de CMLV de aorta 
de ratón. A la derecha se muestran imágenes representativas. La barra de escala representa 50 µm. Los 
resultados (media + ES) están expresados como valor relativo de cierre de la herida respecto a la situación 
control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 
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Figura 49. TLR4 participa en el incremento de la proliferación celular inducido por IL-1β. Efecto de CLI (1 
µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la proliferación celular de CMLV de aorta 
de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). 
*p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

2.5. PARTICIPACIÓN DE TLR4 EN EL EFECTO DE IL -1β SOBRE LA FUNCIÓN 

VASCULAR 

Como se ha comentado, la incubación de las aortas de ratón con IL-1β indujo un deterioro de la 

respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio inducida por acetilcolina (Figura 40). Ahora 

analizamos si TLR4 participaba en este efecto. Para ello, se utilizaron segmentos de aorta de 

ratón incubadas con el inhibidor de TLR4 CLI-095, con IL-1β o con ambos.  

La incubación durante 24 h con CLI-095 (1 µM) no modificó la respuesta vasodilatadora inducida 

por acetilcolina en segmentos control, pero mejoró la deteriorada respuesta observada en 

segmentos incubados con IL-1β (10 ng/ml, Figura 50), lo que sugiere la participación de la vía 

TLR4 en la disfunción endotelial inducida por IL-1β. 

 

Figura 50. TLR4 participa en disfunción endotelial inducida por IL-1β en aorta de ratón. Efecto de CLI-
095 (1 µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la curva concentración-respuesta 
a acetilcolina (ACh) en segmentos de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados en 
porcentaje de la respuesta a fenilefrina. *p<0,05 vs. Control (Ctrol) y #p<0,05 vs. IL-1β, mediante ANOVA 
de dos vías seguido de post test de Bonferroni (n=5).  
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Por otra parte, CLI-095 no modificó la respuesta vasoconstrictora a K-KHS, independientemente 

de la presencia o ausencia de IL-1β (Figura 51). Estos resultados sugieren que la función muscular 

en estos vasos no está afectada ni por la citoquina proinflamatoria IL-1β ni por la vía de TLR4.  

 

Figura 51. TLR4 no altera la contractilidad vascular en aorta de ratón. Efecto de CLI-095 (1 µM, 24h) en 
ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la contracción inducida por K-KHS en segmentos de 
aorta de ratón. Los resultados están expresados como media ± ES. Ctrol: Control. 

3. EFECTO DE LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR IL-1β 

Nrf2 es un factor de transcripción sensible a estrés oxidativo y a compuestos electrófilos que 

regula la expresión de un conjunto de genes antioxidantes y antiinflamatorios. En condiciones 

fisiológicas, Nrf2 se encuentra inactivo en el citosol unido a su represor Keap1. Condiciones de 

estrés oxidativo inactivan Keap1 permitiendo la activación de Nrf2, el cual se transloca al núcleo 

para realizar sus funciones (Crisman et al., 2023). Puesto que IL-1β induce estrés oxidativo, 

analizamos el efecto de IL-1β sobre la activación de la vía de Nrf2 y que papel tiene esto en los 

efectos de esta citoquina proinflamatoria.  

3.1. EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA DE Nrf2 

3.1.1. Activación de la vía de Nrf2 por IL-1β 

En primer lugar, analizamos la expresión del factor de transcripción Nrf2 en CMLV de ratón. 

Como se observa en la Figura 52, el tratamiento con IL-1β (10 ng/ml, 1 h) indujo un aumento de 

la translocación de Nrf2 al núcleo, sugiriendo la activación de este factor de transcripción por la 

citoquina.  
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Figura 52. IL-1β incrementa la expresión nuclear de Nrf2. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la 
expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot 
representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular 
se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

A continuación, analizamos la expresión de algunas de las enzimas reguladas por el factor de 

transcripción Nrf2, y observamos que el tratamiento con IL-1β indujo un aumento en la 

expresión de HO-1, NQO1, SOD1 y SOD2 en las CMLV de ratón (Figura 53). 
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Figura 53. IL-1β incrementa la expresión de HO-1, NQO1, SOD1 y SOD2. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) 
sobre la expresión proteica de HO-1 (a), NQO1 (b), SOD1 (c) y SOD2 (d) en CMLV de aorta de ratón. En la 
parte superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como 
expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada. 

En conjunto, los resultados mostrados en este apartado indican la activación del factor de 

transcripción Nrf2 tras la estimulación de las CMLV de ratón con la citoquina proinflamatoria IL-

1β. 
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3.1.2. Efecto de IL-1β sobre Keap1 

A continuación, analizamos la expresión proteica del regulador negativo de Nrf2 Keap1. Como 

se muestra en la Figura 54, IL-1β redujo la expresión de Keap1 en las CMLV de ratón, lo que 

favorece la activación del factor de transcripción Nrf2. 

 

Figura 54. IL-1β reduce la expresión de Keap1. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica 
de Keap1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de 
Student pareada. 

3.1.3. Efecto de IL-1β sobre la fosforilación de  Nrf2 

Nrf2 puede activarse, además, por vías no canónicas que, en muchos casos, implican su 

modificación postraduccional por fosforilación. Debido a esto, quisimos comprobar si la 

estimulación de las CMLV de ratón con IL-1β podía inducir la activación de Nrf2 por fosforilación. 

El tratamiento de las CMLV de ratón con IL-1β dio lugar a un aumento de la fosforilación de Nrf2 

(Figura 55). 

 

Figura 55. IL-1β incrementa la expresión de p-Nrf2. Efecto de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión 
proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de 
Student pareada. 
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A continuación, analizamos la participación de JNK, la cual, como hemos comentado 

anteriormente, es activada por IL-1β, en la fosforilación de Nrf2 (Figura 31a). Para ello, 

utilizamos el inhibidor de JNK SP600125. El tratamiento de las CMLV de ratón con SP600125 

redujo la fosforilación de Nrf2 inducida por IL-1β, mientras que no tuvo ningún efecto en 

ausencia de la citoquina (Figura 56). Esto indica que la fosforilación de Nrf2 inducida por IL-1β 

está mediada, al menos en parte, por JNK.  

 

Figura 56. JNK participa en el incremento de la expresión de p-Nrf2 inducida por IL-1β. Efecto de 
SP600125 (SP, 20 µM, 2h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de 
p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados 
(media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 
vs. IL-1β por t de Student pareada.  

3.2. PARTICIPACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL EFECTO DE IL-1β SOBRE 

LA VÍA DE Nrf2 

Una vez confirmada la activación de Nrf2 por IL-1β, estudiamos si el estrés oxidativo inducido 

por esta citoquina participaba en la activación del factor de transcripción Nrf2. En primer lugar, 

analizamos si los antioxidantes apocinina y catalasa modificaban la translocación nuclear de Nrf2 

inducida por IL-1β. En este caso, observamos que la incubación de las CMLV con ambos fármacos 

reducía la expresión nuclear de Nrf2 inducida por IL-1β (Figura 57), confirmando así la 

participación de ROS en la activación de este factor de transcripción. Ninguno de los dos 

fármacos afectó a la expresión nuclear de Nrf2 en situación control. 
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Figura 57. El estrés oxidativo participa en la activación de Nrf2 inducida por IL-1β. Efecto de apocinina 
(Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) 
sobre la expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestran 
blots representativos de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el fraccionamiento 
celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se 
presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y  #p<0,05 vs. IL-1β por t 
de Student pareada. 

A continuación, analizamos si estos antioxidantes modificaban el efecto de IL-1β sobre la 

expresión de algunas de las proteínas reguladas por Nrf2 como HO-1 y SOD2. En este caso, 

observamos que apocinina reducía el aumento en la expresión de HO-1 y de SOD2 inducido por 

IL-1β (Figura 58a, 59a), mientras que catalasa no tenía ningún efecto sobre la expresión de estas 

proteínas (Figuras 58b, 59b). Ninguno de los dos antioxidantes modificó la expresión de HO-1 y 

SOD2 en situación control. Estos resultados sugieren la participación del estrés oxidativo, 

principalmente del O2·-, en el efecto de IL-1β sobre la activación de las proteínas HO-1 y SOD2.  
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Figura 58. El estrés oxidativo participa en el incremento de la expresión de HO-1 inducido por IL-1β. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control. *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 

 

Figura 59. El estrés oxidativo participa en el incremento de la expresión de SOD2 inducido por IL-1β. 
Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de SOD2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 

Por otra parte, el tratamiento de las CMLV con apocinina redujo, aunque no de forma 

significativa, el aumento de la fosforilación de Nrf2 inducida por IL-1β (Figura 60a), mientras que 

catalasa no modificó este efecto (Figura 60b). Esto sugiere que la vía no canónica de activación 

de Nrf2 no es el principal mecanismo por el que las ROS activan este factor de transcripción.  
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Figura 60. El estrés oxidativo no participa en el incremento de la expresión de p-Nrf2 inducido por IL-
1β. Efecto de apocinina (Apo, 30 μM, 2 h) (a) y catalasa (Cat, 1000 U/ml, 2 h) (b) en ausencia y presencia 
de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión 
relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por t de Student pareada. 

3.2.1. Efecto de H2O2 sobre la vía de Nrf2 

Una vez comprobado el papel del estrés oxidativo en la activación de Nrf2 inducida por IL-1β en 

CMLV de ratón, estudiamos el efecto de la adición exógena de H2O2 sobre dicha vía. Como 

muestra la Figura 61, la estimulación con H2O2 (100 µM, 1 h) incrementó la translocación al 

núcleo de Nrf2 en cultivos celulares de CMLV. 

 

Figura 61. H2O2 incrementa la expresión nuclear de Nrf2. Efecto de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la expresión 
proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot 
representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular 
se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  



 

146 

 

 Tesis Doctoral. Zoe González Carnicero 

También analizamos el efecto de la adición de H2O2 sobre la expresión de algunas de las 

proteínas reguladas por Nrf2. La incubación con H2O2 incrementó de manera dependiente del 

tiempo los niveles del ARN mensajero de HO-1, observándose un pico de expresión a 1 hora 

(Figura 62a). Además, el tratamiento con H2O2 incrementó la expresión proteica de HO-1 en 

cultivos de CMLV de ratón (Figura 62b).  

 

Figura 62. H2O2 incrementa la expresión de HO-1. (a) Expresión relativa de los niveles de ARNm de HO-1 
en CMLV de aorta de ratón tratadas durante diferentes tiempos con H2O2 (100 µM). (b) Expresión proteica 
de HO-1 en cultivos celulares estimulados con H2O2 (1 h). En la parte superior se muestra un blot 
representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control 
(Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por ANOVA de una vía seguido de post test de Bonferroni (a) y t de Student 
pareada (b). 

Además, el tratamiento con H2O2 también incrementó la expresión de la proteína NQO1 en 

cultivos de CMLV de ratón (Figura 63). 

 

Figura 63. H2O2 incrementa la expresión de NQO1. Efecto de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la expresión 
proteica de NQO1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de 
Student pareada.  
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A continuación, estudiamos si la adición exógena de H2O2 afectaba a la vía no canónica de 

activación de Nrf2 y observamos que, efectivamente, H2O2 también aumentaba la fosforilación 

de este factor de transcripción (Figura 64).  

 

Figura 64. H2O2 incrementa la expresión de p-Nrf2. Efecto de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la expresión 
proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de 
Student pareada.  

En conjunto, los resultados descritos en este apartado indican que las ROS participan en la 

activación del factor de transcripción Nrf2 por la citoquina proinflamatoria IL-1β. 

3.3. PARTICIPACIÓN DE TLR4 EN EL EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA DE Nrf2 

Puesto que habíamos comprobado que la vía de TLR4 está implicada en diversos efectos de la 

citoquina IL-1β, analizamos si esta vía de señalización también participaba en la activación del 

factor de trascripción Nrf2. El tratamiento de las CMLV con el inhibidor del receptor TLR4 CLI-

095 revirtió la fosforilación de Nrf2 inducida por IL-1β, sin afectar a dicha fosforilación en 

situación control (Figura 65). 
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Figura 65. TLR4 participa en el incremento de la expresión de p-Nrf2 inducido por IL-1β. Efecto de CLI-
095 (1 µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en 
CMLV de aorta ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) 
se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por 
t de Student pareada.  

Por otra parte, la incubación con CLI-095 también inhibió el aumento de la expresión de HO-1 y 

de SOD2 inducido por IL-1β (Figura 66), confirmando el papel de TLR4 en la activación de Nrf2 

por esta citoquina. CLI-095 no modificó la expresión de ninguna de las dos proteínas en situación 

control. 

 

Figura 66. TLR4 participa en el incremento de la expresión de HO-1 y SOD2 inducido por IL-1β. Efecto de 
CLI-095 (1 µM, 2 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 
(a) y SOD2 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestran blots representativos. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol 
y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  
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3.4. EFECTO PROTECTOR DE LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR IL-1β  

Una vez determinada la activación del factor de transcripción Nrf2 y de las proteínas que están 

bajo su control por la citoquina proinflamatoria IL-1β, analizamos el papel que tiene Nrf2 en los 

efectos inducidos por IL-1β. Para ello utilizamos brusatol, un compuesto de origen vegetal que 

se utiliza como inhibidor farmacológico de Nrf2, ya que reduce los niveles proteicos de este 

factor de transcripción al promover la ubiquitinación y la subsecuente degradación del mismo 

(Ren et al., 2011). 

De acuerdo con ello, la incubación de los cultivos celulares con brusatol (200 nM) previno el 

aumento de expresión de Nrf2 inducido por IL-1β, no observándose ningún efecto sobre esta 

proteína en situación control (Figura 67).  

 

Figura 67. Brusatol inhibe la activación de Nrf2 inducida por IL-1β. Efecto de brusatol (Br, 200 nM, 3 h) 
en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de Nrf2 en CMLV de aorta de 
ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student 
pareada.  

Confirmando el efecto inhibitorio de la vía de Nrf2 por brusatol, este fármaco revirtió el aumento 

de expresión de la proteína HO-1 inducido por IL-1β, sin modificar la expresión de esta proteína 

en situación control (Figura 68).  
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Figura 68. Brusatol inhibe el incremento de la expresión de HO-1 inducido por IL-1β. Efecto de brusatol 
(Br, 200 nM, 3 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

Por otra parte, el pretratamiento de las CMLV con brusatol previno la disminución de la 

expresión de Keap1 inducida por IL-1β, sin afectar a dicha expresión en cultivos celulares en 

situación control (Figura 69).  

 

Figura 69. Brusatol inhibe la disminución de la expresión de Keap1 inducida por IL-1β. Efecto de brusatol 
(Br, 200 nM, 3 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de Keap1 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  
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Además, brusatol abolió el aumento de la expresión de p-Nrf2 inducido por IL-1β, no afectando 

dicha expresión en situación control (Figura 70).  

 

Figura 70. Brusatol inhibe el incremento de la expresión de p-Nrf2 inducido por IL-1β. Efecto de brusatol 
(200 nM, 3 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en 
CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± 
ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

Una vez confirmado el efecto inhibitorio de brusatol sobre la vía de Nrf2, utilizamos este 

compuesto para analizar si la activación de la vía de Nrf2 por IL-1β contribuye a los efectos de la 

citoquina. 

El tratamiento de las CMLV de ratón con brusatol no alteró la fosforilación de las proteínas JNK2 

y p38 en cultivos celulares control, pero potenció el aumento de la fosforilación de ambas MAPK 

inducido por IL-1β (Figura 71). Estos resultados confirman que el factor de transcripción Nrf2 

modula a la baja el efecto de esta citoquina proinflamatoria sobre JNK y p38, y sugieren un papel 

protector de este. 
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Figura 71. La inhibición de Nrf2 potencia el incremento de la expresión de p-JNK2 y p-p38 inducido por 
IL-1β. Efecto de brusatol (Br, 200 nM, 3 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la 
expresión proteica de p-JNK2 (a) y p-p38 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestran 
blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al 
control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

Además, comprobamos el papel de Nrf2 sobre la migración celular inducida por IL-1β. Como 

puede observarse en la Figura 72, el tratamiento de los cultivos celulares con brusatol potenció 

el aumento de la migración de las CMLV inducido por IL-1β (10 ng/ml, 24 h), no modificando 

este proceso celular en situación control. Estos resultados confirman que Nrf2 modula a la baja 

el efecto de la citoquina proinflamatoria sobre la migración de las CMLV y sugiere un papel 

protector de este factor de transcripción en dicho efecto.  

 

 

Figura 72. La inhibición de Nrf2 potencia el incremento de la migración de las CMLV inducido por IL-1β. 
Efecto de brusatol (Br, 200 nM, 3 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la migración 
celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran imágenes representativas. La barra de escala 
representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo de cierre de la herida 
respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  



 

153 

 

 RESULTADOS 

4. MODULACIÓN POR LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 DEL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE IL-1β 

Nrf2, como se ha mencionado anteriormente, tiene un importante papel en la defensa 

antioxidante y antiinflamatoria, habiéndose descrito que los activadores de este factor de 

transcripción ejercen efectos beneficiosos en patologías que cursan con estrés oxidativo e 

inflamación, como es el caso de las patologías cardiovasculares (Breuss et al., 2019; Robledinos-

Antón et al., 2019). Por esto, analizamos la modulación ejercida por un activador exógeno de 

Nrf2 sobre los efectos inducidos por IL-1β. Para ello, en este estudio utilizamos 

terbutilhidroquinona (tBHQ), un potente activador de Nrf2 que al inhibir Keap1 provoca, a su 

vez, la inhibición de la degradación de Nrf2, aumentando su estabilidad (Zhang and Hannink, 

2003).  

4.1. EFECTO DE tBHQ SOBRE LA VÍA DE Nrf2 

4.1.1. Activación de la vía de Nrf2 por tBHQ 

En primer lugar, comprobamos el efecto activador de Nrf2 por tBHQ. El tratamiento con tBHQ 

(20 µM, 24 h) indujo un aumento en la expresión de Nrf2, tanto en extracto total de las CMLV 

de ratón, como en la fracción nuclear (Figura 73). 

 

Figura 73. Terbutilhidroquinona incrementa la expresión de Nrf2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 
20 µM, 24 h) sobre la expresión proteica de Nrf2 en extracto total (a) y en núcleo (b) de CMLV de aorta 
de ratón. En la parte superior se muestran blots representativos de la expresión de Nrf2 en extracto total 
(a) y en las fracciones citosólica y nuclear (b). Para confirmar el éxito en el fraccionamiento celular se 
utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

Para confirmar la especificidad del efecto activador de tBHQ sobre Nrf2, los cultivos celulares se 

incubaron con brusatol antes del tratamiento con tBHQ, y se analizó la expresión de Nrf2. Como 

puede observarse en la Figura 74, el pretratamiento con este fármaco inhibió la expresión de 

Nrf2 inducida por tBHQ.  
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Figura 74. La inhibición de Nrf2 previene el incremento de la expresión de Nrf2 inducido por 
terbutilhidroquinona. Efecto de brusatol (Br, 200 nM, 26 h) en presencia de terbutilhidroquinona (tBHQ, 
20 µM, 24 h) sobre la expresión proteica de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se 
muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. tBHQ por t de Student pareada.  

Una vez comprobada la capacidad de tBHQ para activar Nrf2, analizamos su efecto sobre algunas 

de las enzimas cuya expresión está regulada por este factor de transcripción. El tratamiento de 

las CMLV de ratón con tBHQ indujo un incremento dependiente del tiempo de los niveles del 

ARN mensajero de HO-1, observándose un pico de expresión a las 6 horas (Figura 75a). Además, 

tBHQ (24 h) incrementó la expresión proteica de HO-1 en estas células (Figura 75b).  

 

Figura 75. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona aumenta la expresión de HO-1. (a) Niveles de 
ARNm de HO-1 en CMLV de aorta de ratón tratadas durante diferentes tiempos con terbutilhidroquinona 
(tBHQ, 20 µM). (b) Expresión proteica de HO-1 en cultivos celulares estimulados con tBHQ (24 h). En la 
parte superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como 
expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por ANOVA de una vía seguido de post test 
de Bonferroni (a) y t de Student pareada (b).  
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El tratamiento con tBHQ también aumentó la expresión, tanto del ARN mensajero como de la 

proteína, de las enzimas diana de Nrf2 NQO1, SOD1 y SOD2 (Figura 76). 

 

 

 

Figura 76. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona incrementa la expresión de NQO1, SOD1 y 
SOD2. Niveles de ARNm (izda) y de proteína (dcha) de NQO1 (a), SOD1 (b) y SOD2 (c) en CMLV de aorta 
de ratón estimuladas con terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h). En la parte superior se muestran 
blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al 
control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  
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4.1.2. Efecto de tBHQ sobre Keap1 

El tratamiento con tBHQ redujo la expresión proteica de Keap1 en cultivos celulares de CMLV 

de ratón (Figura 77), lo que favorecería la traslocación al núcleo y la activación del factor de 

transcripción Nrf2. 

 

Figura 77. Terbutilhidroquinona reduce la expresión Keap1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 
µM, 24 h) sobre la expresión proteica de Keap1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra 
un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al 
control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

4.1.3. Efecto de tBHQ sobre la fosforilación de Nrf2 

Analizamos posteriormente el efecto de tBHQ sobre la vía no canónica de activación de Nrf2. 

tBHQ no modificó la fosforilación de Nrf2 (Figura 78), lo que descarta este mecanismo en la 

activación de Nrf2 por tBHQ.  

 

Figura 78. Terbutilhidroquinona no modifica la expresión de p-Nrf2. Efecto de terbutilhidroquinona 
(tBHQ, 20 µM, 24 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol).  
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4.2. MODULACIÓN POR tBHQ DEL EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA DE Nrf2 

Teniendo en cuenta que IL-1β activa la vía de Nrf2 en CMLV de ratón, a continuación, analizamos 

si la activación de Nrf2 por tBHQ modulaba los efectos de esta citoquina proinflamatoria sobre 

la propia vía de Nrf2.  

4.2.1. Modulación por tBHQ de la activación de la vía de Nrf2 por IL-1β 

La estimulación con IL-1β (10 ng/ml, 1 h) de CMLV pretratadas durante 24 h con tBHQ (20 µM) 

aumentó la translocación al núcleo de Nrf2. Este efecto, mayor que el inducido por IL-1β, fue 

similar al que producía tBHQ, por lo que parece deberse a la acción de tBHQ principalmente 

(Figura 79).  

 

Figura 79. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de IL-1β sobre la 
expresión nuclear de Nrf2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia 
de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestra un blot representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito 
en el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol 
y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

Posteriormente, estudiamos si la activación de Nrf2 por tBHQ modulaba el efecto de IL-1β sobre 

la expresión de algunas de las proteínas diana de Nrf2. De forma semejante a lo observado sobre 

la expresión nuclear de Nrf2, el aumento en la expresión de HO-1 y NQO1 en cultivos pretratados 

con tBHQ y estimulados con IL-1β parece deberse a la acción del propio activador, ya que fue 

similar al inducido por tBHQ solo (Figura 80). 
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Figura 80. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de IL-1β sobre la 
expresión de HO-1 y NQO1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia 
de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 y NQO1 en CMLV de aorta de ratón. En la 
parte superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como 
expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

Sin embargo, el pretratamiento de las CMLV con tBHQ redujo el incremento en la expresión de 

la enzima SOD2 inducido por IL-1β (Figura 81). 

 

Figura 81. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona reduce el efecto de IL-1β sobre la expresión 
de SOD2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 
1 h) sobre la expresión proteica de SOD2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un 
blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control 
(Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. 
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4.2.2. Modulación por tBHQ del efecto de IL-1β sobre Keap1 

El tratamiento con IL-1β de células previamente incubadas con tBHQ redujo la expresión 

proteica del inhibidor de Nrf2 Keap1; esta reducción fue similar a la producida por cada uno de 

los fármacos por separado (Figura 82), descartando un efecto sumatorio de los dos estímulos.  

 

Figura 82. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de IL-1β sobre la 
expresión de Keap1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-
1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de Keap1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por t de Student pareada. 

4.2.3. Modulación por tBHQ del efecto de IL-1β sobre la fosforilación de 

Nrf2 

Como se ha comentado anteriormente, el tratamiento de las CMLV con tBHQ no modificó la 

fosforilación de Nrf2; sin embargo, tBHQ previno el aumento en la fosforilación de Nrf2 inducido 

por IL-1β (Figura 83).  
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Figura 83. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de p-
Nrf2 inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de 
IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

4.3. MODULACIÓN POR tBHQ DE LOS EFECTOS PROOXIDANTES DE IL-1β 

Seguidamente, analizamos si la activación del factor de transcripción Nrf2 mediante el empleo 

de tBHQ modulaba el efecto prooxidante y proinflamatorio inducido por IL-1β.  

4.3.1. Modulación por tBHQ de la producción de estrés oxidativo 

inducida por IL-1β  

En primer lugar, observamos que el tratamiento de las CMLV de ratón con tBHQ no modificó la 

actividad basal de la enzima NAD(P)H oxidasa (Figura 84). 

 

Figura 84. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modifica la actividad de la enzima NAD(P)H 
oxidasa. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) sobre la actividad NAD(P)H oxidasa en CMLV 
de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control 
(Ctrol). URL: unidades relativas de luz. 
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Además, tBHQ tampoco modificó ni la producción de anión superóxido ni la de H2O2 en cultivos 

de CMLV de ratón (Figura 85).  

 

 

Figura 85. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modifica la producción de especies 
reactivas de oxígeno. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) sobre la producción de anión 
superóxido (O2·-) en CMLV de aorta de ratón medida por citometría de flujo (a) y microscopía de 
fluorescencia (b). Las imágenes representativas se muestran en la parte superior. Las imágenes se 
capturaron con un microscopio de fluorescencia; la barra de escala representa 100 µm. (c) Efecto de tBHQ 
sobre la producción de H2O2 medida por citometría de flujo. Los resultados (media ± ES) están expresados 
como valor relativo respecto al control (Ctrol). 
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Seguidamente, se estudió si el tratamiento con tBHQ modificaba el estrés oxidativo producido 

por la citoquina IL-1β. En primer lugar, comprobamos que el pretratamiento de las CMLV con 

tBHQ redujo el incremento en la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa inducido por IL-1β 

(Figura 86).  

 

Figura 86. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la actividad de la 
enzima NAD(P)H oxidasa inducido IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia 
y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la actividad NAD(P)H oxidasa en CMLV de aorta de ratón. Los 
resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. 
control y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada. URL: unidades relativas de luz. 
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Además, el pretratamiento con tBHQ inhibió el aumento de la producción tanto de anión 

superóxido como de H2O2 inducido por IL-1β (Figura 87).  

 

 

Figura 87. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la producción de 
especies reactivas de oxígeno inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en 
ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la producción de anión superóxido (O2·-) en CMLV de 
aorta de ratón medida por citometría de flujo (a) y microscopía de fluorescencia (b). Las imágenes 
representativas se muestran en la parte superior. Las imágenes se capturaron con un microscopio de 
fluorescencia; la barra de escala representa 100 µm. (c) Efecto de tBHQ en ausencia y presencia de IL-1β 
sobre la producción de H2O2 medida por citometría de flujo. Los resultados (media ± ES) están expresados 
como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student 
pareada.  

En conjunto, los resultados descritos en este apartado indican que la activación de Nrf2 protege 

frente a los efectos prooxidantes de la citoquina proinflamatoria IL-1β, confirmando así el efecto 

antioxidante de este factor de transcripción.  
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4.3.2. Modulación por tBHQ de los efectos del H2O2 

Una vez comprobado que tBHQ reduce la producción de ROS inducida por IL-1β, estudiamos si 

este activador de Nrf2 modulaba alguno de los efectos de estas ROS.  

La estimulación con H2O2 (100 µM, 1 h) de CMLV de ratón pretratadas durante 24 h con tBHQ 

(20 µM) aumentó la translocación al núcleo de Nrf2 (Figura 88). Este incremento fue mayor que 

el inducido por H2O2, pero similar al inducido únicamente por tBHQ.  

 

Figura 88. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de H2O2 sobre la expresión 
nuclear de Nrf2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de H2O2 (100 
µM, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se 
muestra un blot representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el éxito en el 
fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados 
(media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 
vs. H2O2 por t de Student pareada.  

Similares resultados se obtuvieron al estudiar la expresión de las proteínas HO-1 y NQO1, que 

fue aumentada por la estimulación con H2O2 de CMLV de ratón pretratadas con tBHQ de forma 

similar al aumento producido por la estimulación sólo con tBHQ (Figura 89). Estos resultados 

sugirieren que la activación de la vía de Nrf2 causada por la estimulación simultánea con tBHQ 

y H2O2 se debe, principalmente, a la acción de tBHQ, descartando así un efecto sumatorio de 

ambos estímulos.  
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Figura 89. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de H2O2 sobre la expresión 
de HO-1 y NQO1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de H2O2 
(100 µM, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 (a) y NQO1 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión 
relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada.  

Como se ha comentado anteriormente, tBHQ no modificó la fosforilación de Nrf2; sin embargo, 

el tratamiento con este activador inhibió la fosforilación de Nrf2 inducida por H2O2 (Figura 90). 

 

Figura 90. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de p-
Nrf2 inducida por H2O2. Efecto de terbutilhidroquinoa (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de 
H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada. 
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Seguidamente, analizamos la modulación producida por tBHQ del efecto inducido por H2O2 

sobre el estrés oxidativo y observamos que el tratamiento de las CMLV con tBHQ abolió el 

incremento en la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa inducido por H2O2 (Figura 91), así como 

el aumento de la producción de O2
.- inducido por H2O2 (Figura 92), confirmando el efecto 

antioxidante de este factor de transcripción.  

 

Figura 91. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la actividad de la 
enzima NAD(P)H oxidasa inducido por H2O2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en 
ausencia y presencia de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la actividad NAD(P)H oxidasa en CMLV de aorta de ratón. 
Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. 
Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada. URL: unidades relativas de luz. 

 

Figura 92. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la producción de 
anión superóxido inducido por H2O2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y 
presencia de H2O2 (100 µM, 1 h) sobre la producción de anión superóxido (O2·-) en CMLV de aorta de ratón 
medida por citometría de flujo (a) y microscopía de fluorescencia (b). Las imágenes representativas se 
muestran en la parte superior. Las imágenes se capturaron con un microscopio de fluorescencia; la barra 
de escala representa 100 µm. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto 
al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada.  
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Finalmente, analizamos la modulación por tBHQ del efecto de H2O2 sobre el proceso de 

migración celular. Como se observa en la Figura 93, el tratamiento de las CMLV con tBHQ (20 

µM, 24 h) redujo la migración celular en cultivos celulares control y, además, abolió el 

incremento inducido por H2O2 (100 µM, 24 h). 

 

Figura 93. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la migración de las 
CMLV inducido por H2O2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de 
H2O2 (100 µM, 24 h) sobre la migración celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran 
imágenes representativas. La barra de escala representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) están 
expresados como valor relativo de cierre de la herida respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 vs. 
Ctrol y #p<0,05 vs. H2O2 por t de Student pareada.  

Estos resultados sugieren que la activación de Nrf2 por tBHQ protege frente a los efectos 

prooxidantes del agua oxigenada añadida de manera exógena, lo que contribuye al efecto 

antioxidante de este factor de transcripción.  

4.4. MODULACIÓN POR tBHQ DE LOS EFECTOS PROINFLAMATORIOS DE IL-

1β 

A continuación, analizamos la modulación ejercida por la activación de Nrf2 de los efectos de IL-

1β sobre la expresión de algunos marcadores proinflamatorios.  

4.4.1. Modulación por tBHQ del efecto de IL-1β sobre MyD88 

Como hemos visto anteriormente, el receptor TLR4 está implicado en el aumento de MyD88 por 

IL-1β (Figura 43). Aquí observamos que el tratamiento de las CMLV con tBHQ no modificó la 

expresión de MyD88, pero sí inhibió el aumento de dicha expresión inducido por IL-1β (Figura 

94). 
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Figura 94. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de 
MyD88 inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia 
de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de MyD88 en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión 
relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

4.4.2. Modulación por tBHQ del efecto de IL-1β sobre la vía MAPK/AP-

1/COX-2 

En apartados anteriores hemos confirmado que IL-1β activa las MAPK p38 y JNK, así como el 

factor de transcripción AP-1, mecanismo que participa en la inducción de la expresión COX-2 por 

esta citoquina (Figuras 30, 31, 32). Ahora estudiamos si la activación de Nrf2 modula esta vía 

proinflamatoria.  

Como se muestra en la Figura 95, la activación de Nrf2 con tBHQ previa al tratamiento de las 

CMLV con IL-1β redujo la fosforilación tanto de JNK2 como de p38 inducida por IL-1β, no 

alterando dicha fosforilación en situación control.  
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Figura 95. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de p-
JNK2 y p-p38 inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y 
presencia de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-JNK2 (a) y p-p38 (b) en CMLV de aorta 
de ratón. En la parte superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan 
como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student 
pareada. 

Además, tBHQ inhibió el aumento de la expresión nuclear de la subunidad p-c-Jun del factor de 

transcripción AP-1 inducida por IL-1β, mientras que no modificó dicha expresión en cultivos 

celulares control (Figura 96).  

 

Figura 96. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión nuclear 
de p-c-Jun inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia 
de IL-1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de p-c-Jun en CMLV de aorta de ratón. En la 
parte superior se muestra un blot representativo de la expresión en citosol y en núcleo. Para confirmar el 
éxito en el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los 
resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol 
y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  
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Por último, observamos que tBHQ también redujo el aumento de la expresión de la enzima 

proinflamatoria COX-2 inducida por IL-1β, no alterando dicha expresión en situación control 

(Figura 97).  

 

Figura 97. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de COX-
2 inducido por IL-1β. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-
1β (10 ng/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de COX-2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β por t de Student pareada.  

Por lo tanto, todos estos resultados muestran que tBHQ inhibe la activación de la vía MAPK/AP-

1/COX-2 inducida por IL-1β y sugieren, por tanto, que la activación de Nrf2 ejerce un papel 

protector contra los efectos proinflamatorios de esta citoquina.  

4.5. MODULACIÓN POR tBHQ DEL EFECTO DE IL-1β SOBRE LA MIGRACIÓN 

Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

Previamente hemos demostrado que el estrés oxidativo y la vía del receptor TLR4 participan en 

el aumento de la migración y de la proliferación celular inducido por IL-1β. En este apartado 

analizamos si la activación de Nrf2 por tBHQ modula la estimulación de estos procesos por IL-

1β.  

En cultivos celulares en situación control, tBHQ redujo la migración celular, aunque no afectó a 

la proliferación (Figura 98). Además, tBHQ (20 μM, 24 h) redujo tanto la migración (Figura 98a) 

como la proliferación celular inducidas por IL-1β (10 ng/ml, 24 h) (Figura 98b), sugiriendo un 

papel protector de la activación de Nrf2 frente a estos procesos celulares.  
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Figura 98. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la migración y 
proliferación de las CMLV inducido por IL-1β. (a) Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 μM, 24 h) en 
ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la migración celular de CMLV de aorta de ratón. A la 
derecha se muestran imágenes representativas. La barra de escala representa 50 µm. Los resultados 
(media ± ES) están expresados como el valor relativo de cierre de la herida respecto a la situación control 
(Ctrol). (b) Efecto de tBHQ en ausencia y presencia de IL-1β sobre la proliferación celular. Los resultados 
(media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al Ctrol. *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. IL-1β 
por t de Student pareada.  

4.6. MODULACIÓN POR tBHQ DEL EFECTO DE IL-1β SOBRE LA FUNCIÓN 

VASCULAR 

Por último, también analizamos el efecto de la activación de Nrf2 sobre la función vascular. El 

tratamiento de las aortas de ratón con tBHQ (20 µM, 24 h) no modificó la respuesta 

vasodilatadora inducida por ACh; sin embargo, este tratamiento mejoró la vasodilatación 

dependiente de endotelio que, como hemos comentado, se encuentra deteriorada por acción 

de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) (Figura 99), mostrando un papel protector del factor de transcripción 

Nrf2 frente a la disfunción endotelial inducida por esta citoquina.  
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Figura 99. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona mejora la disfunción endotelial inducida por 
IL-1β en aorta de ratón. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) sobre la curva concentración-
respuesta a acetilcolina (ACh) en segmentos de aorta de ratón, en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 
24 h). Los resultados (media ± ES) están expresados en porcentaje de la respuesta a fenilefrina. *p< 0,05 
vs. control (Ctrol) y #p< 0,05 vs. IL-1β, mediante ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni (n= 
5). 

Por otra parte, tBHQ no modificó la contracción inducida por K-KHS, ni en ausencia ni en 

presencia de IL-1β (Figura 100), lo que indica que la activación de Nrf2 no afecta a la 

contractilidad muscular vascular.  

 

Figura 100. Terbutilhidroquinona no altera la contractilidad vascular. Efecto de terbutilhidroquinona 
(tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de IL-1β (10 ng/ml, 24 h) sobre la contracción inducida por 
K-KHS en segmentos de aorta de ratón. Los resultados se expresan como media ± ES. Ctrol: Control. 

5. MODULACIÓN POR LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 DEL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE LPS 

El lipopolisacárido bacteriano (LPS), un componente de la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas, es el principal ligando del receptor TLR4. A través de la activación de TLR4, LPS 

produce ROS, las cuales contribuyen a la respuesta inflamatoria desencadenada por la 

endotoxina (Asehnoune et al., 2004; Hernanz et al., 2004). Como hemos visto, la vía deTLR4 

participa en los efectos de IL-1β, incluida la producción de ROS y la inducción de la expresión de 

mediadores proinflamatorios. Por otra parte, la activación del factor de transcripción Nrf2 por 
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tBHQ modula los efectos de IL-1β, entre ellos la activación de la vía TLR4/MyD88. Por todo ello, 

a continuación, analizamos si la estimulación de la vía de TLR4 por LPS activa al factor de 

transcripción Nrf2, así como la modulación de los efectos proinflamatorios de LPS producida tras 

la activación de Nrf2 por tBHQ. 

5.1. EFECTO DE LPS SOBRE LA VÍA DE Nrf2 

5.1.1. Activación de la vía de Nrf2 por LPS  

En primer lugar, observamos que el tratamiento de estas células con LPS (10 µg/ml, 1 h) indujo 

un aumento de la translocación al núcleo de Nrf2 (Figura 101), indicativo de la activación de este 

factor de transcripción. 

 

Figura 101. La activación de TLR4 por LPS incrementa la expresión nuclear de Nrf2. Efecto de LPS (10 
µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo de la expresión en el citosol y en el núcleo. Para confirmar el éxito en 
el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados 
(media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student 
pareada.  

A continuación, analizamos la expresión de algunas de las enzimas reguladas por el factor de 

transcripción Nrf2. El tratamiento de las CMLV con LPS indujo un aumento en la expresión de 

HO-1 y NQO1 (Figura 102).  
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Figura 102. La activación de TLR4 por LPS incrementa la expresión de HO-1 y NQO1. Efecto de LPS (10 
µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 (a) y NQO1 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión 
relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

5.1.2. Efecto de LPS sobre Keap1  

Por otra parte, el tratamiento con LPS redujo la expresión de Keap1 en las CMLV de ratón (Figura 

103), lo que estaría favoreciendo la activación de Nrf2 por este estímulo. 

 

Figura 103. La activación de TLR4 por LPS reduce la expresión de Keap1. Efecto de LPS (10 µg/ml, 1 h) 
sobre la expresión proteica de Keap1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un blot 
representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control 
(Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

5.1.3. Efecto de LPS sobre la fosforilación de Nrf2  

Además, analizamos si LPS puede activar Nrf2 mediante la fosforilación de este factor de 

transcripción. Confirmando esto, el tratamiento con LPS aumentó los niveles de p-Nrf2 (Figura 

104). 
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Figura 104. La activación de TLR4 por LPS incrementa la expresión de p-Nrf2. Efecto de LPS (10 µg/ml, 1 
h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un 
blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control 
(Ctrol). *p<0,05 por t de Student pareada.  

En conjunto, los resultados mostrados en este apartado indican que la vía activada por el factor 

de transcripción Nrf2 es estimulada por acción del LPS. 

5.2. MODULACIÓN POR tBHQ DEL EFECTO PROINFLAMATORIO DE LPS  

5.2.1. Modulación por tBHQ del efecto de LPS sobre la vía de Nrf2 

Seguidamente, analizamos si el activador de Nrf2 tBHQ modulaba los efectos del LPS. El 

pretratamiento de las CMLV con tBHQ (20 µM, 24 h) aumentó la translocación al núcleo de Nrf2 

inducida LPS (10 µg/ml, 1 h, Figura 105); sin embargo, este aumento, mayor al inducido por LPS, 

fue similar al ejercido por tBHQ, lo que sugiere que el efecto observado en este caso se debería 

principalmente a la acción de tBHQ, descartando un efecto sumatorio de la combinación de los 

dos estímulos.  
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Figura 105. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de LPS sobre la expresión 
nuclear de Nrf2. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de LPS (10 
µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo de la expresión en el citosol y en el núcleo. Para confirmar el éxito en 
el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en citosol. Los resultados 
(media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 
vs. LPS por t de Student pareada.  

A continuación, estudiamos el efecto de tBHQ sobre la inducción de la expresión de diversas 

proteínas diana de Nrf2 por LPS. Los resultados obtenidos muestran, del mismo modo que 

ocurría con la translocación al núcleo de Nrf2, que el pretratamiento con tBHQ de células 

estimuladas con LPS incrementa la expresión de las proteínas HO-1 y NQO1 de forma similar a 

lo observado con la estimulación únicamente con tBHQ (Figura 106). 

 

Figura 106. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de LPS sobre la expresión 
de HO-1 y NQO1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de LPS (10 
µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de HO-1 (a) y NQO1 (b) en CMLV de aorta de ratón. En la parte 
superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión 
relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada.  
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Por su parte, la estimulación con LPS de células tratadas con tBHQ redujo la expresión proteica 

del inhibidor de Nrf2 Keap1 al mismo nivel que la producida por LPS o tBHQ, descartando así un 

efecto sumatorio de ambos estímulos (Figura 107).  

 

Figura 107. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modula el efecto de LPS sobre la expresión 
de Keap1. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de LPS (10 µg/ml, 
1 h) sobre la expresión proteica de Keap1 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se muestra un 
blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control 
(Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por t de Student pareada.  

A continuación, estudiamos si tBHQ afectaba a la fosforilación de Nrf2 inducida por LPS, y 

observamos que el pretratamiento con este activador de Nrf2 inhibía el aumento de p-Nrf2 

inducido por LPS (Figura 108).  

 

Figura 108. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de p-
Nrf2 inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de 
LPS (10 µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de p-Nrf2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior 
se muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada.  
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5.2.2. Modulación por tBHQ del efecto de LPS sobre el estrés oxidativo 

Como se ha comentado, LPS, a través de la interacción con su receptor TLR4, puede inducir la 

producción de ROS (Asehnoune et al., 2004; Park et al., 2006). En base a esto, analizamos si la 

activación del factor de transcripción Nrf2 modulaba la producción de ROS inducida por LPS. 

Para ello, las CMLV se trataron con el activador de Nrf2 tBHQ previo al tratamiento con LPS y se 

analizó la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa y la producción de ROS.  

Ya hemos descrito previamente que el activador de Nrf2 tBHQ no modifica ni la actividad 

NAD(P)H oxidasa ni la producción de ROS en las CMLV de ratón; sin embargo, el pretratamiento 

de las CMLV con tBHQ inhibió el incremento en la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa 

inducido por LPS (Figura 109).  

 

Figura 109. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la actividad de la 
enzima NAD(P)H oxidasa inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en 
ausencia y presencia de LPS (10 µg/ml, 1 h) sobre la actividad NAD(P)H oxidasa en CMLV de aorta de ratón. 
Los resultados (media + ES) están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. 
Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada. URL: unidades relativas de luz. 

De forma similar, el tratamiento con tBHQ inhibió el incremento de la producción tanto de anión 

superóxido como de H2O2 inducido por LPS (Figura 110).  

 



 

179 

 

 RESULTADOS 

 

Figura 110. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la producción de 
especies reactivas de oxígeno inducido por LPS. (a) Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) 
en ausencia y presencia de LPS (10 µg/ml, 1 h) sobre la producción de anión superóxido (O2·-) en CMLV de 
aorta de ratón medida por microscopía de fluorescencia. Las imágenes representativas se muestran en la 
parte superior. Las imágenes se capturaron con un microscopio de fluorescencia; la barra de escala 
representa 100 µm. (b) Efecto de tBHQ en ausencia y presencia de LPS sobre la producción de H2O2 medida 
por citometría de flujo. Los resultados (media ± ES) están expresados como valor relativo respecto al 
control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada. 

En conjunto, los resultados descritos en este apartado indican que la activación de Nrf2 protege 

frente a los efectos prooxidantes de LPS, confirmando así el efecto antioxidante de este factor 

de transcripción. 

5.2.3. Modulación por tBHQ de los efectos proinflamatorios de LPS 

Puesto que LPS es capaz de generar inflamación, a continuación, analizamos el efecto que tiene 

la activación de Nrf2 sobre las acciones de la endotoxina en la expresión de los marcadores 

proinflamatorios TLR4, MyD88, p-c-Jun y COX-2. 

La estimulación de las CMLV de ratón con LPS no modificó la expresión del receptor de 

membrana TLR4. El pretratamiento de estas células con el activador de Nrf2 tBHQ tampoco varió 

la expresión de TLR4, ni en ausencia ni en presencia de LPS (Figura 111a). Sin embargo, LPS 

aumentó la expresión de la proteína adaptadora MyD88, lo que sugiere que LPS está activando 

la vía de señalización de TLR4 dependiente de MyD88. tBHQ, como se ha descrito previamente, 

no modificó la expresión de MyD88 en situación control, pero redujo el aumento en la expresión 

de esta proteína inducido por LPS (Figura 111b). Estos resultados sugieren que la activación de 

Nrf2 interfiere con la activación de la vía TLR4/MyD88 inducido por la endotoxina bacteriana. 
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Figura 111. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de 
MyD88 inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de 
LPS (10 µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de TLR4 (a) y de MyD88 (b) en CMLV de aorta de ratón. En 
la parte superior se muestran blots representativos. Los resultados (media ± ES) se presentan como 
expresión relativa respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada.  

Por otra parte, la estimulación de las CMLV con LPS aumentó la expresión nuclear de p-c-Jun, 

sugiriendo la activación del factor de transcripción AP-1; el pretratamiento con tBHQ no 

modificó este efecto de la endotoxina. Como hemos visto previamente, la estimulación de las 

células únicamente con tBHQ tampoco alteró la expresión nuclear de la subunidad p-c-Jun del 

factor de transcripción AP-1 (Figura 112). 

 

Figura 112. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modifica el incremento en la expresión 
nuclear de p-c-Jun inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y 
presencia de LPS (10 µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica nuclear de p-c-Jun en CMLV de aorta de ratón. 
En la parte superior se muestra un blot representativo de la expresión en el citosol y en el núcleo. Para 
confirmar el éxito en el fraccionamiento celular se utilizó la expresión de TBP en núcleo y la de GAPDH en 
citosol. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa respecto al control (Ctrol). 
*p<0,05 vs. Ctrol por t de Student pareada. 
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Por último, el tratamiento con LPS aumentó la expresión de la enzima proinflamatoria COX-2, 

efecto que fue inhibido por la activación de Nrf2 con tBHQ. Como se ha comentado previamente, 

tBHQ no modifica la expresión de COX-2 en situación control (Figura 113).  

 

Figura 113. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la expresión de COX-
2 inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 µM, 24 h) en ausencia y presencia de LPS 
(10 µg/ml, 1 h) sobre la expresión proteica de COX-2 en CMLV de aorta de ratón. En la parte superior se 
muestra un blot representativo. Los resultados (media ± ES) se presentan como expresión relativa 
respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y #p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada. 

Los resultados de este apartado sugieren que la activación de Nrf2 por tBHQ podría estar 

protegiendo frente a los efectos proinflamatorios de LPS, confirmando así el efecto 

antiinflamatorio de este factor de transcripción. 

5.2.4. Modulación por tBHQ del efecto de LPS sobre la migración y la 

proliferación celular  

Se ha descrito que la activación de TLR4, a través de la inducción de la inflamación y la 

producción de ROS, puede aumentar tanto la migración como la proliferación de las CMLV (Yang 

et al., 2014a; Miyabe et al., 2022). Por ello, a continuación, analizamos si la activación de Nrf2 

modulaba el efecto de LPS sobre la proliferación y la migración en la línea de CMLV de ratón. 

Para llevar a cabo este análisis, las CMLV se trataron con el activador de Nrf2 tBHQ (20 µM, 24 

h) y con LPS (10 µg/ml, 24 h) de manera simultánea.  

Como puede observarse en la Figura 114, LPS aumentó la migración de las CMLV, efecto que fue 

inhibido por el pretratamiento con tBHQ. Estos resultados sugieren un papel protector de la 

activación de Nrf2 frente a la inducción de la migración de las CMLV inducida por LPS. Como 

hemos mostrado en apartados anteriores (Figuras 93 y 98), tBHQ también redujo la migración 

celular en situación control (Figura 114).  
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Figura 114. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona inhibe el incremento de la migración de las 
CMLV inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 μM, 24 h) en ausencia y presencia de 
LPS (10 µg/ml, 24 h) sobre la migración celular de CMLV de aorta de ratón. A la derecha se muestran 
imágenes representativas. La barra de escala representa 50 µm. Los resultados (media ± ES) se expresan 
como el valor relativo de cierre de la herida respecto a la situación control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol y 
#p<0,05 vs. LPS por t de Student pareada.  

LPS también aumentó ligeramente la proliferación celular, efecto que no fue alterado por el 

pretratamiento con tBHQ (Figura 115). Este activador de Nrf2 tampoco modificó la proliferación 

celular en situación control, como hemos comentado previamente.  

 

Figura 115. La activación de Nrf2 por terbutilhidroquinona no modifica el incremento de la proliferación 
de las CMLV inducido por LPS. Efecto de terbutilhidroquinona (tBHQ, 20 μM, 24 h) en ausencia y presencia 
de LPS (10 µg/ml, 24 h) sobre proliferación celular de CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) 
están expresados como valor relativo respecto al control (Ctrol). *p<0,05 vs. Ctrol por t de Student 
pareada. 

6. ESTUDIO DE LA POSIBLE TOXICIDAD CELULAR INDUCIDA POR 
LOS FÁRMACOS UTILIZADOS EN LA REALIZACIÓN DE ESTE 
TRABAJO 

Los dos principales procesos que conducen a la muerte de las células son la apoptosis, o muerte 

celular programada, y la necrosis, o muerte celular descontrolada. La apoptosis es el proceso 

por el cual las células dejan de crecer y dividirse y mueren. Durante esta eliminación controlada 

de las células se evita que el contenido celular salga al medio extracelular, minimizando así el 

daño a otras células y tejidos de alrededor. La necrosis, por su parte, se caracteriza por una 

muerte celular descontrolada, normalmente tras un daño o infección grave, que provoca la 
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ruptura de la membrana celular y la consiguiente salida del contenido de las células al medio 

extracelular, dañando las células y los tejidos próximos (D’Arcy, 2019).  

Para comprobar que los estímulos que utilizamos en este estudio no interferían con la viabilidad 

celular y, por lo tanto, que sus efectos no se debían a su posible toxicidad, analizamos tanto la 

viabilidad como la necrosis y la apoptosis de las CMLV de ratón por citometría de flujo, utilizando 

para ello el kit de doble tinción anexina V y ioduro de propidio (IP).   

Ninguno de los estímulos utilizados en este estudio, IL-1β, tBHQ, H2O2 y LPS, afectó a la viabilidad 

de las CMLV de ratón, descartando un efecto tóxico de estas sustancias (Figura 116).  

 

 

 

Figura 116. Los estímulos utilizados en este trabajo no afectan a la viabilidad celular. Efecto de IL-1β (10 
ng/ml, 1 h) (a), tBHQ (20 μM, 24 h) (b), H2O2 (100 µM, 1 h) (c) y LPS (10 μg/ml, 1 h) (d) sobre la viabilidad 
celular de las CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados como porcentaje de 
células vivas tras los tratamientos. Ctrol: Control. 
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Respecto a la necrosis celular, tampoco los estímulos utilizados en este estudio, IL-1β, tBHQ, 

H2O2 y LPS, indujeron necrosis en las CMLV de ratón (Figura 117). 

 

 

Figura 117. Los estímulos utilizados en este trabajo no inducen necrosis celular. Efecto de IL-1β (10 
ng/ml, 1 h) (a), tBHQ (20 μM, 24 h) (b), H2O2 (100 µM, 1 h) (c) y LPS (10 μg/ml, 1 h) (d) sobre la necrosis 
en las CMLV de aorta de ratón. Los resultados (medio ± ES) están expresados como porcentaje de células 
en necrosis tras los tratamientos. Ctrol: control. 
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Por último, analizamos el efecto de los estímulos utilizados en este estudio sobre la apoptosis 

de las CMLV de ratón, observando que sólo el tBHQ redujo la apoptosis en las CMLV de ratón. 

Ni IL-1β, ni H2O2, ni LPS afectaron a la apoptosis de estas células (Figura 118). 

 

 

Figura 118. De los estímulos utilizados en este trabajo solo tBHQ afecta a la apoptosis celular. Efecto de 
IL-1β (10 ng/ml, 1 h) (a), tBHQ (20 μM, 24 h) (b), H2O2 (100 µM, 1 h) (c) y LPS (10 μg/ml, 1 h) (d) sobre la 
apoptosis en las CMLV de aorta de ratón. Los resultados (media ± ES) están expresados como porcentaje 
de células apoptóticas tras los tratamientos. *p<0,05 por t de Student pareada. Ctrol: control. 

En conjunto, estos resultados indican que los estímulos utilizados para la realización de este 

estudio no son tóxicos a las dosis y a los tiempos utilizados.  
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DISCUSIÓN  

1. PARTICIPACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE IL-1β 

Las ILs son quimioquinas solubles, producidas por diversos tipos celulares como las células del 

sistema inmune o las de la pared vascular, que son importantes mediadores de la señalización 

celular. De entre ellas, las de la familia IL-1 juegan un destacado papel en la respuesta inmune 

innata. Uno de sus miembros, la IL-1β, es un conocido mediador en la inflamación que se asocia 

a diversas enfermedades cardiovasculares, habiéndose descrito niveles elevados de esta 

citoquina proinflamatoria en patologías como la aterosclerosis, la hipertensión, la diabetes o el 

infarto de miocardio, enfermedades que cursan, además, con estrés oxidativo (Vicenová et al., 

2009; Krishnan et al., 2014; Pfeiler et al., 2019; Abbate et al., 2020; Mai and Liao, 2020; Melton 

and Qiu, 2021). Así, por ejemplo, se ha descrito que IL-1β contribuye a la aterogénesis a través 

de su participación en la formación y el desarrollo de las placas de ateroma (Mai and Liao, 2020). 

De acuerdo con esto, el bloqueo de la señalización mediada por esta citoquina reduce la 

formación de las placas de ateroma y con ello la progresión de la aterosclerosis (Bhaskar et al., 

2011; Ku et al., 2022). Asimismo, IL-1β contribuye también al desarrollo de hipertensión 

(Krishnan et al., 2014; Melton and Qiu, 2021). En este sentido, la inhibición de la actividad de IL-

1β reduce la presión arterial en modelos de hipertensión en ratones DOCA/salt (Ling et al., 2017) 

e inducida por Ang II (Akita et al., 2021). Por otra parte, IL-1β provoca un incremento en la 

migración y la proliferación de las CMLV, así como disfunción endotelial, por mecanismos que 

implican estrés oxidativo y la subsecuente activación de factores de transcripción como NF-κB 

(Jiménez-Altayó et al., 2006; Martín et al., 2012; Krishnan et al., 2014; Aguado et al., 2016).  

En la primera parte de esta Tesis Doctoral confirmamos los efectos inflamatorios y oxidativos de 

IL-1β en la línea celular de CMLV de ratón, MOVAS, que han sido las utilizadas en este estudio. 

Las ROS, entre las cuales destacan el O2·- y el H2O2, actúan como segundos mensajeros y 

participan en la regulación de numerosos procesos celulares fisiológicos como el crecimiento, la 

diferenciación, la migración y la proliferación celular, la inflamación, la producción de 

componentes de la MEC, la apoptosis y el remodelado de la pared vascular (Dröge, 2002; 

Montezano and Touyz, 2012; Schieber and Chandel, 2014). Un exceso en la producción de ROS, 

que genera estrés oxidativo, tiene un importante papel en la desregulación de todos estos 

procesos, contribuyendo así al desarrollo de patologías cardiovasculares (Marchio et al., 2019; 

Senoner and Dichtl, 2019; Griendling et al., 2021; Shaito et al., 2022). La NAD(P)H oxidasa es la 

fuente principal de ROS en células de la pared vascular y está presente tanto en las células 

endoteliales como en las CMLV (Chocry and Leloup, 2020; Zhang et al., 2020). Es bien sabido que 

la citoquina proinflamatoria IL-1β aumenta la producción de ROS en varios tipos celulares, 

incluyendo las células del sistema cardiovascular (Brigelius-Flohé et al., 2004; Guikema et al., 

2005; Tesoriere et al., 2014; Shen et al., 2016), donde provoca la activación de la NAD(P)H 

oxidasa (Miller et al., 2007; Ginnan et al., 2013; Aguado et al., 2016). En este estudio observamos 

que la estimulación con IL-1β indujo un aumento tanto en la actividad de la enzima NAD(P)H 

oxidasa como en la producción de O2·- y H2O2 en CMLV de aorta de ratón. Resultados similares 

fueron descritos por nuestro grupo al estimular CMLV de ratas Wistar Kyoto (WKY) y SHR con IL-

1β (Martín et al., 2012). Por otra parte, observamos que la adición exógena de H2O2 también 

aumentó la actividad de la NAD(P)H oxidasa y la producción de O2·- en estas células, confirmando 
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la producción de ROS inducida por ROS, mecanismo que ha sido descrito por nuestro grupo y 

otros investigadores (Hernanz et al., 2014). Así por ejemplo, en arterias mesentéricas de 

resistencia de ratas SHR la aplicación exógena de H2O2 activa la NAD(P)H oxidasa produciendo 

O2·- (García-Redondo et al., 2009a). 

IL-1β contribuye al desarrollo de patologías cardiovasculares, no sólo por inducir estrés 

oxidativo, sino también debido a sus efectos proinflamatorios al promover la expresión de 

diferentes mediadores inflamatorios por parte de las células del sistema inmune y de las células 

vasculares, como las células endoteliales y las CMLV (Sprague and Khalil, 2009; Vicenová et al., 

2009; Krishnan et al., 2014; Pfeiler et al., 2019). Así, IL-1β induce la activación de VCAM-1, que 

recluta células inflamatorias a la lesión aterosclerótica (Wang et al., 1995), y promueve la 

calcificación vascular (Liguori et al., 2019; Sánchez-Duffhues et al., 2019). IL-1β también activa 

al factor de transcripción inflamatorio NF-κB e incrementa la expresión de la enzima COX-2 en 

células endoteliales humanas (Toniolo et al., 2015). Además, en un estudio previo, nuestro 

grupo describió que IL-1β produce un aumento en la expresión de COX-2 en CMLV, que fue 

mayor en células de ratas SHR que en su control normotenso, las ratas WKY (Martín et al., 2012). 

En la pared vascular, la enzima COX-2 se induce por estrés oxidativo y estímulos inflamatorios 

(Zhao et al., 2021) y actúa como mediador de la respuesta inflamatoria mediante la liberación 

de prostanoides, que además pueden contribuir a aumentar la contractilidad vascular e inducir 

disfunción endotelial (Dorrance, 2007; Félétou et al., 2011; De Queiroz et al., 2017; Lopes et al., 

2022). Niveles elevados de COX-2 se relacionan con el desarrollo y la progresión de patologías 

que cursan con estrés oxidativo e inflamación (Weksler, 2015; Zhao et al., 2021). En este sentido, 

se han descrito niveles elevados de COX-2 y de prostanoides vasoconstrictores en modelos de 

hipertensión como las ratas SHR (Félétou, et al., 2011; Virdis et al., 2013), en arterias de ratones 

(Bagi et al., 2005) y pacientes (Feng et al., 2017) diabéticos y en las placas de ateroma de 

pacientes con aterosclerosis (Baker et al., 1999; Schönbeck et al., 1999). Además, numerosas 

evidencias apuntan a la existencia de una relación entre el aumento del estrés oxidativo y la 

expresión de COX-2 tras la exposición a varios estímulos. Así, Feng et al. (1995) demostraron que 

el estrés oxidativo inducido por IL-1β, LPS o TNF-α aumentaba los niveles de ARNm y proteína 

de COX-2 en células mesangiales de rata. En CMLV de SHR, nuestro grupo ha descrito que la 

producción de ROS por la NAD(P)H oxidasa participa en la inducción de la expresión de COX-2 

por Ang II, IL-1β o ET-1 (Martín et al., 2012; Pérez-Girón et al., 2014; Palacios-Ramírez et al., 

2019). Por su parte, Di Mari et al. (2003) describieron que las ROS estaban implicadas en la 

inducción de COX-2 en miofibroblastos estimulados por IL-1α. Otros autores también 

demostraron la activación de COX-2 por las ROS inducidas en respuesta a TNF-α o por H2O2 en 

células endoteliales humanas (Eligini et al., 2005; 2009). Por otra parte, trabajos de nuestro 

grupo mostraron que el tratamiento con los antioxidantes apocinina y mito-TEMPO reducía la 

aumentada expresión de COX-2 en arterias de ratones hipertensos por infusión con Ang II 

(Martínez-Revelles et al., 2013), confirmando la contribución del estrés oxidativo en la misma. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la citoquina proinflamatoria IL-1β 

induce la expresión del ARNm y de la proteína de COX-2 en cultivos de CMLV de ratón, efecto 

que fue abolido por los antioxidantes apocinina y catalasa, corroborando así la participación del 

estrés oxidativo en dicha inducción. 

Se ha descrito que la activación del factor de transcripción AP-1 está implicada en el aumento 

de la expresión de COX-2 inducido por estímulos inflamatorios como IL-1β, ET-1, LPS, o Ang II 
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(Hu et al., 2002; Jung et al., 2002; Kwon et al., 2013; Pérez-Girón et al., 2014; Palacios-Ramírez 

et al., 2019). Además, la activación de AP-1 y, consecuentemente, la inducción de COX-2 están 

mediadas por las MAPK. Así, AP-1 se activa por fosforilación en el extremo N-terminal de c-jun 

por la quinasa JNK (Whitmarsh and Davis, 1996; Manning and Davis, 2003). Resultados previos 

de nuestro grupo habían demostrado que ET-1 incrementaba la fosforilación de JNK y los niveles 

de ARNm de c-jun en CMLV de SHR, sugiriendo la activación de AP-1, y que JNK participaba en 

la activación de COX-2 (Palacios-Ramírez et al., 2019). Otros autores como Sawano et al. (2002) 

demostraron la participación de la vía JNK/AP-1 en la activación de COX-2 en células mesangiales 

de rata estimuladas con IL-1β. Por otro lado, se ha descrito que p38 también está implicada en 

la inducción de COX-2 en CMLV estimuladas con Ang II (Ohnaka et al., 2000), así como en 

fibroblastos de rata estimulados con IL-1β y Ang II (Beltrán et al., 2009; Galán et al., 2011). De 

acuerdo con esto, nosotros observamos que IL-1β aumentó la fosforilación de las MAPK p-38 y 

JNK, así como la translocación nuclear de la subunidad p-c-Jun del factor de transcripción AP-1 

en las CMLV de ratón. Observamos, además, que JNK estaba implicada tanto en el aumento de 

la expresión de COX-2 como en la translocación al núcleo de p-c-Jun inducidas por IL-1β, ya que 

el tratamiento de estas células con el inhibidor específico de JNK SP600125 revertía estos 

efectos. Asimismo, comprobamos que las ROS también participaban en la activación de AP-1 por 

IL-1β, ya que ambos antioxidantes, apocinina y catalasa, revirtieron la translocación al núcleo de 

p-c-Jun inducida por esta citoquina en las CMLV de ratón. El papel de ROS en la activación del 

factor de transcripción proinflamatorio AP-1 ha sido previamente descrito en CMLV (Kim et al., 

2012; Chou et al., 2019). Asimismo, Mendes et al. (2003) observaron que la supresión de la 

síntesis de H2O2 por inhibición de la NAD(P)H oxidasa, es una estrategia efectiva para prevenir 

la activación de AP-1 inducida por IL-1β en condrocitos articulares bovinos.  

Una vez demostrada la participación de las ROS en la expresión COX-2 y AP-1 inducida por IL-1β, 

analizamos si estas podían también modular otros efectos celulares ejercidos por la citoquina. 

Las CMLV son células capaces de modificar su fenotipo en función de las condiciones del 

entorno, mediante un proceso reversible de diferenciación-desdiferenciación que conlleva 

cambios funcionales, estructurales y mecánicos (Zhang et al., 2016; Frismantiene et al., 2018). 

Así, en condiciones fisiológicas las CMLV presentan un fenotipo contráctil, con expresión de 

proteínas contráctiles y una baja tasa de proliferación y migración celular, mientras que en 

condiciones de estrés sufren una desdiferenciación, pasando a un fenotipo sintético, 

caracterizado por el aumento en la producción de citoquinas proinflamatorias, la disminución 

de la expresión de marcadores contráctiles específicos y tasas de proliferación y migración 

elevadas (Zhang et al., 2016; Frismantiene et al., 2018; Zhuge et al., 2020). Se ha descrito que 

diversos estímulos inflamatorios, entre ellos IL-1β, por mecanismos que implican a los factores 

de transcripción NF-κB y AP-1 y al estrés oxidativo, pueden inducir la adquisición del fenotipo 

sintético por parte de las CMLV (Touyz et al., 2018; Basatemur et al., 2019; Badran et al., 2020). 

Además, las MAPK (Nagayama et al., 2015; Fan et al., 2017), el factor de transcripción AP-1 

(Zhang et al., 2012a; Ji et al., 2020) y la enzima COX-2 (Hu et al., 2002; Choi et al., 2008; Aguado 

et al., 2015) están estrechamente relacionados con la estimulación de los procesos de migración 

y proliferación celular en CMLV. En relación con esto, en este trabajo observamos que IL-1β 

aumentaba tanto la tasa de migración como la de proliferación de las CMLV de ratón.  

Es conocido que las ROS juegan un importante papel en la migración y la proliferación de las 

CMLV (Stanic et al., 2011; Zhou et al., 2016; Lu et al., 2018). Resultados de nuestro grupo han 
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mostrado que NOX1 y NOX4 están implicadas en la migración de CMLV inducida por estímulos 

inflamatorios (Aguado et al., 2016); asimismo, IL-1β, a través del aumento de ROS, induce la 

proliferación de las CMLV (Martín et al., 2012). Nosotros observamos que la migración celular 

inducida por IL-1β fue inhibida por apocinina y catalasa, lo que indica que las ROS están 

implicadas en este proceso. Además, el tratamiento de las CMLV de ratón con H2O2 exógena 

aumentó la migración celular, efecto que fue reducido por apocinina, apoyando la participación 

del O2·- en este proceso celular. Respecto a la proliferación celular inducida por IL-1β, esta fue 

inhibida por apocinina, mientras que el detoxificante de H2O2 catalasa no tuvo ningún efecto. 

Estos resultados sugieren un papel diferente para el O2·- y el H2O2 en la proliferación celular. En 

línea con esos resultados, se ha sugerido que diferencias en la fuente de producción, el tipo y la 

concentración de ROS, puedan explicar los diferentes efectos que estas producen sobre la 

migración y la proliferación de las CMLV (Clempus and Griendling, 2006; Badran et al., 2020). Así 

por ejemplo, se ha descrito que el O2·- producido por NOX1 está implicado en el aumento de la 

migración y la proliferación de las CMLV inducido por PDGF (Pescatore et al., 2012; Zhao et al., 

2015a). Respecto al H2O2, se ha observado que induce el crecimiento y la proliferación de las 

CMLV a altas concentraciones (Baas and Berk, 1995), pero detiene el crecimiento de estas 

células a concentraciones menores (Nickenig et al., 2002). En relación con esto, el papel de 

NOX4, que produce principalmente H2O2, es controvertido, ya que se ha visto que puede tanto 

estimular la migración y la proliferación de las CMLV (Meng et al., 2008; Zhang et al., 2019), 

como inhibir su proliferación (Di Marco et al., 2016).  

Por otra parte, es conocido que la citoquina IL-1β, a través de la inducción de inflamación y 

estrés oxidativo, puede contribuir al desarrollo de disfunción endotelial y de alteraciones en la 

función de las CMLV (Briones et al., 2005; Jiménez-Altayó et al., 2006; Mai and Liao, 2020; 

Melton and Qiu, 2021), ambos procesos asociados a patologías cardiovasculares. Así, Vallejo et 

al. (2014) observaron que la inhibición de IL-1β mejoraba la disfunción endotelial provocada por 

esta citoquina. Aquí, nosotros confirmamos que IL-1β deterioraba la relajación dependiente de 

endotelio inducida por acetilcolina en aorta de ratón, vasodilatación que estaba mediada por 

NO, como sugiere el hecho de que fuera bloqueada por el inhibidor de la NOS, L-NAME. Como 

se ha comentado en la introducción, las ROS, al reducir la biodisponibilidad de NO, dan lugar a 

disfunción endotelial (Landmesser et al., 2003; Brown and Griendling, 2015; Zhang et al., 2020). 

Por lo tanto, es posible que la inducción de estrés oxidativo por IL-1β contribuya a la disfunción 

endotelial que observamos en nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, IL-1β no 

afectó a la respuesta vasoconstrictora a K-KHS en aorta de ratón, lo que descarta un efecto 

directo sobre la función muscular. 

Hasta aquí, nuestros resultados muestran que la citoquina proinflamatoria IL-1β, a través de la 

producción de ROS, induce la activación de la vía JNK/AP-1/COX-2 en las CMLV de ratón, vía que 

podría estar implicada en la regulación de los procesos de migración y proliferación celular, 

aunque serían necesarios más experimentos para comprobar esta participación. Además, 

observamos que esta citoquina también genera disfunción endotelial en aorta de ratón, 

probablemente a través de una reducción de la biodisponibilidad de NO como consecuencia del 

estrés oxidativo inducido por IL-1β. Cabe destacar que todos estos procesos están implicados en 

las alteraciones vasculares que se observan en patologías como la hipertensión, la 

aterosclerosis, las enfermedades renales o la diabetes (Briones et al., 2005; Clempus and 
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Griendling, 2006; Jiménez-Altayó et al., 2006; Vokurkova et al., 2007; Badran et al., 2020; Mai 

and Liao, 2020; Griendling et al., 2021; Melton and Qiu, 2021).  

2. PARTICIPACIÓN LA VÍA DE TLR4 EN EL EFECTO 
PROINFLAMATORIO DE IL-1β 

Los receptores TLR juegan un papel importante en la respuesta inmune innata. Entre ellos, el 

receptor TLR4, presente en células del sistema inmune, pero también en células del sistema 

cardiovascular, reconoce LPS y otras DAMP (Vaure and Liu, 2014; Nunes et al., 2019; Ciesielska 

et al., 2021). Se ha descrito, además, que este receptor contribuye a la disfunción endotelial y el 

remodelado vascular asociados a patologías cardiovasculares como la diabetes, la hipertensión 

y la aterosclerosis, a través de la inducción de vías de señalización proinflamatorias en las cuales, 

en muchos casos, está implicado el estrés oxidativo (den Dekker et al., 2010; De Batista et al., 

2014; Yang et al., 2014b; Hernanz et al., 2015; de Oliveira and Nunes, 2021; Qi et al., 2021). TLR4 

activa dos vías de señalización, la vía dependiente de MyD88 y la vía independiente de MyD88 

o dependiente de TRIF, que finalmente dan lugar a la expresión y activación de citoquinas 

proinflamatorias, la liberación de péptidos antimicrobianos, la producción de ROS y especies 

reactivas de nitrógeno y la maduración de las células presentadoras de antígeno del sistema 

inmune (Abreu and Arditi, 2004; Kawai and Akira, 2007). En los últimos años se ha sugerido la 

existencia de una posible conexión entre TLR4 y la citoquina IL-1β. Así, las vías de señalización 

de TLR4 y de IL-1β convergen en la activación de la proteína adaptadora MyD88 (Gay et al., 2014; 

Dinarello, 2018; Abbate et al., 2020). Además, se ha descrito que IL-1β puede activar la vía de 

señalización TLR4/NF-κB, tanto la dependiente como la independiente de MyD88 (Liu et al., 

2014; Gu et al., 2017; Xu et al., 2020), activación que desaparece al inhibir TLR4 (Liu et al., 2014; 

Xu et al., 2020). Por ello, nuestro siguiente objetivo de la Tesis Doctoral se centra en estudiar la 

posible participación de TLR4 en los efectos inducidos por IL-1β. Los trabajos de Liu et al. (2014) 

y Gu et al. (2017) describieron un aumento en la expresión de TLR4 en condrocitos humanos 

tratados con la citoquina IL-1β; sin embargo, Chen et al. (2013) no observaron cambios en la 

expresión del receptor tras la estimulación con esta citoquina y Visintin et al. (2006) describieron 

en macrófagos que, aunque TLR4 se expresa de manera constitutiva en la membrana celular y 

es funcional, no se activa hasta que no se produce la interacción entre MD2 y LPS. En nuestro 

trabajo observamos que IL-1β no modificó la expresión del receptor TLR4 en las CMLV de ratón, 

aunque sí aumentó la expresión de la proteína adaptadora MyD88, efecto que se previno con el 

inhibidor de TLR4 CLI-095. Este fármaco se une al dominio intracelular de TLR4 bloqueando así 

su interacción con las proteínas adaptadoras y, por lo tanto, inhibiendo su señalización 

(Matsunaga et al., 2011; Ono et al., 2020). Por ello, nuestros resultados sugieren que la vía de 

señalización TLR4/MyD88 es activada por la citoquina IL-1β en CMLV. 

Es conocido que la activación de TLR4 estimula la producción de ROS, las cuales, a su vez, están 

implicadas en la activación de mediadores inflamatorios (Asehnoune et al., 2004; Hernanz et al., 

2004; Nunes et al., 2019). Además, TLR4 da lugar a la activación de las MAPK y de los factores 

de transcripción NF-κB y AP-1 (Kawai and Akira, 2007; Roy et al., 2016), mecanismo por el cual 

puede inducir la expresión de diversos mediadores proinflamatorios, entre ellos COX-2 (Küper 

et al., 2012; Yoon and Park, 2021). Confirmando estos efectos de TLR4, en CMLV de ratón LPS 
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aumentó la actividad de la NADP(H) oxidasa y la producción de O2·- y H2O2, estimuló la 

translocación al núcleo de la subunidad de AP-1 p-c-Jun e indujo la expresión de COX-2. Además, 

aunque LPS no modificó la expresión de TLR4, incrementó la expresión de MyD88, sugiriendo la 

activación de esta vía de señalización y su posible participación en los efectos inducidos por la 

endotoxina. Puesto que, como hemos indicado, IL-1β activa la vía de señalización TLR4/MyD88 

en CMLV de ratón, estudiamos si esta vía participa en el estrés oxidativo y en la activación de la 

vía MAPK/AP-1/COX-2 que produce la citoquina proinflamatoria. Nuestros resultados muestran 

que el aumento en la producción de O2·- y H2O2 inducido por IL-1β en las CMLV era prevenido 

por el inhibidor de TLR4 CLI-095. Además, la inhibición de TLR4 redujo la fosforilación de JNK, la 

translocación al núcleo de p-c-Jun, así como la expresión de COX-2 estimulada por IL-1β. Todos 

estos resultados indican que TLR4 participa en el estrés oxidativo y en la activación de la vía 

MAPK/AP-1/COX-2 que induce IL-1β en las CMLV de ratón.  

Se ha descrito que la activación de TLR4 induce migración y proliferación celular (Yang et al., 

2014a; Zhu et al., 2017; Nguyen et al., 2021; Miyabe et al., 2022); de acuerdo con esto, en este 

trabajo LPS estimuló la migración y la proliferación de las CMLV de ratón. Además, se ha sugerido 

que TLR4 participa en el aumento de estos procesos celulares inducido por diversos estímulos 

inflamatorios. Así, la inhibición de TLR4 o la reducción de su expresión disminuyen la migración 

y la proliferación celular inducidas por estímulos tales como PDGF o TNF-α (Pi et al., 2013; Zhu 

et al., 2017; Yang et al., 2021), LPS (Zhang et al., 2011) y Ang II (De Batista et al., 2014; Huang et 

al., 2021; Qi et al., 2021); este efecto contribuiría a explicar el efecto beneficioso del bloqueo de 

TLR4 sobre el remodelado vascular descrito en ratones hipertensos por infusión con Ang II 

(Hernanz et al., 2015). Aquí nosotros observamos que la inhibición de TLR4 con CLI-095 reducía 

tanto la proliferación como la migración celular inducidas por IL-1β en las CMLV, confirmando la 

participación de la vía de TLR4 en estos efectos de la citoquina. 

Nuestro grupo y otros autores hemos descrito los efectos beneficiosos de la inhibición de TLR4 

sobre la disfunción endotelial observada en modelos de hipertensión (De Batista et al., 2014; 

Hernanz et al., 2015), aterosclerosis (Chen et al., 2020) y diabetes (Romacho et al., 2020). En 

este estudio, confirmamos que el inhibidor de TLR4 CLI-095 prevenía los efectos deletéreos de 

IL-1β sobre la relajación dependiente de endotelio en aortas de ratón, sin afectar a la 

contractilidad vascular. Aunque no hemos analizado los mecanismos implicados, la reducción 

del estrés oxidativo tras la inhibición de TLR4 podría contribuir a explicar este efecto, como se 

ha demostrado en la disfunción vascular asociada a la hipertensión inducida por Ang II (Hernanz 

et al., 2015). 

En conjunto, todos estos resultados indican que los efectos de la citoquina IL-1β están mediados, 

al menos en parte, por la activación de la vía de TLR4 y revelan la existencia de una interacción 

entre IL-1β y TLR4, describiendo así un nuevo mecanismo por el que estas vías podrían estar 

ejerciendo sus efectos proinflamatorios. Sin embargo, desconocemos los mecanismos 

implicados en esta interacción. Es posible que alguna molécula, cuya expresión sea inducida por 

IL-1β, interaccione con el receptor de membrana TLR4. En este sentido, se ha descrito que la 

DAMP HMGB1 es inducida por estímulos inflamatorios como IL-1β o TNF-α, siendo liberada al 

medio extracelular donde actúa como mediador proinflamatorio (Cai et al., 2015). HMGB1 es 

secretada principalmente por las células del sistema inmune, pero también puede ser secretada 

por las células la pared vascular como las células endoteliales o las CMLV (Porto et al., 2006; Cai 
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et al., 2015). HMGB1 puede interaccionar con TLR4 actuando como ligando endógeno de este 

receptor y desencadenar la respuesta inflamatoria (Cai et al., 2015; Yang et al., 2015b). Así, en 

CMLV, a través de su interacción con TLR4, HMGB1 participa en la inducción de la inflamación 

(Kim et al., 2018) y en la regulación de la modulación fenotípica de estas células, induciendo la 

migración y la proliferación de las mismas (Wang et al., 2017). Este mecanismo se ha asociado 

también al remodelado vascular (Zabini et al., 2015). Por todo esto, HMGB1 podría actuar como 

nexo entre la señalización mediada por IL-1β y TLR4 en nuestros experimentos.  

3. EFECTO DE LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR IL-1β 

3.1. EFECTO DE IL-1β SOBRE LA VÍA DE Nrf2 Y PARTICIPACIÓN DEL ESTRÉS 

OXIDATIVO 

Es bien conocido que un exceso en la producción de ROS conduce a la ruptura del equilibrio 

redox y da lugar a daños y a alteraciones moleculares (Clempus and Griendling, 2006; Senoner 

and Dichtl, 2019; Griendling et al., 2021). Para contrarrestar niveles excesivos de ROS que 

generan estrés oxidativo, las células disponen de diversos mecanismos antioxidantes, siendo el 

factor de transcripción redox-sensible Nrf2 uno de ellos. Nrf2 protege frente al estrés oxidativo 

al inducir la expresión de proteínas antioxidantes y enzimas detoxificantes en respuesta a 

cambios en el balance redox intracelular (Yamamoto et al., 2018). Entre las proteínas activadas 

por Nrf2 destacan enzimas de detoxificación de fase II como NQO1, proteínas de respuesta a 

estrés como HO-1, y enzimas antioxidantes como TRx, SOD1, SOD2, GPx y catalasa, entre otras 

(Yamamoto et al., 2018; Drummond et al., 2019; He et al., 2020; Lee and Hu, 2020). Debido a 

ese papel clave defensivo, la activación de Nrf2 podría constituir un mecanismo beneficioso 

frente a las alteraciones que tienen lugar en las patologías cardiovasculares que presentan un 

importante componente oxidante e inflamatorio (Mimura and Itoh, 2015; Satta et al., 2017; Da 

Costa et al., 2019; Robledinos-Antón et al., 2019; Tanase et al., 2019). Así por ejemplo, la 

activación de Nrf2, a través de la reducción del estrés oxidativo, mejora la disfunción endotelial 

inducida por Ang II en ratas SHR-SP (Lopes et al., 2015) y previene el remodelado vascular y la 

disfunción vascular en el modelo de hipertensión inducida por Ang II en ratones (Wang et al., 

2018). Asimismo, se ha descrito que la activación de Nrf2 tiene un papel protector frente a las 

alteraciones vasculares asociadas a la diabetes (Alves-Lopes et al., 2016) y que reduce la síntesis 

de ácidos grasos y previene la obesidad en ratones tratados con dieta alta en grasa (Shin et al., 

2009). Por otra parte, la activación de la enzima regulada por Nrf2 HO-1, que incrementa la 

producción del antioxidante bilirrubina y del vasodilatador CO (Drummond et al., 2019), también 

ha demostrado tener efectos beneficiosos. Así, se ha descrito que la inducción específica a nivel 

renal de HO-1 protege frente al desarrollo de hipertensión inducida por Ang II en ratones (Vera 

et al., 2008) y que resveratrol, a través de la inducción de HO-1, reduce la disfunción endotelial 

observada en ratas diabéticas (Hammad et al., 2019). Además, se ha observado un efecto 

protector de la sobreexpresión de HO-1 en lesiones ateroscleróticas (Yao et al., 2022), mientras 

que la inhibición de esta enzima resultó en la progresión de aterosclerosis (Yet et al., 2003; 

Ishikawa et al., 2012). Por otra parte, en cultivos celulares se ha mostrado que la activación de 

Nrf2/HO-1 reduce los niveles de los mediadores proinflamatorios MCP-1, ICAM-1 y VCAM-1 

inducidos por ox-LDL en células endoteliales vasculares (Zhang et al., 2013a), así como la 
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liberación de MCP-1 y el estrés oxidativo inducidos por ox-LDL en macrófagos (Orozco et al., 

2007).  

A continuación, analizamos el efecto de la citoquina IL-1β sobre la activación de Nrf2. Nuestros 

resultados mostraron que IL-1β inducía un aumento en la translocación al núcleo de Nrf2, así 

como en la expresión de algunas de las proteínas reguladas por este factor de transcripción 

como HO-1, NQO1, SOD1 y SOD2 en las CMLV de ratón. Paralelamente, observamos que IL-1β 

reducía la expresión de Keap1, el regulador negativo de Nrf2 (Dinkova-Kostova et al., 2017). 

Como se ha indicado en la introducción, la vía canónica de activación de Nrf2 implica la 

modificación por el estrés oxidativo o los compuestos electrófilos de residuos de cisteína en 

Keap1, induciendo un cambio conformacional en el mismo, que da lugar a su inhibición y que 

permite la translocación de Nrf2 al núcleo, donde interacciona con el ADN y regula la expresión 

de sus proteínas diana (Dinkova-Kostova et al., 2017; Baird and Yamamoto, 2020; Crisman et al., 

2023). Además, se ha descrito que el estrés oxidativo puede activar a la proteína adaptadora de 

la autofagia p62/SQSTM1, la cual interacciona directamente con Keap1 transportándolo a los 

autofagosomas para su degradación, e inhibiendo de manera competitiva la unión de Keap1 con 

Nrf2 (Jiang et al., 2015; Baird and Yamamoto, 2020; Liu et al., 2022). En este sentido, Yin and 

Cao (2015) observaron que la reducción de la expresión de Keap1 en células estimuladas con 

LPS se debe a la activación de la autofagia mediada por la activación de p62/SQSTM1. Este 

mecanismo podría explicar la disminución en la expresión de Keap1 que nosotros observamos 

en las CMLV de ratón estimuladas con IL-1β.  

Además de la vía canónica de activación anteriormente indicada, la activación del factor de 

transcripción Nrf2 también puede estar regulada por otros mecanismos, entre los que destaca 

la regulación postraduccional de Nrf2 por fosforilación llevada a cabo por diversas quinasas 

como PKC (Huang et al., 2002) o MAPK (Varì et al., 2011; Choi et al., 2016; Tonelli et al., 2018; 

Liu et al., 2021), que interrumpe la interacción entre Keap1 y Nrf2. La fosforilación de Nrf2 

puede, además, aumentar la estabilidad de este factor de transcripción, probablemente a través 

del bloqueo de los sitios de unión de los complejos ubiquitina ligasa, favoreciendo así la 

activación del mismo (Nguyen et al., 2003). De acuerdo con esto, nosotros observamos que IL-

1β inducía la fosforilación de Nrf2 en las CMLV de ratón, debida, al menos en parte, al efecto de 

JNK, ya que la inhibición de esta MAPK con SP600125 revertía esta fosforilación.  

Una vez demostrada la capacidad de IL-1β para activar Nrf2, analizamos la participación de ROS 

en dicha activación. Observamos que tanto apocinina como catalasa prevenían el aumento en 

la translocación nuclear de Nrf2 inducido por IL-1β en las CMLV. Además, apocinina abolió el 

incremento de la expresión de las proteínas diana de Nrf2 HO-1 y SOD2, lo que sugiere la 

participación del estrés oxidativo en la activación de este factor de transcripción por la citoquina. 

En este sentido, Khan et al. (2018) observaron que IL-1β, a través del aumento en la producción 

de ROS por activación de la enzima NAD(P)H oxidasa, induce la activación de Nrf2 en condrocitos 

humanos. Apoyando el papel del estrés oxidativo en la activación de la vía de Nrf2, observamos 

que la adición exógena de H2O2 estimulaba la translocación al núcleo de Nrf2, inducía la 

fosforilación de este factor de transcripción y aumentaba la expresión de HO-1 y NQO1 en CMLV 

de ratón.  
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Todos estos resultados indican que IL-1β activa al factor de transcripción Nrf2, estimulando la 

expresión de diversas enzimas antioxidantes, lo que podría explicarse como un mecanismo de 

defensa de las CMLV frente a los efectos deletéreos prooxidantes de la propia citoquina. En este 

sentido, nosotros y otros autores hemos descrito la capacidad de diversos estímulos, entre ellos 

IL-1β y LPS, para aumentar la expresión de mecanismos antioxidantes tales como SOD y TRx 

(Hernanz et al., 2004; Sharma et al., 2007; Martín et al., 2012).  

Puesto que, como hemos comprobado, la vía de señalización de TLR4 está implicada en diversos 

efectos de IL-1β, analizamos si este receptor también participaba en la activación de Nrf2 por la 

citoquina. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento de las CMLV con el inhibidor 

farmacológico de TLR4 CLI-095 abolía tanto la fosforilación de Nrf2 como la expresión de HO-1 

y SOD2 estimuladas por IL-1β. Uno de los mecanismos mediante los cuales TLR4 podría participar 

en la activación de Nrf2 por fosforilación podría ser a través de JNK, ya que, como hemos 

comentado previamente, TLR4 participa en la activación de JNK inducida por IL-1β, y esta MAPK 

está implicada en la fosforilación de Nrf2 inducida por la citoquina en las CMLV de ratón. Más 

adelante se discutirán en detalle los mecanismos por los que la estimulación de la vía de TLR4 

puede activar Nrf2. 

3.2. EFECTO PROTECTOR DE LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR IL-1β  

Una vez demostrado que IL-1β activa la vía de Nrf2, a continuación, analizamos el papel de esta 

vía en los efectos inducidos por la citoquina proinflamatoria. Para ello utilizamos brusatol, un 

inhibidor farmacológico de Nrf2 que reduce los niveles de este factor de transcripción 

promoviendo su ubiquitinación y la subsecuente degradación por la vía del proteasoma (Ren et 

al., 2011). A este respecto, observamos que el tratamiento de las CMLV de ratón con brusatol 

redujo el aumento inducido por IL-1β de la expresión de Nrf2 y de la fosforilación de este factor 

de transcripción, así como de la expresión de HO-1, sin producir ningún efecto en ausencia de 

IL-1β. Además, brusatol revirtió la disminución de la expresión del regulador negativo de Nrf2 

Keap1 inducida por esta citoquina. En este sentido, Ren et al. (2011) también describieron que 

brusatol producía una disminución en la ubiquitinación de Keap1 y, por lo tanto, una reducción 

en la degradación de este. Todos estos resultados confirman el efecto de este fármaco 

inhibiendo la vía de Nrf2. 

A continuación, estudiamos al papel de la activación de Nrf2 en los efectos inflamatorios de IL-

1β. En CMLV de ratón, observamos que el tratamiento de las CMLV con brusatol potenció el 

aumento de la fosforilación de las MAPK p38 y JNK inducido por IL-1β, lo que indica que Nrf2 

está modulando a la baja la activación de estas quinasas. En el mismo sentido, brusatol potenció 

el aumento en la tasa de migración de las CMLV inducido por IL-1β. Estudios previos han descrito 

un papel protector del factor de transcripción Nrf2 frente a los efectos negativos causados por 

estímulos inflamatorios. Así, la inhibición de Nrf2 con brusatol aumenta los niveles de 

marcadores proinflamatorios y el estrés oxidativo en células endoteliales estimuladas con ox-

LDL (Lin et al., 2021). Por otra parte, el silenciamiento de Nrf2 en una línea celular de condrocitos 

humanos aumentó los efectos dañinos de IL-1β, como son el aumento de los niveles de 

marcadores proinflamatorios o de la apoptosis, efectos que se reducían cuando estas células 

eran tratadas con un activador de Nrf2 (Jiang and Cai, 2021). Asimismo, el silenciamiento de 

Nrf2 en monocitos/macrófagos inhibió la expresión de las enzimas HO-1 y NQO1 inducidas por 
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LPS y potenció la producción de mediadores proinflamatorios como TNF-α e IL-1β (Rushworth 

et al., 2005; 2008). Sin embargo, respecto a la migración celular se han descrito efectos 

contradictorios. Por un lado, la inhibición de Nrf2 con brusatol en células cancerígenas de 

pulmón redujo la migración celular que estaba aumentada por sobreexpresión de Nrf2 (Ko et 

al., 2021). Algo similar describieron Hallis et al. (2023) en células de cáncer colorrectal, donde la 

sobreexpresión del factor de transcripción aumentaba el crecimiento y la migración de las 

células tumorales, en las cuales tanto la inhibición de Nrf2 con brusatol como su silenciamiento 

redujeron estos procesos celulares. Por el contrario, Xue et al., (2016) observaron que el 

aumento de expresión de Nrf2 en células de cáncer de próstata reducía la migración celular, 

mientras que su silenciamiento la aumentaba. 

En conjunto, de estos resultados sugerimos que la activación del factor de transcripción Nrf2 por 

IL-1β actuaría como un mecanismo compensatorio frente a los efectos deletéreos de la citoquina 

que observamos en las CMLV de ratón.  

4. MODULACIÓN DE LOS EFECTOS PROOXIDANTES Y 
PROINFLAMATORIOS DE IL-1β POR LA ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR 
tBHQ 

tBHQ es un compuesto fenólico sintético ampliamente utilizado como activador selectivo de 

Nrf2 (Shi et al., 2016; Bai et al., 2017; Wang et al., 2018; Wei et al., 2019; Zhou et al., 2019). Su 

mecanismo de acción incluye, entre otros, la modificación covalente del residuo Cys151 de 

Keap1, que induce un cambio conformacional en el mismo y origina su disociación de Nrf2 

inhibiendo su degradación (Zhang and Hannink, 2003). También se ha descrito que tBHQ puede 

activar Nrf2 por inducir la ubiquitinación y posterior degradación de Keap1 (Zhang et al., 2005). 

Como cabía esperar, tras el tratamiento de las CMLV con tBHQ se observó un aumento en la 

expresión de Nrf2, efecto que fue prevenido por brusatol. Consecuentemente, tBHQ también 

incrementó los niveles de HO-1, NQO1, SOD1 y SOD2 mientras que redujo la expresión de Keap1. 

Todos estos resultados confirman la activación del factor de transcripción por tBHQ. Aunque 

tBHQ también podría activar a Nrf2 mediante su fosforilación (Gharavi et al., 2007), el 

tratamiento de las CMLV con tBHQ no afectó a la fosforilación de Nrf2, descartando este 

mecanismo. 

A continuación, comprobamos si la activación de Nrf2 por tBHQ modulaba los efectos de IL-1β 

sobre la propia vía de Nrf2. En este sentido, observamos que el tratamiento de las CMLV con IL-

1β en presencia de tBHQ indujo un aumento en la expresión nuclear de Nrf2 y en la expresión 

de las enzimas HO-1 y NQO1, que fue mayor al inducido por IL-1β, pero similar al inducido por 

el activador solo. Además, el tratamiento de las CMLV con tBHQ e IL-1β redujo la expresión de 

Keap1 al mismo nivel que lo hacían IL-1β y tBHQ por si solos. Esto sugiere que los efectos 

observados aquí se deben principalmente a la acción del tBHQ, descartando un efecto sumatorio 

de la co-estimulación con IL-1β y tBHQ. Del mismo modo, los efectos observados de la 

estimulación de las CMLV con H2O2 en presencia de tBHQ sobre la translocación al núcleo de 

Nrf2 y la expresión de HO-1 y NQO1 fueron similares a los provocados por tBHQ solo, lo que 

sugiere que la activación de la vía de Nrf2 se debe principalmente a la acción del activador. 

Resultados similares fueron observados por Sharma et al. (2007) al estudiar la expresión de TRx 
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en astrocitos co-estimulados con IL-1β y quercetina. Sin embargo, tBHQ inhibió el incremento 

en la expresión de SOD2 inducido por IL-1β, lo que sugiere que la expresión de esta enzima 

puede estar regulada por otros mecanismos. En este sentido, se ha descrito la participación de 

JNK en la regulación de SOD2, de manera que tanto el silenciamiento de esta quinasa como su 

inhibición farmacológica con SP600125 reducen la transcripción de SOD2 (Liu et al., 2020). Esto, 

junto con el hecho de que, como mencionaremos más adelante, tBHQ reducía el aumento en la 

fosforilación de JNK inducido por IL-1β en las CMLV de ratón, podría contribuir a explicar el 

efecto de este activador de Nrf2 sobre SOD2.  

Por otro lado, a pesar de que tBHQ por sí solo no modificaba la fosforilación de Nrf2, el 

pretratamiento de las CMLV con tBHQ redujo la fosforilación de este factor de transcripción 

inducida tanto por IL-1β como por H2O2. Este efecto de tBHQ también podría estar relacionado 

con el hecho de que tBHQ aboliese el aumento de la fosforilación de las MAPK p38 y JNK inducido 

por la citoquina, las cuales, como se ha comentado, participan en la fosforilación de Nrf2 (Varì 

et al., 2011; Choi et al., 2016; Liu et al., 2021).  

Dado el efecto antioxidante de Nrf2, es lógico pensar que los activadores de este factor de 

transcripción como tBHQ ejercen sus efectos protectores a través de la reducción del estrés 

oxidativo. Así, Wei et al. (2019) observaron que la activación por tBHQ de Nrf2 y de sus proteínas 

diana HO-1 y NQO1 protegía, a través de la reducción de la producción de ROS, frente a la 

calcificación de las CMLV inducida por niveles elevados de fosfato. También el tratamiento con 

tBHQ, mediante la activación de la vía Nrf2/HO-1 y la reducción del estrés oxidativo, atenúa la 

hipertensión en ratas SHR (Bai et al., 2017) y proporciona protección frente a la aterosclerosis 

(Lazaro et al., 2018). Además, Sun et al. (2021) observaron que la activación de Nrf2 posee un 

efecto antiartrítico por reducir el aumento de la producción de ROS inducido por IL-1β en 

condrocitos. De acuerdo con esto, nuestros resultados muestran que tBHQ revirtió el 

incremento de la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa y de la producción de O2·- y de H2O2 

inducidas por IL-1β en las CMLV de ratón. Asimismo, tBHQ también inhibió el aumento de la 

actividad NAD(P)H oxidasa y de la producción de O2·- provocado por la adición de H2O2 en estas 

células. Sin embargo, en situación control, donde no hay un exceso de ROS, tBHQ no modificó 

ni la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa ni la producción de ROS. El conjunto de estos 

resultados sugiere un papel protector de la activación de Nrf2 frente a los efectos prooxidantes 

de IL-1β y H2O2 en estas células.  

Además de un efecto protector frente al estrés oxidativo, Nrf2 también posee propiedades 

antiinflamatorias (Muri et al., 2020; Alonso‐Piñeiro et al., 2021). Así, se ha descrito que la 

activación de Nrf2 inhibe al factor de transcripción proinflamatorio NF-κB (Ahmed et al., 2017). 

Asimismo, la activación de Nrf2 por exposición a corto plazo a H2O2 reduce la producción de ROS 

y la expresión de mediadores proinflamatorios como NF-κB y COX-2 estimulados por IL-1β en 

células endoteliales humanas (Toniolo et al., 2015). La activación de la vía de Nrf2/HO-1 también 

reduce el aumento de la expresión de las enzimas proinflamatorias COX-2 e iNOS y de los niveles 

de las citoquinas TNF-α, IL-1β e IL-6 observado en CMLV y macrófagos expuestos a diversos 

estímulos inflamatorios, tales como la propia IL-1β o LPS (Ho et al., 2007; Kobayashi et al., 2016; 

Luo et al., 2018). Asimismo, sulforafano, un potente activador de Nrf2, reduce la inducción de 

COX-2 e iNOS tras la estimulación con LPS mediante la reducción de la fosforilación de las MAPK, 

principalmente JNK, y la inhibición de los factores de transcripción NF-κB y AP-1 (Subedi et al., 
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2019). Además, se ha descrito que la activación de Nrf2 también reduce la fosforilación de JNK 

y de c-Jun y la expresión de COX-2 e iNOS en condrocitos murinos estimulados con IL-1β (Sun et 

al., 2021). Por otra parte, tBHQ reduce los elevados niveles de IL-1β e IL-6 e inhibe la activación 

de NF-κB en un modelo de hipertensión inducida por una dieta rica en sal (Bai et al., 2017). Por 

todo ello, a continuación, analizamos la modulación por la activación de Nrf2 de los efectos 

proinflamatorios inducidos por la citoquina IL-1β. En este sentido, tBHQ redujo el aumento de 

expresión de la proteína adaptadora de TLR4 MyD88, así como el aumento en la fosforilación de 

las MAPK p-38 y JNK inducidos por IL-1β en las CMLV de ratón. Además, el activador de Nrf2 

redujo la expresión nuclear de la subunidad p-c-Jun del factor de transcripción AP-1. Dada la 

contribución de AP-1 y JNK a la inducción de COX-2 inducida por IL-1β, tBHQ redujo también la 

expresión de dicha enzima. Estos resultados apuntan que la activación de Nrf2 con tBHQ revierte 

la activación de la vía TLR4/MAPK/AP-1/COX-2 inducida por IL-1β en CMLV, lo que sugiere un 

papel protector de Nrf2 frente a los efectos proinflamatorios de esta citoquina. 

Además de los mencionados efectos antioxidantes y antiinflamatorios, la activación de Nrf2 con 

tBHQ redujo la migración y la proliferación inducidas por IL-1β en CMLV. De acuerdo con esto, 

otros estudios han demostrado que la inducción de enzimas reguladas por Nrf2 como HO-1 y 

NQO1 inhibe la proliferación y la migración celular (Duckers et al., 2001; Ashino et al., 2013; Choi 

et al., 2015; Jiang et al., 2022). Como hemos comentado previamente, las ROS están implicadas 

en el aumento en la proliferación y la migración de las CMLV estimuladas con IL-1β, por lo que 

la reducción del estrés oxidativo podría ser uno de los mecanismos implicados en la regulación 

de estos procesos por tBHQ. Apoyando este argumento, observamos que tBHQ también reducía 

la migración de las CMLV inducida por H2O2. Por otro lado, es conocido que la inflamación 

también contribuye a los procesos de migración y proliferación celular. En este sentido, se ha 

observado que la activación del inflamasoma NLRP3 en repuesta a NF-κB contribuye a la 

proliferación de las CMLV y al remodelado vascular en hipertensión (Sun et al., 2017) y que la 

inhibición de la vía de TLR4 reduce la proliferación de las CMLV y el remodelado vascular 

inducidos por Ang II (Huang et al., 2021). Por lo tanto, el efecto antiinflamatorio de la activación 

de Nrf2 también podría estar participando en la reducción de la migración y proliferación celular 

inducida por tBHQ en CMLV de ratón estimulas con IL-1β. 

Por último, analizamos la modulación por tBHQ del efecto de IL-1β sobre la función vascular. 

Como hemos descrito anteriormente, IL-1β inducía disfunción endotelial en aorta de ratón, 

probablemente por incrementar el estrés oxidativo. En este efecto de IL-1β participaba, además, 

la vía de TLR4. Ahora observamos que la activación de Nrf2 por tBHQ redujo la disfunción 

endotelial inducida por IL-1β, sin alterar la contractilidad vascular. Esto sugiere un efecto 

protector de la activación de Nrf2 frente a la disfunción endotelial, que posiblemente se deba a 

los efectos antioxidantes y antinflamatorios de este factor de transcripción. Consistente con 

esto, otros autores han descrito que tBHQ y sulforafano mejoraban la disfunción endotelial 

inducida por Ang II a través de la reducción del estrés oxidativo (Lopes et al., 2015; Wang et al., 

2018). También se ha descrito que la activación de Nrf2, a través de sus efectos antinflamatorios, 

protege frente a la disfunción endotelial inducida por LPS (Gao et al., 2019). Además, la 

sobreexpresión de HO-1 en las células del endotelio vascular atenúa, de manera significativa, la 

producción de mediadores proinflamatorios y mejora las respuestas vasodilatadoras alteradas 

por ox-LDL en segmentos aórticos (Kawamura et al., 2005). 
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En resumen, todos estos resultados describen un papel protector del activador del factor de 

transcripción Nrf2 frente a los efectos prooxidantes y proinflamatorios inducidos por IL-1β, así 

como frente a la migración y la proliferación celular y la disfunción endotelial inducidas por esta 

citoquina. Estos efectos podrían ser debidos a la acción antioxidante y antiinflamatoria de este 

factor de transcripción.  

5. MODULACIÓN DEL EFECTO PROINFLAMATORIO DE LPS POR LA 
ACTIVACIÓN DE Nrf2 POR tBHQ 

El LPS, componente principal de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, es el 

ligando principal del receptor TLR4 y contribuye a la respuesta inflamatoria a través de la 

inducción de la expresión de mediadores proinflamatorios (Stoll et al., 2006; Kawai and Akira, 

2007; Küper et al., 2012; Nunes et al., 2019) y de la producción de ROS (Asehnoune et al., 2004; 

Hernanz et al., 2004). De acuerdo con esto, ya hemos comentado que la activación de la vía de 

TLR4 participa en la producción de ROS y la inducción de la expresión de mediadores 

inflamatorios estimulados por IL-1β en las CMLV. Además, la vía de TLR4 participa en la 

activación de Nrf2 por esta citoquina. En base a esto, en primer lugar, analizamos el efecto de la 

activación de TLR4 sobre la vía de Nrf2. Los resultados mostraron que el tratamiento de las CMLV 

con LPS induce un aumento de la expresión nuclear del factor de transcripción Nrf2, así como 

de la expresión de las enzimas reguladas por este factor, HO-1 y NQO1. LPS también aumentó la 

fosforilación de Nrf2, mientras que redujo la expresión de Keap1 en estas células, lo que, como 

ya hemos comentado, favorece la activación del factor de transcripción. Estos resultados 

sugieren que LPS, al igual que vimos con IL-1β, podría estar activando Nrf2 como un mecanismo 

de defensa frente a los efectos deletéreos provocados por la endotoxina. Por el contrario, otros 

autores como Zhang et al. (2021) y Kang et al. (2022) describieron una disminución de los niveles 

de Nrf2 en respuesta a la inflamación generada por el tratamiento con LPS en ratones; en estos 

trabajos, el uso de diferentes compuestos antioxidantes que aumentan la expresión y la 

activación de Nrf2 protege frente a la inflamación inducida por la endotoxina. Sin embargo, y en 

línea con nuestros resultados, Vijayan et al. (2011) describieron que la activación de HO-1 tras 

la estimulación de TLR4 con LPS en macrófagos estaba mediada por la activación de Nrf2. 

También en estas células se ha observado que LPS induce las enzimas HO-1 y NQO1 a través de 

la activación de Nrf2 (Rushworth et al., 2005; 2008; Park et al., 2021).  

A continuación, analizamos la modulación de los efectos de LPS tras la activación de Nrf2 con 

tBHQ y encontramos que el tratamiento con tBHQ de células estimuladas con LPS aumentaba la 

expresión nuclear de Nrf2 y la expresión de las enzimas HO-1 y NQO1, un efecto que fue mayor 

al inducido por LPS, pero similar al inducido por tBHQ solo, lo que descarta un efecto sumatorio 

de ambos estímulos. Adicionalmente, tBHQ redujo la expresión proteica de Keap1 al mismo nivel 

que la reducían LPS y tBHQ solos. Sin embargo, tBHQ redujo la fosforilación de Nrf2 inducida por 

LPS en CMLV. Aunque no hemos investigado el mecanismo por el cual ocurre este efecto, la 

inhibición de las MAPK producida por tBHQ podría explicarlo. En este sentido, Khodagholi and 

Tusi (2011) observaron en células de feocromocitoma de rata que tBHQ, a través de la inhibición 

de las MAPK, reducía la apoptosis inducida por LPS.  
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Se ha descrito que la activación de Nrf2 también puede contrarrestar los efectos prooxidantes y 

proinflamatorios de LPS (Mohan and Gupta, 2018). En este sentido, la activación de Nrf2 por 

compuestos como la quercetina o el derivado de los ácidos grasos omega 3 maresina 1, reduce 

el estrés oxidativo generado por LPS en diferentes tipos celulares (Li et al., 2016; Xue et al., 2022; 

Yang et al., 2022). De acuerdo con esto, en las CMLV de ratón tBHQ redujo la actividad NAD(P)H 

oxidasa y la producción tanto de O2·- como de H2O2 inducidas por LPS. Además, y de acuerdo con 

la participación de ROS en la inducción de la expresión de COX-2 por LPS (Feng et al., 1995; Peng 

et al., 2005), observamos que el pretratamiento con tBHQ de CMLV estimuladas con LPS 

también abolió el aumento de expresión de COX-2. En este sentido, se ha descrito que la 

activación de Nrf2 por tBHQ, a través de la reducción del estrés oxidativo, disminuye la expresión 

de COX-2 en células de feocromocitoma estimuladas con LPS (Khodagholi and Tusi, 2011). 

Asimismo, sulforafano, también reduce la expresión de enzimas proinflamatorias como COX-2 e 

iNOS inducida por la endotoxina (Subedi et al., 2019). Por otra parte, en nuestro estudio 

encontramos que tBHQ reducía la aumentada expresión de MyD88 observada en las CMLV 

estimuladas con LPS, lo que puede contribuir al efecto antiinflamatorio del activador de Nrf2. 

De acuerdo con esto, se ha observado que la activación de Nrf2/HO-1 reduce la expresión de la 

vía TLR4/MyD88 en macrófagos estimulados con LPS (He et al., 2019), efecto que desaparece al 

inhibir HO-1 (Park et al., 2021). Sorprendentemente, tBHQ no modificó la expresión nuclear de 

p-c-Jun inducida por la endotoxina, al contrario de lo descrito por Wang et al. (2017b) y Lin et 

al. (2020), que observaron que la activación de Nrf2 reduce la activación de factores de 

transcripción proinflamatorios como AP-1 y NF-κB. Sin embargo, como se ha comentado, tBHQ 

sí que redujo la inducción de COX-2 por LPS en las CMLV de ratón. En este sentido, se ha descrito 

que la activación de Nrf2 reduce la activación de la vía NF-κB/COX-2 por LPS en células gliales 

(Wu et al., 2018) y en macrófagos (Wang et al., 2021). Por ello, es necesario investigar en mayor 

profundidad la participación de AP-1 y NF-κB en la inducción de la expresión de COX-2 por LPS 

en las CMLV de ratón de nuestro estudio para clarificar el mecanismo de acción de tBHQ. 

LPS, a través de la interacción con su receptor TLR4, puede estimular la proliferación y la 

migración celular (Yang et al., 2014a; 2015a; Nguyen et al., 2021; Miyabe et al., 2022). Cuando 

analizamos si la activación de Nrf2 modulaba el efecto de LPS sobre estos procesos celulares en 

CMLV, observamos que tBHQ, si bien no modificaba la proliferación celular, inhibía el 

incremento de la migración inducido por LPS. En consonancia con esto, se ha descrito que la 

activación de Nrf2, a través de la reducción del estrés oxidativo y la inhibición de la vía 

MyD88/NF-κB, reduce el aumento de la migración de la microglía inducido por LPS (Rong et al., 

2022). Además, la activación de HO-1, a través de sus efectos antiinflamatorios, también reduce 

la migración leucocitaria inducida por la endotoxina (Konrad et al., 2017). Esto sugiere que los 

efectos antinflamatorios y antioxidantes de Nrf2 podrían explicar el papel protector de este 

factor de transcripción frente a la migración inducida por LPS en las CMLV de ratón.  

En resumen, los resultados mostrados en este apartado describen un papel protector de la 

activación del factor de transcripción Nrf2 frente a los efectos prooxidantes y proinflamatorios 

inducidos por LPS.  

Por último, comprobamos que las concentraciones y tiempos de los estímulos utilizados a lo 

largo de este trabajo IL-1β, H2O2, LPS y tBHQ, no afectaron significativamente a la viabilidad 

celular ni indujeron necrosis en las CMLV de aorta de ratón. Esto elimina la posibilidad de que 
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alguno de los efectos observados en este estudio se deba a la toxicidad de dichos estímulos. Por 

otra parte, IL-1β, H2O2 y LPS tampoco estimularon la apoptosis en las CMLV de ratón, aunque 

tBHQ sí que la redujo, lo que podría estar asociado a los efectos antioxidantes derivados de la 

activación del factor de transcripción Nrf2. En este sentido, se ha descrito que la activación de 

Nrf2 reduce la apoptosis de CMLV inducida por NO (Liu et al., 2007). tBHQ también reduce la 

apoptosis en cardiomiocitos (Wang et al., 2015; Shi et al., 2016) y en células de feocromocitoma 

estimuladas con LPS (Khodagholi and Tusi, 2011).  

En resumen, el presente estudio demuestra que la citoquina proinflamatoria IL-1β induce estrés 

oxidativo, inflamación, un aumento en la tasa de migración y proliferación celular y disfunción 

endotelial, al menos en parte, a través de su interacción con la vía de señalización de TLR4, 

aunque el mecanismo exacto por el cual se produce esta interacción entre IL-1β y TLR4 requiere 

de más investigación; sin embargo, no podemos descartar que algunos de los efectos 

observados puedan también ser producidos tras la activación por IL-1β de su receptor IL-1R. Por 

otra parte, IL-1β activa la vía del factor de transcripción antioxidante y antinflamatorio Nrf2, el 

cual ejerce un efecto protector frente a los efectos deletéreos de esta citoquina. Además, 

nuestros resultados también muestran que el uso de un activador de Nrf2 protege frente a los 

efectos prooxidantes y proinflamatorios de la citoquina IL-1β, lo que puede deberse, al menos 

en parte, a la interferencia con la vía de TLR4. Asimismo, la activación del factor de transcripción 

Nrf2 previene el aumento en la migración y la proliferación celular, así como la disfunción 

endotelial inducidos por IL-1β, procesos en los que está implicado el estrés oxidativo. 

Adicionalmente, en el presente trabajo observamos que el uso de un activador de Nrf2 previene 

los efectos prooxidantes y proinflamatorios inducidos por la activación de la vía TLR4/MyD88 

por LPS (Figura 119).  

Por todo ello, los resultados descritos en este trabajo permiten conocer más en profundidad los 

mecanismos inflamatorios de IL-1β en células vasculares, entre los cuales cobra importancia la 

participación del receptor de membrana TLR4. Además, el efecto protector de la activación de 

Nrf2 que observamos puede ayudar a establecer nuevas estrategias terapéuticas frente a 

diversas enfermedades cardiovasculares en las que la inflamación vascular juega un papel 

relevante. Sin embargo, se necesita una investigación más en profundidad para conocer mejor 

el posible uso clínico de los activadores de Nrf2 en el tratamiento de estas enfermedades. 

Una de las limitaciones del estudio llevado a cabo durante esta Tesis Doctoral es el uso, en la 

mayor parte de los experimentos, de una línea celular. Aunque aporta información básica y de 

gran interés acerca de los mecanismos moleculares implicados en la señalización de Nrf2, IL-1β 

y TLR4, todos ellos relevantes en la inflamación vascular, el uso de un único tipo celular nos da 

una información limitada, ya que en los cultivos celulares no se producen las interacciones con 

otros tipos de células y/o con los diferentes tejidos y órganos, interacciones que sí se producirían 

en un modelo animal. Aun así, estos resultados son la base necesaria para poder llevar la 

investigación a otros tipos celulares y, principalmente, a modelos animales con patología 

cardiovascular.  
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Figura 119. Esquema resumen de los resultados obtenidos en la Tesis Doctoral. IL-1β, a través del 
aumento en el estrés oxidativo, induce inflamación, migración y proliferación celular, así como disfunción 
endotelial, en parte por su interacción con la vía de señalización del receptor TLR4/MyD88. La activación 
de Nrf2 por tBHQ protege frente a los efectos deletéreos de la citoquina y de la activación de TLR4 con 
LPS. AP-1: proteína activadora 1; H2O2: peróxido de hidrógeno; HO-1: hemoxigenasa-1; IL-1β: 
interleuquina-1β; JNK: proteína quinasa el extremo N-terminal de c-Jun; LPS: lipopolisacárido bacteriano; 
MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógenos; MyD88: factor de diferenciación mieloide 88; NQO1: 
NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1; Nrf2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2; O2·-: 
anión superóxido; ROS: especies reactivas de oxígeno; tBHQ: terbutilhidroquinona; TIR: dominio con 
homología al receptor de IL-1; TLR4: receptor de tipo toll 4. 
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CONCLUSIONES 

1. IL-1β, a través de la inducción de estrés oxidativo, activa la vía de señalización 

inflamatoria de MAPK/AP-1/COX-2 en CMLV de aorta de ratón, y aumenta la tasa de 

migración y proliferación de estas células. El estrés oxidativo también podría estar 

implicado en la disfunción endotelial inducida por IL-1β en aorta de ratón.  

2. La activación de la vía de señalización de TLR4/MyD88 por IL-1β participa en el estrés 

oxidativo, en la inflamación, en la migración y proliferación celular, así como en la 

disfunción endotelial inducida por la citoquina. 

3. IL-1β activa el factor de transcripción Nrf2 a través de la inducción de estrés oxidativo 

y de la activación de la vía de señalización de TLR4. Además, la reducción de la 

expresión de su regulador negativo Keap1 y la fosforilación de Nrf2 por JNK 

contribuyen a la activación del factor de transcripción. 

4. La activación del factor de transcripción Nrf2 por IL-1β actúa como mecanismo 

compensatorio frente a los efectos deletéreos de la citoquina. 

5. El uso del activador farmacológico de Nrf2 tBHQ protege frente a los efectos de IL-

1β sobre el estrés oxidativo, la inflamación, los procesos de migración y proliferación 

celular y la disfunción endotelial, al menos en parte, mediante la interferencia con la 

vía de TLR4/MyD88. 

6. El ligando de TLR4 LPS activa Nrf2 por mecanismos que implican, al menos en parte, 

la reducción de la expresión de Keap1 y la fosforilación del factor de transcripción. 

7. La activación de Nrf2 por tBHQ tiene un efecto protector frente a los efectos 

prooxidantes y proinflamatorios inducido por la activación de la vía TLR4/MyD88 por 

LPS. 

El presente estudio aporta nuevos datos acerca del mecanismo proinflamatorio de IL-1β a nivel 

vascular, estableciendo su interacción con la vía de señalización del receptor TLR4. Por otra 

parte, pone de manifiesto el papel protector de la activación de Nrf2 frente a los efectos 

inflamatorios y prooxidantes inducidos por IL-1β/TLR4. De esta manera, los activadores de Nrf2 

se postulan como buenos candidatos para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares en 

las cuales la inflamación vascular juega un papel importante.  
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CONCLUSIONS 

1. IL-1β activates MAPK/AP-1/COX-2 inflammatory signaling pathway in mouse aortic 

VSMC and increases the migration and proliferation rate of these cells through the 

induction of oxidative stress. Oxidative stress would also be involved in IL-1β-induced 

endothelial dysfunction in mouse aorta. 

2. Activation of TLR4/MyD88 signaling pathway by IL-1β is involved in IL-1β-induced 

oxidative stress, inflammation, cell migration and proliferation, as well as in the 

cytokine-induced endothelial dysfunction. 

3. IL-1β activates the transcription factor Nrf2 through induction of oxidative stress and 

activation of the TLR4 pathway. In addition, reduction in the expression of its negative 

regulator Keap1 and phosphorylation of the transcription factor by JNK also contribute 

to IL-1β-induced Nrf2 activation. 

4. Activation of Nrf2 transcription factor by IL-1β acts as a compensatory mechanism 

against the deleterious effects of the cytokine. 

5. The use of the Nrf2 pharmacological activator tBHQ protects against IL-1β-induced 

effects on oxidative stress, inflammation, cell migration and proliferation processes, and 

endothelial dysfunction, at least in part, by interfering with TLR4/MyD88 pathway. 

6. TLR4 ligand LPS activates Nrf2 by mechanisms involving, at least in part, reduction of 

Keap1 expression and phosphorylation of the transcription factor. 

7. Nrf2 activation by tBHQ has a protective role against prooxidant and proinflammatory 

effects induced by the LPS/TLR4/MyD88 pathway. 

The present study provides new data on the proinflammatory mechanism of IL-1β at vascular 

level, by establishing its interaction with the TLR4 signaling pathway. In addition, it highlights 

the protective role of Nrf2 activation against IL-1β/TLR4-induced inflammatory and prooxidant 

effects. Thus, Nrf2 activators are proposed as good candidates for the treatment of 

cardiovascular diseases in which vascular inflammation plays an important role. 
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Introduction: Vascular oxidative stress and inflammation play an important role in
the pathogenesis of cardiovascular diseases (CVDs). The proinflammatory
cytokine Interleukin-1β (IL-1β) participates in the vascular inflammatory and
oxidative responses and influences vascular smooth muscle cells (VSMC)
phenotype and function, as well as vascular remodelling in cardiovascular
diseases. The Toll-like receptor 4 (TLR4) is also involved in the inflammatory
response in cardiovascular diseases. A relationship between Interleukin-1β and
Toll-like receptor 4 pathway has been described, although the exact mechanism
of this interaction remains still unknown. Moreover, the oxidative stress sensitive
transcription factor nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) promotes
the transcription of several antioxidant and anti-inflammatory genes. Nuclear
factor-erythroid 2-related factor 2 activators have shown to possess beneficial
effects in cardiovascular diseases in which oxidative stress and inflammation are
involved, such as hypertension and atherosclerosis; however, the molecular
mechanisms are not fully understood. Here, we analysed the role of Toll-like
receptor 4 in the oxidative and inflammatory effects of Interleukin-1β as well as
whether nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 activation contributes to
vascular alterations by modulating these effects.

Materials: For this purpose, vascular smooth muscle cells and mice aortic
segments stimulated with Interleukin-1β were used.

Results: Interleukin-1β induces MyD88 expression while the Toll-like receptor
4 inhibitor CLI-095 reduces the Interleukin-1β-elicited COX-2 protein expression,
reactive oxygen species (ROS) production, vascular smooth muscle cells
migration and endothelial dysfunction. Additionally, Interleukin-1β increases
nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 nuclear translocation and
expression of its downstream proteins heme oxygenase-1, NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1 and superoxide dismutase-2, by an oxidative stress-
dependent mechanism; moreover, Interleukin-1β reduces the expression of the
nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 inhibitor Keap1. The nuclear factor-
erythroid 2-related factor 2 activator tert-butylhydroquinone (tBHQ) reduces the
effects of Interleukin-1β on the increased reactive oxygen species production and
the expression of the proinflammatory markers (p-p38, p-JNK, p-c-Jun, COX-2),
the increased cell proliferation and migration and prevents the Interleukin-1β-
induced endothelial dysfunction in mice aortas. Additionally, tert-
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butylhydroquinone also reduces the increased MyD88 expression, NADPHoxidase
activity and cell migration induced by lipopolysaccharide.

Conclusions: In summary, this study reveals that Toll-like receptor 4 pathway
contributes to the prooxidant and proinflammatory Interleukin-1β-induced effects.
Moreover, activation of nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 prevents the
deleterious effects of Interleukin-1β, likely by reducing Toll-like receptor 4-
dependent pathway. Although further research is needed, the results are
promising as they suggest that nuclear factor-erythroid 2-related factor
2 activators might protect against the oxidative stress and inflammation
characteristic of cardiovascular diseases.
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Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs) are one of the leading causes of
morbidity and mortality worldwide (Şahin and İlgün, 2022).
Vascular oxidative stress and inflammation play a significant role
in the pathogenesis of CVDs, including hypertension and
atherosclerosis (Senoner and Dichtl, 2019; Abbate et al., 2020;
Griendling et al., 2021; Melton and Qiu, 2021). Among others,
endothelial dysfunction and vascular smooth muscle cell (VSMC)
alterations, such as abnormal migration and proliferation, play
pivotal roles in the development of these pathologies (Wang
et al., 2012; Eun et al., 2015; Badran et al., 2020; Griendling
et al., 2021; Melton and Qiu, 2021).

Interleukin-1β (IL-1β) is a prototypical proinflammatory cytokine
belonging to the IL-1 family (Abbate et al., 2020). IL-1β binds to its
corresponding receptor and mostly signals through the myeloid
differentiation factor 88 (MyD88) to facilitate downstream
upregulation of inflammatory genes (Abbate et al., 2020; Melton
and Qiu, 2021). Several reports suggest that IL-1β levels are increased
in patients with CVDs such as hypertension and atherosclerosis,
where this cytokine participates in the vascular proinflammatory
and oxidative responses (Krishnan et al., 2014; Pfeiler et al., 2019;
Mai and Liao, 2020; Melton and Qiu, 2021; Silveira Rossi et al., 2022).
IL-1β also influences the phenotype and functions of VSMC, and
induces cell migration and proliferation, participating in vascular
remodelling in CVDs (Eun et al., 2015; Melton and Qiu, 2021).

On the other hand, the Toll-like receptor 4 (TLR4), a member of
the family of pattern recognition receptors, participates in the
inflammatory response in vascular diseases. TLR4 is expressed on
the surface of several cell types, including VSMC (Nunes et al., 2019).
Its activation occurs in response to both exogenous pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) and endogenous molecules
released by cells following tissue damage, called damage-associated
molecular patterns (DAMPs) (Nunes et al., 2019). Although the
classic TLR4 signalling pathway involves both MyD88-dependent
and independent mechanisms (Liu et al., 2014), the TLR4-induced
inflammatory response occurs mainly through activation of MyD88-
dependent pathways (Liu et al., 2014; Biancardi et al., 2017). Signalling
through TLR4 contributes to vascular inflammatory pathologies such
as atherosclerosis and hypertension (De Batista et al., 2014; Yang et al.,
2014; Hernanz et al., 2015). Furthermore, a relationship between IL-
1β and TLR4 has recently been described, since treatment with this
cytokine increases the activity of the TLR4/NF-κB pathway (Liu et al.,

2014; Xu et al., 2020); however, the exact mechanism by which IL-1β
interacts with this receptor is still unknown.

Reactive oxygen species (ROS) have been recognized as mediators
of cellular signalling. At moderate levels, ROS are involved in
physiological processes, but an excessive ROS production leads to
disruption of redox signalling and to molecular damage (Xia et al.,
2017; Griendling et al., 2021). To prevent ROS-induced alterations
there are several antioxidant systems, among others, the nuclear
factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). Nrf2 is a redox
transcription factor (Yamamoto et al., 2018; Robledinos-Antón
et al., 2019) which, under basal conditions, is restricted to the
cytoplasm where it interacts with Kelch-like ECH-associated
protein 1 (Keap1), leading to its ubiquitination (Yamamoto et al.,
2018; Robledinos-Antón et al., 2019). Under stress conditions (ROS,
electrophiles), Keap1 cysteines are oxidized, allowing Nrf2 to be
released from its repressor Keap1 and translocate into the nucleus,
wherein it heterodimerizes with smallMaf proteins (sMAF) and binds
to antioxidant response elements (AREs) on DNA, leading to
transcription of ARE-driven genes. This set of genes regulates the
expression of phase II detoxifying enzymes, including NAD(P)H:
quinone oxidoreductase 1 (NQO1) or glutathione peroxidase (GPx),
and antioxidant proteins such as heme oxygenase-1 (HO-1)
(Yamamoto et al., 2018; Robledinos-Antón et al., 2019). Nrf2 has
been related to different CVDs such as hypertension and
atherosclerosis (Alonso-Piñeiro et al., 2021; Tanase et al., 2022).
Thus, Nrf2 downregulation in stroke-prone spontaneously
hypertensive rats (SHRSP) contributes to the increased oxidative
stress and vascular dysfunction observed in this model (Lopes
et al., 2015); however, patients who suffer from atherosclerosis
have higher levels of Nrf2/HO-1 than healthy subjects (Fiorelli
et al., 2019), suggesting that Nrf2 activation is an adaptive
mechanism against oxidative stress characteristic of this CVDs.

Tert-butylhydroquinone (tBHQ) is a Nrf2 activator with
antioxidant properties that enhances Nrf2-mediated transcription
by promoting dissociation of Nrf2-Keap1 (Zhang and Hannink,
2003). Activators of Nrf2 have shown to have a beneficial effect in
pathologies involving oxidative stress and inflammation (Xia et al.,
2017; Robledinos-Antón et al., 2019). Thus, sulforaphane reduces
ROS production both in vessels and VSMC from SHRSP (Lopes
et al., 2015), and resveratrol, which also activates Nrf2, reduces ROS
generation and lipid peroxidation, thus contributing to prevent from
atherosclerosis (Parsamanesh et al., 2021). On the other hand, it has
been described that tBHQ prevents microvascular endothelial
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dysfunction and remodelling and reduces blood pressure in
angiotensin II-induced hypertension (Wang et al., 2018). Based
on the mentioned data, Nrf2 signalling pathway is currently
considered an important defence mechanism against several
CVDs; however, the mechanisms underlying the preventive
effects of Nrf2 are barely known.

The aim of this study was to analyse whether TLR4 pathway
contributes to the proinflammatory and prooxidant IL-1β-induced
effects; in addition, the result of Nrf2 activation by tBHQ on these
IL-1β-mediated effects and the possible mechanisms involved were
also evaluated.

Materials and methods

Ethic statements

All experimental procedures were approved by the Ethical
Committee of Research of the Universidad Autónoma de Madrid
and Dirección General de Medio Ambiente, Comunidad de Madrid,
Spain (PROEX 183.2/20). Animal care and experimental procedures
conformed to the current Spanish laws (RD 53/2013) and are also
conformed to the Directive 2010/63/EU of the European Parliament
for animal experiments. The studies also comply with the ARRIVE
guidelines for reporting experiments involving animals. C57BL/
6 mice were obtained from colonies maintained at the Animal
Quarters of the Facultad de Medicina of the Universidad
Autónoma de Madrid. During treatment, mice were housed with
constant room temperature, humidity and light cycle (12-h light/
dark) and they had free access to tap water and were fed with
standard mice chow ad libitum.

Cell culture

Experiments were performed using the mouse aortic VSMC line
MOVAS (ATCC® CRL-2797™, Manassas, VA, United States). Cells
were maintained in High Glucose Dulbecco’sModified Eagle Medium
[High Glucose-DMEM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
United States)] supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS) and 0.2 mg/mL of the G-418 solution (Roche Diagnostics,
Manheim, Germany). VSMC were incubated at 37°C in a
humidified 5% CO2 atmosphere. Cells from passages 3-12 were
used for the experiments. Cells were starved in High Glucose-
DMEM, 0% FBS and 0.2 mg/mL of the G-418 solution.
Afterwards, cells were stimulated with 10 ng/mL IL-1β for 1 h with
or without pretreatment for 24 h with the Nrf2 activator tBHQ
(20 μM) or for 1 h with apocynin (30 μM), catalase (1,000 U/mL)
or the general intracellular TLR4 inhibitor CLI-095 (1 μM). In other
set of experiments, cells were stimulated with hydrogen peroxide
(H2O2, 100 μM, 1 h) or lipopolysaccharide (LPS, 10 μg/mL, 3 h) in the
absence or the presence of tBHQ (20 μM, 24 h).

Western blot for protein expression analysis

Protein expression was determined by Western blot in whole-
cell lysates (15–30 µg) or nuclear and cytosolic fractions (15–20 µg)

from VSMC. Nuclear and cytosolic extracts were obtained as
previously described (Martín et al., 2012). Proteins were
separated by 7.5% or 12% SDS-PAGE and transferred to
polyvinyl difluoride membranes that were incubated with
antibodies for Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1, SOD2, Keap1, TLR4,
MyD88, COX-2, p-JNK, p-p38 and p-c-Jun (Table 1). After washing,
membranes were then incubated with secondary anti-rabbit (1:
2,000; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, United States) or
anti-mouse antibodies (1:4,000; Bio-Rad Laboratories) conjugated
to horseradish peroxidase. Proteins were detected using a
horseradish peroxidase-luminol/enhancer chemiluminescence
system (Bio-Rad Laboratories). The same membrane was used to
determine the expression of α-tubulin, p38 and JNK in total extracts
or GAPDH and TBP in cytosolic and nuclear extracts, respectively,
as loading control by using mouse monoclonal or rabbit polyclonal
antibodies (Table 1). Immunoblot signals were quantified using the
Image Lab Software version 6.0 (Bio-Rad Laboratories). For protein
expression, the ratio between signals on the immunoblot
corresponding to the protein studied and that of tubulin, p-38,
JNK or TBP was calculated. The protein expression in control cells
was assigned the value of 1 to compare with treated cells.

Detection of ROS production: Fluorescence
microscopy—Flow cytometry

The oxidative fluorescent dye dihydroethidium (DHE) and the
colorant 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) were used
to evaluate superoxide anion (O2

.−) and H2O2 production,
respectively. Hydroethidine is able of freely cross cell membranes
and oxidize in the presence of O2

.− to ethidium bromide, which is
trapped inside the cell due to its ability to intercalate into DNA.
Ethidium bromide is excited at a wavelength of 546 nm and has an
emission spectrum at 600–700 nm. DCFH-DA is a permeable dye
able of diffusing through the cell membrane. DCFH-DA is degraded
by intracellular esterases to 2′-7′ dichlorofluorescein (DCF), which
binds to intracellular H2O2 and emits fluorescence at a wavelength of
535 nm when excited at a wavelength of 485 nm.

Fluorescence microscopy
Briefly, VSMC were plated onto glass coverslips placed in 12-

well plates and cultured as described above. Cells at a confluence of
40%–60% were stimulated with 10 ng/mL IL-1β or 100 μMH2O2 for
1 h in the absence or the presence of 20 μM tBHQ for 24 h. After
that, cells were then incubated with 10 μM DHE in cell culture
medium for 30 min at 37°C. The images were then acquired using a
fluorescence microscope (Zeiss Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy,
LLC, Thornwood, NY, United States) and a cool fluorescence colour
camera (Leica DFC7000T). The fluorescence intensity values of
10–12 nuclei per experiment were measured using ImageJ
software (http://rsb.info.nih.gov/ij). Data were expressed as an
increase in the fluorescence intensity related to the control value.

Flow cytometry
Briefly, VSMC were plated in 12-well plates, cultured as

described above, and stimulated with 10 ng/mL IL-1β or 100 μM
H2O2 for 1 h in the absence or the presence of 20 μM tBHQ for 24 h
or 1 μMCLI-095 for 1 h. Cells were then incubated with 10 μMDHE
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or 20 μM DCFH-DA in cell culture medium for 30 min at 37°C.
Next, cells were trypsinized and collected in tubes for centrifugation.
After two washes with PBS, cells in the pellet were resuspended in
500 μl PBS and analysed by flow cytometry using a Beckman Coulter
Cytomics FC500 MPL cytometer (Beckman Coulter, Miami, FL,
United States). Data were expressed as an increase in the
fluorescence intensity related to the control value.

Lucigenin assay

The superoxide anion generated by nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase activity was
determined using a chemiluminescence assay using lucigenin and
NADPH. For this, VSMC were treated with 10 ng/mL IL-1β or
100 μM H2O2 for 1 h, or 10 μg/mL LPS for 3 h, with or without
pretreatment with tBHQ 20 μM for 24 h, and then they were
homogenized in a lysis buffer (50 mM KH2PO4, 1 mM ethylene
glycol tetra acetic acid—EGTA, 150 mM sucrose, pH = 7.4). The
resulting homogenate was then transferred to a 96 wells plate
together with the lysis buffer and lucigenin (5 µM). The assay
was performed by duplicate. Basal luminescence was measured
every 1.8 s during 3 min in a plate luminometer (GloMax®-Multi
Detection System: Promega, Madison, WI, United States). The
reaction was initiated by adding NADPH (100 µM) to the
samples in a final volume of 300 μl. Luminescence was
determined every 1.8 s for 3 min. Baseline activity in the absence
of NADPH was subtracted. Activity was expressed as relative light
units per μg of protein. Protein concentration was determined by

using the Micro BCA™ protein assay kit (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, United States). Data were expressed as an increase in
the luminescence related to the control cells.

In vitro wound healing assay

To evaluate the effect of tBHQ and CLI-095 on IL-1β- and LPS-
induced migration, wound healing assay was used. For this, cells
were seeded and cultured in 12-well plates. Once the cells reached a
confluence of 90%, the medium was removed, a wound was made
with a P10 pipette tip, and a line was drawn through the centre of the
wells, perpendicular to the wound. After two washes with PBS (to
wash away any cell debris remaining in the wound area), serum-free
medium was added. A picture was taken at time zero at the site of
intersection of the line and the wound. Then, VSMCwere stimulated
with 10 ng/mL IL-1β or 100 μM H2O2 for 24 h in the absence or
presence of 20 μM tBHQ or 1 μM CLI-095. After 24 h, we took a
picture in the same location. ImageJ software was used to determine
the area of wound closure compared to time 0 for the stimulus and
with respect to the control situation.

Cell proliferation assay

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) was used to evaluate VSMC proliferation. For this, cells
were seeded in 12-well plates. Once the cells reached a confluence of
50%–60%, VSMC were starved in serum-free medium and

TABLE 1 Summary of antibodies.

Antibody Dilution Source Selling company Catalog number

Nrf2 1:1,000 Rabbit monoclonal Cell Signaling Technology (Danvers, MA, United States) 12721

HO-1 1:1,000 Rabbit polyclonal ENZO Life Sciences (Lausen, Switzerland) ADI-SPA-895

NQO1 1:500 Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, United States) sc-32793

SOD1 0.05 μg/mL Rabbit polyclonal ENZO Life Sciences ADI-SOD-101

SOD2 0.005 μg/mL Rabbit polyclonal ENZO Life Sciences ADI-SOD-111

Keap1 1:1,000 Rabbit monoclonal Cell Signaling Technology 8047

TLR4 1:500 Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology sc-293072

MyD88 1:1,000 Rabbit polyclonal Abcam (Cambridge, United Kingdom) ab2064

COX-2 1:150 Rabbit polyclonal Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, United States) 160126

p-JNK 1:500 Rabbit polyclonal Cell Signaling Technology 9251

JNK 1:1,000 Rabbit monoclonal Cell Signaling Technology 9258

p-p38 1:1,000 Mouse monoclonal Cell Signaling Technology 9216

p38 1:2,000 Mouse monoclonal Cell Signaling Technology 9217

p-c-Jun 1:500 Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology sc-16312

Tubulin 1:20,000 Mouse monoclonal Sigma Chemical Co. T5168

TBP 1:1,000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology sc-204

GAPDH 1:1,000 Mouse monoclonal Calbiochem (Temecula, CA, United States) CB1001
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stimulated with 10 ng/mL IL-1β or 100 μM H2O2 for 24 h in the
absence or presence of 20 μM tBHQ or 1 μM CLI-095. Then, the
medium was removed and MTT solution was added for 3 h. MTT is
transformed into formazan crystals (insoluble in water) by the
action of mitochondrial dehydrogenases in living cells. The blue
formazan crystals are solubilized with DMSO, resulting in a
colorimetric reaction leading to the appearance of a purple
coloration. The absorbance was measured at 570 nm using a
FLUOstar omega spectrophotometer (BMG Labtech, Germany).

Vascular function

Some experiments were performed in aortic segments from 3-
month C57BL/6 male mice. Thoracic aorta was divided into four
segments 2 mm in length, each one incubated for 24 h without or
with 10 ng/mL IL-1β, 20 μM tBHQ and IL-1β+tBHQ or IL-1β,
1 μM CLI-095 and IL-1β+CLI-095 in incubation medium
(DMEM low glucose supplemented with 1% (v/v) FBS, 1%
Penicillin-Streptomycin and 1% Glutamine). Afterwards,
segments were transferred to a wire myograph to measure
vascular reactivity. After a 30-min equilibration period in
oxygenated Krebs-Henseleit solution (KHS, in mM: 115 NaCl,
25 NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2 MgSO4.7H2O, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4,
11.1 glucose, and 0.01 Na2EDTA) bubbled with a 95% O2-5%
CO2 mixture (pH = 7.4), arterial segments were stretched to their
optimal lumen diameter for active tension development.
Segment´s contractility was tested by an initial exposure to a
high K+ solution (120 mM K+-KHS, which was identical to KHS
except that NaCl was replaced by KCl on an equimolar basis).
Then, endothelium-dependent vasodilation was analysed by
performing a single cumulative concentration-response curve
to ACh (1 nM—10 μM) in arteries precontracted with
phenylephrine (Phe) at a concentration that produce
approximately 50% of the contraction induced by K+-KHS.

Statistical analysis

All values are expressed as mean ± standard error (S.E.M.); n
denotes the number of animals or the number of different cultures
(each one obtained from one different passage) used in each
experiment. For cell culture experiments, data are expressed as
n-fold increase relative to the average value of controls in each
plate or each blot. For vascular reactivity experiments, vasodilator
responses induced by ACh were expressed as the % of the previous
tone in each case.

Results were analysed by using paired Student’s t-test, one-way
or two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test by using
GraphPad Prism Software (San Diego, CA, United States). Values
were considered to be significant when p-value is less than 0.05.

Drugs/chemicals and antibodies

FBS, Penicillin-Streptomycin, Glutamine, IL-1β, tBHQ, LPS,
H2O2, apocynin, catalase, DHE, DCFH-DA, MTT, Phe, ACh,
Lucigenin and NADPH were obtained from Sigma Chemical Co.

CLI-095 was obtained from InvivoGen (San Diego, CA,
United States). All drugs were dissolved in distilled water except
for tBHQ, CLI-095, DHE, DCFH-DA, which were dissolved in
DMSO, and Lucigenin, which was dissolved in acetic acid.
Neither DMSO nor acetic acid have any effect on VSMC.

Results

TLR4 pathway is involved in Interleukin-1β
effects

As mentioned, IL-1β is associated to increased ROS production;
the primary enzymatic sources of cardiovascular ROS are NADPH
oxidases. Accordingly, IL-1β (10 ng/mL, 1 h) increased the NADPH
oxidase activity (Supplementary Figure S1A) and the subsequent
production of hydrogen peroxide and superoxide anion in VSMC
(Supplementary Figures S1B–D). In addition, treatment of VSMC
with IL-1β induced the nuclear translocation of the AP-1 subunit
phospho-c-Jun and the COX-2 protein expression (Supplementary
Figure S2). In this study we also prove that oxidative stress is
involved in the proinflammatory effects mediated by this
cytokine. Thus, IL-1β-elicited nuclear translocation of p-c-Jun
was reduced by the antioxidant apocynin (30 µM) and the H2O2

scavenger catalase (1,000 U/mL) (Supplementary Figures S2A, B).
Similarly, both drugs reduced the IL-1β-induced COX-2 expression
(Supplementary Figures S2C, D). Neither apocynin nor catalase
modified the nuclear p-p-Jun or COX-2 expressions (Supplementary
Figure S2). These results confirm that ROS participate in IL-1β-
induced activation of AP-1 and COX-2 in VSMC.

Next, we analysed the effect of IL-1β on the TLR4 signalling
pathway. Treatment of mouse aortic VSMC with IL-1β did not
modify TLR4 expression (Figure 1A); however, it increased the
expression of its adapter protein MyD88 (Figure 1B). The effect of
IL-1β on MyD88 protein expression was prevented by using the
general intracellular TLR4 inhibitor CLI-095 (1 μM) (Figure 1B),
suggesting that the TLR4/MyD88-dependent signalling pathway
was activated, at least in part, by IL-1β in VSMC. Next, we
analysed the contribution of TLR4 to the observed effects of IL-
1β. The inhibition of TLR4 by CLI-095 reduced the increase in
COX-2 expression induced by IL-1β (Figure 1C). Besides, CLI-095
also reduced the IL-1β-increased O2

.- and H2O2 production (Figures
1D, E). CLI-095 alone did affect neither COX-2 and
MyD88 expressions nor O2

− and H2O2 production (Figures 1B,
C). Moreover, we found that IL-1β (10 ng/mL, 24 h) increased
VSMC migration, and this effect was reduced by blocking the
TLR4 pathway; CLI-095 did not affect cell migration (Figure 1F).
The IL-1β-induced VSMC proliferation was also prevented by CLI-
095 (results not shown).

Thereafter, whether TLR4 inhibition interferes with the IL-1β
effect on vasodilator responses were also analysed. Incubation of
mouse aortas with IL-1β (10 ng/mL, 24 h) induced endothelial
dysfunction, while cotreatment with the TLR4 antagonist
improved ACh-induced endothelium-dependent vasodilatation
(Figure 1G); however, IL-1β did not affect the response to
K-KHS, regardless of the presence or absence of CLI-095 (data
not shown). Furthermore, CLI-095 alone did not modify ACh-
induced relaxation (Figure 1G). Taken together, all these results
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FIGURE 1
Role of TLR4 pathway on the IL-1β-induced effects. Effect of Interleukin-1β (IL-1β, 10 ng/mL) on TLR4 expression (A). Effect of CLI-095 (1 µM), IL-1β
and CLI-095 + IL-1β on myeloid differentiation factor 88 (MyD88) and cyclooxygenase-2 (COX-2) protein expression (B,C). Effect of CLI-095 on IL-1β-
induced superoxide anion (O2

.-) and hydrogen peroxide (H2O2) production evaluated by flow cytometry (D,E) and cell migration (F) in vascular smooth
muscle cells. Representative blots are shown in upper panels. Images of cell migration by wound healing assay are included; bar scale represents
50 μm. *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test (n = 5–12). Effect of CLI-095, IL-1β and CLI-095 + IL-1β on acetylcholine (ACh)-
induced relaxation in mice aortic segments precontracted with phenylephrine (G). *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by two-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post test (n = 5). See methods for the incubation times.
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indicate that the TLR4 pathway contributes to the IL-1β-mediated
effects.

Interleukin-1β-induced Nrf2 activation is
dependent on reactive oxygen species
production

Later, we analysed the effect of IL-1β on the Nrf2 pathway.
Treatment of VSMC with IL-1β (10 ng/mL, 1 h) increased the

Nrf2 nuclear translocation (Figure 2A); in addition, IL-1β also
enhanced the expression of its downstream proteins, HO-1,
NQO1, SOD1, and SOD2 (Figures 2B–E). Importantly, IL-1β
reduced the expression of the Nrf2 inhibitory protein Keap1
(Figure 2F).

As described above, IL-1β increased the NADPH oxidase
activity and the subsequent ROS production in VSMC.
Therefore, the involvement of oxidative stress in the effects of IL-
1β on Nrf2 pathway was studied. IL-1β-induced Nrf2 nuclear
translocation was reduced by apocynin (30 µM) and catalase

FIGURE 2
Effect of IL-1β on the Nrf2 pathway. Effect of Interleukin-1β (IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) on the nuclear Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2)
protein expression (A) in vascular smooth muscle cells; a representative blot of the cytosolic (Cy) and nuclear (Nu) expression is also shown; nuclear
TATA-binding protein (TBP) and cytosolic GAPDH expressions are also shown to guarantee the successful cellular fractioning. Effect of IL-1β on heme
oxygenase-1 [HO-1, (B)], NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 [NQO1, (C)], superoxide dismutase 1 [SOD1, (D)], superoxide dismutase 2 [SOD2, (E)]
and Keap1 (F) protein expression. Representative blots are shown in upper panels; the same loading control for SOD1 and SOD2 protein expression was
used. Tert-butylhydroquinone (tBHQ, 20 μM, 24 h) was used as positive control. *p < 0.05 vs. control by Student’s t-test (n = 6–30).
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(1,000 U/mL) (Figures 3A, B); similarly, apocynin reduced the effect
of IL-1β on HO-1 and SOD2 protein expression (Figures 3C, E).
However, catalase did reduce the IL-1β-induced expression neither
of HO-1 nor of SOD2 (Figures 3D, F). Neither apocynin nor catalase
modified the proteins studied (Figure 3). In addition, treatment of

VSMC with H2O2 (100 μM, 1 h) increased the Nrf2 nuclear
translocation (Supplementary Figure S3A) as well as the protein
expression of HO-1 and NQO1 (Supplementary Figures S3B, C). All
together, these results show that ROS participate in Nrf2 activation
by IL-1β.

FIGURE 3
Role of oxidative stress in the IL-1β-induced effects on the Nrf2 pathway. Effect of apocynin (Apo, 30 μM, 2 h) and catalase (Cat, 1,000 U/mL, 2 h) on
the nuclear Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) protein expression (A,B) induced by Interleukin-1β (IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) in vascular smooth
muscle cells; a representative blot of the cytosolic (Cy) and nuclear (Nu) expression is also shown; nuclear TATA-binding protein (TBP) and cytosolic
GAPDH expressions are also shown to guarantee the successful cellular fractioning. Effect of Apo and Cat on heme oxygenase-1 [HO-1, (C,D)] and
superoxide dismutase 2 [SOD2, (E,F)] protein expressions induced by IL-1β. Representative blots are shown in upper panels. Tert-butylhydroquinone
(tBHQ, 20 μM, 24 h) was used as positive control. *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test (n = 6–10).
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Nrf2 activation downregulates Interleukin-
1β prooxidant and proinflammatory effects

We next analysed the effect of Nrf2 activation on IL-1β-induced
effects. For this, the Nrf2 activator tBHQ was used. As expected,
tBHQ (20 µM) increased the nuclear translocation of Nrf2 as well as
the protein levels of HO-1 and NQO1, while it reduced the
expression of Keap1 (Figure 4). Furthermore, pretreatment of
VSMC for 24 h with the Nrf2 activator tBHQ increased the IL-
1β-induced Nrf2 nuclear translocation as well as the HO-1 and
NQO1 protein expression, although the levels reached were similar
to those of tBHQ alone (Figures 4A–C). Additionally, tBHQ plus IL-
1β reduced Keap1 protein expression, being this effect similar to that
induced by either IL-1β or tBHQ alone (Figure 4D).

Next, we investigated the effect of Nrf2 activation on the IL-1β-
elicited prooxidant effects. tBHQ did modify neither the basal

NADPH oxidase activity nor the production of both hydrogen
peroxide and superoxide anion (Figure 5); however, it reduced
the increased IL-1β-induced NADPH oxidase activity (Figure 5A)
as well as the IL-1β-elicited increase of both H2O2 and O2

.−

production (Figures 5B–D). In addition, we evaluated whether
Nrf2 activation affects the H2O2-elicited effects. Pretreatment of
VSMC for 24 h with 20 µM tBHQ increased the H2O2-induced
Nrf2 nuclear translocation (Supplementary Figure S4A) and the
HO-1 and NQO1 protein expression (Supplementary Figures S4B,
C), although these effects were similar to those caused by tBHQ
alone. Furthermore, tBHQ reduced the H2O2-elicited NADPH
oxidase activity and O2

.− production (Supplementary Figures
S4D–F).

Thereafter, we explored the effect of Nrf2 activation on IL-1β-
elicited proinflammatory effects. Pretreatment of VSMC for 24 h
with the Nrf2 activator tBHQ did not modify the protein

FIGURE 4
Modulation by Nrf2 activation of the IL-1β-induced effects on the Nrf2 pathway. Effect of tert-butylhydroquinone (tBHQ, 20 μM, 24 h), Interleukin-
1β (IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) and tBHQ + IL-1β on the nuclear Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) protein expression (A) in vascular smooth
muscle cells; a representative blot of the cytosolic (Cy) and nuclear (Nu) expression is also shown; nuclear TATA-binding protein (TBP) and cytosolic
GAPDH expressions are also shown to guarantee the successful cellular fractioning. Effect of tBHQ, IL-1β and tBHQ + IL-1β on heme oxygenase-1
[HO-1, (B)], NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 [NQO1, (C)] and Keap1 (D) protein expressions. Representative blots are shown in upper panels. *p <
0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test (n = 6–10).
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expression of MyD88, p-p38, p-JNK2, nuclear p-c-Jun or COX-2,
but it reduced the IL-1β-induced increase of these proteins, as
shown in Figure 6. On the other hand, we found that bacterial
LPS, the main TLR4 ligand, increased MyD88 protein expression,
and this increase was reduced by tBHQ (Supplementary Figure
S5A); in addition, tBHQ reduced the LPS-elicited increase of
NADPH oxidase activity and cell migration (Supplementary
Figures S5B, C). Our results, therefore, suggest that
Nrf2 activation protects against the detrimental prooxidant
and proinflammatory effects of IL-1β, probably through
TLR4 pathway modulation.

Nrf2 activation protects against Interleukin-
1β induced VSMC migration and
proliferation, and endothelial dysfunction

The activator of Nrf2 alone did modify neither cell migration
nor proliferation; however, it reduced the VSMC migration and
proliferation induced by incubation for 24 h with 10 ng/mL IL-1β
(Figures 7A, B). In addition, tBHQ (20 μM) also reduced the cell
migration elicited by H2O2 (100 μM, 24 h), as shown in Figure 7C. In
contrast, H2O2 reduced cell proliferation, which was further
decreased by the Nrf2 activator tBHQ (Figure 7D).

Finally, the effect of Nrf2 activation on IL-1β-induced
endothelial dysfunction was also analysed. As shown in
Figure 7E, tBHQ did not modify the vasodilator response
induced by ACh, but it partially prevented the IL-1β-induced
endothelial dysfunction. Neither tBHQ alone nor its combination
with IL-1β did modify the contraction of K-KHS (results not
shown).

In summary, these results indicate a beneficial role for
Nrf2 activation on vascular alterations such as VSMC migration
and proliferation and the endothelial dysfunction induced by IL-1β.

Discussion

In the present study we found that TLR4 pathway contributes to
the prooxidant and proinflammatory effects induced by IL-1β in
VSMC, being these effects reduced by activation of the redox-
sensitive transcription factor Nrf2. Thus, Nrf2 activation prevents
the detrimental effects of this cytokine on VSMC migration,
proliferation and vascular endothelial dysfunction, likely by
interfering with the IL-1β-induced TLR4 pathway.

IL-1β is one of the most relevant proinflammatory cytokines
belonging to the IL-1 family (Abbate et al., 2020). The binding of IL-
1β to its receptor, mainly through MyD88, activates signalling

FIGURE 5
Modulation by Nrf2 activation of the IL-1β-induced effects on oxidative stress. Effect of tert-butylhydroquinone (tBHQ, 20 μM, 24 h), Interleukin-1β
(IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) and tBHQ+ IL-1β onNAPDHoxidase activity (A), hydrogen peroxide [H2O2, (B)] and superoxide anion (O2

.-) production evaluated by
flow cytometry (C) and by fluorescence microscopy (D) in vascular smooth muscle cells; representative fluorescent photomicrographs are also shown;
images were captured with a fluorescence microscope; bar scale represents 100 μm. *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test
(n = 6–10).
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FIGURE 6
Modulation by Nrf2 activation of IL-1β-induced-effects on proinflammatory markers. Effect of tert-butylhydroquinone (tBHQ, 20 μM, 24 h),
Interleukin-1β (IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) and tBHQ + IL-1β on myeloid differentiation factor 88 [MyD88, (A)], p-p38 (B), p-JNK2 (C), nuclear p-c-Jun (D) and
cyclooxygenase-2 [COX-2, (E)] protein expression in vascular smoothmuscle cells. Representative blots are shown in upper panels. A representative blot
of the cytosolic (Cy) and nuclear (Nu) expression of p-c-Jun is also shown (D); nuclear TATA-binding protein (TBP) and cytosolic GAPDHexpressions
are also shown to guarantee the successful cellular fractioning *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test (n = 5–12).
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FIGURE 7
Modulation by Nrf2 activation of the IL-1β- and H2O2-induced effects on cell migration and proliferation as well as on IL-1β-induced endothelial
dysfunction. Effect of tert-butylhydroquinone (tBHQ, 20 μM, 24 h), Interleukin-1β (IL-1β, 10 ng/mL, 1 h) and tBHQ + IL-1β (A,B) and tBHQ, hydrogen
peroxide (H2O2, 100 μM, 1 h) and tBHQ + H2O2 (C,D) on cell migration and proliferation in vascular smooth muscle cells. Images of cell migration by
wound healing assay are included; bar scale represents 50 μm. *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by Student’s t-test (n=6–10). Effect of tBHQ,
IL-1β (10 ng/mL, 24 h) and tBHQ + IL-1β on acetylcholine (ACh)-induced relaxation in mice aortic segments precontracted with phenylephrine (E). *p <
0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. IL-1β by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post test (n = 4).
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pathways involving MAPKs as well as transcription factors such as
NF-κB and AP-1 (Krishnan et al., 2014). IL-1β levels are increased in
several pathologies that involve oxidative stress and inflammation,
including some CVDs such as atherosclerosis and hypertension
(Krishnan et al., 2014; Mai and Liao, 2020; Melton and Qiu, 2021).
For instance, it has been described that IL-1β contributes to
atherogenesis by initiation, formation, and growth of the atheroma
plaques (Abbate et al., 2020). Accordingly, Bhaskar et al. (2011) have
shown that blocking IL-1β-mediated activity reduces plaque formation
and subsequent atherosclerosis progression. Additionally, IL-1β also
participates in the pathogenesis of hypertension (Melton and Qiu,
2021). Thus, inhibition of IL-1β activity reduces blood pressure in
models of DOCA/salt- (Ling et al., 2017) and angiotensin II-induced
hypertension in mice (Akita et al., 2021). It is widely known that IL-1β
increases ROS production, thus contributing to the progression of
vascular damage related to those CVDs (Shen et al., 2016). In agreement
with previous studies (Martín et al., 2012), we observed that IL-1β
increased the NADPH oxidase activity and the subsequent production
of O2

.− and H2O2 in VSMC. Furthermore, IL-1β contributes to the
development of CVDs not only by inducing oxidative stress, but also
due to its proinflammatory effects by promoting the expression of a
variety of inflammatory mediators. Thus, IL-1β induces the activation
of the vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), which recruits
inflammatory cells to the VSMC at the atherosclerotic lesion (Wang
et al., 1995) and promotes vascular calcification (Sánchez-Duffhues
et al., 2019). In a previous report, we have shown that IL-1β also
increases COX-2 expression in VSMC from SHR (Martín et al., 2012).
COX-2 is the inducible isoform of COX enzyme that catalyses the
formation of prostaglandins, whose expression and activation is
induced by oxidative stress and inflammatory stimuli (Zhao et al.,
2021). COX-2 acts as an inflammatory mediator by releasing
vasoconstrictors which may induce cardiovascular dysfunction
(Félétou et al., 2011; Bomfim et al., 2012; Zhao et al., 2021), playing
a critical role in the endothelium-dependent contraction related to
CVDs progression (Zhao et al., 2021). It has been described that AP-1,
which can be activated by IL-1β (Shen et al., 2016), contributes to COX-
2 expression in VSMC (Palacios-Ramírez et al., 2019). In our study, we
found that IL-1β induces the nuclear translocation of the AP-1 subunit
phospho-c-Jun as well as COX-2 protein expression in VSMC.
Additionally, our results using the antioxidant apocynin and the
hydrogen peroxide scavenger catalase confirm the role of oxidative
stress in the IL-1β-induced proinflammatory effects.

TLR4 contribution to the vascular damage by activating
inflammatory signalling pathways involving oxidative stress
mechanisms, and its closely association with the pathogenesis of
CVDs such as atherosclerosis and hypertension, have been described
(De Batista et al., 2014; Yang et al., 2014; Hernanz et al., 2015; Qi
et al., 2021). In addition, a possible connection between IL-1β and
TLR4 has been suggested; thus, treatment with this cytokine
activates the TLR4/NF-κB signalling via MyD88-dependent and
-independent pathways (Liu et al., 2014; Gu et al., 2017), and this
effect was abolished after TLR4 inhibition (Xu et al., 2020). We
found that treatment of VSMC with IL-1β did not modify
TLR4 expression, in agreement to that found by Chen et al.
(2013). However, IL-1β increased the expression of its adapter
protein MyD88. This effect of IL-1β on MyD88 protein
expression was prevented by using the specific intracellular
TLR4 inhibitor CLI-095, which disrupts the interactions of

TLR4 with its adaptors (Matsunaga et al., 2011), suggesting that
the TLR4/MyD88-dependent signalling pathway was activated by
this cytokine in VSMC. As mentioned above, IL-1β increases COX-2
expression in VSMC. Activation of the TLR4 pathway mediates the
transcription of COX-2, a well-known TLR4 target protein in VSMC
(Bomfim et al., 2012; Biancardi et al., 2017). Accordingly, we found
that the increase in COX-2 expression induced by IL-1βwas reduced
by CLI-095. In addition, the IL-1β-elicited increase of both O2

.− and
H2O2 production was also reduced by the TLR4 inhibitor.

Under normal conditions, VSMC, the major component of the
vascular wall, have a characteristic contractile phenotype; however,
under oxidative stress conditions and excessive inflammation these
cells turn to a dedifferentiated phenotype which makes them more
prone to migrate and proliferate (Badran et al., 2020; Qi et al., 2021).
Several studies have reported that inflammatory mediators such as
IL-1β induces VSMC migration and proliferation (Martín et al.,
2012; Wang et al., 2012; Eun et al., 2015), then promoting vascular
damage development (Badran et al., 2020). Downregulation or
inhibition of TLR4 has been shown to reduce angiotensin II-
induced VSMC migration and proliferation (De Batista et al.,
2014; Qi et al., 2021), and this would contribute to explain the
beneficial effects of TLR4 blockade in vascular remodelling and
mechanical alterations observed in hypertension (Hernanz et al.,
2015). Here, we found that inhibition of TLR4 reduces IL-1β-
induced VSMC migration and proliferation. Cytokines also
induce cardiovascular damage by impairment of endothelial-
dependent relaxations (Briones et al., 2005; Jimenez-Altayó et al.,
2006), and its inhibition in many cases ameliorates vascular
endothelial dysfunction, as described by Vallejo et al. (2014) for
IL-1β. Here, we confirm that IL-1β impairs endothelial-dependent
relaxation. More importantly, the general TLR4 inhibitor CLI-095
prevented the deleterious effect of IL-1β on endothelial function.
The beneficial effect of inhibiting TLR4 on endothelium-dependent
vasodilation has been described by our group and others in several
models of hypertension (De Batista et al., 2014; Hernanz et al., 2015)
and atherosclerosis (Chen et al., 2020). Although we have not
analysed the mechanisms by which TLR4 blockade improves the
IL-1β-induced endothelial dysfunction, the reduction of oxidative
stress might contribute to this effect, as has been reported in the
hypertension-associated endothelial dysfunction (Hernanz et al.,
2015). All these results reveal an interaction between IL-1β and
TLR4, although the exact mechanism for this needs further
investigation.

As mentioned above, IL-1β increases ROS production. An
excessive ROS production leads to a disruption of redox
homeostasis and molecular damage (Xia et al., 2017; Griendling
et al., 2021). To counteract high ROS levels, cells may activate
antioxidant mechanisms, being the redox-sensitive transcription
factor Nrf2 one of these mechanisms. Nrf2 protects against
oxidative stress by inducing the expression of antioxidant
proteins and phase II detoxification enzymes, including HO-1,
NQO1 and SOD, in response to changes in the intracellular
redox balance (Yamamoto et al., 2018). HO-1 overexpression in
atherosclerotic lesions is considered to be protective (Kishimoto
et al., 2019), whereas inhibition of this enzyme resulted in the
progression of atherosclerosis (Ishikawa et al., 2012).
Furthermore, Nrf2 activation may have a protective role in
hypertension (Lopes et al., 2015; Guzik and Touyz, 2017; Xia
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et al., 2017; Wang et al., 2018). Therefore, activation of Nrf2 is a
potential target against CVDs. In our study, we found that treatment
of VSMC with IL-1β increased Nrf2 nuclear translocation and
enhanced the expression of its downstream proteins,
simultaneously reducing the expression of the Nrf2 repressor
protein Keap1. This Nrf2 activation could be explained as a
compensatory mechanism of the cell against the deleterious effect
of this cytokine. Of note, the use of apocynin suggests that oxidative
stress is involved in Nrf2 activation by IL-1β. Consistent with this,
exogenous hydrogen peroxide also increased the nuclear
translocation of Nrf2 as well as the protein expression of HO-1
and NQO1. It is known that oxidative modification of
Keap1 cysteines results in a conformational change that leads to
the detachment of Nrf2 from Keap1 and the inhibition of its
ubiquitination; however, oxidative stress, by increasing the
downstream Nrf2-driven gene p62/SQSTM1, activates specific
autophagy of Keap1, and thus can modify its expression
(Katsuragi et al., 2016).

tBHQ is a synthetic phenolic antioxidant widely used as
selective Nrf2 activator. tBHQ acts modifying thiol groups of
cysteines on the Keap1 protein, which induces a conformational
change in Keap1; this leads to the release of Nrf2 from its

repressor, therefore allowing induction of antioxidant and anti-
inflammatory responses by this transcription factor (Zhang and
Hannink, 2003). As expected, after VSMC incubation with tBHQ,
increased nuclear Nrf2 translocation was found; in addition,
tBHQ enhanced the protein expression of HO-1 and
NQO1 while reduced Nrf2 inhibitor Keap1 expression.
Pretreatment of IL-1β-stimulated VSMC with tBHQ induced
similar effects on Nrf2 pathway to that induced by tBHQ
alone; in addition, the effects of coincubation of VSMC with
H2O2 and tBHQ on Nrf2 translocation and the expression of its
downstream antioxidant enzymes HO-1 and NQO1 were also
similar to incubation with tBHQ alone, indicating that the
observed effects are those induced by the Nrf2 activator. On
the other hand, we found reduced IL-1β-induced NADPH
oxidase activity as well as IL-1β-mediated O2

.− and H2O2

production in cells pretreated with tBHQ, which denotes a
protective role of Nrf2 activation against the prooxidant effects
of IL-1β. It is known that H2O2 activates NADPH oxidase leading
to further O2

.− production (Li et al., 2001; Hernanz et al., 2015).
Herein we confirm these results and, consistent with the
antioxidant effect of tBHQ, we observed that this activator also
reduces the increased NADPH oxidase activity and the

FIGURE 8
Proposedmechanism bywhich Nrf2 activation protects against vascular IL-1β effects. IL-1β increases oxidative stress and induces inflammation, cell
migration and proliferation, as well as endothelial dysfunction, partially by a mechanism involving its interaction with TLR4 pathway. Nrf2 activation by
tBHQ protects against these IL-1β vascular deleterious effects. The dashed lines indicate additional mechanisms unexplored in our study. IL-1β,
Interleukin-1β; TLR4, toll-like receptor 4; MyD88, myeloid differentiation factor 88; ROS, reactive oxygen species; O2

.−, superoxide anion; H2O2,
hydrogen peroxide; tBHQ, tert-butylhydroquinone; Nrf2, nuclear factor-erythroid 2-related factor 2; HO-1, heme oxygenase-1; NQO1; NAD(P)H:
quinone oxidoreductase 1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; AP-1, activator protein-1; COX-2, cyclooxygenase-2.
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subsequent O2
.− production induced by the exogenous addition of

H2O2 in VSMC.
In addition to the protective effect against oxidative stress,

Nrf2 also has anti-inflammatory properties (Alonso-Piñeiro
et al., 2021). Thus, activators of Nrf2 inhibit the transcription
of proinflammatory cytokines and they are used as anti-
inflammatory drugs (Muri et al., 2020). Therefore, the
result of Nrf2 activation on the observed IL-1β-induced
proinflammatory effects was analysed. Although tBHQ alone
did not affect the expression of the proinflammatory proteins,
it reduced the IL-1β-induced MyD88 expression as well as the
increased phosphorylation of MAPKs (p-p38 and p-JNK1/2),
which likely reduced p-c-Jun and COX-2 expression. This is
consistent with a previous report showing that activation of HO-
1 reduced AP-1/COX-2 expression (Subedi et al., 2019). Our
results indicate that Nrf2 activation keeps against the detrimental
proinflammatory effects of IL-1β. Previously we have shown that
oxidative stress plays a role in the proinflammatory effects
induced by IL-1β in VSMC; therefore, the antioxidant
properties of tBHQ would contribute to explain the beneficial
effect of Nrf2 activation on the proinflammatory pathways
induced by the cytokine.

On the other hand, we found that Nrf2 activation by tBHQ
reduces VSMC migration and proliferation induced by IL-1β,
suggesting a protective role of this transcription factor on the
cytokine-induced vascular remodelling. The fact that tBHQ also
reduces the H2O2-induced cell migration allows us to propose that
the antioxidant properties derived from Nrf2 activation would
contribute to this effect. By contrast, H2O2 reduces VSMC
proliferation, in agreement to that found by Nickenig et al.
(2002), and this effect was further reduced by Nrf2 activation.
Differences in the source of ROS, either endogenous or
exogenous, as well as in the concentration might explain the
different effects of ROS in cell proliferation.

Besides the previously mentioned action on the detrimental
prooxidant and proinflammatory effects of IL-1β, tBHQ partially
prevents the IL-1β-induced endothelial dysfunction. This is
consistent with a previous study by Wang et al. (2018), which
describes that tBHQ prevented angiotensin II-induced endothelial
dysfunction by a Nrf2 dependent mechanism. Similarly, Lopes et al.
(2015) found that sulforaphane corrected the impaired endothelial
function in SHRSP.

Finally, we found that activation of Nrf2 with tBHQ reduces
the effects of the TLR4 ligand LPS on MyD88 expression,
NADPH oxidase activity and cell migration. These results,
together to the previously mentioned reduction of IL-1β
MyD88 expression by tBHQ, allow us to propose that
protection of Nrf2 activation against the detrimental
prooxidant and proinflammatory effects of IL-1β, are due, at
least in part, to the interference with the TLR4 pathway activated
by the cytokine, although further experiments are needed to
confirm whether the signalling pathway involves MyD88-
dependent or -independent mechanisms.

In summary, the present study demonstrates that IL-1β elicits
oxidative stress, inflammation, cell migration and proliferation, as
well as endothelial dysfunction, by mechanisms involving its
relationship with TLR4 pathway, although the exact mechanism
by which IL-1β interacts with this receptor needs further

investigation; however, we cannot rule out that some observed
effects of IL-1β might also be produced by acting on its
canonical IL-1R receptor (Figure 8). Moreover, our results reveal
that activation of the redox-sensitive transcription factor
Nrf2 induces vascular protection against IL-1β deleterious effects,
at least in part, through interference with TLR4 pathway. Thus, by
reducing TLR4 signalling pathway, Nrf2 activation reduces IL-1β-
induced ROS generation and the increased expression of
proinflammatory markers, in which oxidative stress participates.
Furthermore, the activation of this transcription factor also prevents
IL-1β-induced VSMC migration and proliferation, as well as the IL-
1β-induced endothelial dysfunction (Figure 8). Therefore, our
observations allow as to propose that activation of antioxidant
and anti-inflammatory mechanisms such as Nrf2 might be an
important therapeutic target in pathological conditions with
oxidative and inflammatory components. However, the clinical
application of Nrf2 activators for treatment of CVDs should be
deeply analysed.
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Glossary

The following abbreviations are used in this
document:

ACh acetylcholine

AP-1 activator protein-1

COX-2 cyclooxygenase-2

CVDs cardiovascular diseases

DCFH-DA 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate

DHE dihydroethidium

DMSO Dimethyl sulfoxide

DOCA deoxycorticosterone acetate

FBS fetal bovine serum

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

High Glucose-DMEM High Glucose Dulbecco´s Modified Eagle
Medium

H2O2 hydrogen peroxide

HO-1 heme oxygenase-1

IL-1β Interleukin-1β
JNK c-Jun N-terminal kinase

Keap1 kelch-like ECH-associated protein 1

KHS Krebs-Henseleit solution

LPS lipopolysaccharide

MAPK mitogen-activated protein kinase

MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide

MyD88 myeloid differentiation factor 88

NADPH oxidase nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase

NQO1 NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1

Nrf2 nuclear factor-erythroid 2-related factor 2

O2
.− superoxide anion

PBS phosphate buffered saline

Phe phenylephrine

ROS reactive oxygen species

SHR spontaneously hypertensive rats

SHRSP stroke-prone spontaneously hypertensive rats

SOD superoxide dismutase

tBHQ tert-butylhydroquinone

TBP TATA-binding protein

TLR4 Toll-like receptor 4

VSMC vascular smooth muscle cells.
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