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El remodelado de la pared vascular es un común denominador en las enfermedades 
vasculares, incluyendo manifestaciones agudas como el hematoma intramural (HIM) y 
la disección aórtica (DA), o crónicas como los aneurismas o la formación de neoíntima. La 
Angiotensina II (Ang-II) es un conocido estímulo remodelador de la pared vascular que afecta 
ampliamente a la homeostasis del vaso actuando sobre diversos tipos celulares. En estudios 
anteriores se identificó a Rcan1, gen regulado por la ruta calcineurina-NFAT, como mediador 
del daño vascular inducido por Ang-II. Rcan1 presenta dos isoformas, Rcan1-1 y Rcan1-4, cuyas 
funciones en el contexto vascular no habían sido estudiadas por separado hasta el momento. 
En este trabajo hemos generado por primera vez ratones modificados genéticamente para 
estudiar el papel de cada isoforma de Rcan1 en el contexto del remodelado vascular patológico 
en células de músculo liso vascular (CMLVs), en células endoteliales (CEs) o de forma ubicua. 
La eliminación de Rcan1 en ratones adultos predispuso a la inducción de HIM aórticos por 
Ang‑II, que en aproximadamente el 30% de los casos evolucionaron a DA letal en los primeros 
7 días de tratamiento. A tiempos más largos, estos HIM o desaparecieron o evolucionaron hacia 
aneurismas de la aorta abdominal (AAA). Diversos abordajes experimentales mostraron que 
la formación de HIM y DA estaba mediada por el aumento de presión arterial (PA). Estudios a 
tiempos tempranos de la inducción de la patología revelaron un aumento de la permeabilidad 
vascular en ausencia de Rcan1, y sugirieron un posible origen perivascular de la hemorragia. 
Las aortas con deleción de Rcan1 de forma inducible presentaban cambios ultraestructurales 
con aumento de espacios intercelulares. A nivel molecular, la deleción inducida de Rcan1 
causó una activación de la ruta de Gsk-3 β, quien a su vez activó la fosforilación de la cadena 
ligera de la miosina (p-MLC) tanto in vivo como en CMLVs cultivadas. Por último, se identificó 
la activación de MLC como mediador del daño vascular en este modelo. Paradójicamente, los 
animales deficientes en Rcan1 de forma constitutiva se comportaron de forma similar a los de 
genotipo silvestre en este modelo. Asimismo, estudiamos el papel de Rcan1 en un modelo de 
formación de neoíntima. La ausencia de Rcan1 tanto inducida como constitutiva protegió del 
desarrollo de esta patología. En los dos modelos patológicos estudiados, las isoformas Rcan1‑1 
y Rcan1-4 presentaron funciones análogas y su deleción dio lugar a fenotipos similares. En 
resumen, todos estos resultados aportan una nueva visión sobre la función de Rcan1 y sus 
isoformas en el remodelado de la pared vascular.
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The vascular wall remodeling is a common factor in cardiovascular diseases, including 
acute manifestations, such as intramural hematoma (IMH) and aortic dissection (AD), and 
chronic pathologies, such us aneurysm and neointima formation. Angiotensin II (Ang-II) is 
a well-known mediator of vascular damage that affects different cell types and modifies the 
homeostasis of the vascular wall. Previous studies have identified Rcan1, transcriptionally 
regulated by the calcineurin-NFAT pathway, as a mediator of Ang-II-dependent vascular 
remodeling. Rcan1 is expressed as two isoforms, Rcan1-1 and Rcan1-4, whose specific function 
in the vascular context has not been defined. In this thesis, we report the generation of 
genetically modified mice to conditionally delete each Rcan1 isoform. We used these mice to 
investigate the contribution of Rcan1 in smooth muscle cells, endothelial cells or ubiquitously, 
to the pathological vascular wall remodeling. Surprisingly, the induced deletion of Rcan1 
in either vascular cell-type elicited a hypercontractile phenotype and aortic medial layer 
disorganization, predisposing to hypertension-mediated AD, IMH, and aneurysm. Incipient 
IMH at 6h of Ang-II treatment showed an increased vascular permeability when Rcan1 was 
absent in an inducible way. Moreover, the increase in permeability was localized in the 
“external” layers of the aortic tunica media, suggesting a perivascular origin of the hemorrhage. 
Ultrastructural changes were detected in aortas from Rcan1 conditionally deficient mice in the 
absence of hypertensive conditions, where an increase in intercellular spaces were noticed. A 
proteomics analysis revealed that Rcan1 interacts with Gsk-3 β, whose inhibition decreased 
myosin activation. Induction of the phosphorylation state of the myosin light chain (p-MLC), 
which was detected in Rcan1 conditionally deficient aortas, was eventually identified as an 
important mediator of the vascular damage in this model. Strikingly, constitutively Rcan1 
deficient animals behaved similarly to wild-type mice in this model. Additionally, the role 
of Rcan1 was studied in a model of neointima formation. Inducible and constitutive Rcan1 
deficiency, conferred protection against neointimal growth. In the two pathological models 
presented in this work, Rcan1-1 and Rcan1-4 isoforms had similar functions and their absence 
presented analogous phenotypes. In summary, our results contribute to further elucidate the 
function of Rcan1 and its isoforms in pathological vascular wall remodeling.
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1.   El sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular es el encargado de distribuir los nutrientes y el oxígeno (O2)
a todas las células del organismo, así como de recoger sus desechos metabólicos. Esta función 
de intercambio de nutrientes la realiza la sangre, que está en constante circulación. Además 
de su principal función, el sistema circulatorio también interviene en otros procesos como la 
regulación de la temperatura corporal o el transporte de células del sistema inmunitario y las 
hormonas endocrinas, entre otros. El sistema cardiovascular está formado principalmente por 
el corazón y los vasos sanguíneos.

El corazón funciona como una bomba que impulsa la sangre por todo el organismo. 
Este bombeo se realiza en varias fases. La sangre rica en O2 es bombeada desde el ventrículo 
izquierdo por las arterias a todo el cuerpo, y retorna como sangre rica en dióxido de carbono 
(CO2) a la aurícula derecha, de donde pasa al ventrículo derecho. Desde el ventrículo derecho 
la sangre sale por las arterias pulmonares hacia los pulmones, donde por intercambio gaseoso 
pierde CO2 y se enriquece en O2, para retornar a la aurícula izquierda y pasar al ventrículo 
izquierdo, desde donde comienza otro ciclo. Según este ciclo, se conoce como sístole el momento 
de contracción de los ventrículos y expulsión de sangre por las arterias; y diástole el momento 
de relajación del corazón que coincide con el retorno de la sangre. Los movimientos de sístole 
y diástole del corazón también tienen su influencia en los vasos sanguíneos, especialmente en 
las arterias, que son los vasos que soportan la mayor carga de presión por el bombeo cardíaco. 
La sangre es un tejido líquido que contiene las células sanguíneas: eritrocitos, leucocitos y 
plaquetas. Los eritrocitos son células no nucleadas de pequeño tamaño que se encargan de 
transportar el O2; son las células mayoritarias de la sangre. Los leucocitos son células del sistema 
inmune cuya principal función es la respuesta de defensa. Las plaquetas son fragmentos de 
pequeño tamaño de células precursoras, encargados de la formación de trombos o coágulos 
para evitar la pérdida de sangre. La parte líquida no celular de la sangre se denomina plasma 
y también transporta otras moléculas como nutrientes, iones, etc.

1.1.   Los vasos sanguíneos

Los vasos sanguíneos son los conductos que distribuyen la sangre. Tienen propiedades 
musculares y elásticas que varían dependiendo del tipo de vaso: arterias, arteriolas, venas, 
vénulas y capilares. La sangre sale del corazón por las arterias que se dirigen hacia los órganos 
del cuerpo. A medida que van alejándose del corazón las arterias van ramificándose en vasos 
más pequeños o arteriolas hasta llegar a formar unas redes finas denominadas capilares, lugar 
donde se produce el intercambio gaseoso de O2 y CO2. Después del intercambio, los capilares 
se reúnen formando las vénulas y estas a su vez confluyen en las venas grandes que regresan 
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al corazón. De todos ellos, las arterias son los vasos más gruesos, con mayor elasticidad y 
capacidad contráctil, ya que reciben la sangre del corazón y están sometidas a la presión de 
su bombeo. Las venas son vasos de calibre grande pero de paredes delgadas, que recogen la 
sangre de los órganos y la devuelven al corazón. Los capilares son vasos sumamente delgados 
y pequeños para facilitar el intercambio de sustancias por sus finas paredes.

1.1.1.   Arteria Aorta

La aorta es la arteria más grande del organismo. Recibe la sangre oxigenada directamente 
del ventrículo izquierdo y es la encargada de distribuirla mediante sus ramificaciones por 
todo el cuerpo. Tiene gran capacidad elástica y contráctil, ya que durante la sístole se relaja 
y expande en respuesta al bombeo del corazón, y en diástole se contrae, regulando así la 
estabilidad de la presión sanguínea sistémica. Distinguimos diferentes regiones aórticas para 
facilitar su estudio y comprensión (Fig. 1a):

•	 Aorta ascendente (AoAsc). Es la primera zona de la arteria con respecto 
al corazón y se denomina así al tramo comprendido entre la salida del ventrículo 
izquierdo y el inicio del cayado aórtico. En su origen en el interior del ventrículo, la 
arteria presenta una convexidad que da lugar a las denominadas válvulas aórticas. 
Después de la sístole, las válvulas se cierran como unas membranas que impiden el 
retorno del flujo sanguíneo al ventrículo.
•	 Cayado aórtico. Se denomina así a la continuación de la AoAsc, que tiene forma 
de “u” invertida, cambiando el recorrido de la sangre de una dirección ascendente a un 
sentido descendente.
•	 Aorta descendente. Comprende el resto de la aorta que va desde el cayado 
aórtico hasta las ramificaciones de las arterias ilíacas. Se distinguen dos partes:

▪▪ Aorta descendente torácica (AoTor). Es el tramo de la aorta que va 
desde el cayado aórtico hasta el diafragma.
▪▪ Aorta descendente abdominal (AoAbd). Es la parte de la aorta que 

discurre por el abdomen, desde el diafragma hasta las arterias ilíacas.

En  condiciones fisiológicas, la AoAbd humana presenta un diámetro de 
aproximadamente 25mm en adultos. La AoAsc, por lo general, presenta mayor calibre que 
la región descendente. En ratones, en particular, el diámetro de la AoAbd en condiciones 
fisiológicas ronda 1mm, frente a 1,4mm en la AoAsc1.

1.1.2.   Arterias carótidas

Desde el cayado aórtico se originan tres ramificaciones: el tronco braquiocefálico, la 
carótida izquierda primitiva y la arteria subclavia izquierda, en orden según el recorrido de 
la sangre. Estas tres arterias, mediante sus posteriores ramificaciones, son las encargadas de 
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llevar la sangre a la cabeza (carótidas) y a las extremidades superiores (subclavias). La arteria 
carótida derecha es una rama del tronco braquiocefálico. La arteria carótida izquierda sin 
embargo nace directamente del arco aórtico (segunda ramificación), y por ello es algo más 
larga que su homóloga derecha. Ambas carótidas ascienden paralelas al cuello y a la altura de 
la cuarta vértebra cervical se bifurcan en interna y externa (Fig. 1b). Las arterias carótidas son 
también arterias elásticas y con capacidad contráctil debido a su proximidad al corazón y a 
su capacidad de distribuir la sangre a la cabeza, en el ser humano en contra de la fuerza de la 
gravedad.

1.1.3.   Vasa vasorum

Etimológicamente del latín significa vaso de vasos. Hace referencia a una red de vasos 
de pequeño calibre que irriga las paredes de vasos de mayor calibre (Fig. 1c). En grandes vasos 
como la aorta humana, es necesario el vasa vasorum para distribuir oxígeno y nutrientes a las 
células del interior de la pared aórtica. Aunque su función en humanos es conocida, no ocurre 
lo mismo en animales de menor tamaño como es el ratón, donde el vasa vasorum aparece en 
determinadas situaciones patológicas como la aterosclerosis, pero su presencia en condiciones 
fisiológicas resulta aún controvertida2-4.

Figura 1. Esquema de vasos y arterias referidos en esta tesis. (a) Esquema de la arteria aorta y especificación de 
sus partes5. (b) Dibujo esquemático de las ramificaciones del cayado aórtico donde se encuentran, entre otras, las 
arterias carótidas6. (c) Dibujo esquemático de vasa vasorum en una arteria de gran calibre7.

1.2.   Estructura de las arterias

La correcta estructura y anatomía de las arterias es imprescindible para el mantenimiento 
fisiológico del tono vascular, además de otorgar la capacidad elástica y contráctil necesaria 
para amortiguar los cambios de presión y flujo sanguíneo. La pared arterial está organizada 
en tres capas o túnicas bien diferenciadas dispuestas de manera concéntrica que garantizan la 
integridad y funcionalidad de los vasos: íntima, media y adventicia (Fig. 2).

Diafragma

Aorta 
abdominal

Aorta torácica 
descendente

Aorta 
ascendente

Subclavia izquierdaSubclavia derecha
Tronco braquicefálico

Basilar

Vaso principal

Vasa vasorum

a b

c

Cayado aórtico

Cayado aórtico

Carótida izquierda primitiva

AoAsc 

AoAbd

AoTor

Vaso secundario

Carótida izquierda interna
Carótida izquierda externa

Carótida derecha primitiva

Carótida derecha externa
Carótida derecha interna



Introducción

30

La capa íntima o interna, está constituida por una monocapa de células endoteliales 
(CEs) estrechamente interconectadas y adheridas a la lámina basal interna. Estas células 
están en contacto directo con el torrente sanguíneo y funcionan como una barrera selectiva, 
permitiendo el paso de nutrientes, iones y otras moléculas, pero al mismo tiempo actuando 
como barrera de protección ante agentes externos. Esta fina capa también sirve de nexo de 
comunicación para la transmisión de señales o estímulos procedentes del torrente sanguíneo 
a la pared del vaso. Además, se encarga de la extravasación de células del sistema inmune 
al foco de la infección. A continuación y de forma concéntrica, se encuentra la capa media, 
delimitada por la lámina basal interna y la lámina basal externa. La capa media está compuesta 
principalmente por las células de músculo liso vascular (CMLVs). Entre las CMLVs existen 
fibras elásticas que conforman una red y contribuyen a dar mayor elasticidad a la arteria. En 
función del calibre de la arteria y de la presión a la que esté sometida por cercanía al corazón, 
la pared arterial contendrá distinto número de hileras de CMLVs y de fibras elásticas. En 
condiciones fisiológicas, las CMLVs tienen capacidad contráctil y son responsables del tono 
muscular y de la integridad del vaso8,9. Por último y de forma más externa se encuentra la 
capa adventicia, formada por una red de tejido conjuntivo compuesto principalmente por 
fibroblastos y colágeno, así como presencia de terminales nerviosos, poblaciones de leucocitos 
residentes y células progenitoras10.

Figura 2. Dibujo esquemático de un corte transversal de una arteria donde se muestran las tres láminas que la 
conforman, así como las poblaciones celulares principales.

1.3.   Fisiología del sistema cardiovascular

El mantenimiento de la estructura y anatomía del vaso es determinante para el 
correcto funcionamiento del sistema cardiovascular. Las CEs en la capa íntima no solo 
están comunicadas entre sí, sino que presentan adhesiones y sistemas de unión entre ellas 
que forman una barrera endotelial que contiene el torrente sanguíneo dentro del vaso11. Las 
CMLVs a su vez también contienen uniones y canales de comunicación e intercambio de iones 
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y otros factores necesarios para garantizar el trabajo sincronizado de contracción y relajación 
del músculo liso11-13. Existen también sistemas de comunicación entre las CEs y las CMLVs 
conocidas como uniones mioendoteliales (MEJ) que permiten la transmisión de señales entre 
las dos capas de la pared vascular14,15. Cambios en la estructura del vaso pueden eventualmente 
desembocar en remodelado patológico de la pared y disfunción arterial16,17.

Una de las funciones principales de los vasos sanguíneos y concretamente de las 
arterias es el mantenimiento de la presión arterial (PA). El corazón funciona como un motor 
bombeando la sangre, y la sangre a su vez circula como un fluido contenido en los vasos 
sanguíneos. Esto genera el efecto de la PA, que es la presión que la sangre ejerce a su paso 
sobre la pared de las arterias. El organismo detecta esta presión mediante la presencia de baro-
receptores a lo largo del circuito vascular, y utiliza las propiedades mecano-elásticas de las 
arterias para regular los posibles cambios.

1.3.1.   Regulación de la PA: sistema Renina-Angiotensina

La regulación de la PA es uno de los principales campos de estudio dentro del área 
de investigación cardiovascular, ya que su desregulación es considerada un factor de riesgo 
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Existen diferentes factores que pueden 
influir en la regulación de la PA, siendo el sistema Renina-Angiotensina el principal regulador 
sistémico.

El sistema Renina-Angiotensina participa en el mantenimiento del balance de los 
electrolitos y la osmolaridad del plasma y con ello contribuye a la regulación de la PA. Cuando 
los baro-receptores situados en el circuito sanguíneo detectan una bajada de la presión, el 
sistema nervioso simpático produce una respuesta rápida de vasoconstricción. A continuación, 
para garantizar un efecto mantenido en el tiempo, se activa el sistema Renina-Angiotensina 
mediante la liberación de Renina por parte del riñón y Angiotensinógeno, por parte del hígado. 
La Renina es la proteasa que procesa el Angiotensinógeno para generar la Angiotensina I. A 
su vez la Angiotensina I es procesada por la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) 
para dar lugar a la Angiotensina II (Ang-II). Ang-II es el péptido efector y actúa directamente 
sobre los vasos para regular la PA en condiciones fisiológicas (Fig. 3a). La Ang-II tiene efecto 
vasoconstrictor, aumentando la PA en situaciones de hipotensión. También tiene efecto sobre 
los riñones, favoreciendo la retención de sodio en los túbulos renales, contribuyendo así a una 
mayor reabsorción de agua y aumento de la volemia, y con ello incrementando la PA.

Mientras que la activación puntual y controlada del sistema Renina-Angiotensina es 
necesaria para la regulación de cambios en la PA en condiciones fisiológicas, una activación 
crónica o una estimulación a niveles elevados puede desencadenar patologías vasculares18. Se 
considera que en determinadas situaciones patológicas, las CMLVs pueden sufrir un cambio 
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de fenotipo, abandonando sus propiedades contráctiles fisiológicas para adquirir un fenotipo 
sintético, proliferativo y migratorio, no contráctil19,20. Otros estudios han demostrado que la 
Ang-II puede provocar hipertrofia del vaso21; inducir la producción de matriz extracelular, 
que en condiciones patológicas se puede traducir en fibrosis; pérdida de funcionalidad 
contráctil22,23; y aumento de la capacidad migratoria de las CMLVs24. Ang-II también puede 
actuar como una citoquina, activando el endotelio vascular y promoviendo el reclutamiento 
de células inflamatorias25. Diversos estudios atribuyen a Ang-II un papel pro-inflamatorio 
en el vaso, destacando su participación en el desarrollo de aneurismas y de la formación de 
neoíntima en modelos animales y en humanos26,27.

Figura 3. Esquema del funcionamiento del Sistema Renina-Angiotensina. (a) Funcionamiento del Sistema Renina-
Angiotensina en el organismo, destacando las principales enzimas que lo forman, hasta llegar a la formación del 
péptido efector Angiotensina II (Ang-II). (b) Diagrama de algunas de las rutas de señalización activadas por Ang-II 
y la cascada de señalización correspondiente.

1.3.2.   Señalización molecular mediada por Ang-II

A nivel molecular, Ang-II es reconocida y señaliza a través de dos subtipos de 
receptores acoplados a proteínas G: receptor de Angiotensina tipo I y tipo II (AT1R y AT2R, 
respectivamente)28. En células humanas encontramos un único receptor AT1R, mientras que en 
ratón el receptor AT1R presenta dos isoformas AT1a y AT1b29. El receptor AT1a, es el homólogo 
murino más parecido al receptor AT1R de humanos, el mejor caracterizado y el que media 
la mayoría de las acciones descritas de Ang-II en el sistema vascular30,31. Ambos receptores, 
AT1R y AT2R, juegan papeles esenciales en la regulación vascular, pero mediante acciones 
opuestas tanto en el sistema vascular como en el sistema renal32. Mientras que el receptor 
AT1a participa en el incremento de la PA (vasoconstricción)31, promueve el crecimiento celular 
(hipertrofia)21, la fibrosis33, y la producción de citoquinas pro-inflamatorias26; el receptor AT2R 
induce vasodilatación en arterias de resistencia y de conductancia y disminuye la inflamación, 
la fibrosis y el crecimiento celular30. En general, la señalización en los vasos sanguíneos por 
Ang-II es mayoritaria por su receptor AT1R, que se caracteriza por activar un gran número 
de rutas de señalización dando lugar así a una respuesta multifactorial y compleja (Fig. 3b). 
Algunas de las principales cascadas de señalización activadas se describen a continuación:
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•	 Activación de las proteínas de señalización de receptores tirosina-quinasa Pyk2 
y Src, mediante la señalización por JAK/STAT34.
•	 Activación de diversos miembros de la ruta de las MAPKs, resultando en la 
activación de sus sustratos ERK1/2, p-38 y JNK35.
•	 Activación de la ruta de RhoA y su efector Rock, mencionada más adelante, que 
tienen un papel determinante sobre la fosforilación de la cadena ligera de la miosina y, 
en consecuencia, sobre la contracción del músculo liso36-38.
•	 Activación de la fosfolipasa C (PLC), que desencadena la liberación de IP3 y DAG. 
Estos mediadores activan PKC y la liberación y movilización de calcio intracelular39,40. 
Consecuentemente, otras rutas activadas por calcio se verán activadas: calmodulina, 
FAK, y especies reactivas de oxígeno (ROS), y la ruta mediada por Calcineurina (CN), 
entre otras41. Esta última ruta, por su implicación en procesos patológicos de remodelado 
cardiovascular42, se describirá con mayor detalle más adelante.

2.   El remodelado vascular

Como hemos visto, la estructura de la pared vascular está altamente organizada para 
garantizar su función. Sin embargo, cualquier cambio que se produzca en esta organización 
puede suponer la alteración de la homeostasis de todo el sistema, conduciendo al desarrollo 
de enfermedades cardiovasculares. A este proceso de modificación de la anatomía vascular 
y desencadenamiento de patologías vasculares se le conoce como remodelado vascular 
patológico. Existe también un remodelado fisiológico que puede presentarse en determinadas 
situaciones como la actividad física, el embarazo o el crecimiento.

Las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de mortalidad en muchos países 
desarrollados43-45. Por lo general son enfermedades complejas donde intervienen desde factores 
genéticos y ambientales a otros aún desconocidos. Aunque las diferentes enfermedades tienen 
características especiales, a nivel vascular comparten un factor común: el remodelado de la 
pared vascular. Este fenómeno ocurre en respuesta a determinados estímulos, entre los que 
se incluyen cambios incontrolados de PA, activación de la respuesta inflamatoria, alteraciones 
de la matriz extracelular, aumento de lípidos en sangre o daño mecánico de los vasos. Estos 
estímulos desencadenan una serie de cambios en la estructura y funcionalidad de la pared 
vascular, que se traducen en modificaciones en el tamaño del lumen arterial y transformaciones 
en la capa media46, alterando la circulación normal de la sangre.

A nivel celular, la respuesta de los distintos compartimentos celulares presentes 
en la pared vascular a estos estímulos juega un papel determinante. Las CEs activadas 
pueden expresar marcadores inflamatorios, secretar citoquinas y promover la proliferación 
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y migración de otras células a su alrededor. Las CMLVs activadas, por su parte, pueden 
cambiar su fenotipo, abandonando sus propiedades contráctiles y elásticas, para adoptar un 
fenotipo proliferativo y migratorio. La migración y proliferación de las CMLVs puede generar 
patologías severas contribuyendo, por ejemplo, a la obstrucción del lumen del vaso. Otros 
tipos celulares de origen inmune, reclutados por las citoquinas, pueden migrar hacia la zona 
dañada en el vaso y producir inflamación. En algunas ocasiones, los fibroblastos procedentes 
de la adventicia pueden participar en el proceso como un medio de reparación, adquiriendo 
un fenotipo especializado conocido como miofibroblasto47,48. Esta transformación convierte los 
fibroblastos en células con capacidad contráctil, parecidos a las CMLVs, pero productores de 
matriz celular, generando fibrosis. Todos los tipos celulares tienen la capacidad de contribuir a 
la alteración de la matriz extracelular con producción excesiva de colágeno y de otras proteínas 
extracelulares, empeorando así el proceso de fibrosis y remodelado patológico17,49,50.

2.1.   Clasificación del remodelado vascular patológico

Las distintas patologías que implican remodelado vascular han sido clasificadas 
atendiendo a diferentes criterios. Sin embargo, una de las clasificaciones más extendidas es 
la propuesta por Mulvany, que diferencia dos tipos principales de remodelado51,52 (Fig. 4a). El 
primero es el remodelado interno (inward), en el cual hay un aumento de la masa vascular que 
afecta a la parte más interna del vaso generando una disminución del área del lumen o estenosis. 
Por el contrario, otros remodelados generan un aumento del diámetro externo (outward) del 
vaso, donde se modifican las capas más externas de la pared. Un ejemplo concreto son los 
aneurismas. En la mayoría de los casos podemos encontrar que el remodelado es hipertrófico, 
produciéndose un aumento de la masa de la pared vascular. Sin embargo, también existen 
casos de remodelado no hipertrófico, en el cual se mantiene la masa celular pero se modifica el 
diámetro, como ocurre en situaciones de hipertensión en arterias de resistencia33,52. Pese a que 
esta clasificación ayuda a entender de forma general las enfermedades vasculares, no tiene en 
cuenta otros aspectos característicos de cada enfermedad. Para ello, a continuación analizamos 
más en detalle algunas patologías vasculares concretas.

2.2.   Síndrome aórtico agudo (SAA)

El Síndrome aórtico agudo (SAA) es un proceso agudo de la pared aórtica que cursa con 
un debilitamiento de la capa media con peligro de rotura y elevado riesgo vital. Su incidencia 
es de 30 casos por millón de habitantes, afectando preferentemente a hombres (60% de los 
casos). Está asociada a la edad y a la PA, afectando principalmente a pacientes mayores de 60 
años con historial de hipertensión53. El SAA se clasifica, según los criterios de Standford, en 
dos tipos diferentes en función de la región aórtica afectada: tipo A cuando afecta a la AoAsc 
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y tipo B cuando la AoAsc no se ve afectada54. Algunos autores subdividen el tipo A en A I, 
cuando afecta tanto a la AoAsc como a la descendente, y tipo A II, cuando únicamente la 
región ascendente está afectada (Fig. 4b)55. Por lo general, la afectación de la AoAsc tiene peor 
pronóstico, considerándose una emergencia quirúrgica en la mayoría de los casos y con alta 
tasa de mortalidad (30-40% en los primeros días). Por el contrario, los SAA de tipo B no siempre 
se consideran de emergencia quirúrgica, sino que se hace un seguimiento en el tiempo. Suelen 
tener mejor pronóstico en los primeros días con tasas de mortalidad del 10%, pero si se dan 
complicaciones, la mortalidad puede ascender al 30% en los primeros 30 días54,56,57. Existen tres 
tipos de patologías consideradas SAA que presentan las mismas manifestaciones clínicas, pero 
diferente etiopatogenia y que, en ocasiones, requieren diferente tratamiento (Fig. 5).

Figura 4. Clasificación de patologías aórticas. (a) Clasificación de Mulvany56. (b) Clasificación de Standford57 

aplicable a Das y HIMs.

2.2.1.   Disección aórtica (DA)

La DA ocurre cuando la pared arterial se degrada o rompe en un determinado punto 
permitiendo el paso de la sangre desde el lumen hacia la capa media de la aorta (Fig. 5b)54,55,59. 
Con el tiempo y sumado a la PA y al bombeo de la sangre, la rotura se puede ir extendiendo 
por la capa media llegando a generar un segundo lumen con circulación paralela, llamado 
falso lumen. Con el transcurso de la enfermedad la pared aórtica  va sufriendo degradación 
hasta poder llegar a romperse por completo con riesgo de muerte por hemorragia interna. Es la 
más común de los SAA, englobando un 80% de todos los casos. Para su diagnóstico se requiere 
técnicas de imagen avanzada, siendo la técnica de elección la tomografía axial computerizada, 
muchas veces en combinación con la ecografía transesofágica o con la resonancia magnética 
nuclear55.
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2.2.2.   Úlcera aterosclerótica penetrante (UAP)

La úlcera aterosclerótica penetrante (UAP) es una evolución de una placa de ateroma, 
que cursa con ulceración y degradación severa de la pared de la aorta, llevando a posible 
rotura de la pared y la generación de una DA. Está asociada a enfermedad aterosclerótica 
avanzada y a hipertensión, con gran alteración de la estructura de la media y de la matriz 
extracelular. La UAP es la entidad menos prevalente entre los SAA (10%)55.

2.2.3.   Hematoma Intramural (HIM)

El HIM se caracteriza, igual que los anteriores SAA, por la presencia de sangre en la 
capa media de la pared aórtica (Fig. 5b). Sin embargo, a diferencia de las DA y UAP, el HIM 
no presenta aparente rotura de la capa íntima de la arteria, sino únicamente una hemorragia 
contenida en la pared del vaso. De hecho, en los HIM no se observa un falso lumen ni 
circulación paralela de la sangre, sino una bolsa de sangre retenida sin flujo aparente. El HIM 
tiene un pronóstico más favorable que la DA, aunque la gravedad y el tratamiento dependen 
igualmente de la localización de la lesión. La evolución de los HIM es muy variable, siendo 
reabsorbidos en algunos casos sin mayor complicación. En otras ocasiones, el HIM puede 
evolucionar hacia la rotura de la pared arterial generando una DA. En otros casos, pueden 
cronificar con complicaciones graves hacia la formación de aneurismas aórticos60. En general, 
se considera que 15-20% de los pacientes con HIM muere por rotura aórtica en los primeros 5 
años53,56,57,61.

El protocolo de diagnóstico de HIM sigue el proceso normal para los SAA, siendo el 
HIM el más difícil de detectar. La tomografía axial computerizada sin contraste en ocasiones no 
lo detecta o genera dudas sobre la existencia de la patología. Esta misma técnica con contraste 
mejora el diagnóstico, aunque no siempre es la técnica de primera elección. La ecografía trans-
esofágica es útil para la detección cuando el HIM se localiza en la región torácica. Ante dudas 
persistentes se utiliza la resonancia magnética que aporta mayor resolución62,63. Aunque el HIM 
está fuertemente asociado a la edad avanzada y a la hipertensión, se desconoce la etiología de 
la enfermedad. Concretamente el origen de la sangre contenida en la capa media de la pared es 
una cuestión aún desconocida. La hipótesis más generalizada apunta al vasa vasorum como el 
origen de la hemorragia encontrada en la media, ante ausencia de rotura de la capa íntima53,64. 
La hemorragia encontrada en la capa media va acompañada de la pérdida de CMLVs, de 
desorganización de la estructura de la pared vascular y de rotura de las láminas elásticas.
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2.3.   Aneurisma aórtico

El aneurisma es una dilatación localizada de la pared arterial que va acompañada de 
degeneración de la pared vascular, desorganización de la estructura y riesgo de rotura. El 
remodelado del vaso es hipertrófico, ya que suele ir acompañado de proliferación y aumento 
de la masa celular que se produce hacia el exterior del vaso. Esto genera un aumento del 
diámetro total del vaso, que en muchas ocasiones sufre también una reducción del lumen. El 
tabaco, la hipertensión, la edad, las lesiones ateroscleróticas avanzadas o la predisposición 
genética (como es el caso de los pacientes con síndrome de Marfan65,66) son factores de riesgo 
para el desarrollo de aneurismas. Las arterias más susceptibles de sufrir aneurismas son las 
arterias cerebrales y la aorta tanto ascendente como descendente67. Los aneurismas de la aorta 
abdominal (AAA) humanos se desarrollan principalmente en la zona infra-renal cerca de las 
arterias iliacas68. Sin embargo, la porción abdominal más susceptible de sufrir la enfermedad 
en ratones es la suprarrenal69-71.

A nivel estructural, los aneurismas se caracterizan por una desorganización de la 
estructura de la pared vascular. La migración y proliferación de células en la túnica media 
generan ese engrosamiento progresivo del diámetro del vaso. Además, puede observarse un 
exceso de matriz extracelular (Fig. 5c). En ocasiones, puede existir infiltrado inflamatorio, 
que a su vez contribuye a la activación del endotelio y del músculo liso vascular72. Todo esto 
contribuye a que la degeneración de la pared aórtica vaya progresando hasta debilitarla tanto 
que sea susceptible de rotura y/o formación de trombo70.

Figura 5. Esquemas representativos de patologías aórticas. (a) Aorta en condiciones fisiológicas. (b) Síndromes 
aórticos agudos (SAAs), con representación del hematoma intramural (HIM) y la disección aórtica (DA) como 
ejemplos. (c) Esquema de un aneurisma de la aorta abdominal (AAA). (d) Dibujo esquemático de una arteria con 
formación de neoíntima.
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2.4.   Formación de neoíntima

La formación de neoíntima o estenosis es el remodelado del vaso que conduce a una 
reducción del lumen arterial por una hiperplasia interna (Fig. 5d). A nivel celular, estos sucesos 
se caracterizan por un aumento notable de presencia de miofibroblastos que conducen a la 
reducción de la luz73. En arterias de pequeño calibre, como son las arterias coronarias que 
irrigan al corazón, el estrechamiento o taponamiento del lumen arterial (estenosis) producido 
por la aterosclerosis, por ejemplo, puede conducir a una falta de riego y riesgo de infarto. En 
ocasiones, para evitar este suceso, se interviene al paciente mediante angioplastia para reabrir 
la arteria y colocar un stent para mantenerla abierta. Sin embargo, posterior a la intervención 
puede producirse una recurrencia de la estenosis como consecuencia de la actividad mecánica 
de la cirugía, a la que se le denomina restenosis74,75. En roedores se utilizan modelos para 
inducir la formación de neoíntima, normalmente basados en la activación del endotelio por 
daño mecánico. Por ejemplo, la ligación de la arteria carótida genera cambios hemodinámicos 
que conducen a la formación de neoíntima y obstrucción del lumen76.

2.5.   Mecanismos moleculares de remodelado vascular

El remodelado vascular es un proceso complejo en el cual intervienen muchos 
mecanismos y rutas de señalización a la vez. La desregulación de la síntesis de óxido nítrico 
(NO) puede participar en procesos de remodelado, ya que el NO juega un papel importante 
en el estado oxidativo del vaso, participando en procesos de contracción y relajación arterial65. 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) presentes en casos de isquemia, son el resultado de 
situaciones de hipoxia y contribuyen a la muerte celular y degeneración del tejido77. Por otro 
lado, la señalización a través de TGFβ y SMAD2 puede promover la diferenciación de las 
CMLVs con activación de la expresión de proteínas de carácter contráctil como la actina de 
músculo liso. Sin embargo, una activación excesiva de la ruta de TGFβ también produce un 
aumento de la proliferación de las CMLVs y un exceso de producción de matriz extracelular y 
fibrosis. Además, la activación por TGFβ contribuye al aumento de la respuesta inflamatoria 
en las patologías de remodelado vascular78,79. Otro mecanismo bien conocido implicado en el 
remodelado del vaso es la activación de la familia de metaloproteinasas de matriz (MMPs). 
Las MMPs son enzimas que cortan, procesan y degradan proteínas de la matriz extracelular. 
La alteración de su actividad puede cambiar la estructura de la pared del vaso. Concretamente, 
la activación de MMP2 y MMP9 se relaciona con casos de patología vascular65,80. Factores de 
crecimiento como PDGF o FGF también inducen la proliferación descontrolada de las CMLVs. 
Rutas de señalización como las MAPK podrían también estar implicadas en patologías 
vasculares como los aneurismas aórticos81. Otras rutas de señalización, como las mediadas por 
Calcineurina o RhoA, se ven desreguladas en muchos casos de daño vascular27,82.
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2.5.1.   Ruta de señalización de RhoA

La subfamilia Rho de proteínas GTPasas pequeñas pertenece a la superfamilia de Ras. 
Sus miembros mejor caracterizados son: RhoA, Rac1 y Cdc4283. Las proteínas Rho modulan 
su actividad mediante su asociación con GTP (estado activado) o GDP (estado inactivado), 
de manera que proteínas promotoras de la unión a GTP (RhoGEFs) son activadores, y 
proteínas responsables de la conversión a GDP (RhoGAPs) son inhibidores84 (Fig. 6). En 
general, se ha asociado la actividad de los miembros de Rho con la conformación celular, 
organización del citoesqueleto, regulación del movimiento celular y otras funciones celulares. 
Más concretamente, Rac1 parece imprescindible en la formación de lamelipodios, Cdc42 en 
la formación de filopodios y RhoA parece responsable de la formación de fibras de estrés83. 
Así, la activación de RhoA resulta de gran interés por estar asociada a la contracción celular. 
Concretamente, RhoA activa a la quinasa asociada a RhoA (Rock), quien a su vez fosforila e 
inactiva a su proteína diana principal, la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (Mypt1). Dado 
que la fosforilación de la cadena ligera de la miosina (MLC; p-MLC en su estado fosforilado) 
promueve la asociación de actina y miosina y, por tanto, la contracción muscular, un aumento 
de la fosforilación de Mypt1 mediada por Rock favorece la contracción celular al activar la 
fosforilación de MLC (Fig. 6). MLC también puede ser activada mediante su fosforilación 
por otras quinasas, como la quinasa de la cadena ligera de miosina (Mlck), entre otras84,85. 
Alteraciones en la ruta de señalización de RhoA han sido relacionadas con disfunciones en 
el sistema nervioso y desórdenes inmunológicos86-88. La desregulación de MLC afecta a la 
capacidad contráctil del vaso y, por consiguiente, a su correcta funcionalidad. En este sentido, 
sustratos activados por Rock han sido propuestos como mediadores de patologías vasculares 
como la aterosclerosis o la hipertensión89. También se ha sugerido un papel para RhoA como 
activador de la permeabilidad vascular90.

Figura 6. Ruta de señalización de RhoA/Rock y activación de MLC. La inducción de p-MLC puede ser mediada 
directamente por quinasas como Mlck o Rock y desfosforilada por la fosfatasa Mypt1. La actividad de Rock y 
Mypt1 están a su vez reguladas por RhoA.
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2.5.2.   Ruta de señalización de Calcineurina

Calcineurina (CN), también llamada serina-treonina proteína fosfatasa 2B, es una 
enzima fosfatasa dependiente de calcio. Está formada por dos componentes: Calcineurina A 
(CnA) o subunidad catalítica y Calcineurina B (CnB) o subunidad reguladora. Sus sustratos 
mejor caracterizados son los miembros de la familia de los factores nucleares de células T 
activadas (NFAT), quienes son activados por CN mediante su desfosforilación91. Algunos de los 
genes regulados por los factores NFAT incluyen citoquinas inflamatorias92, la Ciclooxigenasa 
2 (COX2)93,94 o el Regulador de Calcineurina 1 (RCAN1)95,96. Se ha demostrado que CN actúa 
como activador de ciertas patologías cardiovasculares, incluyendo hipertrofia cardíaca, AAA 
y formación de neoíntima82,97. La inhibición farmacológica de CN mediante ciclosporina A 
(CsA) o la deleción del gen, protegen frente al desarrollo de estas patologías82. Inhibidores 
de CN como CsA y FK506 se usan en clínica como inmunosupresores. Algunos inhibidores 
endógenos de CN son: Cabin198,99, AKAP79100-102 o RCAN99.

3.   Regulador de Calcineurina 1: RCAN1

3.1.   Familia de proteínas RCAN

RCAN1 es miembro de la familia de proteínas RCAN o Regulador de Calcineurina. 
Los miembros de esta familia están bien conservados en eucariotas103,104. En concreto, el 
gen RCAN1 humano guarda un 96% de homología con su homólogo múrido. La familia 
de RCAN la componen las proteínas codificadas por tres genes diferentes en vertebrados: 
RCAN1, RCAN2 y RCAN3; mientras que en invertebrados, hongos y protozoos existe un único 
miembro: RCN1105,106. La familia RCAN fue descrita por primera vez en un estudio comparativo 
de genes conservados entre los genomas de humano y levadura107. Los miembros de la familia 
de RCAN tienen en común un dominio consenso LxxPxxxKxFLISPPxSPPxxW, donde la 
secuencia FLISPP es susceptible de fosforilación por proteínas quinasas. Además, el motivo 
LxxP coincide con el péptido LxVP de unión a CN, presente también en los miembros de la 
familia NFAT y con capacidad para inhibir la actividad CN99,108,109. La secuencia PSVVVH es 
similar al sitio PxIxIT de NFAT y es necesaria para la unión a CN99,105,110. Así, parece que RCAN 
podría regular CN mediante dos mecanismos de actuación: competición por la interacción con 
otros substratos de CN y regulación de la actividad fosfatasa. En concreto el miembro RCAN1 
es capaz de interaccionar con la región catalítica de CN99. Aunque existe cierta controversia 
sobre la función de RCAN1, es aceptado que puede inhibir la actividad de CN. Pero otros 
autores también le atribuyen, como se comentará más adelante, un papel activador de CN.
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3.2.   Rcan1

3.2.1.   Regulación transcripcional de Rcan1

RCAN1 es el miembro mejor descrito de la familia de RCAN. También se le 
conoce como Calcipresina 1, MCIP1, ADAPT78 o DSCR1111. La expresión de RCAN1 se ha 
detectado en varios tejidos en edad adulta, siendo especialmente abundante en el cerebro, 
en músculo liso, músculo esquelético y en el corazón. Durante el desarrollo embrionario se 
expresa principalmente en el sistema nervioso, lo que sugiere que podría desempeñar un 
papel importante en el desarrollo de este órgano112,113. El gen RCAN1 contiene 7 exones y su 
transcripción se regula por uso alternativo de promotores y exones (Fig. 7). De esta manera 
da lugar al menos a cuatro tránscritos conocidos diferentes: RCAN1-1, RCAN1-2, RCAN1-3 
y RCAN1-4. De los cuatro, solo dos de ellos son traducidos a proteína, dando lugar a las dos 
isoformas de RCAN1: RCAN1-1 y RCAN1-4. Las dos isoformas son reguladas por promotores 
independientes y difieren en su primer exón. De esta manera, RCAN1-1 está codificada por 
los exones 1, 5, 6 y 7 y regulada por un promotor en la secuencia 5’ al exón 1. Por otro lado, 
RCAN1-4 está codificada por los exones 4, 5, 6 y 7 y su promotor se sitúa en el intrón 3 del 
gen (Fig. 7)42,107. Las dos isoformas presentan patrones de expresión diferentes, de manera 
que RCAN1-1 se expresa normalmente de forma constitutiva en diversos tejidos, mientras 
que RCAN1-4 apenas se expresa en condiciones basales y su expresión se induce de novo por 
distintos estímulos, incluyendo los movilizadores de calcio intracelular y activadores de la 
ruta CN/NFAT107,114. El promotor de RCAN1-4 está mejor caracterizado que el de RCAN1-1, 
y se sabe que contiene al menos 15 sitios de unión a NFAT115,116. Esto convierte a RCAN1-
4 en una de las principales moléculas inducidas por la activación de la ruta CN/NFAT en 
CMLVs82. También se ha descrito que el factor de transcripción C/EBPβ puede inducir RCAN1-
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4 independientemente de la ruta de CN117.

3.2.2.   Regulación post-traduccional de Rcan1

Diversos estudios bioquímicos sugieren que RCAN1 es diana de modificaciones post-
traduccionales como son la fosforilación y la ubiquitinación, de las cuales puede depender 
su función y efecto sobre CN/NFAT. En este sentido, se ha descrito que RCAN1 puede ser 
fosforilada por parte de GSK-3 β118, TAK1119 o BMK-1120. Según estos estudios, la fosforilación 
de RCAN1 la convierte en un activador de la ruta de CN. Por otro lado, la fosforilación de 
su región C-terminal por la quinasa inductora de NF-kB (NIK) aumenta su estabilidad y el 
efecto inhibidor que RCAN1 ejerce sobre CN121,122,123. Asimismo, también ha sido descrita la 
ubiquitinación de RCAN1-1, haciéndola susceptible de degradación por parte del proteasoma. 
La eliminación de RCAN1-1 permitiría amplificar la señalización de NFAT124, atribuyendo en 
este caso a RCAN1 un papel como inhibidor de CN. Aunque la regulación post-traduccional 
de RCAN1 podría servir como mecanismo potencial para explicar la regulación diferencial 
que ejerce sobre CN, serían necesarios estudios adicionales que clarificaran el papel dual de 
RCAN1.

3.2.3.   Implicaciones de Rcan1 en patologías

RCAN1, también llamado DSCR1 (Down Syndrome Critical Region 1) fue descrito 
inicialmente como un gen asociado al Síndrome de Down, ya que se encuentra situado en la 
región crítica de trisomía del cromosoma 21 causante de dicho síndrome111. En el caso de ratones, 
Rcan1 se localiza en el cromosoma 16. En un modelo de ratón modificado genéticamente (ratón 
Ts65Dn) también se ha observado que su trisomía presenta un desequilibrio de dosis génica 
con un fenotipo similar al observado en humanos125,126. Además, en patologías humanas se ha 
observado un aumento de expresión de RCAN1 en el cerebro de pacientes con enfermedad 
de Alzheimer127,128. En células neuronales en cultivo, la estimulación con proteína β-amiloide, 
proteína fuertemente asociada al Alzheimer, induce la expresión de Rcan1, al mismo tiempo 
que activa Gsk-3 β y la fosforilación de su sustrato Tau 127-130. Estudios en ratones han mostrado 
que la desregulación de la expresión de Rcan1 afecta al comportamiento y a la memoria de 
forma similar a los pacientes de síndrome de Down o de Alzheimer125,131,132. También se ha 
visto que ratones que sobre-expresan RCAN1 presentan menor capacidad de aprendizaje, 
efecto que se ha asociado también a la inhibición de la actividad CN133-136. El papel de RCAN1 
también ha sido investigado en estudios de cáncer y angiogénesis. La sobre-expresión de 
RCAN1 en ratones inhibe la actividad CN y protege del crecimiento tumoral137,138, lo que 
sugiere que RCAN1 puede actuar como un supresor de tumores. Los estudios de RCAN1 en 
angiogénesis parecen ser algo más contradictorios. Por un lado, varios autores coinciden en 
que RCAN1 puede contribuir negativamente a la formación de nuevos vasos, ya que mediante 
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su sobre-expresión se inhibe la angiogénesis95. Sin embargo, otros estudios atribuyen a Rcan1 
un papel mediador de la migración de CEs y facilitador de la angiogénesis, al observar que el 
silenciamiento de Rcan1 inhibe la migración endotelial y la angiogénesis139,140. En el contexto 
inflamatorio, se han sugerido alternativamente papeles como regulador positivo y negativo 
para Rcan1. Se he demostrado que Rcan1 desempeña un papel esencial en la producción y 
maduración de eosinófilos141,142. Por otro lado, animales deficientes en Rcan1 presentan más 
apoptosis de células T143,144. Estudios posteriores sobre la respuesta innata mostraron que la 
deficiencia de Rcan1 aumentaba la producción de citoquinas inflamatorias en respuesta a 
diferentes estímulos inmunológicos145, aumentando la mortalidad en modelos de infección 
respiratoria146.

En cuanto al papel de Rcan1 en patologías cardiovasculares existe cierta controversia. 
En modelos de infarto de miocardio se ha observado que la sobre-expresión de RCAN1 
otorgaba un papel protector147. La sobre-expresión de RCAN1 también confería protección 
frente al desarrollo de la hipertrofia cardíaca inducida por estimulación β-adrenérgica, ejercicio 
o sobre-expresión de CN en cardiomiocitos (ratones α-MHC-CnA)148-150. En concordancia 
con estos datos, la deleción de Rcan1 en el modelo genético de α-MHC-CnA exacerba la 
hipertrofia y empeora la fibrosis151,152. Sin embargo, cuando la hipertrofia era inducida por 
estimulación crónica de receptores β-adrenérgicos o por constricción aórtica, la ausencia de 
Rcan1 reducía el desarrollo de hipertrofia144,153. Por lo tanto, se sugería que Rcan1 podía jugar, 
no solo roles diferentes en la regulación de CN, sino también papeles duales en hipertrofia 
cardíaca potenciándola o inhibiéndola, dependiendo del estímulo hipertrófico utilizado151,154. 
Por último, Rcan1 ha sido también estudiado en diversas patologías de remodelado vascular, 
donde se ha puesto de manifiesto su papel como mediador del remodelado patológico del 
vaso. En concreto, animales deficientes en Rcan1 mostraban protección frente al desarrollo 
de patologías vasculares como la aterosclerosis155, la formación de neoíntima y los AAA82. El 
efecto protector se observaba también en el modelo de aterosclerosis al trasplantar en ratones 
silvestres irradiados la médula ósea de ratones deficientes, sugiriendo un papel importante del 
sistema hematopoyético en esta patología155. La Tabla 1 muestra un resumen de los distintos 
modelos de patologías cardiovasculares reportados con el papel que juega Rcan1 en cada uno 
de ellos.

Si bien se han descrito implicaciones de Rcan1 en diferentes procesos fisiológicos y 
patológicos, existe poca información concluyente sobre los mecanismos moleculares en los que 
participa en cada caso. Estudios hasta la fecha han demostrado que RCAN1 puede interaccionar 
con la subunidad catalítica de CN y regular su actividad99,109. Aunque la mayoría de los autores 
atribuyen a RCAN1 un papel inhibidor de CN, existen otros datos que indican que RCAN1 
puede facilitar su actividad. Es posible que, como ya se había sugerido anteriormente, la 
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función de RCAN1 dependa del contexto, tipo celular, niveles de expresión y modificaciones 
post-traduccionales, entre otros factores. También se han explorado funciones de RCAN1 no 
relacionadas con sus efectos sobre CN. De hecho, se ha mostrado que Rcan1 puede interaccionar 
con IкBα y aumentar sus niveles de expresión, inhibiendo así la ruta de NF-кB156. También se 
ha propuesto que RCAN1 podría inhibir la formación y liberación de vesículas157,158. Así, en 
células neuroendocrinas la desregulación de la exocitosis estaría relacionada con la secreción 
de neurotransmisores y, en consecuencia, con patologías neurológicas. Otros estudios también 
implican a RCAN1 en la inhibición del crecimiento celular, ya que la disminución de RCAN1 
conduce a una reducción de los niveles de Ras159.

Tabla 1. Papel atribuido a Rcan1 en distintos modelos de patología cardiovascular.

A pesar de la importancia que Rcan1 parece tener en procesos de remodelado vascular, 
la información descrita acerca de los mecanismos moleculares en los que participa es escasa. 
Además, pocos son los trabajos que han abordado el estudio de las isoformas de Rcan1 por 
separado, y cuando lo han hecho ha sido mediante sistemas de sobre-expresión que no reflejan 
los niveles de expresión fisiológicos. Asimismo, existen distintos tipos celulares implicados 
en los procesos de remodelado vascular, y la contribución de Rcan1 en cada uno de ellos 
permanece a día de hoy inexplorada.

Patología Modelo patológico Animal Rcan1 Referencia
Infarto de miocardio Isquemia-reperfusión αMHC-Rcan1-4 Protector van Rooij et al 2004145

Hipertrofia cardíaca Activación constitutiva de CN αMHC-Rcan1-4 Protector Rothermel et al 2001146

Hipertrofia cardíaca Activación constitutiva de CN Rcan1 -/- Protector Vega et al 2002151

Hipertrofia cardíaca Estimulación β-adrenérgica Rcan1 -/- Mediador Vega et al 2002151

Hipertrofia cardíaca Hipertensión Rcan1 -/- Mediador Vega et al 2002151

AAA ApoE-/- + AngII Rcan1 -/- Mediador Esteban et al 201180

Neoíntima Daño femoral Rcan1 -/- Mediador Esteban et al 201180

Aterosclerosis ApoE-/- + Dieta grasa Rcan1 -/- Mediador Mendez-Barbero et al 2013153
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Rcan1 había sido descrito anteriormente como un mediador del remodelado vascular 
patológico, ya que su ausencia protegía frente al desarrollo de aneurismas, la formación de 
neoíntima y la aterosclerosis. Sin embargo, los procesos celulares y moleculares que mediaban 
este papel eran desconocidos, no existía información del papel que Rcan1 desempeñaba en 
cada tipo celular presente en la pared del vaso y se desconocía la contribución que las dos 
isoformas de Rcan1 pudieran tener en procesos fisiológicos y patológicos del vaso.

El objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar la contribución de las diferentes 
isoformas de Rcan1, en cada uno de los tipos celulares presentes en la pared del vaso, a 
procesos patológicos de remodelado vascular, así como identificar los mecanismos moleculares 
implicados. Para ello hemos abordado los siguientes objetivos concretos:

•	 Estudiar la contribución de Rcan1 a procesos de remodelado vascular patológico 
en los compartimentos celulares vasculares principales: músculo liso vascular y 
endotelio. Los modelos explorados incluyen HIMs, AAA y formación de neoíntima.

•	 Determinar la contribución específica de las isoformas Rcan1-1 y Rcan1-4 a los 
procesos de remodelado vascular en HIMs, AAA y formación de neoíntima.

•	 Investigar los mecanismos moleculares implicados en la regulación del 
remodelado vascular patológico por Rcan1.  Estudiar posibles papeles diferenciales por 
isoforma o por compartimento celular.
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1.   Animales

Todos los ratones se mantuvieron en las instalaciones del CNIC en un ambiente 
controlado de patógenos, con ciclos de luz y oscuridad, temperatura y humedad regulados 
según la normativa europea para el cuidado animal (Directiva UE 2010/63EU y Recomendación 
2007/526/EC).

Los animales Rcan1-/- utilizados fueron descritos anteriormente160,161. En ellos, la 
expresión de Rcan1-1 y Rcan1-4 está bloqueada de forma constitutiva por medio de la deleción 
del exón 6, común a ambas isoformas.

Los ratones transgénicos fueron generados usando métodos descritos anteriormente162-165. 
Las construcciones genéticas de los vectores de recombinación fueron diseñadas para la 
recombinación homóloga específica en el locus Rcan1 múrido, según el esquema mostrado en la 
Figura 8. Se escogieron regiones específicas de cada isoforma para llevar a cabo la modificación 
del gen y conseguir ratones específicos de isoforma. De este modo, se realizaron construcciones 
para flanquear con sitios loxP el exón 1, específico de Rcan1-1; exón 4, específico de Rcan1-4; y 
el exón 6 común a ambas isoformas. Para el diseño se evitó la modificación de promotores o 
regiones reguladoras ya descritas o regiones con predicción de ser potencialmente reguladoras. 
A ambos lados del exón diana se insertaron brazos de homología de aproximadamente 6 kb 
y sitios loxP de reconocimiento por la recombinasa Cre166. Entre el exón diana y el sitio loxP 
ubicado en su zona 3’ se introdujo un casete PGKgb2/neo flanqueado por sitios FRT de 
reconocimiento por la recombinasa FLP (Fig. 8). El casete PGKgb2/neo codifica una proteína 
que proporciona resistencia a neomicina y permite la selección de los recombinantes positivos. 

Figura 8. Esquema del locus silvestre Rcan1 y el vector transgénico diseñado para introducirse por recombinación 
homóloga. El vector transgénico contiene el exón diana de Rcan1 (exones 1, 4 o 6) flanqueado con sitios loxP, que a 
su vez flanquean un casete de resistencia a Neomicina flanqueado con sitios FRT; la construcción está flanqueada 
por dos brazos homólogos al locus silvestre de 6 kb de longitud.
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Estas construcciones se diseñaron y se clonaron en un vector BAC. La construcción 
genética se introdujo en células embrionarias troncales de ratón mediante electroporación, y 
posteriormente se mantuvieron con medio de cultivo selectivo (neomicina). La recombinación 
homóloga fue comprobada mediante southern blot en ambos extremos 5’ y 3’ para descartar 
inserciones aleatorias. Se obtuvo una tasa de recombinación positiva de aproximadamente 
el 20%, habiendo electroporado 120-140 clones de células troncales embrionarias por cada 
exón. Una vez seleccionados clones positivos, validamos la correcta inserción del transgén 
(Tg) de nuevo sólo en los clones seleccionados previamente. Los clones positivos fueron 
microinyectados en blastocistos y posteriormente implantados en el útero de hembras 
pseudogestantes (Figura 9). Los procesos empleados con manipulación de células pluripotentes 
y blastocistos de ratón fueron realizados en el CNIC por las unidades técnicas especializadas.

Figura 9. Diagrama del proceso de generación de organismos modificados genéticamente. El vector transgénico 
es introducido en células embrionarias de ratón por electroporación, y la inserción por recombinación homóloga es 
validada por southern blot. Las células embrionarias con la recombinación son inyectadas en blastocistos de ratón y 
estos implantados en hembras pseudogestantes.

La transmisión de la modificación genética a la línea germinal se comprobó por PCR de 
ADN genómico (ADNg) en la primera generación (F1) de las quimeras cruzadas con animales 
de genotipo silvestre (Fig. 10a-10b). En cada caso, se usaron aproximadamente 4-6 quimeras 
de las cuales 2-3 transmitieron a la descendencia. Ratones de la F1 se cruzaron con animales 
modificados genéticamente que expresaban la recombinasa FRT de forma ubicua (JAX 003946). 
De esta forma se eliminaba el casete de selección que incluía la resistencia a la neomicina, 
también comprobado por PCR de ADNg (Fig. 10c). A partir de esta segunda generación se 
mantuvieron las líneas durante al menos 7 generaciones cruzándose con animales de genotipo 
silvestre C57BL/6 para establecer un fondo genético homogéneo. A continuación se cruzaron 
machos y hembras portadores de la modificación en heterocigosis para generar las líneas 
homocigotas (Fig. 10a). Por último, se cruzaron con ratones que expresaban la recombinasa 
Cre fusionada al receptor de estrógenos modificado (CreERT2) que expresaban una versión 
inducible de la recombinasa Cre bajo el control de promotores específicos de tejido. Para 
ello se usó el promotor Myh11 (cadena pesada de la miosina de músculo liso), específico de 
células de músculo liso (Myh11-CreERT2)167 o el promotor Cdh5 (caderina de endotelio vascular) 
específico de CEs (Cdh5-CreERT2) 168. Los animales con el exón 6 flanqueado por loxP también 
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fueron cruzados con animales Ubc-CreERT2, que expresan la forma inducible de Cre bajo el 
control del promotor Ubc (ubiquitina C) expresado en la mayoría de las células169 (Fig. 10a 
y 10d). Una vez realizados estos cruces, los animales se mantuvieron en homocigosis para 
el locus Rcan1 modificado y en hemicigosis para CreERT2. Adicionalmente, se usaron ratones 
“reporters” con una inserción en el locus Rosa26 (R26) de una proteína fluorescente (YFP o 
tdTomato) precedida por una región de parada flanqueada por sitios loxP (LSL): Rosa26-
LSL-YFP (R26-YFPLSL) y Rosa26-LSL-Tomato (R26-TomatoLSL) para detectar la actividad de la 
recombinasa Cre, en combinación con ratones Myh11-CreERT2 y Cdh5-CreERT2, respectivamente 
(JAX 007905 y 006148, respectivamente). Los ratones aquí descritos se muestran en la Tabla 2 
con las modificaciones genéticas que portan y la nomenclatura empleada.

Figura10. Estrategia de cruces para la generación de animales transgénicos inducibles y condicionales de tejido. 
(a) Esquema de la estrategia de cruces seguida desde la obtención de quimeras. (b) Esquema representativo de los 
loci de las quimeras que han incorporado el casete de recombinación e imágenes representativas mostrando los 
productos de PCR de ADNg de las crías obtenidas en la primera generación (F1). Los asteriscos indican animales 
que han heredado la modificación genética (Tg) (c) Esquema representativo de los loci de las quimeras que han 
incorporado el casete de recombinación y han sido sometidos a recombinación con la recombinasa FLP. Se muestra 
una imagen representativa de los productos de PCR de ADNg indicando los productos correspondientes a alelos 
con el casete Neo (Neo-loxP); alelos en los que se ha eliminado el casete de selección (loxP); o el alelo silvestre (Wt). 
Los asteriscos indican recombinación positiva de sitios FRT (alelo loxP). (d) Esquema de los transgenes presentes 
en los animales utilizados para cruces, expresando la recombinada CreERT2 bajo el control del promotor de Myosin 
heavy chain 11 (Myh11) específico de células de músculo liso; del promotor de Vascular Cadherin 5 (Cdh5) específico 
de células endoteliales (CEs); o del promotor Ubiquitin C (Ubc), de expresión ubicua.
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Tabla 2. Animales utilizados especificando las isoformas y tejidos diana de la deleción y la nomenclatura 
empleada.

Todos los animales fueron genotipados mediante PCR usando muestras de 
ADNg obtenidas de la cola (PCR genotipado). Muestras de animales administrados con 
tamoxifeno también se usaron para extraer ADNg y observar la recombinación por PCR 
(PCR recombinación) según la estrategia mostrada en la Figura 11. Las secuencias de los 
oligonucleótidos se especifican en la Tabla 3.

Figura 11. Esquema de la estrategia de genotipado seguida durante el proceso de generación y establecimiento 
de las líneas de ratón modificadas genéticamente. Neo-loxP, alelo con el casete de selección Neo y sitios FLP 
(cajitas amarillas). loxP, alelo tras la recombinación con la recombinasa FLP y eliminación del casete de selección, 
mantiene sitios loxP (cajitas naranjas). Delta, alelo tras la recombinación de los sitios loxP por la recombinasa Cre. 
Los oligonucleótidos empleados en cada caso para el genotipado se indican a la derecha y en la Tabla 3 y su 
posición relativa al locus está indicada mediante flechas.
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Ex Rvarm5 Ex Fw
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Genotipo Banda (nt)
Wt 260
Neo-loxP 400
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PRC genotipado:
Ex Fw, Ex Rv, Neo

Genotipo Banda (nt)
loxP 750
Delta 200

PRC recombinación:
arm5 Ex Fw, Ex Rv

Exón

Exón

Exón

Locus loxP Promotor Cre Isoforma diana Tejido diana Denominación

Exón1 No Cre Rcan1-1 - Rcan1-1 loxP/loxP

Exón4 No Cre Rcan1-4 - Rcan1-4 loxP/loxP

Exón6 No Cre Rcan1-1 y Rcan1-4 - Rcan1 loxP/loxP

Exón1 Myh11 -CreERT2 Rcan1-1 Músculo liso SM-Rcan1-1 -/-

Exón4 Myh11 -CreERT2 Rcan1-4 Músculo liso SM-Rcan1-4 -/-

Exón6 Myh11 -CreERT2 Rcan1-1 y Rcan1-4 Músculo liso SM-Rcan1 -/-

Exón1 Cdh5 -CreERT2 Rcan1-1 Endotelio EC-Rcan1-1 -/-

Exón4 Cdh5 -CreERT2 Rcan1-4 Endotelio EC-Rcan1-4 -/-

Exón6 Cdh5 -CreERT2 Rcan1-1 y Rcan1-4 Endotelio EC-Rcan1 -/-

Exón6 Ubc -CreERT2 Rcan1-1 y Rcan1-4 Ubicuo Ubc-Rcan1 -/-

Exón6 No Cre Rcan1-1 y Rcan1-4 Ubicuo Rcan1 -/-

Rosa26-LSL-YFP Myh11 -CreERT2 - Músculo liso R26-YFPLSL

Roa26-LSL-Tomato Cdh5 -CreERT2 - Endotelio R26-TomatoLSL
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Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para PCR de genotipado o de comprobación de recombinación.

2.   Southern blot

Los clones de las células troncales electroporados con las construcciones genéticas y 
resistentes a neomicina fueron lisadas en 100µl de tampón de extracción (Tabla 4) y el ADNg 
fue extraído tras 1 hora de incubación a 65°C con agitación. El ADNg (aproximadamente 
100  µg) fue digerido 2-4 horas con enzimas de restricción (1000 unidades) en un volumen 
final de 40 µl, según la estrategia diseñada para cada exón: ApaI para el exón 1 y BamHI 
para los exones 4 y 6. El producto de la digestión fue fraccionado en un gel de agarosa (0,7%) 
preparado en tampón TAE (Tabla 4) mediante electroforesis a 30 Voltios durante 6-8 horas 
(hasta salirse el frente de carga). Tras la obtención de imágenes del gel teñido con bromuro de 
etidio e iluminado con luz ultravioleta, el ADN fue transferido a una membrana de nailon en 
condiciones desnaturalizantes (Fig. 12). Para ello, el gel de agarosa se incubó 30 minutos en 
un tampón de desnaturalización ácido (Tabla 4), posteriormente 20 minutos en un tampón de 
desnaturalización alcalino (Tabla 4) y finalmente se lavó 3 veces en un tampón de neutralización 
(Tabla 4). La transferencia del gel de agarosa se realizó mediante capilaridad a una membrana 
de nailon usando tampón SSC 2x. Una vez transferido, la membrana de nailon se lavó en 
tampón SSC 2x, se dejó secar sobre papel whatman y se expuso a luz ultravioleta durante 2 
minutos para enlazar (cross-link) el ADN a la membrana. La membrana se hidrató de nuevo 
con tampón SSC 2x y se bloqueó durante 1 hora a 65°C con tampón de hibridación (Tabla 4) 

suplementado con 2% de esperma de salmón. A continuación se lavó con tampón SSC 2x y se 
incubó con la sonda marcada con 32P (25ng/ml) en tampón de hibridación durante 90 minutos 

Nombre Secuencia PCR

Ex1 Fw CGGAGGGCGGACACTTG Genotipado Exón1

Ex1 Rv GAGCGACATGCCACCATCAG Genotipado Exón1/Delta

arm5 Ex1 Fw GACTTGATGGCCCGAGTG Recombinación

Ex4 Fw GCAAACGATGATGTCTTCAGCG Genotipado Exón4

Ex4 Rv GCTCGGTATGGCCACACAC Genotipado Exón4/Delta

arm5 Ex4 Fw CACAGCTCCTGCATTATCC Exón4 Delta

Ex6 Fw GGGAGGTGTGGAGAGACTCTC Genotipado Exón6

Ex6 Rv CTGGAGTGAGCCACACAGG Genotipado Exón6

arm5 Ex6 Fw CCATGTAACAGGTTACCACAGG Recombinación

Ex6 Rv2 arm CCTGCTGGGTGAAGGGATAG Recombinación

Ex Neo común GCTGACCGCTTCCTCGTG Genotipado Neo común

Cre Fw GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA Genotipado Cre

Cre Rv GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT Genotipado Cre

Cre SM Fw GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA Genotipado Cre SM

Cre SM Rv GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT Genotipado Cre SM
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a 65°C. El tampón con la sonda fue retirado y la membrana se lavó al menos 2 veces durante 
15 minutos con SSC 2x suplementado con 1% SDS y un lavado final de 15 minutos con SSC 2x 
suplementado con 0,1% SDS. La radiactividad emitida por la sonda se reveló en un equipo de 
detección de rayos-X (KODAK Medical X-Ray Processor).

Las sondas (Tabla 5) se marcaron con 32P en su extremo 5’, incubando la sonda con 
[γ-32P]ATP en presencia de la polimerasa de ADN T4 durante 1 hora a 37°C. Posteriormente 
las sondas se lavaron usando columnas Micro Bio-Spin (Bio Rad, 7326223).

Figura 12. Diagrama representativo del procedimiento experimental de southern blot. (a) Esquema resumido del 
proceso. (b) Esquema de la pirámide de transferencia mostrando sus componentes.

Tabla 4. Tampones empleados en southern blot y su composición.

Obtención de ADN genómico y 
corte con enzimas de restricción

Separación en 
gel de agarosa

Transferencia a 
membrana

Hibridación con sonda 
marcada y revelado

Tampón Composición

TAE 40mM Tris acético, 2mM Na2EDTA 2H20

Extracción ADNg 10mM Tris-HCl pH 8, 400mM NaCl, 2mM EDTA, 1mg/ml ProteinasaK

Desnaturalización ácida 25mM de HCl

Desnaturalización básica 1,5M NaCl; 0,5M NaOH

Neutralización 1,5M NaCl; 0,5M Tris-HCl pH 7

SSC 20x 3M NaCl; 0,3M Na3citrato; 2H20 pH 7

SSC 2x 0,3M NaCl; 0,03M Na3citrato; 2H20 pH 7

Hibridación SSC 5x; 0,1% Na-Lauroil sarcosinato; 0,02% SDS
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3.   Modelos animales

3.1.   Tratamiento con tamoxifeno

El tamoxifeno (Sigma-Aldrich, T5648) se preparó a 5 mg/ml en una solución de 90% 
de aceite de maíz y 10% de etanol. Para facilitar la disolución del tamoxifeno, la preparación 
se sonicó en un sonicador Bandelin de vástago durante 20 minutos en hielo, ciclo 5 potencia 
50%. Se preparó al mismo tiempo una solución vehículo consistente en 90% de aceite de maíz 
y 10% de etanol. Para ratones de 8 semanas y peso aproximado de 25g, se inyectó por vía 
intraperitoneal una dosis diaria de tamoxifeno de 1 mg en 200µl durante 5 días consecutivos170, 
hasta un total de 5mg por ratón. Como ratones control se emplearon ratones CreERT2 negativos 
inyectados con tamoxifeno o ratones CreERT2 positivos tratados con vehículo.

3.2.   Infusión de Ang-II en modelo de HIM en ratón

El estudio del efecto directo de Ang-II in vivo se realizó mediante la infusión sistémica 
de 1 µg/kg/min de Ang-II (Sigma-Aldrich, A9525) con mini-bombas osmóticas subcutáneas 
(Alzet, Charles River, modelos 2001 y 2004) durante tiempos establecidos (6 horas; 1, 7 y 28 
días). Los animales usados fueron ratones Rcan1+/+, SM-Rcan1-/-, SM-Rcan1-1-/-, SM-Rcan1-4-/-, 
EC-Rcan1-/-, EC-Rcan1-1-/-, EC-Rcan1-4-/-, Rcan1-/-, Ubc-Rcan1-/-, todos en fondo genético C57BL/6 
y de 2 meses de edad. Los animales fueron anestesiados mediante inhalación de isoflurano 
(inducción 3-5%, mantenimiento 1-2%) y en ellos se realizó una incisión superficial en la parte 
dorsal donde se implantó de forma subcutánea la mini-bomba. Posteriormente, la herida fue 
cerrada con sutura o con grapas quirúrgicas. Después de los tiempos establecidos, los animales 
fueron sacrificados (n=5-12 animales por grupo en cada experimento).

En los experimentos de infusión por Ang-II con monitorización de la PA, se utilizó un 
sistema de medición en cola “tail-cuff” (BP-2000, Visitech System), técnica no invasiva en la 
que el ratón se introduce sin sedación en una caja donde un manguito mide la PA a través de la 
cola. En los casos indicados, los animales fueron tratados con amlodipino (Amlo) (6mg/kg/día, 
Sigma-Aldrich, A5605), mediante mini-bombas osmóticas; o con NG-nitro-L-arginina metil 
éster (L-NAME) (0,5g/L; Sigma-Aldrich, N5751) o Fasudil (1mg/ml; LC-Laboratories, F-4660), 
administrados en el agua de la bebida reponiendo el agua cada 3 días. La Figura 13 muestra un 
esquema representativo de los modelos de HIM por infusión de Ang-II.

Para la cuantificación del área ocupada por el HIM se utilizó el programa ImageJ, 
sonde se utilizó el canal más contrastado y se estableció un threshold que resaltara la sangre, 
estableciendo el mismo valor para todas las imágenes. Se cuantificaron 3 secciones separadas 
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25µm por cada lesión. En el caso de animales que tuvieran más de una lesión, se consideró 
cada HIM como lesión independiente.

3.3.   Modelo de desarrollo de AAA por infusión de Ang-II

Animales Rcan1+/+, SM-Rcan1-/-, EC-Rcan1-/-, Ubc-Rcan1-/- y Rcan1-/- de 2 meses de edad 
fueron tratados con 1 µg/kg/min de Ang-II durante 7 o 28 días mediante implantación 
subcutánea de mini-bombas osmóticas. El diámetro aórtico abdominal fue monitorizado 
previamente a la infusión de Ang-II (Pre Ang-II) y tras 7, 14, 21 y 28 días de tratamiento mediante 
ultrasonidos de alta frecuencia con el sistema VEVO770, con un protocolo previamente 
descrito171 (Fig. 14). Durante el proceso de medición los animales permanecieron anestesiados 
mediante inhalación de isoflurano (inducción 3-5%, mantenimiento 1-2%). Las medidas de 
diámetro aórtico máximo se realizaron a nivel de la aorta suprarrenal y de la AoAsc.

Considerando diámetros basales de 1 mm, las aortas suprarrenales con diámetro 
externo igual o superior a 1,5 mm fueron consideradas AAA. Diámetros superiores a 1,2 pero 
inferiores a 1,5 se consideran dilatación moderada. Los animales fueron sacrificados con CO2 
tras los 7 o 28 días de tratamiento y perfundidos con salino para la obtención de las aortas y su 
posterior análisis histológico.

3.4.   Modelo de permeabilidad in vivo

Para los estudios de permeabilidad en ratón, se inocularon un dextrano de 10kDa 
marcado con Rhodamina B (RhodB; longitudes de onda de excitación a 540nm y de emisión a 
625nm) y un dextrano de 70kDa marcado con Isotiocianato de Fluoresceína (FITC; longitudes 
de onda de excitación a 490nm y de emisión a 525nm)172. Para la inoculación, los ratones fueron 
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 mini-bombas

Tamoxifeno
-5 -4 -3 -2 -1 0 Días

Monitorización de PA

7
Ang-II

Figura 13. Esquema temporal del protocolo de 
infusión de Ang-II para la inducción de HIM. Las 
flechas negras indican la administración de tamoxifeno. 
Las flechas rojas inferiores indican principio y fin de 
tratamiento con Ang-II (1 µg/kg/min).
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de mini-bombas Figura 14. Esquema temporal del protocolo de 

formación de AAA por infusión de Ang-II. Flechas 
negras, administración de tamoxifeno. Flechas rojas, 
principio y fin de tratamiento con Ang-II (1 µg/kg/
min) en los dos grupos indicados por las líneas rojas: 7 
días (HIM) y 28 días (AAA) de tratamiento.
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introducidos con antelación en una cámara a 39°C e inmovilizados en un cepo especial para 
ratones. Se les inyectó una solución con 0,2 mg de cada dextrano en un volumen de 200µl en 
una de las venas caudales. Posteriormente, se presionó durante 1 minuto la zona donde se 
había producido la inyección para evitar la pérdida de sangre. Tras la inyección se esperaron 
20 minutos para permitir que los dextranos difundieran por los tejidos y se sacrificaron los 
animales en una cámara de CO2. Los animales fueron perfundidos con suero salino desde el 
corazón para eliminar la sangre y restos de dextranos de la circulación y se procesaron los 
tejidos en fresco como se describe más adelante (apartado 10).

3.5.   Modelo de formación de neoíntima por ligación de carótida

Los animales se anestesiaron mediante la administración intraperitoneal de una mezcla 
de anestésico/analgésico: Ketamina (100mg/kg) y Xilacina (20mg/kg) en solución salina. 
Los animales fueron colocados sobre una placa térmica durante la intervención. Se abrió un 
bolsillo quirúrgico en el cuello del ratón hacia el lado izquierdo de la tráquea para localizar la 
carótida izquierda a la altura de la bifurcación donde se separan las carótidas interna y externa. 
La arteria carótida fue disecada y anudada con un hilo obstruyendo el flujo por completo a 
la altura de la bifurcación. La herida se cerró con puntos de sutura. Se implantaron mini-
bombas osmóticas de Ang-II (0,5 µg/kg/min) siguiendo el procedimiento descrito en 2.2. Se 
aplicó antiséptico y analgésico (buprenorfina, 0,1 mg/Kg, s.c.) en las primeras 24 horas. Los 
animales fueron sacrificados 21 días después de la intervención y perfundidos con salino. Los 
órganos fueron extraídos y procesados para su estudio posterior. En la Figura 15 se muestra 
un esquema del abordaje experimental.

Arco 
aórtico

Carótida 
izquierda

Punto de 
ligación

a

b
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0 21
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Implantación de mini-bombas Análisis

Tamoxifeno

Días

Ang-II

Figura 15. Esquema del modelo de 
formación de neoíntima por ligación 
de carótida. (a) Esquema temporal 
del protocolo experimental. Flechas 
negras, administración de tamoxifeno. 
Flechas rojas, inicio del daño (ligación y 
administración de Ang-II 0,5 µg/kg/min) 
y final del experimento. (b) Esquema de 
cirugía mostrando la apertura del bolsillo 
quirúrgico (izquierda), un esquema de 
localización de la ligación (centro) e 
imágenes de la arteria antes y después 
de la ligación (derecha, arriba y abajo, 
respectivamente).



Materiales y Métodos

61

Para la cuantificación de la neoíntima, se midió el área de neoíntima como el área 
contenida entre el endotelio (el borde del lumen) y la lámina elástica interna; y el que sería 
el área del lumen si no existiese patología (área delimitada por la lámina elástica interna). El 
porcentaje de estenosis se expresó como porcentaje de oclusión del lumen, o el porcentaje del 
área inicial del lumen que fue ocupado por la neoínima.

4.   Cultivos celulares

4.1.   Células de músculo liso vascular (CMLVs) de ratón

Las CMLVs fueron aisladas de aortas como se describió anteriormente173. Brevemente, 
las aortas de ratones C57BL/6 silvestres, Rcan1-/-, Rcan1-1loxP/loxP, Rcan1-4loxP/loxP y Rcan1loxP/loxP 
fueron extraídas y mantenidas en PBS frío en campana de cultivos mientras se eliminaban con 
unas pinzas la grasa y el tejido conectivo que las rodeaban. Posteriormente, fueron cortadas en 
pequeños anillos que se digirieron 2h a 37ºC en DMEM (Invitrogen, 11965-092) suplementado 
con 1 mg/ml de colagenasa tipo II y 0,5 mg/ml de elastasa (Worthington, LS004174 y 
LS002290). Tras la adición de DMEM suplementado con 20% de FBS, la suspensión celular 
obtenida fue centrifugada a 200 rcf, resuspendida en DMEM suplementado con 20% de FBS 
y sembrada posteriormente en placas de cultivo. Después de 2 días se retiró el medio para 
eliminar los restos de tejido no adheridos y se añadió medio DMEM fresco suplementado 
con 20% de FBS. Cuando las células alcanzaron la confluencia, el cultivo fue tripsinizado y 
sembrado posteriormente a una dilución 1:3. Todos los experimentos con CMLVs descritos en 
este trabajo se realizaron con células de pase 3-7. Antes de los experimentos de estimulación, 
el medio de cultivo de las células fue sustituido por DMEM (sin FBS) durante 48h.

4.2.   Células endoteliales de pulmón de ratón (MLECs)

La preparación de CEs a partir de pulmón se realizó siguiendo los protocolos descritos 
con anterioridad174,175. Las CEs de pulmón de ratón se obtuvieron a partir de pulmones de 
ratones sacrificados mediante dislocación cervical. Los pulmones fueron digeridos con una 
solución de 0,2% de colagenasa tipo I (Gibco, 17100017) en DMEM durante 1h a 37ºC y 
posteriormente disgregados para conseguir una suspensión de células homogénea. Las CEs 
presentes en esta suspensión fueron seleccionadas positivamente empleando un anticuerpo 
anti-ICAM-2 (BD Biosciences, 553326) y bolas magnéticas (Dynal Thermofisher, 11035), 
suspendidas en medio DMEM F-12 (BioWhittaker BE, 12-719F) suplementado con FBS (20%), 
heparina (100 mg/ml) (Sigma-Aldrich, H3393), factor de crecimiento de células endoteliales 
(ECGF) (5 mg/ml), l-glutamina (2mM) (Sigma-Aldrich, 7513), y antibióticos (100 unidades/ml 
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penicilina y 100 μg/ml estreptomicina) y sembradas en placas de cultivo recubiertas con 0,5% 
gelatina más 100 mg/ml de colágeno tipo I (Sigma-Aldrich, C2124-50ML). Este protocolo 
permitió obtener una población enriquecida en CEs (> 80% de pureza).

4.3.   Células endoteliales humanas de vena de cordón umbilical (HUVEC)

Las células HUVEC fueron aisladas de cordón umbilical humano de acuerdo al protocolo 
descrito anteriormente176. Para el crecimiento y mantenimiento de las células HUVEC se utilizó 
medio EGM-2 (Lonza) suplementado con 10% FBS. El medio EGM-2 contiene suplemento de 
heparina, ácido ascórbico, hEGF, hFGF, GA-100, R3-IGF-1, hidrocortisona y VEGF. Para los 
experimentos de permeabilidad con las células HUVEC se mantuvo el medio de cultivo hasta 
conseguir una monocapa homogénea.

4.4.   Células embrionarias de riñón humano (HEK 293T)

Las células HEK 293T (ATCC) fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 
10% de FBS, 2 mM de l-glutamina y 100 U/ml de penicilina y estreptomicina. El cultivo fue 
dividido cada 3 días aproximadamente según los requerimientos de crecimiento y confluencia.

4.5.   Células Jurkat 

La línea celular Jurkat de linfocitos T humanos (ATCC) fue mantenida en medio RPMI 
suplementado con 10% de FBS, 2 mM de l-glutamina y 100 U/ml de penicilina y estreptomicina. 
El cultivo fue dividido cada 3 días aproximadamente según los requerimientos de crecimiento 
y confluencia. Estas células se utilizaron para la titulación de lentivirus.

5.   Transfección

5.1.   HEK 293T (para producción de partículas lentivirales)

Para la producción de partículas lentivirales, las células HEK 293T se transfectaron con 
la técnica de fosfato cálcico. Las células se sembraron en placas de 150mm de diámetro a una 
confluencia del 30% en DMEM suplementado con 10% FBS, 2mM l-glutamina, 100 U/ml de 
penicilina y estreptomicina. Una vez adheridas a la placa, las células se cotransfectaron con 
(i) plásmido pMD2G (11 µg), que codifica la glicoproteína de la envuelta viral (obtenido de 
M. K.Collins del University College London, UK); (ii) el plásmido 8.9 (35,25 µg), que codifica 
los genes gag, pol y rev; y (iii) el vector lentiviral codificante de la proteína de interés (27,5 µg) 
en 1250 µl de HBS 1x (10mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 1 mg/ml de Dextrosa, 3,7 mg/ml de 
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KCl, 1,86mM de Na2HPO4). Después se añadieron 75 µl de CaCl2 (2,5 M), se mezcló con ayuda 
del vórtex y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, 
esta mezcla fue añadida sobre las células gota a gota. Transcurridas 16 horas, se cambió el 
medio de cultivo a 12,5ml de DMEM suplementado con 10% FBS, glutamina, penicilina, 
estreptomicina y las células se mantuvieron a 37ºC y 5% de CO2.

5.2.   HUVEC

HUVECs fueron sembradas en pocillos de p35 para el estudio de los ARN pequeños 
de interferencia (ARNi o siRNA) o en pocillos de p96 para los ensayos de permeabilidad. 
Las células fueron sembradas para conseguir una confluencia del 60%. Las HUVECs fueron 
transfectadas con ARNi empleando Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher). Se utilizaron 
dos ARNi diferentes con secuencias diana en el ARNm de RCAN1: siRCAN1#1 y siRCAN1#2 
(Sigma Aldrich, Hs02_00337560 y Hs01_00014303). Los dos días posteriores y consecutivos al 
sembrado de las células, se transfectaron usando 25pmol de ARNi por pocillo en el caso de 
los pocillos p35 y 1pmol de ARNi por pocillo en el caso de los pocillos de p96. Los ensayos se 
realizaron en el cuarto día tras el sembrado.

6.   Producción de vectores lentivirales

El ADN de la región codificante de la recombinasa Cre fue clonado en el plásmido 
pHRSIN177 bajo la regulación del promotor SFFV (spleen focus-forming virus). Este vector 
contiene a continuación la región codificante de la proteína fluorescente verde (GFP) bajo el 
control del promotor de la ubiquitina177. Todas las partículas lentivirales se generaron mediante 
transfección con fosfato cálcico en HEK 293T como se ha explicado en el apartado anterior. El 
sobrenadante de estas células fue recogido 48h después de la transfección, centrifugado 10 
minutos a 560 rcf para eliminar los restos celulares, y ultracentrifugado durante 2h a 120000 rcf 
a 4ºC (Ultraclear Tubes, SW28 rotor y Optima L-100 XP Ultracentrifuge; Beckman). Las 
partículas virales fueron resuspendidas en DMEM estéril a 4ºC y se congelaron a -80ºC para su 
conservación. El número de partículas infectivas obtenidas fue titulado mediante infección de 
células Jurkat. Las células Jurkat se infectaron con 1µl, 0,1µl ó 0,01µl de sobrenadante de virus 
y tras 5 horas de infección el medio fue remplazado por medio nuevo. Las células se incubaron 
toda la noche y posteriormente la eficiencia de infección (células Jurkat positivas para GFP) 
y la muerte celular (incorporación de yoduro de propidio) se analizó mediante citometría de 
flujo usando el citómetro BD FACS Canto II (BD Biosciences). Para calcular el título (unidades 
infectivas pfu/ml), asumimos que cuando el porcentaje de células GFP positivas es inferior al 
10%, cada célula ha sido transducida por una sola partícula viral.
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7.   Transducción de CMLVs con vectores lentivirales

Las CMLVs se sembraron en placas de 35 mm de diámetro (0,5x106 células/placa) para 
conseguir una confluencia del 60% en el momento de la infección. Las células se infectaron 
con 5x106 partículas infectivas (10 por célula) en DMEM suplementado con 20% FBS y se 
incubaron durante 5h a 37ºC. Posteriormente, el medio fue remplazado por medio fresco. Las 
células se mantuvieron durante 72h y la infección se comprobó mediante detección de GFP por 
citometría de flujo usando un citómetro BD FACS Canto II (BD Biosciences). 

8.   Ensayos de permeabilidad in vitro

HUVECs fueron sembradas en cámaras de permeabilidad ajustadas a pocillos de p96 
(Corning, 3384)  a una concentración de 8.000 células por cámara. Las células fueron transfectadas 
con ARNi específicos para el silenciamiento de RCAN1 según el protocolo explicado en 5.2. 
Al cuarto día tras la siembra de las células, medio EGM-2 con 1mg/ml de dextrano-FITC de 
tamaño 70kDa fue añadido a la parte superior de la cámara de permeabilidad, manteniendo 
medio EGM-2 sin dextranos en la parte inferior. La fluorescencia en la parte inferior de la 
cámara fue medida a diferentes tiempos (10, 20, 30 y 60 minutos) en un lector de fluorescencia 
en placa (STORM 820 GE Health Care) con longitud de onda de excitación a 485nm y de 
emisión a 538nm.

9.   Microscopía electrónica de transmisión

Las aortas de ratones sacrificados y posteriormente perfundidos desde el ventrículo 
izquierdo con 10ml de PBS 1x, seguidos de 10ml de Formaldehído 4 %, fueron extraídas y 
fijadas a continuación en Glutaraldehído 3% durante 24 horas. Fragmentos de AoAbd fueron 
embebidos en resina tipo Epon (Sigma Aldrich, 44610) y posteriormente cortados en secciones 
ultrafinas. Las secciones fueron contrastadas con marcaje con citrato de plomo y citrato de 
uranilo, visualizadas con un microscopio electrónico de transmisión (Jeol Jem 1010, 80 kV, 
Jeol Ltd. Tokyo, Japón) y fotografiadas con una cámara Gatan (Orius, SC200, Pleasenton, 
California) a magnificaciones de 6000x y 12000x.
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10.   Análisis histológico

10.1.   Procesamiento de tejidos

Los aórganos de los animales sacrificados y perfundidos fueron fijadas con 4% de 
PFA durante 24h a 4ºC. Posteriormente, estos órganos fueron deshidratados e inmersos en 
moldes de parafina antes de ser cortados en secciones transversales de 5µm en un micrótomo 
(Jung RM2055 Leica) para su tinción posterior. Alternativamente, para los experimentos de 
permeabilidad con dextranos in vivo, los tejidos frescos fueron embebidos en OCT y conservados 
a -80ºC. Las crio-secciones de 7µm fueron realizadas con un criostato Leica CM1950.

10.2.   Inmunohistoquímicas e inmunofluorescencias

Las secciones de parafina fueron tratadas con soluciones decrecientes de etanol, para 
desparafinar y rehidratar los tejidos, e incubadas en solución de citrato (10mM de citrato 
sódico; pH 6,0) durante 3 min a 121ºC para desenmascarar los epítopos. Transcurrido este 
tiempo, fueron incubadas con solución de bloqueo (PBS 1x con 10% de suero de cabra, 2% de 
BSA y bloqueo contra la fracción constante de inmunoglobulinas de ratón (Fc)) durante 60 
minutos. Finalmente, fueron incubadas en solución de incubación (PBS 1x con 10% de suero 
de cabra, 2% de BSA) con los anticuerpos primarios durante toda la noche (Tabla 6). Para 
la inmunohistoquímica (IHQ), las secciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-
Ki67, y posteriormente con un anticuerpo secundario biotinilado. La detección del color de 
la IHQ se realizó con DAB (Vector Laboratories) durante 10 minutos como tiempo máximo. 
Posteriormente, las secciones fueron contrateñidas con hematoxilina, nuevamente deshidratas 
y montadas con DPX (CasaÁlvarez, 10-8500). La especificidad de los anticuerpos fue 
comprobada en cada experimento usando controles negativos por sustitución del anticuerpo 
primario con su correspondiente IgG inespecífica. Las imágenes fueron adquiridas usando un 
microscopio Leica DM2500 con objetivos de 20x y 40x HCX PL Fluotar y usando el programa 
Leica Application Suite V3.5.0. 

En el caso de las inmunofluorescencias (IF), los anticuerpos secundarios que se 
utilizaron se muestran en la Tabla 6. El análisis de apoptosis se llevó a cabo mediante tinción  
con ApopTag (TdT enzyme kit). Las muestras de IF fueron montadas con DAPI (1:1000) 
en medio de montaje Citifluor AF4 (Aname, 17973) y las imágenes (1024 x 1024 pixeles o 
2048x2048, 8-bits o 16-bits) fueron adquiridas a temperatura ambiente con un microscopio 
confocal invertido Nikon A1R, usando el programa Nikon-NIS-Elements, o un microscopio 
Zeiss LSM 700, usando el programa ZEN. Las imágenes se analizaron en el programa ImageJ 
y se procesaron para presentación con Adobe Illustrator.
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10.3.   Detección directa de fluorescencia en experimentos de permeabilidad

Las muestras procedentes de los experimentos de permeabilidad in vivo fueron 
procesadas en fresco en OCT, como se indica en el apartado 10.1, y cortadas en secciones de 
7µm con un criostato Leica CM1950. Las muestras fueron montadas con medio de montaje 
Citifluor AF4 (Aname, 17973) y la fluorescencia se detectó directamente en un microscopio 
confocal invertido (Nikon A1R), con láser de excitación a 555nm y detección de emisión a 500-
610nm para RhodB y láser de excitación a 488nm, con detección de emisión a 505-600nm para 
FITC.

Para la cuantificación de la señal de dextranos acumulados se utilizó el programa 
ImageJ, donde se separaron los canales correspondientes a cada fluoróforo y se cuantificó la 
intensidad de fluorescencia (u.a.) en el área de la pared aórtica previamente seleccionada. Se 
cuantificaron 3 secciones separadas 25µm por cada lesión.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para IF o IHQ y sus diluciones.

10.4.   Tinción de tejido fresco whole mount

Los animales sacrificados fueron perfundidos con suero salino y posteriormente con 
4% de PFA. Las aortas se abrieron longitudinalmente y se inmovilizaron en una placa Petri 
recubierta con gelatina con ayuda de pequeñas agujas. En esa posición fueron fijadas con 
4% PFA durante 24h a 4ºC. El tejido fue permeabilizado y bloqueado durante 1h (PBS 1x 
0,3% Tx-100 con 10% suero de cabra, 2% BSA y bloqueo contra la Fc de ratón). Finalmente, 
fueron incubadas con anti Cd31 durante toda la noche a temperatura ambiente en solución de 
incubación (PBS 1x 0,3% Tx-100 con 10% suero de cabra, 2% BSA). Tras lavar 3 veces con PBS 1x 
se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de hámster 647, Jackson Immunoresearch, 
127‑605‑160) en solución de incubación durante 24 horas a temperatura ambiente.

Anticuerpo Casa comercial Dilución Especie

anti-p-MLC Cell Signaling 1/100 Conejo policlonal

anti-SMA-Cy3 Sigma-Aldrich 1/300 Ratón monoclonal

anti-Cd31 Abcam 1/50 Conejo policlonal

anti-Cd31 Millipore 1/100 Hamster policlonal

Anti-Ki67 Millipore 1/200 Conejo policlonal

anti-IgG Hamster 647 Jackson 1/500 Cabra

anti-IgG Conejo 647 Thermo Fisher 1/500 Cabra
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10.5. Tinciones de tejidos con colorantes

10.5.1.   Tricrómico de Masson (T. Masson)

Las secciones de aorta embebidas en parafina fueron desparafinadas antes de la 
tinción. Se utilizaron cuatro colorantes siguiendo las instrucciones del kit (Merck, 100485): 
Hematoxilina de Weigert (5 min, azul, tinción de núcleos), Azofloxina (10-12 min, rojo, tinción 
de citoplasma y músculo), ácido fosfovolfrámico (1 min, naranja, eritrocitos), verde luz (7 min, 
verde, tejido conectivo colágeno). Las secciones fueron nuevamente deshidratas y montadas 
con DPX.

10.5.2.   Hematoxilina y Eosina (HE)

Las secciones tisulares desparafinadas fueron teñidas según las instrucciones del 
fabricante (Sigma Aldrich, HT1079) con hematoxilina de Harris durante 3 min, lavadas dos 
veces en agua destilada e incubadas con eosina (95% de etanol, 5% de eosina) durante 5 
minutos. Las secciones fueron nuevamente deshidratas y montadas con DPX.

10.5.3. Elásticas de Van Gieson (EVG)

Las secciones desparafinadas fueron teñidas usando el kit (Sigma Aldrich, HT25A) con 
Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos, lavadas en agua destilada e incubadas con la 
solución de Van Gieson (Fucsina acida y acido pícrico) durante 30-60 segundos. Las secciones 
fueron nuevamente deshidratas y montadas con DPX.

11.   Extracción de ácidos nucleicos y PCR cuantitativa

Los extractos de ARN total de células se lisaron utilizando el reactivo Tripure (Roche, 
1667165001). Para los extractos de ARN de tejido, estos se congelaron en nitrógeno líquido y 
se trituraron con ayuda de un mortero. El polvo se disolvió en Tripure y se disgregó con el 
equipo MagNALyser (Roche). Una vez obtenidos los lisados, se continuó la extracción acorde 
con las instrucciones de fabricante para el reactivo Tripure. La cantidad de ARN obtenida 
fue cuantificada en el Nanodrop y 2μg de ARN fueron sometidos a transcripción reversa a 
37ºC durante 50 min en una reacción de 20µl de volumen que contenía: 200 unidades de la 
transcriptasa reversa MML-V (MMLV Moloney murine leucemia virus, Promega, #9PIM170), 
100ng de oligonucleótidos aleatorios y 40 unidades de inhibidor de ARNasas (Life Technologies). 
La PCR cuantitativa a tiempo real se llevó a cabo con 50ng de ADNc utilizando el sistema 
de análisis de expresión génica SYBR Green (Applied Biosystems, 43-091-55) y siguiendo las 
instrucciones de la casa comercial, usando el termociclador ABI Prism 7900 Sequence Detection 
System (Applied Biosystems). Los oligonucleótidos utilizados se indican en la Tabla 7. Como 
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controles internos se utilizaron los genes Gapdh y Hprt. La cantidad de ARNm de las muestras 
fue normalizada con un control interno y con el control del experimento y estimada por el 
método de cuantificación relativa de 2-∆CT.

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para PCR cuantitativa.

12.   Ensayo de secuenciación de ARN para identificación de genes 
diferencialmente expresados (GDE) por RNAseq

Las aortas fueron extraídas y se eliminó la grasa perivascular y la capa adventicia tanto 
como fue posible con unas pinzas quirúrgicas. El ARN total fue extraído con Tripure y se limpió 
de residuos y solventes mediante el kit de limpieza de ARN RNeasy MinElute Cleanup Kit 
(QIAGEN, 74204). La calidad y limpieza del ARN se analizó mediante absorbancia en Nanodrop 
y mediante Bioanalyzer (Agilent Bioanalyzer RNA NanoChip). Sólo se utilizaron muestras 
con relaciones de absorbancia 260/280 > 2,0; 230/260 en un rango entre 2,0-2,2 y muestras con 
RIN (RNA Integrity number- Bioanalyzer) mayores de 7. De cada muestra se reservaron 2µg para 

Nombre Secuencia Gen diana
Acta2 Fw GTGACCACAGCTGAACGTG Acta2

Acta2 Rv CCAGGGAGGAGGAAGAGG  Acta2

Myh11 Fw GCCAATATTGAAACATATCTTCTGG Myh11

Myh11 Rv CGGCGAGCAGGTAGTAGAAG Myh11

Cnn1 Fw AACTTCATGGATGGCCTCAAA Cnn1

Cnn1 Rv ACCCGGCTGCAGCTTGT Cnn1

Th Fw ACGTCCCCAAGGTTCATC Th

Th Rv TACAGCCCGAGACAAGGA Th

Ddc Fw TAGCTGACTATCTGGATGGCAT Ddc

Ddc Rv GTCCTCGTATGTTTCTGGCTC Ddc

Dbh Fw GAGGCGGCTTCCATGTACG Dbh

Dbh Rv TCCAGGGGGATGTGGTAGG Dbh

Pnmt Fw CAGACCTGAAGCACGCTACAG Pnmt

Pnmt Rv TAGTTGTTGCGGAGATAGGCG Pnmt

Phox2a Fw CTGGAGGCTTCCAATACAGTCC Phox2a

Phox2a Rv GGAACTGCCGAGTAGGGTG Phox2a

Phox2b Fw GGGCTAAGTTTCGCAAGCAG Phox2b

Phox2b Rv CAGTGCTGTCGGGATCAGTG Phox2b

Npy Fw ATGCTAGGTAACAAGCGAATGG Npy

Npy Rv TGTCGCAGAGCGGAGTAGTAT Npy

Hprt Fw GCTGGTGAAAAGGACCTCT Hprt

Hprt Rv CACAGGACTAGAACACCTGC Hprt

Gapdh Fw TGCACCACCAACTGCTTAGC Gapdh

Gapdh Rv GGCATGGACTGTGGTCATGAG Gapdh
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posterior reacción de retro-transcriptasa y validación por PCR cuantitativa. Para el estudio de 
secuenciación, se prepararon muestras mezcla del ARN de tres animales de cada condición, 
por triplicado para cada condición (9 aortas en total por condición). Se analizaron las siguientes 
condiciones: Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- en condiciones basales y Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- 
y EC-Rcan1-/- tras infusión con Ang-II durante 6 horas. Para cada muestra se utilizaron 1,5µg 
de ARN para la conversión a ADNc mediante la reacción de la retro-transcriptasa usando 
oligonucleótidos dT para seleccionar el ARNm. Los ADNc de cadena sencilla generados se 
usaron para generar una librería mediante adaptadores y facilitar su amplificación. Partiendo 
de la librería, los ADNc se secuenciaron según la tecnología Illumina (Illumina Genome 
Analyzer IIx System). La generación de la librería y la secuenciación masiva fueron realizados 
en el CNIC por las unidades técnicas especializadas.

13.   Inmunoprecipitación (IP)

Los cerebros de los ratones Rcan1+/+ o Rcan1-/- fueron extraídos e inmediatamente 
congelados en nitrógeno líquido. Posteriormente, el tejido fue pulverizado con ayuda de un 
mortero, homogenizado y lisado en tampón de lisis (50mM de HEPES pH 7,5; 50mM de NaF; 
2mM de Na3VO4; 30mM de pirofosfato sódico; 150mM de NaCl y 1% de NP-40) suplementado 
con 1mM de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 100µM de benzamidina, 1μg/ml de pepstatina, 
1µg/ml de leupeptina y 1μg/ml de aprotinina. Las CMLVs se lisaron con tampón de lisis a 4°C 
directamente sobre la placa con ayuda de un rascador. La concentración de los extractos de 
proteína fue medida mediante ensayo de Bradford (Biorad, 500001) y posteriormente ajustada 
a 5 mg/ml con tampón de lisis. La inmunoprecipitación se llevó a cabo con el kit Pierce Co-
Immunoprecipitation (Thermo Fisher, 26149). El extracto proteico (5mg) fue sometido a un 
lavado incubándolo 30 minutos a temperatura ambiente con la resina del kit sin anticuerpo. 
Posteriormente se incubó el extracto pre-lavado con 100µl de resina previamente conjugada 
con 1 mg de anticuerpo anti-Rcan1 (Sigma Aldrich, D6694) o anticuerpo control (IgG de conejo, 
Santa Cruz, sc-2027) durante la noche a 4°C. La resina fue lavada 3 veces con el tampón de lisis, 
y otras 5 veces con tampón de lavado (igual al de lisis pero con cantidades decrecientes de NP-
40: 0,5%, 0,1%, 0,05% y 0%). Por último, las proteínas inmunoprecipitadas se eluyeron con el 
tampón de elución del kit. Los datos crudos están disponibles en la base de datos PeptideAtlas 
(http://www.peptideatlas.org/PASS/PASS01228) y en los archivos suplementarios.

14.   Inmunoblot

Las muestras de tejido aórtico fueron congeladas en nitrógeno líquido, guardadas a 
-80ºC, hasta que fueron trituradas con el mortero, lisadas en tampón de lisis (10mM de Tris-HCl 
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pH 7,5; 1% de Triton X-100; 1% de dioxiclorato de sodio; 0,1% de SDS; 150mM de NaCl y 5mM 
de EDTA, suplementado con 1µM de ditiotreitol, 1mM de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 
10mM de Na3VO4, 100µM de benzamidina, 1μg/ml de pepstatina, 1µg/ml de leupeptina y 
1μg/ml de aprotinina, y homogenizadas en un equipo MagNALyser (Roche).

Las células en cultivo fueron despegadas de sus placas, lavadas con PBS 1x frío y 
congeladas a -80ºC antes de ser lisadas con un tampón de lisis: 20mM de HEPES pH 7,6; 
400mM de NaCl; 1mM de EDTA; 3mM de EGTA; 1µM de DTT; 1mM de PMSF; 10mM de 
Na3VO4; 100µM de benzamidina; 1µg/ml de pepstatina; 1µg/ml de aprotinina; 1µg/ml de 
leupeptina y 1% de Triton X-100.

Los lisados celulares y de tejido se incubaron en rotación a 4ºC durante 20 min antes 
de ser centrifugados (16000 rfc) a 4ºC durante 15 min. La fracción soluble (sobrenadante) se 
transfirió a un nuevo tubo y se cuantificó por la técnica de Bradford (Bio Rad). Posteriormente, 
se prepararon las muestras con 30µg de proteína en tampón de carga Laemmli (concentración 
final de 60mM Tris-Cl pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 5% β-mercaptoetanol y 0,01% azul de 
bromofenol) y se incubaron durante 10 min a 100ºC. Los extractos obtenidos se sometieron 
a electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las 
proteínas presentes en estos geles se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante 
la aplicación de un corriente eléctrica continua en presencia del tampón de transferencia 
(Tris 25mM, glicina 192mM, metanol 10%). Las membranas se lavaron con tampón Tris-HCl 
pH 7,5 con detergente Tween 20 al 0,05% (TBS-T) y se incubaron durante 30 min con una 
solución de leche desnatada y deshidratada en polvo al 5% en TBS-T. Tras 3 lavados con 
TBS-T, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios 
preparados en TBS-T suplementado con 2% de BSA y 0,1% de azida sódica. En el caso del 
anticuerpo de Rcan1, el anticuerpo fue preparado en TBS-T con 3% de leche desnatada y 
deshidratada y 0,1% de azida sódica. Tras la incubación con los anticuerpos primarios (Tabla 
8), las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa a dilución 1:5000 (anti-ratón o anti-conejo, Pierce) durante 1h. Por 
último, las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron con el reactivo ECL (Enhanced 
Chemiluminescence, Amersham, 28980926) para detectar las proteínas reconocidas por los 
anticuerpos.

Tabla 8. Anticuerpos utilizados para inmunoblot y sus diluciones.

Anticuerpo Casa comercial Dilución Especie
anti-p-MLC Cell Signaling 1/1000 Conejo policlonal
anti-Rcan1 Sigma-Aldrich 1/1000 Conejo policlonal

anti-β-catenina BD Transduction Laboratories 1/1000 Ratón monoclonal
anti-Gsk-3 β BD Biosciences 1/1000 Ratón monoclonal
anti-Tubulina Sigma-Aldrich 1/40000 Ratón monoclonal
anti-Gapdh Abcam 1/10000 Ratón monoclonal
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En el caso de los inmunoblots procedentes de inmunoprecipitaciones, se utilizó un 25% 
del volumen eluido, al cual se le añadió la cantidad correspondiente de tampón de carga. Se 
utilizó un 2-3% del volumen del extracto inicial (input) para comparar con el inmunoprecipitado.

15.   Análisis proteómico

El análisis proteómico se realizó sobre productos de inmunoprecipitación de extractos 
proteicos de cerebro de ratón. Aproximadamente 1/3 del eluido de la IP fue fraccionado en 
un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), el gel fue teñido 
con azul de Coomassie (0,3% de Coomassie, 40% de metanol, 10% de ácido acético en 
agua) y las bandas del gel recortadas y digeridas con tripsina. La suspensión de péptidos 
obtenidos se separó y analizó mediante cromatografía líquida acoplada a un equipo MALDI-
TOF para la identificación y cuantificación de proteínas178. La identificación de los péptidos 
mediante su valor MS/MS se realizó mediante el método de probabilidad179. La tasa de falsos 
descubrimientos (FDR) se calculó mediante el método de refinamiento y se estableció en 
1% para la identificación de proteínas interactoras específicas180,181. Los datos crudos están 
disponibles en PeptideAtlas (http://www.peptideatlas.org/PASS/PASS01228) y adjuntados 
en el CD como material suplementario. El análisis de los datos fue realizado en colaboración 
con el servicio de proteómica del CNIC.

16.   Análisis estadístico

Para el cálculo de todos los análisis estadísticos se utilizó el software GraphPad Prism7. Los 
datos representados son las medias aritméticas (± el error estándar (s.e.m.)) correspondientes 
a un mínimo de 3 experimentos. El estudio estadístico se realizó mediante el análisis de la 
varianza one-way ANOVA seguido de un post-test de Tukey para los experimentos de más 
de 3 grupos; el análisis de varianza two-way ANOVA seguido de un post-test de Tukey para 
experimentos con más de 2 grupos y más de 2 condiciones o tratamientos o tiempos diferentes; 
o mediante el estudio de t de Student para comparar únicamente dos condiciones; todo ello 
siempre en función de lo más apropiado para los datos. Para los resultados de incidencias 
expresados en tantos por cien, se calculó el p-valor según la distribución Chi cuadrada, 
considerando los números de animales afectados y no afectados y el tamaño total de la 
muestra, según recomendado anteriormente182. Para los estudios de cuantificación del área de 
la hemorragia, se consideró cada HIM como evento separado para cuantificar el área en cada 
caso, incluso en los casos en los que un solo animal presentase varias lesiones. Para los estudios 
de mortalidad representados como curvas de supervivencia, se usó el Test Log-rank o Test de 
Mantel-Cox. Las diferencias se consideraron significativas a partir de p<0,05 (****p<0,0001; 



Materiales y Métodos

72

***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). El asterisco (*) siempre indica comparación con la situación 
control, basal o fenotipo silvestre. Cuando el análisis estadístico se extiende a otros grupos 
se han utilizado otros símbolos: #, comparado con animales SM-Rcan1-/-; &, comparado con 
animales EC-Rcan1-/-; y $, comparado con animales Ubc-Rcan1-/-. Todos los grupos de animales 
usados estaban equilibrados en sexo, edad y peso.
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Generación de ratones modificados genéticamente para la deleción 
inducible de Rcan1

Hasta la fecha, las líneas de ratón deficientes en Rcan1 descritas no permitían el estudio 
en tejidos específicos por separado, ya que se basaban en el bloqueo completo del gen de Rcan1 
en el exón 6, dando como resultado ratones deficientes en ambas isoformas de Rcan1 en todos 
los tejidos y desde el desarrollo. Para hacer nuestro estudio selectivo para las isoformas de 
Rcan1 y para el tipo celular, generamos por primera vez líneas de ratón knockout condicionales 
de tejido e inducibles por tamoxifeno, en tres regiones del locus de Rcan1 mediante el sistema 
Cre-lox166.

1.   Las construcciones genéticas son diseñadas mediante la inserción de sitios 
loxP en el gen diana y la recombinación controlada por ratones que expresan CreERT2 
en tejidos específicos

Para estudiar el papel específico de cada isoforma de Rcan1, generamos ratones 
transgénicos para la deleción inducible de cada isoforma específicamente. Mediante 
recombinación homóloga, flanqueamos los exones 1, 4 y 6 con sitios loxP de reconocimiento por 
la recombinasa Cre (Fig. 16a-16b). La correcta inserción de la construcción génica se validó por 
southern blot para los 3 exones modificados (Fig. 17a-17c). Los ratones con las secuencias loxP 
flanqueando el exón 1, exón 4 o exón 6 se cruzaron en cada caso con ratones transgénicos que 
expresaban la recombinasa Cre fusionada al receptor de estrógenos modificado (CreERT2) para 
restringir su actividad a la inducción con tamoxifeno. Para las 3 modificaciones en el gen de 
Rcan1 se cruzaron con animales que expresaban CreERT2 específicamente en células de músculo 
liso (Myh11CreERT2) o en CEs (Cdh5CreERT2). En el único caso del exón 6, también se utilizó 
el promotor Ubc como control de deleción ubicua inducible (UbcCreERT2). Además, se usaron 
ratones Rosa26-LSL-YFP (R26-YFPLSL) y Rosa26-LSL-Tomato (R26-TomatoLSL) para detectar la 
actividad de la recombinasa Cre, en combinación con ratones Myh11-CreERT2 y Cdh5-CreERT2, 
respectivamente.

a

1 2 3 4 5 6 7

1 4 55 66 77

Rcan1-1 Rcan1-4

1 2 3 4 5 6 7 Rcan1-1loxP

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 5 6 74
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Rcan1loxP

Gen Rcan1

Tránscritos 

b

Figura 16. Esquem del gen Rcan1 destacando 
los exones diana. (a) Diagrama de Rcan1 
mostrando promotores (flechas rojas), exones 
(cajas) y tránscritos. (b) Diagrama de Rcan1 
mostrando los exones diana flanqueados por 
sitios loxP (cajas naranjas).
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Figura 17. La correcta inserción de los transgenes en el locus Rcan1 fue verificada por southern blot. Estrategia e 
imágenes representativas de southern blot para cada exón diana de Rcan1. Las construcciones génicas incluyen sitios 
diana para enzimas de restricción que permite diferenciarlas de la secuencia silvestre por digestión enzimática. 
ADNg fue extraído y digerido con ApaI o BamHI, los fragmentos obtenidos se separaron mediante electroforesis 
y se hibridaron con sondas marcadas radiactivamente. La estrategia fue similar para el Exón1 (a), el Exón4 (b) y el 
Exón6 (c). Los asteriscos indican clones positivos para la inserción del transgén (Tg).

2.   La actividad de la recombinasa Cre induce la deleción en los ratones 
modificados genéticamente

2.1.   CMLVs obtenidas de los ratones modificados genéticamente presentan 
la deleción en el gen Rcan1 mediada por la recombinasa Cre

En primer lugar, y antes de proceder con experimentos con animales, evaluamos la 
capacidad de los sitios loxP introducidos en el gen Rcan1 para recombinar en presencia de 
la recombinasa Cre. Aislamos CMLVs de los animales con los exones 1, 4 o 6 del gen Rcan1 
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flanqueados por sitios loxP, pero carentes del transgén CreERT2, y las infectamos con lentivirus 
codificantes de la recombinasa Cre o de proteína verde fluorescente (GFP). Monitorizamos 
el porcentaje de células transducidas mediante citometría de flujo y observamos que más del 
80% de las células estaban infectadas y expresaban altos niveles de GFP (Fig. 18a-18b). Las 
CMLVs fueron tratadas con Ang-II durante 2 horas para inducir la expresión de la isoforma 
Rcan1-4 y así comprobar su correcta deleción. Se observó que: células procedentes de animales 
con la modificación en el exón 1 (Rcan1-1loxP/loxP) presentaban reducción en la expresión de la 
isoforma Rcan1-1 (Fig. 18c); células procedentes de animales con la modificación en el exón 4 
(Rcan1-4loxP/loxP) presentaban reducción en la expresión de la isoforma Rcan1-4 (Fig. 18d); y 
células procedentes de animales con la modificación en el exón 6 (Rcan1loxP/loxP) presentaban 
reducción en la expresión de las dos isoformas (Fig. 18e).

Figura 18. Las construcciones génicas insertadas en el locus de Rcan1 recombinan específicamente en presencia 
de la recombinasa Cre. (a) Expresión de GFP analizada por citometría de flujo en CMLVs infectadas con vectores 
lentivirales codificantes de GFP (Lv) y no infectadas (N.I.). (b) Imágenes representativas de CMLVs eficientemente 
infectadas en (a). (c-e) Inmunoblots representativos de la expresión de Rcan1 en CMLVs aisladas de animales (c) 
Rcan1-1loxP/loxP (n=2), (d) Rcan1-4loxP/loxP (n=3) y (e) Rcan1loxP/loxP (n=3) e infectadas con lentivirus codificantes de la 
recombinasa Cre (Lv-Cre) o GFP (Lv-Ctr). N.I., no infectado.

2.2.   La deleción en las isoformas de Rcan1 es detectada en músculo liso o 
endotelio tras la administración del inductor tamoxifeno

Para comprobar la localización de la expresión de la recombinasa Cre condicional 
de tejido y su actividad, utilizamos animales “reporters” con una inserción en el locus Rosa26 
(R26) de una proteína fluorescente (YFP o tdTomato) precedida por una región de parada 
(STOP) flanqueada por sitios loxP (LSL), de manera que en condiciones normales la proteína 
fluorescente no se expresa, pero lo hace en presencia de Cre en el núcleo celular. Combinamos el 
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reportero R26-YFPLSL  con la expresión de CreERT2 en músculo liso (Myh11-CreERT2) y el reportero 
R26-TomatoLSL con la expresión de Cre en el endotelio (Cdh5-CreERT2). Tras la administración 
de tamoxifeno, observamos la correspondiente expresión de proteína YFP en las CMLVs, co-
localizando con la expresión de actina de músculo liso (SMA), pero no con la de Cd31, empleado 
como marcaje endotelial (Fig. 19a). De forma correspondiente, detectamos la expresión de 
proteína fluorescente tdTomato en la monocapa endotelial de la aorta, co-localizando con el 
marcador endotelial Cd31, al tiempo que no se detectaba en la zona de la media, caracterizada 
por la auto-fluorescencia de las capas de elastina (Fig. 19b).

Animales de las 7 líneas inducibles generados fueron inyectados con tamoxifeno para 
comprobar la deleción de las isoformas correspondientes en el tejido específico. Todos ellos 
fueron tratados con Ang-II durante 1 día para activar la expresión de la isoforma inducible 
Rcan1‑4. En experimentos de inmunoblot con extractos totales de aorta se confirmó una 
disminución de la expresión de Rcan1-1 en el caso de animales SM-Rcan1-1-/-, de Rcan1-4 en los 
ratones SM-Rcan1-4-/- y de las dos isoformas en el caso de SM-Rcan1-/- (Fig. 19c). La disminución 
de Rcan1 detectada en aortas en estos animales no es total, posiblemente debida a la presencia 
de células endoteliales y de la adventicia. Para el análisis de las líneas condicionales de 
endotelio (EC), se prepararon cultivos celulares enriquecidos en CEs de pulmón mediante el 
uso de bolas magnéticas acopladas al anticuerpo anti-ICAM-2. Las células fueron amplificadas 
en cultivo y posteriormente se estudió la eficiencia de deleción mediante inmunoblot. Se 
consiguió detectar buena disminución en los tres casos: reducción de Rcan1-1 en animales 
EC-Rcan1-1-/-, de Rcan1-4 en EC-Rcan1-4-/- y de ambas isoformas en EC-Rcan1-/- (Fig. 19d). De 
nuevo, la reducción de cada isoforma de Rcan1 no fue total, debido a la dificultad de obtener 
cultivos de CEs completamente puros, sin presencia de otros tipos celulares. El mismo proceso 
fue llevado a cabo con el modelo de deleción inducible y ubicua, donde se utilizaron muestras 
de aorta total. Los resultados obtenidos mostraron que la línea Ubc-Rcan1-/- presentaba una 
ausencia casi total de Rcan1 en aorta (Fig. 19e).

Asimismo, ratones deficientes en Rcan1 fueron analizados en condiciones basales. No 
se observó ningún cambio evidente en el peso corporal (Fig. 20a), frecuencia cardíaca (Fig. 20b) 
y PA (Fig. 20c-20d) de ratones SM-Rcan1-/- y Rcan1+/+. Además, se comparó la morfología de 
la pared vascular aórtica de ratones Rcan1+/+, Rcan1-/-, Ubc-Rcan1-/-, SM-Rcan1-/-, SM-Rcan1-1-/-, 
SM-Rcan1-4-/-, EC-Rcan1-/-, EC-Rcan1-1-/- y EC-Rcan1-4-/- y no se detectaron alteraciones en 
la estructura de la pared, número de capas de elásticas o morfología celular (Fig. 20e). No 
existían datos previos del papel de Rcan1 en la homeostasis basal del vaso, sino únicamente 
en condiciones patológicas82,155. Para estudiar la contribución de Rcan1 al remodelado vascular 
estudiamos dos modelos de patología vascular: (1) modelo de hipertensión por infusión de 
Ang-II y (2) modelo de formación de neoíntima por ligación de carótida.
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Figura 19. Comprobación de la recombinación específica de tejido in vivo. (a) Imágenes representativas de la 
fluorescencia de YFP (verde) y DAPI (azul) e inmunofluorescencia de SMA (rojo) y Cd31 (gris) en secciones aórticas 
de ratones de genotipo silvestre (Wt) y Myh11CreERT2;R26-YFPLSL (n=4 en cada genotipo). Escala, 20 µm. (b) Imágenes 
representativas de la fluorescencia de tdTomato (rojo), elastina (verde) y DAPI (azul) e inmunofluorescencia de 
Cd31 (gris) en secciones aórticas de ratones de genotipo silvestre (Wt) y Cdh5CreERT2;R26-TomatoLSL (n=4 en cada 
genotipo). Escala, 20 µm. (c) Inmunoblots representativos de Rcan1 y tubulina (control de carga) de aortas de 
animales (c) SM-Rcan1-1-/-, SM-Rcan1-4-/- (centro) y SM-Rcan1-/- (derecha); (d) EC-Rcan1-1-/- (izquierda), EC-Rcan1-4-/- 
(centro) y EC-Rcan1-/- (derecha), y (e) Ubc-Rcan1-/-, comparados con animales controles Rcan1+/+. Los inmunoblots son 
representativos de al menos 3 experimentos.

La deleción inducible de Rcan1 en endotelio o musculo 
liso predispone a la formación de lesiones aórticas agudas tras la 
administración de Ang-II

Experimentos anteriores donde se estudió la deleción de Rcan1 mostraron la formación 
de  lesiones hemorrágicas en la aorta tras 1 día de administración de Ang-II (Fig. 21a). El 
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estudio histológico de estas lesiones reveló la presencia de sangre o hemorragias en la 
túnica media de la pared vascular, entre las elásticas y las CMLVs (Fig. 21b). Este fenotipo 
se asimilaba mucho a la patología humana de hematoma intramural (HIM)53,183. En algunos 
casos esporádicos, algunos animales alcanzaron la muerte por DA (Fig. 21c). Para estudiar 
más en profundidad estos eventos, alargamos los tratamientos con Ang-II hasta 7 días para 
determinar su evolución.

Figura 20. La deleción inducida de Rcan1 no produce anomalías cardiovasculares aparentes en animales no 
tratados con Ang-II. (a) Peso corporal (g). (b) Frecuencia cardíaca (lpm, latidos por minuto). PA (c) sistólica y (d) 
diastólica de los ratones de los genotipos indicados. (e) Imágenes representativas de la tinción de Hematoxilina y 
Eosina (HE) de secciones aórticas de los genotipos indicados. Escala, 500 µm. (a-e) Los animales estudiados son 40 
Rcan1+/+, 12 Rcan1-/-, 11 Ubc-Rcan1-/-, 40 SM-Rcan1-/-, 6 SM-Rcan1-1-/-, 6 SM-Rcan1-4-/-, 16 EC-Rcan1-/-, 6 EC-Rcan1-1-/- y 
6 EC-Rcan1-4-/-.
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Animales con deficiencia inducida de Rcan1 en las células de músculo liso (SM‑Rcan1-/-), 
en las endoteliales (EC-Rcan1-/-) o de forma ubicua (Ubc-Rcan1-/-) presentaron eventos de 
muerte por DA en los primeros 7 días de tratamiento con Ang-II, alcanzando cerca del 30% 
de mortalidad en el grupo SM-Rcan1-/-, 35% en Ubc-Rcan1-/- y 20% en animales EC-Rcan1-/-. 
No hubo mortalidad en animales deficientes en Rcan1 de forma constitutiva (Rcan1-/-) y 
hubo 1 caso aislado de 34 (2,9%) en los animales Rcan1+/+ (Fig. 22a). Cerca del 80% de los 
animales con deficiencia inducida de Rcan1 que sobrevivieron al tratamiento de 7 días con 
Ang-II mostraron hemorragias distribuidas a lo largo de la AoAsc, AoTor y AoAbd (Fig. 22b 
y 22c). La incidencia de los HIM se representa según el porcentaje de animales afectados, y su 
distribución se muestra en función de la región donde fueron encontrados (Fig. 22c). Animales 
Rcan1+/+ presentaron lesiones en la AoAsc en un 15% de los casos, coincidiendo con datos 
descritos anteriormente184, pero nunca en AoTor o AoAbd (Fig. 22b-22c). La severidad de los 
HIM fue cuantificada en función del área ocupada por la hemorragia en secciones aórticas. 
Los datos indicaban que la deleción inducible de Rcan1 en el músculo liso y de forma ubicua 
(SM-Rcan1-/- y Ubc-Rcan1-/-) generaba lesiones significativamente más severas que los demás 
genotipos (Fig. 22d-22e), en contraposición con hemorragias leves en animales Rcan1-/- o en la 
AoAsc de ratones Rcan1+/+ (Fig. 22e).

Figura 21. La administración de Ang-II durante 24 horas induce lesiones en la aorta de ratones con deleción 
inducida de Rcan1 en células de músculo liso. (a) Imagen macroscópica representativa de la aorta de un animal 
SM-Rcan1-/- tras 24h de la infusión de Ang-II (1 µg/kg/min). El recuadro amarillo indica la zona de la lesión. Escala, 
1 mm. (b) Imágenes de la tinción con HE de una sección de la región aórtica lesionada indicada en (a). La región 
marcada con el recuadro punteado se muestra a mayor aumento a la derecha. Escalas, 100 µm. (c) Imágenes de la 
aorta de un animal fallecido por disección aórtica. Izquierda, imágenes macroscópicas de las aortas de un animal 
Rcan1+/+ (izquierda) y SM-Rcan1-/- fallecido (derecha), escala de 1 mm. Derecha, imagen de la tinción con HE de una 
sección de la región aórtica diseccionada, escala de 200 µm.

Los resultados mostraron que la ausencia de Rcan1 en músculo liso o en endotelio 
promueve la aparición de lesiones aórticas agudas tras la administración de Ang-II. Sin 
embargo, este resultado es opuesto a los estudios que previamente habían demostrado que 
la ausencia constitutiva de Rcan1 protegía frente al desarrollo de AAA, entre otros modelos 
de patología vascular82,155. Ante estos resultados paradójicos, comparamos el desarrollo de 
HIM en los dos modelos ubicuos de ausencia de Rcan1, constitutivo e inducible. La deleción 
inducida de Rcan1 en animales Ubc-Rcan1-/- presentaba mayor mortalidad, mayor incidencia 
y mayor severidad que su ausencia constitutiva en animales Rcan1-/-. Estos datos ponían de 
manifiesto la importancia de la contribución de Rcan1 a la estabilidad de la pared vascular. 
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Figura 22. La deleción inducida de Rcan1 predispone a la formación de Hematomas Intramurales y Disecciones 
Aórticas letales tras la administración de Ang-II. (a) Curva de supervivencia de animales Rcan1+/+ (n=34), 
SM‑Rcan1-/- (n=20), EC-Rcan1-/- (n=18), Ubc-Rcan1-/- (n=11) y Rcan1-/- (n=17) durante el tratamiento de 7 días con 
Ang-II. Test Log-rank (Mantel-Cox), *p<0,05; **p<0,01 vs Rcan1+/+. (b) Imágenes macroscópicas representativas de 
las lesiones encontradas en los ratones indicados en (a). Escala, 1 mm. (c) Incidencia de HIM distribuida en aorta 
ascendente (AoAsc), aorta torácica descendente (AoTor) y aorta abdominal (AoAbd). Distribución Chi-cuadrada, 
****p<0,0001 vs Rcan1+/+, #p<0,05 vs SM-Rcan1-/-, &p<0,05 vs EC-Rcan1-/-, $p<0,05 vs Ubc-Rcan1-/-. (d) Cuantificación 
del área de sección aórtica ocupada por el HIM. One-way ANOVA, *p<0,05; **p<0,01 vs Rcan1+/+. (e) Imágenes 
representativas de HIM por tinción HE en secciones aórticas de los animales anteriores. Escala, 500 µm.
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Además, indicaban que la deleción inducida de Rcan1 de forma ubicua (Ubc-Rcan1-/-) 
generaba respuestas diferentes a su ausencia constitutiva (Rcan1-/-), sugiriendo la existencia 
de mecanismos compensatorios durante el desarrollo en el caso constitutivo. También, la 
similitud de los fenotipos de los ratones deficientes en Rcan1 en músculo liso o en endotelio 
sugiere un vínculo y comunicación importantes entre estos dos compartimentos celulares, 
donde Rcan1 puede desempeñar un papel transcendental.

1.   La ausencia de las distintas isoformas de Rcan1 en cada uno de los 
compartimentos presenta un fenotipo más leve de HIM en presencia de Ang-II

Habiendo estudiado los efectos de la ausencia total de Rcan1 en endotelio y músculo 
liso, investigamos el papel de cada isoforma en estos mismos compartimentos celulares. Para 
ello, utilizamos ratones SM-Rcan1-1-/-, SM-Rcan1-4-/-, EC-Rcan1-1-/- y EC-Rcan1-4-/- y les tratamos 
con Ang-II, junto con sus controles de deleción total SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-. Los experimentos 
revelaron que, aunque existieron eventos de muerte por DA en casi todos los grupos de 
ausencia de Rcan1, el aumento de la mortalidad no fue significativo en los casos de ausencia 
de una sola isoforma, mientras que si lo fue en los animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- (Fig. 23a). 
No obstante, aunque no existía un aumento significativo de la mortalidad, sí se detectaron 
HIM en las aortas de animales SM-Rcan1-1-/-, SM-Rcan1-4-/-, EC-Rcan1-1-/- y EC-Rcan1-4-/-. Los 
estudios de incidencia mostraron que las lesiones totales son más frecuentes en ausencia de 
las dos isoformas juntas (SM-Rcan1-/- o EC-Rcan1-/-) que cuando solo se elimina una de ellas 
(SM-Rcan1-1-/-, SM-Rcan1-4-/-, EC-Rcan1-1-/- y EC-Rcan1-4-/-) (Fig. 23b). El tamaño y la severidad 
de los HIMs se apreciaban por análisis histológico de secciones aórticas de estos animales 
(Fig. 23c). En términos de severidad o área ocupada por la hemorragia, la deficiencia total de 
Rcan1 también mostraba valores mayores que la ausencia de las isoformas por separado, tanto 
en músculo liso (Fig. 23d) como en endotelio (Fig. 23e). La severidad y tamaño de los HIMs se 
apreciaban también a nivel macroscópico en las aortas de estos ratones (Fig. 23f).

Estos datos sugerían que, en un contexto vascular hipertensivo, no existía una función 
diferencial para las isoformas Rcan1-1 y Rcan1-4. Por el contrario, su deleción conducía a 
fenotipos similares, e incluso aditivos cuando los comparábamos con la ausencia de los dos 
miembros al mismo tiempo. Por ello, en los experimentos posteriores de caracterización del 
fenotipo de HIM nos centramos principalmente en el estudio de la ausencia total de Rcan1 en 
los distintos compartimentos celulares.

Para un análisis histológico más detallado de las lesiones por HIM, se tiñeron secciones 
aórticas con hematoxilina-eosina (HE), tinción de elásticas de Van Gieson (EVG) y Tricrómico 
de Masson (T. Masson) (Fig. 24). Las imágenes obtenidas mostraron que las lesiones eran 
más severas en la regiones de AoTor (Fig. 24b) y AoAbd (Fig. 24c), caracterizándose por una 
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Figura 23. La deleción inducida de una isoforma de Rcan1 predispone a la formación de HIMs con menor 
severidad que la deleción simultánea de las dos isoformas. (a) Curva de supervivencia de los animales indicados 
durante el tratamiento de 7 días con Ang-II. Test Log-rank (Mantel-Cox), *p<0,05; **p<0,01 vs Rcan1+/+. (b) Porcentaje 
de incidencia de HIM en los animales indicados. Distribución Chi-cuadrada, ****p<0,0001; **p<0,01; *p<0,05 vs 
Rcan1+/+. (c) Imágenes representativas de HIM por tinción HE en secciones aórticas de los animales anteriores. 
Escala, 500 µm. (d-e) Cuantificación del área del hematoma en la secciones histológicas de los animales indicados. 
One-way ANOVA, *p<0,05; ***p<0,001 vs Rcan1+/+. (f) Imágenes macroscópicas representativas de las lesiones en los 
animales de los genotipos indicados. Escala, 1 mm. (a-f) Rcan1+/+ (n=34), SM-Rcan1-/- (n=20), SM-Rcan1-1-/- (n=10), 
SM-Rcan1-4-/- (n=16), EC-Rcan1-/- (n=18), EC-Rcan1-1-/- (n=7) y EC-Rcan1-4-/- (n=9).
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acumulación de eritrocitos en la túnica media, entre las láminas elásticas. No se observaba 
aumento de fibrosis (T. Masson), previsiblemente debido a los tiempos tempranos de la 
patología. Se observaba una desorganización de las láminas elásticas (EVG), que es más 
evidente en las lesiones de mayor severidad encontradas en regiones AoTor y AoAbd. En 
muchos casos no sólo existía desorganización sino también rotura de las capas elásticas 
(Fig. 24b-24c).
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Figura 24. Caracterización histológica de los HIMs. Las imágenes muestran secciones de la aorta (a) ascendente, 
(b) torácica y (c) abdominal de ratones Rcan1+/+ y SM-Rcan1-/- teñidas con HE, tinción de elásticas de Van Gieson 
(EVG) y tinción Tricrómica de Masson (T. Masson). Escalas, 200 µm.
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2.   La hipertensión arterial es el inductor de las lesiones aórticas agudas

La experiencia previa con pacientes humanos ha indicado que la presencia de HIMs 
está asociada a la edad avanzada y a la hipertensión60,62. Ang-II tiene un campo de acción 
amplio e interviene en diversos procesos, incluyendo la inducción de hipertensión, pero 
también la formación de fibrosis y activación de la inflamación, entre otros. Por ello decidimos 
comprobar si el fenotipo que encontramos en nuestros animales tras la administración de 
Ang‑II se debía únicamente al aumento de la PA, o si por el contrario Ang-II está participando 
en otros procesos. Para ello llevamos a cabo experimentos complementarios, donde estudiamos 
el efecto que la prevención de la hipertensión inducida por Ang-II o el aumento de PA por 
medios independientes a Ang-II, tenían sobre el desarrollo de HIMs.

2.1.   El tratamiento anti-hipertensivo con amlodipino previene la formación 
de DAs y de HIMs inducida por Ang-II 

Tratamos ratones Rcan1+/+ y SM-Rcan1-/- con Ang-II únicamente, o simultáneamente 
con el hipotensor amlodipino (Amlo)185 mediante mini-bombas de infusión osmótica. El 
tratamiento se mantuvo durante 7 días monitorizando la PA a diferentes tiempos (Fig. 25a). El 
tratamiento con Amlo fue suficiente para prevenir el aumento de la PA inducido por la Ang-II 
(Fig. 25b), previniendo  la formación de HIMs y evitando la muerte por DA, que se observó 
únicamente en animales SM-Rcan1-/- tratados con Ang-II (Fig. 25c). La prevención de los HIM 
se observó en todas las regiones: AoAsc, AoTor y AoAbd (Fig. 25d-25e). El análisis histológico 
de las secciones aórticas de estos animales se utilizó para cuantificar el área ocupada por el 
HIM, mostrando igualmente el gran efecto protector del hipotensor Amlo en este modelo 
(Fig. 25f-25g).

2.2.   El incremento de la PA con fármacos diferentes a la Ang-II genera HIMs 
en los animales con deleción de Rcan1 

De forma similar al experimento de prevención de la hipertensión, usamos animales con 
deleción de Rcan1 en el músculo liso para inducir aumento en la PA mediante un tratamiento 
farmacológico alternativo a la Ang-II. Para ello, se administró Ang-II o L-NAME a animales 
Rcan1+/+ y SM-Rcan1-/-. El tratamiento se hizo durante 7 días monitorizando la PA a diferentes 
tiempos (Fig. 26a). El L-NAME es un inhibidor de la síntesis de NO que tiene como efecto la 
inhibición de la relajación arterial y un aumento de la PA186. El aumento de la PA inducido por 
L-NAME es significativo, alcanzando niveles de PA sistólica cercanos a 140 mmHg, aunque no 
llegan a los niveles alcanzados por el tratamiento con Ang-II (Fig. 26b). El aumento de la PA 
inducido por L-NAME también generó la aparición de lesiones aórticas similares a los HIMs 
producidos por Ang-II (Fig. 26c). La incidencia de estas lesiones, cercana al 60% de los casos, 
era exclusiva de las regiones aórticas descendentes, AoTor y AoAbd (Fig. 26c-26d). 
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Figura 25. La prevención de la hipertensión inducida por Ang-II evita la formación de HIM y DA letales. (a) 
Esquema temporal del abordaje experimental. Flechas negras, administración de tamoxifeno. Puntas de flecha 
roja, mediciones de la PA. Flechas rojas, principio y fin de la administración de amlodipino (6mg/kg/día) y/o 
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Control (tratado con salino, n=3); Ang-II (tratado con Ang-II, n=6) y Ang-II+Amlo (tratamiento conjunto de Ang-II 
y Amlo, n=6). One-way ANOVA, *p<0,05; ***p<0,001 vs Control; ###p<0,001 vs Ang-II. (c) Curva de supervivencia 
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(e) Imágenes macroscópicas representativas de las aortas de los animales de los genotipos y tratamientos indicados. 
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Las secciones aórticas de estas lesiones mostraban un fenotipo muy parecido al visto 
anteriormente con Ang-II (Fig. 26e). La cuantificación del área ocupada por la hemorragia 
mostraba que, aunque la severidad era mayor tras el tratamiento con Ang-II, la administración 
de L-NAME indujo en animales SM-Rcan1-/- lesiones significativamente más grandes que en 
ratones Rcan1+/+ (Fig. 26f).

Estos datos sugerían que, lejos de ser un efecto estrictamente ligado a la estimulación 
con Ang-II, la formación de los HIMs parecía ser dependiente del aumento de la PA per se. 
Considerando esta hipótesis, cabría esperar que la pared arterial de ratones SM-Rcan1-/- (y 
posiblemente también de Ubc-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-) se encontrase inicialmente comprometida 
por la ausencia de Rcan1, y fuera el estrés hipertensivo quien desencadenase la aparición de los 
signos clínicos como acumulación de sangre, el HIM, DA y muerte encontrados posteriormente.

3.   Los HIMs evolucionan a AAA en animales deficientes en Rcan1 tratados 
con Ang-II durante 28 días

En los apartados 1 y 2 hemos visto que la infusión con Ang-II puede causar 
lesiones agudas en la aorta, que en animales silvestres afecta únicamente a la AoAsc de 
aproximadamente un 15% de la población, como también había sido descrito anteriormente184. 
Rateri et al. mostró que los HIMs observados a tiempos tempranos de tratamiento con Ang-II 
(5-7 días) no se mantenían en el tiempo, si no que se veían resueltos a tiempos más largos de 
tratamiento (28 días)184. Por otro lado, datos en pacientes humanos indicaban que los HIMs 
podrían desembocar en el tiempo en la formación de aneurismas187. Para caracterizar mejor 
la patología aórtica observada en ausencia de Rcan1, decidimos estudiar la evolución de los 
HIMs tras 28 días de administración de Ang-II. La AoAsc y AoAbd de animales SM-Rcan1-/-, 
EC-Rcan1-/-, Ubc-Rcan1-/-, Rcan1-/- y Rcan1+/+ fueron monitorizadas por ultrasonidos a lo largo 
del tratamiento. Las medidas aórticas tomadas a tiempo inicial y final no revelaban diferencias 
en el diámetro de la AoAsc de los distintos genotipos (Fig. 27a-27b). En cuanto a la AoAbd, el 
diámetro a tiempo final de tratamiento era significativamente mayor en animales SM-Rcan1-/-, 
EC-Rcan1-/- y Ubc-Rcan1-/-, quienes alcanzaron diámetros aórticos abdominales superiores a 
1,5mm (Fig. 27a y 27c). En contra, no se observó dilatación en la AoAbd de animales Rcan1-/- 
o Rcan1+/+. Los diámetros encontrados suponen en algunos casos un aumento de más de 1,5 
veces el diámetro inicial en condiciones basales, y por lo tanto son considerados AAA188,189. Para 
mejor comprensión de los datos, realizamos una clasificación atendiendo al diámetro (d) de 
AoAbd, donde consideramos como normales las aortas con d<1,2mm; aquellas comprendidas 
entre 1,2mm<d<1,5mm las consideramos  con dilatación moderada, pero no AAA; y las de 
d>1,5mm como AAA (Fig. 27d). Según estos criterios, la incidencia total de AAA es del 65% 
para la deleción en músculo liso y del 60% para la deleción en el endotelio o de forma ubicua. 
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Figura 27. Los HIMs formados en ratones con deficiencia inducida de Rcan1 evolucionan hasta formar AAA. 
(a) Imágenes representativas de la AoAsc (paneles superiores) y de la AoAbd (paneles inferiores) visualizadas 
mediante ecografía por ultrasonidos en ratones de los genotipos indicados. Las líneas amarillas delimitan el borde 
de la aorta y las líneas azules el diámetro. (b-c) Cuantificación del diámetro máximo de la (b) la AoAsc y (c) la 
AoAbd determinado mediante esta técnica al inicio y al final del experimento (28 días). Diámetros mayores de 
1,5 mm fueron considerados AAA. Two-way ANOVA, ****p<0,0001; ***p<0,001; *p<0,05 vs Rcan1+/+; ####p<0,0001 
vs SM-Rcan1-/-; &&p<0,01 vs EC-Rcan1-/-. (d) Incidencia de dilatación aórtica y formación de AAA en los ratones de los 
genotipos indicados. Las aortas se clasificaron según su diámetro: Normal: d<1,2mm; Dilatada: 1,2mm<d<1,5mm; 
AAA: d>1,5mm. Distribución Chi-cuadrada, ***p<0,001; **p<0,01 vs Rcan1+/+. (e) Imágenes representativas de aortas 
con AAA en ratones de los genotipos indicados tras 28 días de infusión con Ang-II. Escala, 1 mm. (f) Imágenes 
representativas de secciones aórticas teñidas con HE (superior), T. Masson (centro) y EVG (inferior). Escala, 500 µm. 
Rcan1+/+ (n=12), SM-Rcan1-/- (n=12), EC-Rcan1-/- (n=12), Ubc-Rcan1-/- (n=6) y Rcan1-/- (n=6).



Resultados

91

Imágenes representativas de las lesiones encontradas en estos animales mostraban AAA de 
tipo sacular y en algunos casos fusiformes, siempre en la AoAbd en la zona superior a las 
bifurcaciones renales (Fig. 27e). Las lesiones presentadas en la AoAsc tras la administración de 
Ang-II durante 7 días, parecían desaparecer a tiempos posteriores de tratamiento en todos los 
genotipos, ya que no se observa ninguna lesión ascendente tras 28 días de Ang-II (Fig. 27e). Las 
imágenes histológicas de secciones aórticas mostraban el aumento de diámetro aórtico externo 
(Fig. 27f). La formación de AAA iba acompañada no sólo de un aumento del diámetro, sino 
también de fibrosis, como se observaba mediante tinción de Masson. La tinción de elásticas 
EVG mostraba también la desorganización de láminas elásticas (Fig. 27f). Los ratones Rcan1-/- 
presentaron un comportamiento similar al de los Rcan1+/+, con ausencia de dilatación o AAA 
y aspecto normal en imágenes macroscópicas e histológicas (Fig. 27a-27f), corroborando los 
datos publicados anteriormente82,155.

A pesar de nuestros intentos mediante diversos métodos de imagen para identificar 
los HIMs in vivo, no hemos podido detectar las hemorragias en el ratón vivo, lo cual nos ha 
obligado a sacrificarlos para su estudio a tiempo final. Esta dificultad nos ha impedido hacer 
estudios longitudinales de evolución de la patología. En su lugar, todos los experimentos 
realizados con infusión de Ang-II durante 28 días se realizaron siempre en paralelo con 
su grupo control tratado durante 7 días con la misma dosis. Mediante estos experimentos 
hemos comprobado que los ratones tratados durante 7 días seguían mostrando la presencia 
de disecciones letales en la aorta (Fig. 28a), hemorragias distribuidas a lo largo de la aorta 
con incidencias cercanas al 90% (Fig. 28b-28c) y acumulación de sangre en la capa media de 
la arteria (Fig. 28d-28e). Aunque los sujetos estudiados tras 7 y 28 días de tratamiento con 
Ang-II no eran estrictamente los mismos, estos datos sugieren que los HIMs manifestados 
en los primeros 7 días del estímulo hipertensivo son la respuesta aguda y en muchos casos 
letal y que con el tiempo puede evolucionar de forma variable hacia su resolución, como 
ocurre en la AoAsc de los ratones Rcan1+/+; o hacia su cronificación y conversión en aneurisma, 
como ocurre en la AoAbd de los ratones con deleción inducida de Rcan1. Esta complejidad 
en la evolución del fenotipo se asemeja mucho al comportamiento de los HIMs conocidos en 
pacientes humanos, convirtiendo este modelo en un modelo fiel de estudio de los HIMs en 
ratón.
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Figura 28. El tratamiento de 7 días con Ang-II confirma la formación de HIM en paralelo a la evolución hacia 
AAA tras 28 días. (a) Curva de supervivencia y (b) imágenes macroscópicas representativas de las lesiones 
encontradas en animales de los genotipos indicados durante el tratamiento de 7 días con Ang-II. Test Log-rank 
(Mantel-Cox), **p<0,01; ***p<0,001 vs Rcan1+/+. Escala, 1 mm. (c) Incidencia de HIM en estos animales. Distribución 
Chi-cuadrada, ****p<0,0001; ***p<0,001 vs Rcan1+/+, ###p<0,001 vs SM-Rcan1-/-, &p<0,05 vs EC-Rcan1-/-, $p<0,05 vs 
Ubc-Rcan1-/-. (d) Cuantificación del área de sección aórtica ocupada por la sangre en el mismo grupo de animales. 
One-way ANOVA, *p<0,05 vs Rcan1+/+. (e) Imágenes representativas de tinción HE en secciones aórticas de los 
animales anteriores. Escala, 500 µm. Rcan1+/+ (n=31), SM-Rcan1-/- (n=32), EC-Rcan1-/- (n=17), Ubc-Rcan1-/- (n=12) y 
Rcan1-/- (n=17).
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4.   Los pasos iniciales en la formación del HIM sugieren la implicación de 
vasos perivasculares y la alteración de la homeostasis de la pared arterial

4.1.   Tratamientos cortos con Ang-II (6h) generan HIMs incipientes con 
hemorragias en las capas más externas de la túnica media

Habiendo determinado la importancia de la subida repentina de PA en el desarrollo 
del HIM, nos planteamos estudiar los pasos previos e iniciales de su aparición. Para ello, 
administramos Ang-II a ratones Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- durante tiempos cortos 
(6 horas). Este tratamiento fue suficiente para inducir la formación de HIM incipientes en 
la aorta de estos animales (Fig. 29a). Sorprendentemente, el análisis histológico mostró una 
acumulación de la sangre prioritariamente en las capas más externas de la túnica media, es 
decir, cercanas a la adventicia (Fig. 29b), no encontrándose hemorragias incipientes en capas 
próximas al endotelio aórtico. Estas lesiones incipientes afectaron al 80% de los animales SM-
Rcan1-/- y al 40% de los EC-Rcan1-/- (Fig. 29c). 

Figura 29. El HIM se inicia en las capas externas de la lámina media y sin daño aparente en la lámina íntima. 
(a) Imágenes macroscópicas representativas de aortas con hematomas incipientes tras 6 horas de tratamiento con 
Ang-II. El recuadro amarillo discontinuo indica la zona ampliada a la derecha. Escalas, 1 mm. (b) Secciones aórticas 
teñidas con HE representativas de los hematomas incipientes. El recuadro discontinuo señala la zona ampliada 
a la derecha. Escalas, 100 µm. (c) Incidencia de HIM tras 6 horas de tratamiento con Ang-II (1µg/kg/min). Chi-
cuadrada, ****p<0,0001 vs Rcan1+/+. SM-Rcan1-/- (n=16) y EC-Rcan1-/- (n=12) comparados con Rcan1+/+ (n=14). 
(d) Inmunofluorescencia representativa de Cd31 (gris) y fluorescencia de núcleos teñidos con DAPI (azul) en aortas 
en face en condiciones basales (superior) o tras 6 horas de tratamiento con Ang-II (1µg/kg/min) (inferior). Escala, 
20 µm. (e) Inmunofluorescencia representativa de Cd31 (verde), SMA (rosa) y fluorescencia de núcleos teñidos con 
DAPI (azul) en secciones aórticas transversales en condiciones basales (superior) o tras 6 horas de tratamiento con 
Ang-II (inferior). Escala, 50 µm.
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Las imágenes histológicas sugerían que la sangre no procedía del lumen principal de la 
aorta, y mostraban que la capa endotelial no estaba dañada. Las tinciones con Cd31 mostraron 
la integridad de la capa endotelial en las aortas de estos animales en condiciones basales y 
tras la administración de Ang-II durante 6 horas (Fig. 29d-29e). Estas tinciones se realizaron 
para estudiar el endotelio tanto en un plano longitudinal, mediante aortas en face (Fig. 29d), 
como mediante planos transversales en cortes histológicos (Fig. 29e). Estos datos nos indicaron 
por un lado que la integridad del endotelio no se encontraba comprometida en los ratones 
estudiados, y por otro sugerían que la hemorragia en los HIM incipientes pudiera proceder 
de vasos perivasculares cercanos a la adventicia o del vasa vasorum, aunque su existencia es 
controvertida. Estos datos apuntaban a un origen perivascular de la hemorragia. 

4.2.   La deleción inducible de Rcan1 aumenta la permeabilidad vascular en 
aorta

Para comprobar el origen de la sangre en los HIMs, se llevaron a cabo experimentos 
de permeabilidad in vivo. Tratamos ratones SM-Rcan1-/-, EC-Rcan1-/- y Rcan1+/+ con Ang-II 
durante 6 horas y posteriormente les inyectamos por vía intravenosa una solución con 
dextranos de 10 kDa y 70 kDa conjugados con los fluoróforos RhodB y FICT, respectivamente. 
Analizamos los tejidos de estos ratones mediante microscopía confocal para detectar las 
moléculas fluorescentes. Las secciones transversales de aorta de los ratones SM-Rcan1-/- y 
EC-Rcan1-/- mostraron una clara acumulación de dextranos, lo que podría sugerir un aumento 
de la permeabilidad vascular. En concordancia con la localización de las hemorragias, la 
acumulación de los dextranos se localizó preferentemente en las regiones de las capas de 
la túnica media más externas o cercanas a la adventicia. En estas mismas secciones donde 
detectamos la permeabilización de los dextranos, se comprobamos en paralelo  la integridad 
del endotelio mediante inmunofluorescencia de Cd31 (Fig. 30a). La cuantificación de la señal 
fluorescente procedente de los dextranos de ambos tamaños mostró un aumento significativo 
de la permeabilidad en animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- (Fig. 30b). 

De forma similar, se estudió la permeabilidad en otros tejidos altamente vascularizados, 
como son los pulmones y los riñones. Aunque se detectó la presencia de dextranos en ambos 
tejidos (Fig. 30c), la cuantificación reveló una tendencia al aumento de la permeabilidad en 
ausencia de Rcan1 que no llegó a alcanzar niveles estadísticamente significativos ni en riñones 
(Fig. 30d) ni en pulmones (Fig. 30e). Por otro lado, comprobamos el aumento en la permeabilidad 
vascular in vitro en experimentos con células HUVECs (Fig. 31). HUVECs fueron transfectadas 
con ARNi con dos secuencias diana diferentes para silenciar RCAN1 (Fig. 31a). La ausencia de 
RCAN1 en estas células comprometió la integridad de la monocapa aumentando el paso de 
dextranos marcados a través de ella, indicativo de un aumento en la permeabilidad vascular 
(Fig. 31b).
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Figura 30. La permeabilidad vascular está aumentada en las capas externas de la lámina media en ratones con 
deleción inducida de Rcan1. (a) Imágenes representativas de la acumulación de dextrano conjugado 70kDa-FICT 
(verde) y 10kDa-RhodB (rojo) en ratones Rcan1+/+ (n=10), SM-Rcan1-/- (n=16) y EC-Rcan1-/- (n=12) tratados 6 horas con 
Ang-II. Las aortas fueron teñidas con un anticuerpo anti-Cd31 (gris) y los núcleos con DAPI (azul). Escala, 50 µm. 
(b) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia por acumulación de dextranos (panel superior) 70kDa-FICT 
y (panel inferior) 10kDa-RhodB en secciones aórticas de los mismos ratones. Unidades arbitrarias (u.a.). One-way 
ANOVA, *p<0,05; **p<0,01 vs Rcan1+/+. (c) Imágenes representativas de acumulación de dextranos conjugados 
70kDa-FICT (verde) y 10kDa-RhodB (rojo) en (panel superior) riñones y (panel inferior) pulmones de los mismos 
ratones. Los núcleos teñidos con DAPI (azul). Escala, 50 µm. (d-e) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia 
por acumulación de dextranos en (d) riñones y (e) pulmones de estos mismos ratones.
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Figura 31. El silenciamiento de Rcan1 in vitro aumenta la permeabilidad endotelial. (a) Inmunoblot representativo 
(n=4) de RCAN1 de células HUVEC transfectadas con ARN pequeños de interferencia específicos para RCAN1 
(siRCAN1#1 y siRCAN1#2) comparados con secuencia inespecífica control (siCtr). Tubulina, control de carga. 
(b) Permeabilidad endotelial cuantificada como la fluorescencia (dextrano 70kDa-FITC) que atraviesa la monocapa 
endotelial a los 30 minutos normalizada con siCtr. One-way ANOVA, *p<0,05 vs siCtr. Los datos son la media de 12 
replicados de cada condición en 3 experimentos independientes.

Los resultados de aumento de permeabilidad detectados en la aorta se suman a 
la hipótesis de que la ausencia de Rcan1 produce un desequilibrio en la pared vascular en 
ausencia de Rcan1 que, ante un estímulo hipertensivo, conduce al desarrollo de los HIMs. 
Además, los datos mostrados en este apartado apoyan la hipótesis de que el origen de la 
sangre es perivascular, y que no existe rotura detectable del endotelio de la aorta. No obstante, 
los resultados mostrados no han permitido identificar el origen de la sangre, ya que no hemos 
conseguido detectar vasa vasorum en las aortas de ratón. Los datos tampoco permiten concluir 
que la hemorragia proceda de los vasos de la adventicia.

5.   Alteración de la homeostasis de la pared vascular en ratones con deleción 
de Rcan1: activación de Gsk-3 β y p-MLC

5.1.   La estructura de la pared vascular está comprometida como consecuencia 
de la deleción inducible de Rcan1

El efecto tan patente de los tratamientos cortos de Ang-II en los ratones condicionalmente 
deficientes en Rcan1, sugería que la pared vascular estaba comprometida con anterioridad a 
la infusión de Ang-II. Dado que mediante análisis histológico no encontramos alteraciones 
apreciables en los animales en condiciones basales (Fig. 20e), llevamos a cabo estudios de 
Microscopía Electrónica de Transmisión (MET). Las imágenes obtenidas mostraron aortas 
de ratones Rcan1+/+ y Rcan1-/- con uniones célula-célula y célula-elástica bien organizadas y 
con espacios intercelulares casi inapreciables (Fig. 32a). En contra, el análisis de las aortas 
de ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- mostraba grandes espacios entre las CMLVs y las capas 
de elastina (Fig. 32a). Los espacios intercelulares encontrados en las aortas de animales 
SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- parecían estar ocupados por proteínas fibrilares o de matriz 
extracelular. Sin embargo, tinciones específicas para la detección de colágeno, como la tinción 
de Masson no mostraron aumento de colágeno (Fig. 24), sugiriendo la posibilidad de que esos 
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espacios pudieran estar ocupados por otras proteínas extracelulares. Los grandes espacios 
entre CMLVs y las capas de elastina podrían sugerir pérdida de CMLVs como consecuencia 
de muerte celular. Sin embargo, tinciones específicas para la detección de apoptosis mostraron 
ausencia de células apoptóticas en las aortas de SM-Rcan1-/- y Rcan1+/+ (Fig. 32b). Otra hipótesis 
que explicase la reducción del área ocupada por las CMLVs sería un aumento del estado de 
contracción en estos ratones. Analizamos distintos marcadores de contractilidad en músculo 
liso, no detectando por RT-PCR cuantitativa alteraciones de la actina de músculo liso (Acta2), de 
la cadena pesada de miosina 11 (Myh11) o de calponina (Cnn1) mediante RT-PCR cuantitativa 
(Fig. 32c).

Figura 32. La deleción inducida de Rcan1 altera la ultra-estructura de la pared vascular. (a) Imágenes 
representativas de la ultra-estructura de la pared vascular mediante microscopía electrónica de transmisión 
(MET) de ratones Rcan1+/+ (n=5), SM-Rcan1-/- (n=5), EC-Rcan1-/- (n=6) y Rcan1-/- (n=4). Escala, 2 µm. (b) Imágenes 
representativas de tinción fluorescente de apoptosis (rosa) y de núcleos teñidos con DAPI (azul) en aortas de los 
genotipos indicados (paneles izquierdo y central). El control positivo (Ctr positivo) es una muestra de AAA de 
genotipo silvestre. Escala, 50 µm. (c) Niveles relativos de expresión de ARNm de los genes indicados, determinados 
mediante PCR cuantitativa. Los datos muestran valores obtenidos a partir de ratones individuales (puntos) y la 
media (barra horizontal larga) y s.e.m. (barras horizontales cortas) de 15 ratones Rcan1+/+, 18 ratones SM-Rcan1-/- y 
7 ratones EC-Rcan1-/-.
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5.2.   La deleción de Rcan1 conduce a la fosforilación de la cadena ligera de la 
miosina (p-MLC)

Los datos de MET sobre la ultraestructura de la pared vascular sugerían una alteración 
de las capa de músculo liso, que recordaba a un estado contraído de la lámina muscular. 
Asimismo, encontramos un aumento de la fosforilación de la cadena ligera de la miosina 
(p-MLC), un marcador característico de contractilidad en músculo liso190. Este aumento de 
p-MLC se observaba en aortas de ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- , y no en las de ratones 
Rcan1-/-, que presentaban niveles de p-MLC similares a los animales Rcan1+/+ (Fig. 33a-33b). Una 
activación similar de MLC se encontraba en CMLVs de genotipo Rcan1loxP/loxP transducidas con 
vectores lentivirales codificantes de la expresión de la recombinasa Cre (Lv-Cre) (Fig. 33c-33e). 
Recíprocamente, la sobre-expresión de Rcan1 mediante vectores lentivirales (Lv-Rcan1) tuvo 
un efecto inhibitorio sobre la activación de MLC (Fig. 33e).

Figura 33. La deleción inducida de Rcan1 promueve la fosforilación de la cadena ligera de miosina (p-MLC). (a) 
Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de p-MLC en secciones aórticas de los genotipos indicados. 
p-MLC (rosa), SMA (gris), auto-fluorescencia de elásticas (verde) y núcleos teñidos con DAPI (azul). Rcan1+/+ (n=6), 
SM-Rcan1-/- (n=6), EC-Rcan1-/- (n=6) y Rcan1-/- (n=8).Escala, 20 µm. (b) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia 
de p-MLC en (a). One-way ANOVA, *p<0,05, **p<0,01 vs Rcan1+/+, ##p<0,01 vs SM-Rcan1-/-, &p<0,05 vs EC-Rcan1-/-. 
(c) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de p-MLC en CMLVs en cultivo de genotipo Rcan1loxP/loxP 

transducidas con vectores lentivirales codificantes de la recombinasa Cre (Lv-Cre). p-MLC (rosa), SMA (gris) y 
núcleos teñidos con DAPI (azul). Escala, 20 µm. (d) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de p-MLC en 
(c). T-test, ***p<0,001 vs Lv-Ctr. Los datos son la media+s.e.m de 8 replicados de cada condición distribuidos en 3 
experimentos independientes. (e) Inmunoblots representativos (n=3) de p-MLC, Rcan1 y Gapdh (control de carga) 
en CMLVs de animales Rcan1loxP/loxP transducidas con vectores lentivirales codificantes de Cre (Lv-Cre), Rcan1 
(Lv-Rcan1) o GFP como vector control (Lv-Ctr).
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5.3.   La activación de MLC está mediada por Gsk-3 β

El mecanismo por el que la deficiencia de Rcan1 conduce a la de inducción de p-MLC fue 
analizado más en profundidad in vitro. Para ello, se llevó a cabo una estrategia de identificación 
de posibles interactores de Rcan1 que pudieran formar parte de las rutas de señalización 
implicadas. Inicialmente, usamos extractos proteicos de cerebro de animales Rcan1+/+ y Rcan1-/- 
que inmunoprecipitamos con anticuerpo anti-Rcan1. Analizamos estos inmunoprecipitados 
mediante espectrometría de masas para identificar el interactoma de Rcan1. Las proteínas 
identificadas como interactores potenciales fueron posteriormente validadas por inmunoblot 
(Fig. 34a).

Figura 34. La deleción inducida de Rcan1 activa MLC a través de Gsk-3 β. (a) Diseño experimental. 
Inmunoprecipitación de extractos proteicos de cerebro de ratones Rcan1+/+ y Rcan1-/- con anticuerpo anti-Rcan1 
e identificación de interactores por espectrometría de masas y cuantificación por conteo espectral. (b) Proteínas 
enriquecidas significativamente (T-test, p<0,05) identificadas en inmunoprecipitado de Rcan1+/+ respecto a Rcan1-/- 
ordenadas de mayor a menor enriquecimiento en 3 experimentos independientes. (c) Inmunoblot representativo 
(n=4) de Gsk-3 β y Rcan1 de extractos de CMLVs inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-Rcan1 (IP Rcan1) o 
con un anticuerpo control (IP IgG) comparado con el extracto inicial (Input). (d) Inmunoblot representativo (n=3) de 
p-MLC, β-catenina y tubulina (control de carga) de extractos de aortas de ratones Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-. 
(e) Imágenes representativas (n=3) de inmunofluorescencia p-MLC (gris) y núcleos teñidos con DAPI (azul) de 
CMLVs de genotipo Rcan1loxP/loxP transducidas con vectores lentivirales codificantes de Cre (Lv-Cre) o virus control 
(Lv-Ctr) y tratadas 2h con los inhibidores de Gsk-3 β: LiCl (50µM) e inhibidor VII (iGsk-3 β, 10µM). Escala, 20 µm. 
(f) Inmunoblot representativo (n=3) de Rcan1, p-MLC, β-catenina y Gapdh de las CMLVs referidas en (e).
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Tabla 9. Proteínas identificadas mediante espectrometría de masas en las inmunoprecipitaciones de Rcan1 
enriquecidas más de 2 veces en lisados de ratones Rcan1+/+ respecto a los de ratones Rcan1-/-. Se indica el p valor 

por análisis estadístico T-test. Datos integrados de 3 experimentos independientes.

Proteína Promedio Rcan1+/+ Promedio Rcan1-/- Veces enriqucido p valor
Hba 4 0 - 0,3383

Rcan1 22 0 50,30 0,0086
Cf211 8 0 37,55 0,0484
Gstm5 2,85 0,22 13,11 0,04
Gsk3a 3,54 0,29 12,28 0,07
Gsk3b 9,72 0,79 12,26 0,01
Hs105 2,71 0,29 9,42 0,03
Tau 2,65 0,29 9,21 0,07
Calm 3,69 0,43 8,49 0,04
Kcy 2,59 0,43 5,97 0,20
Vate1 4,16 0,72 5,76 0,02
Arpc4 3,85 0,87 4,43 0,10
Enog 18,78 4,77 3,94 0,01
Tcpz 3,42 0,87 3,93 0,06
Bach 3,22 0,87 3,71 0,12
Canb1 22,25 6,06 3,67 0,12
Scot1 2,65 0,72 3,67 0,21
1433g 3,79 1,06 3,59 0,00
Cor1a 3,05 1,01 3,01 0,11
Hs90b 3,61 1,30 2,78 0,11
Gdir1 2,61 0,94 2,78 0,09
Aldoc 17,03 6,21 2,74 0,03
Ldha 8,04 2,97 2,71 0,13
Pp2bb 9,93 3,68 2,69 0,08
Ldhb 11,42 4,24 2,69 0,07
Anxa7 2,52 0,94 2,68 0,23
At1b1 3,56 1,37 2,59 0,10
Syn1 11,38 4,40 2,58 0,10
Gdia 10,41 4,12 2,53 0,05
Hs90a 7,98 3,18 2,51 0,25
Gltp 4,17 1,66 2,51 0,18
Pp2ba 31,32 12,51 2,50 0,00
Mdhc 9,61 4,08 2,36 0,11
Idhc 3,07 1,30 2,35 0,28
Stxb1 16,82 7,49 2,25 0,09
Sh3g2 3,81 1,73 2,20 0,13
Caza2 3,30 1,52 2,18 0,19
Kcru 3,91 1,81 2,16 0,23
1433e 3,85 1,80 2,13 0,11
Arpc3 2,75 1,30 2,11 0,42
Cnrp1 2,58 1,23 2,10 0,25
Rssa 2,54 1,23 2,07 0,52
Map1b 4,32 2,09 2,06 0,33
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El análisis proteómico identificó a Gsk-3 β como uno de los principales interactores de 
Rcan1 (Fig. 34b y Tabla9), una interacción que ya había sido descrita en estudios previos118. 
Asimismo,  con anterioridad se  había determinado un papel potencial de Gsk-3 β sobre la ruta 
de RhoA y la activación de MLC191,192. Por ello, validamos la interacción de Rcan1 con Gsk-3 β 
mediante la inmunoprecipitación de Rcan1 en CMLVs (Fig. 34c). Además, detectamos un ligero 
aumento de la actividad de Gsk-3 β en extractos aórticos de ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-, 
donde se observaba una disminución de los niveles de β-catenina, indicativos de un aumento 
en la actividad Gsk-3 β193,194, que correlacionaban con el aumento en los niveles de p-MLC 
(Fig. 34d). Para analizar la implicación de Gsk-3 β en la activación de p-MLC, usamos CMLVs 
de genotipo Rcan1loxP/loxP transducidas con Lv-Cre y las tratamos con inhibidores conocidos de 
Gsk-3 β como el LiCl195 o el inhibidor VII196 (iGsk-3 β). La inhibición farmacológica de Gsk-3 β 
mostró una reducción de los niveles de p-MLC tanto por inmunofluorescencia (Fig. 34e) como 
por inmunoblot (Fig. 34f), previniendo el aumento de p-MLC por deficiencia de Rcan1.

5.4.   La inhibición farmacológica de Rock previene la activación de MLC y la 
formación de HIMs y DAs letales

Los resultados anteriores indicaban que la ausencia de Rcan1 se traduce en un aumento 
de la actividad de Gsk-3 β, que a su vez, podría activar la fosforilación de la MLC. El estado 

de fosforilación de MLC está controlado por un equilibrio entre las quinasas y fosfatasas 
que la regulan, pero sin duda la activación de la ruta de RhoA juega un papel esencial en 
su activación85. Mientras que MLC no se ha descrito como diana directa de Gsk-3 β, sí se ha 
sugerido que la posible activación de la ruta de RhoA-Rock por fosforilación esté mediada por 
Gsk-3 β191,192. Por ello decidimos determinar la implicación de RhoA-Rock en la regulación de 
p-MLC en este modelo. El tratamiento de CMLVs con el inhibidor de Rock Fasudil consiguió 
prevenir la activación de la MLC en las células Rcan1loxP/loxP tras la infección con Lv-Cre (Fig. 35a), 
resaltando la importancia del papel de Rock como inductor p-MLC en nuestro modelo. Para 
estudiar el efecto biológico del aumento de p-MLC en las aortas de los ratones deficientes en 
Rcan1, administramos Fasudil a animales Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- dos días antes del 
tratamiento con Ang-II (Fig. 35b). El tratamiento con el inhibidor de Rock previno las muertes 
por DA en ambos casos, mientras que los ratones no tratados presentaron mortalidad similar 
a los experimentos anteriores (Fig. 35c). Además de la prevención de la letalidad inducida 
por AngII, la incidencia de HIM disminuyó drásticamente con el tratamiento con Fasudil en 
ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- tratados con Fasudil (Fig. 35d). A pesar de que sí se detectaron 
HIMs en los ratones tratados con Fasudil, las lesiones eran más pequeñas y significativamente 
menos severas, como se pudo apreciar mediante la observación macroscópica de las aortas 
(Fig. 35e), la cuantificación del área de la hemorragia (Fig. 35f) o el análisis histológico de las 
secciones (Fig. 35g). 
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Figura 35. MLC es mediador de la formación de HIMs y su inhibición con Fasudil previene la letalidad. (a) 
Inmunoblot representativo (n=3) de p-MLC, Rcan1 y tubulina en CMLVs de genotipo Rcan1loxP/loxP transducidas 
con lentivirus codificante de Cre (Lv-Cre) o con lentivirus control (Lv-Ctr) tras 1h de tratamiento con el inhibidor 
de Rock Fasudil (30 µM) (b) Esquema experimental. Las flechas negras indican los tiempos de administración 
de tamoxifeno. Flechas rojas, principio y fin de administración de Ang-II (1µg/kg/min) y Fasudil (1 mg/mL en 
agua de bebida). (c) Curva de supervivencia de ratones de los genotipos y tratamientos indicados, de acuerdo al 
esquema en (b). Salino = Ang-II: Rcan1+/+ (n=7), SM-Rcan1-/- (n=10) y EC-Rcan1-/- (n=7); Fasudil = Fasudil + Ang-II: 
Rcan1+/+ (n=8), SM-Rcan1-/- (n=7) y EC-Rcan1-/- (n=7). Test Log-rank (Mantel-Cox), *p<0,05 vs Rcan1+/+ Ang-II (Salino); 
#p<0,05 vs SM-Rcan1-/-Ang-II (Salino); &p<0,05 vs EC-Rcan1-/-Ang-II (Salino). (d) Incidencia de HIM en estos mismo 
ratones. Distribución Chi-cuadrada, *p<0,05; **p<0,01 vs Rcan1+/+ Ang-II (Fasudil -); ##p<0,01 vs SM-Rcan1-/- Ang-II 
(Fasudil -); &p<0,05 vs EC-Rcan1-/-Ang-II (Fasudil -). (e) Imágenes macroscópicas representativas de los HIMs de los 
ratones en (c-d). Escala, 1 mm. (f) Cuantificación del área ocupada por los HIMs en secciones aórticas de los ratones 
anteriores (media + s.e.m.). Two-way ANOVA, *p<0,05 vs Rcan1+/+Ang-II (Salino); #p<0,05 vs SM-Rcan1-/-Ang‑II 
(Salino); &p<0,05 vs EC-Rcan1-/- AngII (Salino). (g) Imágenes representativas de las secciones aórticas teñidas con 
HE de los ratones anteriores. Escala, 500 µm. (h) Inmunoblot representativo (n=2) de p-MLC y Tubulina en extractos 
aórticos de los ratones en (c-g). (i) PA sistólica (izquierda) y diastólica (derecha) en los ratones y tratamientos 
indicados medida a tiempo inicial (PreAng-II) y al final del experimento (7DíasAng-II).
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El efecto del tratamiento sobre la inhibición de p-MLC se comprobó a tiempo final en 
extractos de aorta total mediante inmunoblot (Fig. 35h). Como dato adicional, el tratamiento 
con Fasudil no tuvo ningún efecto sobre la PA (Fig. 35i), de manera que el efecto preventivo 
sobre los HIMs no se debe en ningún caso a efectos sobre la hipertensión. El efecto preventivo 
del Fasudil sobre las lesiones aórticas en ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- sugiere que el eje 
RhoA-Rock/p-MLC es mediador clave en la formación de HIMs en este modelo.

En su conjunto, todos los resultados incluidos en este apartado indican que la deleción 
inducible de Rcan1 produce cambios en la homeostasis del vaso, con una activación de la 
ruta de Gsk-3 β que a su vez conduce a la fosforilación de MLC mediada por la activación de 
RhoA-Rock. En esta situación, la aorta responde a situaciones de hipertensión desarrollando 
HIMs, que en muchos casos culminan en muerte por DA y en otros se cronifican y progresan 
hacia AAA (Fig. 36).
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Figura 36. Esquema de evolución temporal del fenotipo aórtico y mecanismo molecular propuesto. La ausencia 
inducida de Rcan1 activa la ruta de Gsk-3 β que a su vez induce la fosforilación de MLC, alterando la homeostasis 
de la pared vascular. El aumento de la PA desencadena lesiones en la aorta, desarrollando HIM, que en muchos 
casos culminan en muerte por rotura aórtica, y en otros cronifican en el tiempo hasta generar AAA.
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6.   Los efectos de la deleción de Rcan1 en otros tejidos no aórticos

Uno de los aspectos más sorprendentes del modelo de HIM promovido por la deleción 
de Rcan1 es su gran incidencia y severidad. Considerando las consecuencias de que la deficiencia 
de Rcan1 tiene tanto en músculo liso como en endotelio aórtico, una pregunta interesante que 
nos planteamos es estudiar los efectos de la deleción condicional en otros vasos o en otros 
tejidos enriquecidos en CMLVs o de CEs.

6.1.   No se detectan HIMs en otros tejidos diferentes de la aorta

El fenotipo aórtico tan agudo de los ratones con deficiencia inducida de Rcan1 era 
indicativo de un papel esencial de Rcan1 en el mantenimiento de la homeostasis de la pared 
vascular. Además, la hipótesis de los vasos perivasculares como origen de la hemorragia, 
sugería la implicación de otros vasos de menor calibre en la patología. Sin embargo, el análisis 
de otros tejidos muy vascularizados no mostró HIMs, aneurismas ni indicios de daño vascular 
de otro tipo. En concreto, analizamos pulmones, riñones y cerebros de ratones con HIMs, y 
en ningún caso se observamos hemorragia ni alteración en los vasos de estos tejidos (Fig. 37).

6.2.   La deleción condicional de Rcan1 produce alteraciones en el músculo 
liso del aparato reproductor y urinario masculino

Al margen de los vasos sanguíneos, existen otros tejidos enriquecidos en músculo liso, 
que también son deficientes en Rcan1 en los animales SM-Rcan1-/-. Concretamente, algunos 
animales SM-Rcan1-/- mostraron algunas anomalías en el aparato reprourinario en condiciones 
basales. La mayoría de los machos SM-Rcan1-/- analizados por necropsia presentaron coágulos 
blanquecinos a lo largo de la uretra, que en ocasiones recorrían desde el cuello de la vejiga 
hasta el pene. El análisis histológico de estos animales revelaba coagulaciones de líquido 

Figura 37. Ausencia de lesiones 
vasculares en vasos menores que la 
aorta. Imágenes de secciones teñidas con 
HE de pulmón (izquierda), riñón (centro) 
y cerebro en la zona del parénquima 
(derecha) y en los genotipos indicados 
tras 7 días de tratamiento con Ang-
II. Las puntas de flecha señalan vasos 
sanguíneos de pequeño calibre. Escala, 
100 µm.
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seminal a lo largo de la uretra, desde la uretra peneana, pasando por la zona membranosa de la 
uretra hasta la vejiga (Fig. 38a). El análisis de las vesículas de coagulación parecía indicar que 
estaban hipertrofiadas y sugería déficit en el líquido de coagulación. El análisis histológico de 
los coágulos encontrados indicaba la presencia de células de pequeño tamaño de morfología 
similar a espermatozoides (Fig. 38a). La presencia de coágulos o tapones era significativamente 
más frecuente en la uretra membranosa, próxima a la vejiga, mientras que en la uretra peneana 
aparecían con menor frecuencia (Fig. 38b). El estudio por inmunoblot de la proteína total en 
la vejiga indicaba una reducción en la expresión de Rcan1, como cabía esperar dado su gran 
contenido en músculo liso. Además, algunos de los animales estudiados presentaban una 
inducción de p-MLC en la vejiga (Fig. 38c). Estos resultados sugieren que la ausencia de Rcan1 
juega un papel homeostático en la contractilidad del músculo liso de la vejiga y posiblemente 
también de la uretra. La contracción del músculo liso en el cuello de la vejiga es un mecanismo 
necesario para evitar la eyaculación retrógada197. Es ciertamente aceptado que fallos en este 
mecanismo autónomo de contracción del cuello de la vejiga puede producir la presencia de 
eyaculado en las vías urinarias198. En el caso del ratón, el eyaculado contiene la proteína de 
coagulación, responsable de que se coagule y forme el tapón en la vagina de la hembra. Una 
desregulación en los mecanismos de contracción de músculo liso en las vías repro-urinarias es 
consistente con la presencia de estos coágulos o tapones de material seminal.

Figura 38. Los ratones SM-Rcan1-/- presentan coágulos en la uretra. (a) Imágenes representativas de secciones 
teñidas con HE de la uretra peneana (izquierda) o membranosa (centro) y de las vesículas de coagulación (derecha). 
En el extremo derecho se representan secciones teñidas con HE de coágulo obtenido de la uretra de un animal 
SM-Rcan1-/-. El recuadro punteado en la imagen superior se muestra ampliado en la parte inferior. Escalas, 50 µm. 
(b) Incidencia de coágulo detectado en la uretra membranosa (cercana a la vejiga) o peneana (pene) en los ratones 
Rcan1+/+ (n=8) y SM-Rcan1-/- (n=8). Two-way ANOVA, *p<0,05 vs Rcan1+/+. (c) Inmunoblot representativo (n=2) de 
p-MLC, Rcan1 y Tubulina en extractos proteicos de vejiga de animales Rcan1+/+ y SM-Rcan1-/-.
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Papel de Rcan1 en formación de neoíntima

De forma paralela al modelo de formación de HIM y de AAA por infusión de Ang-II, 
nos planteamos estudiar un segundo modelo de remodelado vascular donde el daño mecánico 
fuese la causa principal. Para ello, realizamos cirugía de ligación de carótida con la que inducir 
la formación de neoíntima en los ratones deficientes en las isoformas de Rcan1 de forma 
inducible y condicional de tejido. En este modelo, los cambios hemodinámicos producidos por 
la ligación generan el daño vascular y la formación de neoíntima76. Experimentos preliminares 
revelaron que la ligación de carótida inducía una formación de neoíntima muy leve, siendo 
difícil apreciar bien la patología. Por ello, combinamos la ligación de carótida con la infusión 
de Ang-II a dosis baja (0,5µg/kg/min) para exacerbar el efecto. Este tratamiento con Ang-II a 
0,5µg/kg/min no aumentó la PA, y tampoco generó lesiones aórticas ni efectos letales.

Figura 39. La ausencia de Rcan1 inhibe la formación de neoíntima. (a) Cuantificación de estenosis de la arteria 
carótida mostrada, a las distancias del nudo indicadas, como porcentaje del lumen ocupado por la neoíntima (media 
+ s.e.m.). Two-way ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs Rcan1+/+. (b) Imágenes representativas de secciones de 
carótidas de (a) teñidas con HE a tiempo al final del experimento. Las líneas amarillas delimitan la neoíntima. 
Escala, 200 µm. (c) Imágenes representativas de inmunohistoquímica de Ki67 (marrón) en secciones de carótida de 
(a) y (b). Escala, 200 µm. Rcan1+/+ (n=16), SM-Rcan1-/- (n=6), EC-Rcan1-/- (n=6) y Rcan1-/- (n=6).
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1.   La ausencia de Rcan1 protege de la formación de neoíntima

Grupos de ratones Rcan1+/+, SM-Rcan1-/-, EC-Rcan1-/- y Rcan1-/- fueron sometidos a cirugía 
de ligación de la carótida izquierda. En el momento de la cirugía, se les implantó una mini-
bomba de infusión osmótica para la administración de Ang-II. Al cabo de 21 días, analizamos 
histológicamente las carótidas. Para la valoración de la estenosis, se cuantifico el área de 
neoíntima como el área contenida entre el endotelio y la lámina elástica interna; y el área del 
lumen si no existiese patología (área delimitada por la lámina elástica interna). El porcentaje 
de estenosis se expresó como porcentaje de oclusión del lumen, o el porcentaje del área inicial 
del lumen que fue ocupado por la neoínima. Los datos mostraron que la deleción de Rcan1 
inducida en músculo liso o endotelio, al igual que su deleción constitutiva, conferían protección 
frente a la formación de neoíntima cuando la comparamos con ratones Rcan1+/+ (Fig. 39a-39b). 
Además, la proliferación de las células que ocupan la neoíntima se veía aumentada en los 
animales Rcan1+/+ (Fig. 39c).

Figura 40. La deleción de una sola isoforma de Rcan1 en endotelio o en músculo liso presenta una tendencia 
protectora frente a la formación de neoíntima. (a) Cuantificación de la estenosis inducida por formación de 
neoíntima en la arteria carótida en ausencia de Rcan1 en el músculo liso. Two-way ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; vs 
Rcan1+/+. #p<0,05; vs SM-Rcan1-/-. (b) Imágenes representativas de tinción HE de secciones de las carótidas ligadas de 
los animales referidos en (a). Escala, 200 µm. (c) Cuantificación de la estenosis inducida por formación de neoíntima 
en la arteria carótida en ausencia de Rcan1 en el endotelio. Two-way ANOVA, ***p<0,001; vs Rcan1+/+. (d) Imágenes 
representativas de tinción HE de secciones de las carótidas ligadas de los animales referidos en (c). Escala, 200 µm. 
Rcan1+/+ (n=16), SM-Rcan1-/- (n=6), SM-Rcan1-1-/- (n=5), SM-Rcan1-4-/- (n=6), EC-Rcan1-/- (n=6), EC-Rcan1-1-/- (n=5) y 
EC-Rcan1-4-/- (n=7).
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2.   La deleción de Rcan1-1 o de Rcan1-4 protege frente a la formación de 
neoíntima

Posteriormente, se realizaron experimentos para comprobar el papel de cada isoforma en 
la formación de neoíntima. Sometimos a cirugía de ligación de carótida a ratones SM-Rcan1-1-/-, 
SM-Rcan1-4-/-, EC-Rcan1-1-/- y EC-Rcan1-4-/- junto con a sus controles de tipo celular SM-Rcan1-/- 
y EC-Rcan1-/- y a ratones Rcan1+/+. De forma análoga al modelo de HIMs, la deleción de cada 
isoforma por separado tuvo un efecto similar que no llegó a ser estadísticamente significativo, 
y que fue inferior a la deleción conjunta de ambas isoformas (Fig. 40). Estos datos se observaban 
en la deleción condicional en músculo liso (Fig. 40a-40b) o en endotelio (Fig. 40c-40d), que en 
ambos casos fue suficiente para conseguir el efecto protector frente a la formación de neoíntima.

Identificación de genes comúnmente regulados en la aorta de 
ratones con deleción inducida de Rcan1 en endotelio y músculo liso

La fuerte similitud entre los fenotipos de las deleciones condicionales en músculo 
liso y en endotelio en los modelos patológicos analizados ha alimentado la hipótesis de la 
existencia de una comunicación importante entre CMLVs y CEs en el contexto de la pared 
arterial dependiente de Rcan1. Para explorar los mecanismos moleculares responsables de tal 
comunicación, nos planteamos realizar estudios de secuenciación de ARNm (RNAseq). Para 
ello, el transcriptoma de aortas de animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- fue comparado con el de 
aortas de animales Rcan1+/+. Se encontraron 298 genes diferencialmente expresados (GDE) en 
el genotipo SM-Rcan1-/- y 435 en EC-Rcan1-/-, de los cuales 128 eran comunes a ambos (Fig. 41a). 
Sorprendentemente, encontramos una activación transcripcional de genes responsables 
de la biosíntesis de catecolaminas: Hidroxilasa de la tirosina (Th, Tyrosine Hydroxylase), 
Descarboxilasa de DOPA (Ddc, DOPA Decarboxylase) o Beta-hidroxilasa de la Dopamina 
(Dbh, Dopamine hydroxylase). Los datos fueron verificados mediante RT-PCR cuantitativa en 
algunos de estos genes (Fig. 41b). Sin embargo, no detectamos una regulación diferencial en 
la traducción a nivel de proteína. Realizamos un análisis de los procesos biológicos asociados 
a los GDE mediante el programa “Ingenuity” (Fig. 41c). Sorprendentemente, más de un 25% 
de los GDE comunes a animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- se identificaban como genes con 
funciones en el sistema nervioso. Un porcentaje importante de estos genes están relacionados 
con funciones de transporte de vesículas, neurotransmisores y mecanismos del citoesqueleto, 
igualmente implicados en la movilización de exosomas y vesículas.
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Independientemente de su asociación con el sistema nervioso, la identificación de estas 
rutas y mecanismos constituyen la base para futuras investigaciones sobre la comunicación 
Rcan1-dependiente entre CMLVs y CEs responsable del equilibrio de la pared vascular.
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Figura 41. La deleción inducida de Rcan1 en músculo liso o endotelio promueve la regulación de genes 
implicados en diversos procesos celulares. Análisis mediante RNAseq de la expresión de ARNm en aortas de 
ratones Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- (3 aortas por cada genotipo por triplicado, empleándose 9 aortas de cada 
genotipo en total). (a) Diagrama de Venn mostrando el número de genes diferencialmente expresados (GDE) en 
aortas de animales SM‑Rcan1-/- (verde) y EC-Rcan1-/- (naranja) respecto a animales silvestres. De todos los GDE, 128 
son comunes a ambas condiciones. (b) Validación mediante PCR cuantitativa de algunos genes identificados como 
GDE con ARNm de aortas Rcan1+/+, SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-. La expresión se normalizó respecto a la expresión 
del gen Hprt. (c) Análisis mediante software Ingenuity (IPA) de los procesos biológicos atribuidos a los GDE, 
representados como el porcentaje de genes en cada grupo o proceso biológico.
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Los ratones con deleción inducible de Rcan1: un modelo 
prometedor que recapitula el HIM en la enfermedad humana

El remodelado de la estructura de la pared vascular es el común denominador de las 
enfermedades vasculares. La alteración de la homeostasis del vaso conduce al desarrollo 
de problemas vasculares, en muchos casos con complicaciones graves, pudiendo llegar a 
provocar incluso la muerte. Los HIMs pueden evolucionar de diversas maneras, bien hacia 
su resolución por reabsorción, o bien hacia complicaciones mayores. Entre estos problemas 
podemos distinguir entre la situación aguda, lo cual implica la DA y la muerte que puede 
causar, o la situación crónica en la cual la aorta sufre una remodelación adicional hasta la 
formación de aneurismas56,57,60,187,199,200. En este estudio presentamos por primera vez un modelo 
en ratón de HIM con alta penetrancia que se asemeja muy fielmente a la enfermedad humana. 
Aproximadamente el 35% de los ratones Ubc-Rcan1-/-, el 30% de los SM-Rcan1-/- y el 20% de 
los EC-Rcan1-/- evolucionan de forma aguda y mueren por ruptura aórtica en los primeros 7 
días de hipertensión sostenida. Los supervivientes, en la mayoría de los casos, progresan a 
largo plazo hacia una dilatación aórtica principalmente abdominal, y aproximadamente el 
60-70% de estos animales desarrollan AAA. No hemos encontrado lesiones a nivel de la aorta 
descendente, abdominal o torácico, en ratones controles de tipo silvestre, ni a tiempos cortos 
de exposición a Ang-II (1-7 días) ni a más largos (28 días). Estos datos ponen de manifiesto la 
importancia Rcan1 en el mantenimiento de la homeostasis del vaso y su papel en la aparición 
de los HIMs inducidos por Ang-II. En este sentido, es importante destacar que, a pesar de que 
ya existían estudios que mostraban formación de aneurismas en la AoAsc de ratones silvestres 
en respuesta a Ang-II201, el modelo de formación de AAA en ratón está típicamente ligado a 
animales hiperlipidémicos: deficientes en la Apolipoproteína E (ApoE-/-)202,203. Por esto, resulta 
tan sorprendente la evolución de estos ratones deficientes en Rcan1 hacia la formación de 
AAA teniendo un genotipo ApoE+/+. Así, la deleción inducible de Rcan1 puede proporcionar 
un importante modelo animal para el estudio de la patología de formación de HIM, y para 
potencialmente trasladar los avances encontrados a pacientes humanos.

Fenotipos causados por la deleción inducible versus la deleción 
constitutiva de Rcan1 

Trabajos previos a este que presentamos habían abordado el papel de Rcan1 en el 
contexto de la remodelación vascular. En contraste con los resultados aquí presentados, Rcan1 
fue descrito inicialmente por nuestro grupo como un mediador del daño vascular, dado que 
su ausencia confería un efecto protector frente al desarrollo de enfermedades cardiovasculares 



Discusión

114

como las relacionadas con formación de neoíntima, el desarrollo de AAA y la formación de 
aterosclerosis82,155. Sin embargo, estos estudios fueron llevados a cabo utilizando ratones knockout 
convencionales para Rcan1, donde su expresión estaba eliminada de forma constitutiva desde el 
desarrollo160,161 (aquí referidos como ratones “constitutivos” o Rcan1-/-). En el presente estudio, 
hemos generado y descrito por primera vez modelos animales modificados genéticamente 
para la deleción de Rcan1 de forma inducible y específica de determinados tipos celulares 
(sistema CreERT2/loxP). Además, hemos desarrollado todos los experimentos en paralelo con 
los ratones con deficiencia constitutiva de Rcan1, encontrando sorprendentes diferencias en el 
comportamiento de ambos modelos animales. Aunque la deleción inducible de Rcan1 causa 
un fenotipo de sensibilidad a la hipertensión y con tendencia a la formación de HIMs, los 
ratones Rcan1-/- se comportaron de forma similar a los ratones control de tipo silvestre. Si bien 
los animales Rcan1-/- presentaron algunas lesiones en la aorta tras 7 días de infusión con Ang-II, 
dichas lesiones fueron menos frecuentes y más leves que en el modelo inducible. Además, los 
ratones constitutivos Rcan1-/- estudiados nunca presentaron DAs letales o formación de AAA 
en respuesta a Ang-II, que si tuvo lugar en los ratones inducibles. Una posible explicación a 
este comportamiento tan diferente es que en el caso del ratón Rcan1-/- constitutivo se produzcan 
mecanismos compensatorios por los que la ausencia de Rcan1 modifique la expresión de 
otros genes que suplan esta carencia durante el desarrollo embrionario y fases neonatales. 
No se encontraron anomalías anatómicas ni estructurales al analizar las aortas de los ratones 
Rcan1-/- mediante TEM, que de hecho presentaban una ultraestructura de la pared vascular 
similar a las aortas de ratones Rcan1+/+. Además, las aortas de los ratones Rcan1-/- no mostraron 
activación de MLC, que si observamos claramente en las aortas de animales SM-Rcan1-/- y 
EC-Rcan1-/-. Teniendo en consideración las diferencias entre estos modelos animales, estos 
resultados recomiendan gran precaución y cautela a la hora de adscribir funciones a los genes 
en base al fenotipo que originan en ratones deficientes, ya que la deficiencia constitutiva o 
inducible de un gen puede rendir resultados diferentes, incluso contrarios, sobre la función 
de un gen determinado. Es importante tener presente las posibles diferencias entre modelos 
constitutivos e inducible, y escoger la aproximación más apropiada. En este caso, consideramos 
que el fenotipo de los ratones generados para la deleción de Rcan1 de forma condicional e 
inducible sería el que refleja el papel de Rcan1 en el remodelado vascular, y que los posibles 
efectos compensatorios que en su ausencia se producirían durante el desarrollo embrionario, 
serían los responsables del comportamiento diferente de los ratones Rcan1-/-.
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Redundancia funcional de Rcan1-1 y Rcan1-4 de origen endotelial 
y de músculo liso en procesos de remodelado vascular

Hasta ahora, los estudios sobre la función de Rcan1 en diferentes contextos fisiológicos 
y patológicos se han basado en la utilización de los ratones knockout constitutivos, donde la 
expresión de ambas isoformas de Rcan1 está bloqueada160. Otros estudios se han basado en la 
sobre-expresión de Rcan1-1 o Rcan1-4 mediante sistemas que no reflejan las condiciones de 
expresión fisiológica128,133. En este trabajo, hemos generado y mostrado por primera vez un 
modelo que permite el estudio de la contribución relativa de cada isoforma in vivo. Este análisis 
ha demostrado que, en los modelos de patología vascular analizados no hay diferencias de 
función entre isoformas; o en otras palabras, no hemos encontrado una función específica de 
isoforma. Concretamente, la ausencia de Rcan1-1 o Rcan1-4 por separado, bien en el músculo 
liso o en el endotelio, muestra efectos similares, ya que en ambos casos se producen HIMs 
en respuesta a Ang-II. Cabe mencionar que tanto la incidencia como la severidad de estos 
HIMs fue ligeramente superior cuando se eliminó Rcan1-1 que cuando se eliminó Rcan1-4, 
independientemente de que se hiciese en endotelio o en músculo liso. Sin embargo, estos 
aumentos no llegaron a ser estadísticamente significativos y siempre fueron menores que los 
que produjo la ausencia conjunta de las dos isoformas. Un efecto similar se observó con el 
modelo de ligación de carótida, donde la ausencia independiente de cada isoforma tendía a 
otorgar un efecto protector de la formación de neoíntima, siendo así mismo la ausencia de 
Rcan1-1 más protectora que la de Rcan1-4. Esta protección, que tampoco fue estadísticamente 
significativa con la deleción de solo una isoforma, si lo fue y tuvo mayor magnitud cuando se 
eliminaron las dos isoformas conjuntamente. El hecho de que la eliminación de Rcan1-1 o la de 
Rcan1-4 de lugar a un fenotipo similar, sugiere que las isoformas tienen funciones redundantes. 
Además, tampoco encontramos un comportamiento diferencial cuando estudiamos la deleción 
de las isoformas en el compartimento endotelial o en el de las células de músculo liso, lo que 
sugiere que además de redundante, la función de las isoformas no es dependiente o selectiva 
de estos tipos celulares. 

Considerando estos datos en su conjunto, podemos concluir que el efecto de la supresión 
inducible de las isoformas de Rcan1 por separado es similar entre ellas, y que su eliminación 
simultánea produce un efecto aditivo en la severidad el fenotipo vascular. No descartamos que 
puedan existir mecanismos compensatorios, y que la ausencia de una isoforma sea compensada 
con un aumento en la expresión de la otra. Este efecto compensatorio no se aprecia en los 
modelos patológicos estudiados, donde la ausencia de cada isoforma por separado da lugar a 
un fenotipo intermedio comparado con la ausencia de ambas isoformas a la vez. Otro aspecto a 
considerar es la posible interacción entre las isoformas Rcan1-1 y Rcan1-4. En casos puntuales 
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hemos observado que la ausencia de Rcan1-1 parece afectar positivamente a la expresión de 
la isoforma Rcan1-4 (Figura 18c). No obstante, los experimentos realizados no nos permiten 
concluir si este aumento de expresión de Rcan1-4 es debido a una compensación por ausencia 
de Rcan1-1, o por posibles interferencias de la construcción genética introducida en el gen de 
Rcan1, como por ejemplo que algún enhancer o región reguladora se haya visto moderadamente 
afectada. En el caso de la deleción de Rcan1-4, no hemos detectado cambios en la expresión de 
Rcan1-1. En cualquier caso, en esta tesis no presentamos suficientes datos como para valorar 
la existencia de mecanismos reguladores de expresión entre isoformas. Además, no hemos 
detectado compensaciones a nivel de fenotipo en ausencia de Rcan1-1 o Rcan1-4, lo que sugiere 
que la posible regulación de la expresión no tendría efectos funcionales. 

La deleción inducible y específica de tejido de Rcan1 presenta un 
gran potencial para su uso en otros contextos patológicos

Aunque hemos presentado aquí un modelo de estudio de Rcan1 en el contexto vascular, 
estos ratones condicionales podrían ser utilizados en cualquier compartimento celular, siempre 
y cuando se disponga del ratón que exprese la recombinasa Cre controlada con un promotor 
de interés y condicional de tejido. Por lo tanto, estos animales podrían servir como una 
potente herramienta para el estudio de Rcan1 en otros órganos y enfermedades. Rcan1 es una 
proteína importante que ha sido estudiada en más detalle en tejidos como sistema nervioso, 
el cerebro o el sistema inmunológico129,145,204-206. Existen evidencias sobre una posible función 
de Rcan1 en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson127,130. Sin 
embargo, al mismo tiempo también hay muchas evidencias sobre un papel de Rcan1 durante 
el desarrollo del cerebro112,161. El uso de modelos knockout constitutivos, en los que la ausencia 
de una proteína pueda influir en la regulación o función de otras proteínas o genes durante 
el desarrollo embrionario, podría impedir o incluso sesgar los resultados obtenidos en edad 
adulta. Los modelos de ratón condicional e inducible para Rcan1 y sus isoformas que hemos 
diseñado podrían ser la clave para resolver muchos de los problemas que se plantean en este 
sentido.

La formación de los HIMs es causada por un aumento de la PA

Los HIMs están, por lo general, estrechamente asociados con la edad y la hipertensión. 
La mayoría de los pacientes diagnosticados con HIM tienen más de 60 años de edad y presentan 
valores altos de PA en el momento del diagnóstico53,57. De hecho, el tratamiento principal de 
pacientes con HIM, cuando no se trata de una emergencia quirúrgica, consiste en controlar los 
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niveles de PA con fármacos bloqueantes de los receptores β adrenérgicos en combinación con 
otros vasodilatadores57,63.

En lo que a Ang-II se refiere, los efectos a nivel vascular y sistémico pueden ser muy 
amplios, y no restringirse únicamente al aumento de la PA, ya que se ha demostrado que 
Ang-II también participa en procesos de remodelado vascular, incluyendo hipertrofia, 
inflamación y fibrosis207-209. Estudios previos han mostrado que la prevención de la hipertensión 
inducida por Ang-II con Amlo, un fármaco alternativo para el tratamiento de la hipertensión, 
protege de la formación de AAA en ratones hipercolesterolémicos210,211.

Nuestros estudios han demostrado que la prevención del aumento de la PA inducida 
por Ang-II mediante tratamiento con Amlo, previene la mortalidad y disminuye la incidencia 
de  HIM. En un abordaje complementario, en el cual se indujo un aumento de la PA con 
agentes diferentes a Ang-II (L-NAME), los ratones SM-Rcan1-/- desarrollaron lesiones aórticas 
fenotípicamente similares a los HIM inducidos por Ang-II. Estas lesiones promovidas por 
L-NAME presentaban menor incidencia y severidad (menor área afectada por el HIM), en 
comparación a las lesiones provocadas por Ang-II. De la misma manera, los niveles de PA 
alcanzados por el tratamiento con Ang-II son superiores, rondando los 160mmHg de PA 
sistólica, frente a un promedio de 140mmHg en los grupos de ratones tratados con L-NAME. 
Esta diferencia en los valores de PA con cada tratamiento podría explicar la diferencia en la 
severidad observada en las lesiones.

El tratamiento con L-NAME induce hipertensión por inhibición de la síntesis de NO 
y, por tanto, por inhibición de la relajación vascular. Si bien es cierto que este mecanismo es 
independiente de Ang-II, no podemos descartar que el aumento de la PA sistémica active 
eventualmente al sistema Renina-Angiotensina. La PA es regulada a nivel sistémico y, por 
lo tanto, cabe suponer que el sistema Renina-Angiotensina endógeno pudiera involucrarse 
en la regulación a medio-largo plazo. En este sentido, nuestros tratamientos se han realizado 
durante periodos relativamente cortos (7 días) y por ello creemos que las lesiones encontradas 
son producto de la hipertensión generada por L-NAME. Además, una hipótesis sería que una 
activación de la Ang-II endógena no alcanzase niveles comparables con la administración 
exógena de Ang-II o de L-NAME, quedando ese posible efecto endógeno enmascarado.

La formación de HIMs en ratones SM-Rcan1-/- tratados tanto con L-NAME como con 
Ang-II, sugiere que la hipertensión juega un papel importante en la generación de los HIMs. 
Estos datos sugieren que la estructura de la pared vascular en ratones SM-Rcan1-/- podría estar 
dañada previamente a la administración de Ang-II y que el aumento de la PA dispararía las 
manifestaciones patológicas de forma aguda. Según esta hipótesis, las arterias de ratones con 
deleción inducida de Rcan1 presentarían una alteración de la homeostasis de la pared vascular 
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y serían más sensibles a la hipertensión. En este sentido, cabe destacar que los individuos con 
Síndrome de Down, que presentan una trisomía en la región cromosómica donde se encuentra 
el gen de RCAN1, tienen unos niveles de PA significativamente más bajos que la población 
general212-214. Estos datos sugieren que RCAN1 podría actuar como regulador negativo del 
aumento de la PA. Sin embargo, nosotros no hemos podido detectar cambios en los niveles de 
PA en nuestros ratones deficientes en Rcan1, tanto en condiciones basales como tras 28 días de 
tratamiento con Ang-II. Es posible que, en caso de la existencia de un mecanismo de regulación 
de la PA, no lo hayamos detectado porque requiera más tiempo. Otra posible explicación es 
que RCAN1 no regule la PA directamente, sino que más bien juegue un papel en la respuesta 
de las arterias a los cambios de PA, como hemos visto en nuestro modelo animal. Así, los 
pacientes con Síndrome de Down y mayor expresión de RCAN1 presentarían cierta resistencia 
al desarrollo de enfermedades vasculares ligadas a la hipertensión. Ciertamente existen 
estudios que reportan una disminución en la formación de placas de ateroma en pacientes con 
Síndrome de Down215-217, pero no hay estudios sobre la incidencia de HIM, DA o aneurisma 
en estos pacientes. En cambio, los estudios anteriores con ratones Rcan1-/- mostraban una 
disminución del desarrollo de aterosclerosis155. Sin embargo, y a la vista del comportamiento 
diferencial entre los modelos constitutivo e inducible de ausencia de Rcan1, no descartamos 
que los resultados de estos experimentos de aterosclerosis estén sujetos a los posibles efectos 
compensatorios de la deleción de Rcan1 en el desarrollo. Por ello, sería interesante estudiar 
si la deleción inducible de Rcan1 produce una exacerbación de las lesiones ateroscleróticas, lo 
que también reforzaría la hipótesis del papel de Rcan1 como regulador de la homeostasis del 
vaso y su respuesta a la hipertensión.

Los HIMs se forman en un estadio incipiente tras 6 horas de 
tratamiento con Ang-II

Uno de los principales problemas para el estudio de los HIMs es que no se dispone 
de muchos datos sobre los mecanismos moleculares que median las etapas iniciales de 
la enfermedad, debido a la dificultad de obtención de muestras en estos estadios. Se han 
realizado estudios para la obtención de perfiles de expresión génica comparando material 
aórtico procedente de pacientes con síndrome aórtico agudo (HIM o DA) y muestras 
procedentes de donantes sanos. Mediante estos datos, se ha tratado de identificar genes 
regulados diferencialmente en las aortas patológicas como mediadores potenciales de la 
enfermedad218-221. Curiosamente, algunos de los genes más diferencialmente expresados 
estaban relacionados con el citoesqueleto y desempeñan funciones tales como la motilidad, 
la adherencia y la producción de la matriz extracelular, entre otros. Sin embargo, estos datos 
provenían de pacientes donde la enfermedad ya estaba establecida.
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Con el objetivo de estudiar los estadios iniciales en la formación de los HIMs, realizamos 
experimentos de estimulación con Ang-II durante un corto tiempo en nuestros ratones 
inducibles SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-. Los animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- desarrollaron 
lesiones incipientes tras sólo 6 horas de tratamiento con Ang-II. Este dato, junto con el papel 
de la hipertensión en la generación de las hemorragias, sugiere que la pared vascular de la 
arteria estaba comprometida con antelación al tratamiento con Ang-II, como consecuencia 
de la deleción de Rcan1. De esta manera, la ausencia de Rcan1, ya sea en el endotelio o en 
el músculo liso, estaría afectando a la homeostasis de la pared aórtica, hasta tal punto que 
la pared arterial no responde normalmente al aumento de la PA. Así, aunque el vaso esté 
comprometido estructuralmente, un estímulo adicional como la hipertensión es necesario para 
la manifestación de los signos clínicos de la patología como es el desarrollo del HIM y DA.

El inicio de la enfermedad tras tiempos cortos de tratamiento con Ang-II correlacionó 
con el aumento de la permeabilidad en los ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- que ya pudimos 
evidenciar tras solo de 6 horas de tratamiento. No se detectó permeabilidad vascular en aortas 
en ausencia de Ang-II, ni en los animales knockout ni en los ratones Rcan1+/+. Estos resultados 
apoyan la idea de que, aunque la homeostasis de la pared arterial esté afectada en ausencia de 
Rcan1, es necesario un estímulo hipertensivo para desencadenar las hemorragias en la pared 
de la aorta.

En resumen, este modelo de HIM nos permite controlar, mediante la administración de 
un estímulo hipertensivo, el tiempo de comienzo de la patología en su fase aguda. Existen otros 
modelos animales que desarrollan HIMs, como la deficiencia en músculo liso de los receptores 
de TGF-β tipo I o tipo II, donde la deleción inducida en edad adulta de estos genes promueve 
la formación de hemorragias en la aorta. En este modelo, que se desarrollan en ausencia de 
Ang‑II, los HIMs se localizan preferentemente en la AoAsc, y en pocos casos aparecen en la 
AoTor o AoAbd78,222. No obstante, estos trabajos no muestran datos sobre la evolución temporal 
de los HIMs y los animales no parecen presentar muerte por DA ni desarrollo de AAA a largo 
plazo. Por ello, nuestro modelo de deleción inducible de Rcan1 y aumento de la PA constituye 
un excelente modelo para estudiar la patología en sus diferentes fases, y concretamente los 
estadios previos y tempranos, a día de hoy más desconocidos.

Origen de la sangre en el modelo de HIM de ratones deficientes 
en Rcan1

Un tema controvertido sobre la formación de los HIMs es la procedencia de la sangre 
contenida en la lámina media. Hay dos principales hipótesis que intentan contestar a la pregunta: 
¿de dónde viene la sangre? Por un lado, algunos estudios apoyan la idea de la existencia de 



Discusión

120

rupturas en el endotelio aórtico que permitiría la entrada del flujo sanguíneo desde el lumen 
hasta llegar a la lámina media. Algunos estudios previos han mostrado imágenes señalando lo 
que parecen desgarros de la íntima en pacientes con HIM, lo que sugiere la rotura del endotelio 
como origen de la hemorragia60,64,199,223. Sin embargo, con estos datos no es posible concluir si 
la ruptura endotelial se produjo antes o después de la formación del HIM, ya que la evolución 
de los HIMs puede llevar a una DA, con la consiguiente rotura endotelial. Por otro lado, la 
segunda hipótesis señala al vasa vasorum como responsable de la acumulación de sangre en la 
pared arterial. Una ruptura del vasa vasorum de la aorta facilitaría la salida de sangre entre las 
capas de la lámina media, sin verse afectado el endotelio aórtico4,56,57,62. Los investigadores que 
apoyan esta postura argumentan a favor de la integridad endotelial en pacientes con HIM. 

En este trabajo hemos estudiado la formación del HIM en los pasos previos e iniciales a 
la aparición de la patología. Los HIMs incipientes formados después de 6 horas de tratamiento 
con Ang-II fueron detectados en regiones cercanas a la capa adventicia en todos los casos. 
Por el contrario, no se detectaron disrupciones del endotelio, como tampoco formación 
de HIMs incipientes en capas cercanas a la lámina íntima. Asimismo, nuestros ensayos de 
permeabilidad realizados con dextranos marcados con fluorescencia mostraban la acumulación 
de la señal de fluorescencia en las capas más externas de la lámina media, es decir en las 
más cercanas a la adventicia. En conjunto, todos los datos obtenidos parecen indicar que, en 
nuestro modelo de deleción de Rcan1 en aorta, la sangre procedería de vasos perivasculares. 
No hemos encontrado presencia de vasa vasorum en el interior de la túnica media en los ratones 
estudiados. Esta es una cuestión controvertida, ya que no hay evidencias en la bibliografía 
consistentes sobre la existencia de vasa vasorum en ratones en condiciones fisiológicas. Algunas 
publicaciones han mostrado la presencia de vasa vasorum en aortas de ratón en modelos de 
aterosclerosis y aneurismas224-227. Una posible explicación podría ser que el tratamiento con 
Ang-II estimulase la formación de vasa vasorum en aortas, que participasen en la formación de 
los HIMs, aunque esta hipótesis es improbable en tiempos tan cortos como son las 6 horas de 
tratamiento. Otra posibilidad es que los pequeños vasos perivasculares, incluidas las arteriolas 
y los capilares pequeños que se encuentran alrededor de la aorta, en la adventicia, respondan a 
la hipertensión inducida por Ang-II y se rompan, explicando el aumento de la permeabilidad 
en esta región. Este hecho, junto con la desregulación de la homeostasis de la capa media, 
explicaría la presencia de sangre en la pared vascular aórtica. En conclusión, nuestros datos 
apoyan un origen externo del sangrado, procedente de pequeños vasos, ya sean vasa vasorum 
no detectado o arteriolas perivasculares.
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Los HIMs se forman en la aorta y no se detectan en otros vasos u 
otros tejidos estudiados

Habiendo considerado la relevancia que podrían tener los vasos más pequeños en la 
formación del HIM, nos hemos planteado la posibilidad de formación de hemorragias en otros 
órganos. Para ello, hemos analizado diversos tejidos en los ratones inducibles SM-Rcan1-/- 
y EC-Rcan1-/-, incluyendo los pulmones, los riñones y el cerebro, tanto en ausencia como 
en presencia de Ang-II. En ningún caso detectamos presencia de hemorragias o de otras 
anomalías de cualquier tipo. En relación a esta exclusividad de la aorta como nicho de los 
HIMs, una posibilidad es que, aunque es probable que el origen de la sangre sean los vasos 
más pequeños, es realmente el remodelado de la estructura de la pared aórtica lo que permite 
al flujo sanguíneo traspasar y quedar retenido en su lámina media. Según esta hipótesis, 
es razonable aceptar una tendencia a aumentar la permeabilidad en otros tejidos como los 
pulmones y los riñones en ausencia de Rcan1, a pesar de que no se detecten hemorragias en 
estos tejidos. Otra explicación, que no sería incompatible con la hipótesis anterior, es que las 
condiciones de hipertensión afecten en mayor grado a las arterias más grandes y más cercanas 
al corazón. En este sentido, la aorta es la arteria más grande del cuerpo y recibe la sangre 
directamente del corazón, lo que explicaría que sea el vaso afectado principalmente.

Por otro lado, el promotor Myh11 se ha mostrado activo no sólo en las CMLVs, 
sino también en otros tipos de músculo liso no vascular167. Estudiamos, en el caso concreto 
de los ratones SM-Rcan1-/-, posibles fenotipos en órganos con alto contenido de músculo 
liso como el esófago o la vejiga. Sorprendentemente, la deleción de Rcan1 en músculo liso 
parecía comprometer la contracción del músculo liso en el aparato reprourinario de machos 
SM-Rcan1-/- en estado basal. Estudios previos han demostrado que la correcta contracción del 
cuello de la vejiga es necesario para evitar una eyaculación retrógrada197,198. Además, a lo largo 
de la uretra también existe músculo liso que facilita el impulso eyaculador197. En el caso de 
nuestro modelo animal, es posible que la ausencia de Rcan1 comprometa la contractilidad 
del músculo liso en la vejiga y la uretra, provocando la retención y coagulación del eyaculado 
en la uretra. Además, las vesículas de coagulación parecen presentar cierta hipertrofia en 
las paredes, al mismo tiempo que una reducción del contenido de líquido de coagulación 
en su interior. Este hallazgo sugiere que las vesículas no retienen el contenido en su interior 
sino que lo expulsan, contribuyendo a la formación de coágulo a lo largo de la uretra. Al 
estudiar marcadores de contractilidad de músculo liso, encontramos variabilidad en el estado 
de fosforilación de la MLC, que en algunos casos parece estar activada. Aunque no podemos 
concluir que un compromiso de la capacidad contráctil sea el único responsable, todos los datos 
indican que puede existir cierta relación entre Rcan1 y p-MLC y la disfunción eyaculatoria.
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La ausencia de Rcan1 genera cambios en la ultraestructura de la 
pared vascular

Todos los datos discutidos hasta el momento han ido mostrando que la deleción 
inducible de Rcan1 genera una alteración en la organización de la pared vascular, posiblemente 
anterior al tratamiento con el agente hipertensivo (Ang-II o L-NAME). Esta hipótesis ha sido 
verificada mediante el estudio de la ultraestructura de la pared aórtica en animales SM-Rcan1-/- 
y EC-Rcan1-/- mediante MET. Las aortas de ratones SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- mostraron un 
incremento de los espacios intercelulares, que en muchos casos parecían estar ocupados por 
estructuras filamentosas y microfibras, indicando la presencia de componentes de matriz 
extracelular. La presencia de espacios entre las células podría deberse a la pérdida de adhesiones 
entre las células y de las CMLVs a las fibras elásticas, lo que podría facilitar la entrada de la 
sangre. Además, las células de la lámina media presentan un fenotipo que recuerda al de 
células contraídas, con núcleos arrugados o plegados, fenotipo que concuerda con la activación 
detectada de la MLC. Teniendo en cuenta todos los resultados de la ultraestructura de la pared 
vascular, todo parece indicar que Rcan1 juega un papel imprescindible, tanto en CEs como en 
CMLVs, en el mantenimiento de la homeostasis de este nicho vascular.

La activación de Gsk-3 β participa en la activación de mediadores 
del remodelado vascular

Para el estudio de los mecanismos moleculares por los que Rcan1 participa en la 
homeostasis de la pared arterial, recurrimos a la bibliografía para estudiar sus principales 
interactores. En concreto, están bien demostradas y aceptadas las interacciones de Rcan1 
con CN, así como de Rcan1 con Gsk-3 β99,193,204. Concretamente, se ha descrito a Rcan1 como 
sustrato de Gsk-3 β, que lo puede fosforilar en las Ser108 y Ser112118. En el presente trabajo, 
hemos detectado la interacción de Rcan1 y Gsk-3 β en CMLVs en condiciones basales, lo 
que resalta la importancia de esta interacción para la función fisiológica de las CMLVs. Sin 
embargo, no había información disponible acerca de efectos de la ausencia de Rcan1 en la 
actividad de Gsk-3 β. En esta tesis, hemos detectado una reducción en el nivel de β-catenina 
en extractos de aorta de animales SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/-. β-catenina, sustrato de Gsk-3 β, es 
fosforilada y posteriormente ubiquitinada para su degradación por el proteasoma. En otros 
sistemas, la fosforilación de β-catenina por Gsk-3 β promueve su translocación al núcleo228. 
Así, la actividad de Gsk-3 β se traduce tanto en una reducción en los niveles de β-catenina 
como en su localización nuclear194. Es posible que la disminución de expresión o la ausencia 
de Rcan1 deje mayor accesibilidad al dominio activo de Gsk-3 β para otros sustratos, actuando 



Discusión

123

como un inhibidor competitivo. Esta hipótesis, que exige validación con experimentos más 
específicos, podría justificar un mecanismo por el cual la deleción de Rcan1, aumentaría la 
actividad de Gsk-3 β.

La ruta de señalización de Gsk-3 β juega un papel importante en un extenso número 
de procesos biológicos. Se han descrito un gran número de sustratos de Gsk-3 β, entre ellos: 
además de β-catenina, que desempeña un papel importante en las uniones de adhesión (adherens 
junctions) epiteliales; Tau también es un sustrato bien caracterizado en el sistema nervioso; 
o NFAT, familia de factores de transcripción inactivados por Gsk-3 β. Más recientemente, 
también se ha demostrado un papel potencialmente activador de Gsk-3 β sobre la vía de 
señalización de RhoA191,192. La activación de la quinasa asociada a Rho (Rock) promueve la 
inducción de p-MLC mediante la inactivación por fosforilación de la fosfatasa Mypt1, la cual 
defosforila específicamente a p-MLC229. Alternativamente, la quinasa de la cadena ligera de 
miosina (Mlck) puede fosforilar directamente a MLC. Nuestros datos revelan que la inhibición 
de Rock inhibe la fosforilación de MLC, sugiriendo que es la principal vía de activación en 
este modelo. De este modo, la deficiencia de Rcan1 aumenta la actividad de Gsk-3 β sobre la 
quinasa Rock, quien a su vez fosforila a MLC85 (Figura 36).  Está bien aceptado que MLC es un 
regulador de contracción en el músculo liso, ya que su activación por fosforilación promueve 
la interacción de la miosina con la actina, permitiendo la contracción190. Es posible que una 
activación exacerbada de MLC genere contracción continuada, alterando la respuesta normal 
del vaso ante aumentos de PA. La activación de MLC ya había sido previamente vinculada a 
procesos patológicos como el cáncer y las metástasis230. También se le ha atribuido un papel 
importante en algunas enfermedades cardiovasculares como la formación de aneurismas36,37,231.

Rcan1 y MLC como dianas terapéuticas y marcadores de 
sensibilidad a la hipertensión

En este estudio hemos demostrado que la inducción de p-MLC es un mediador importante 
en el desarrollo de los HIMs en ratones con deleción de Rcan1. Otros estudios anteriores ya 
sugerían un potencial uso de Fasudil para la prevención de patologías vasculares37,231,232. Por 
ejemplo, se ha visto que Fasudil reduce la incidencia de AAA en un modelo de infusión de 
Ang-II en ratones ApoE-/-37 y la formación de aneurismas cerebrales en ratas231. Asimismo se 
ha estudiado el papel terapéutico de Fasudil en la hipertensión pulmonar232. En esta tesis, 
el tratamiento preventivo con el inhibidor de Rock Fasudil inhibió la fosforilación de la 
cadena ligera de miosina, así como la formación de los HIMs. Estos resultados muestran la 
importancia de la inducción de p-MLC en el desarrollo de la enfermedad. Del mismo modo, 
señalan a los inhibidores de la fosforilación de MLC como una alternativa prometedora para 
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la prevención o tratamiento del SAA. No obstante, al margen de su potencial, en este trabajo 
únicamente hemos analizado su papel preventivo. Por ello, resultaría oportuno realizar más 
estudios donde se administre Fasudil u otros inhibidores de la fosforilación de MLC a lesiones 
ya formadas para testar su papel como tratamiento de la enfermedad.

Por otro lado, este estudio pone de manifiesto el riesgo al que el sistema vascular 
se ve sometido en condiciones de alta PA. Aunque la hipertensión es un factor de riesgo 
establecido, nuestros resultados muestran que es el desencadenante final de los signos clínicos 
de la enfermedad en este modelo. Esto sugiere que, al margen de la predisposición genética a 
sufrir problemas vasculares (como por ejemplo aquí, la reducción de los niveles de Rcan1), el 
SAA se puede evitar o retrasar si se mantienen condiciones de PA estables y fisiológicas. Así, 
la prevención consistiría inicialmente en evitar la hipertensión, especialmente en pacientes 
de mayor edad. Por otro lado, Rcan1 se presenta como un posible marcador de respuesta 
exacerbada ante condiciones de hipertensión. Como ya se ha mencionado, los pacientes de 
Síndrome de Down muestran, respecto a la población general, un aumento de la expresión de 
RCAN1, niveles reducidos de PA213,214 y protección frente al desarrollo de aterosclerosis215-217. En 
este sentido, sería interesante analizar muestras humanas en busca de potenciales mutaciones 
en el gen RCAN1 que alteren sus niveles de expresión o funcionalidad. La identificación de 
mutaciones y el seguimiento en el tiempo de estos pacientes podría ayudar a comprender 
la respuesta a la hipertensión y así comprobar si, efectivamente, alteraciones en niveles de 
RCAN1 conducen a respuestas exacerbadas a la hipertensión arterial. Esto podría convertir a 
RCAN1 en un excelente marcador de riesgo vascular.

La deleción inducida de Rcan1, al igual que la constitutiva, protege 
de la formación de neoíntima

Uno de los principales objetivos en esta tesis era estudiar la contribución de las distintas 
isoformas de Rcan1, en los diferentes compartimentos celulares, en el remodelado vascular 
patológico. La ligación de carótida fue propuesta como modelo de remodelado vascular 
mecánico, ya que la ligación da lugar a cambios hemodinámicos que conducen a la formación 
de la neoíntima y posible obstrucción del lumen76,233. En contraposición, propusimos el modelo 
de infusión de Ang-II previamente discutido como modelo de hipertensión farmacológica. Los 
estudios anteriores que emplearon ratones knockout constitutivos investigaron tanto modelos 
de formación de neoíntima como de desarrollo de AAA, con resultados similares: la ausencia 
de Rcan1 protegía del remodelado vascular patológico en ambos casos82. Considerando el 
fenotipo que muestran los ratones SM-Rcan1-/-, EC-Rcan1-/- y Ubc-Rcan1-/- en el modelo de HIM, 
cabría esperar un remodelado exacerbado por parte de estos ratones en el modelo de formación 
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de neoíntima por ligación de carótida. De manera sorprendente, hemos observado como 
la ausencia inducible de Rcan1 en endotelio y músculo liso, lejos de exacerbar la formación 
de neoíntima, reduce el progreso de la enfermedad. Igualmente sorprendente, aunque 
corroborando datos anteriores, es el comportamiento similar de ratones Rcan1-/- constitutivos 
frente a inducidos en este modelo. Estos resultados ponen de manifiesto que el mecanismo 
responsable de la protección frente a la formación de neoíntima, dependiente de Rcan1, ha de 
ser necesariamente diferente al mecanismo molecular estudiado en los HIM.

La formación de neoíntima es un proceso donde células con fenotipo de miofibroblasto 
contribuyen, mediante proliferación y posible migración, a la oclusión del vaso233. La activación 
de la migración y la proliferación conduce al crecimiento de esa “nueva íntima”, que continúa 
creciendo hasta obstruir el lumen. Si consideramos este proceso simplificado, es posible que el 
fenotipo contráctil por activación de MLC encontrado en las túnica media de aortas de animales 
SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- impida o dificulte la conversión al estado migratorio y proliferativo, 
aquí patológico. Sin embargo, esta hipótesis que podría encajar y explicar los datos obtenidos, 
se encuentra enfrentada con el hecho de que los ratones con deleción inducible se comportan 
de manera diferente en modelos de HIM y de ligación de carótida. Por lo tanto, aunque es una 
hipótesis atractiva, no resulta suficientemente convincente como explicación definitiva.

 De manera más acorde con los datos previos de HIM, hemos comprobado que la 
ausencia de las isoformas por separado presenta un efecto similar y aditivo cuando se eliminan 
ambas a la vez. De forma similar a lo observado con la formación de HIM, la ausencia de 
Rcan1-1, parece presentar un efecto mayor (mayor protección en el caso de la formación de 
neoíntima) que la ausencia de Rcan1-4. Sin embargo, estas pequeñas diferencias no resultan 
significativas según los análisis estadísticos.

Por último, es importante resaltar que los experimentos de ligación de carótida, 
propuestos como un modelo de daño mecánico, están realizados en presencia de bajas dosis de 
Ang-II. Mediante experimentos piloto preliminares observamos que, en ausencia de estímulo, 
la formación de neoíntima era muy pequeña, y por lo tanto los cambios observados más 
difíciles de analizar. Por ello, quisimos aumentar la severidad del proceso estimulando con una 
dosis baja de Ang-II. Aquí cabe destacar que la dosis de Ang-II (0,5µg/g/min) no consiguió 
modificar la PA como tampoco generar lesiones aórticas de ningún tipo ni efectos letales. 
Por lo tanto, aunque el efecto fundamental del modelo sean los cambios hemodinámicos, no 
podemos atribuirle un papel únicamente mecánico.
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Comunicación endotelio-músculo liso en la aorta

Uno de los resultados más intrigantes de los encontrados en este trabajo es la similitud 
de los fenotipos cuando se elimina Rcan1 en el músculo liso o en el endotelio. Aunque ambos 
compartimentos celulares son elementos importantes de la pared vascular, sus funciones y 
propiedades son sustancialmente diferentes. No obstante, ambos tipos celulares comparten 
nicho y, por lo tanto, están en constante interacción. Existen muchas evidencias de los diferentes 
medios de comunicación entre las CEs y las CMLVs en la pared arterial. En primer lugar, ambos 
tipos celulares liberan gran variedad de moléculas al medio extracelular (citoquinas, factores 
de crecimiento, iones, etc.), que son detectadas y recibidas por las células circundantes22,27. 
De forma similar, está ampliamente demostrado que tanto las CEs como las CMLVs pueden 
liberar exosomas y vesículas cargadas con un amplio abanico de moléculas, así como ARNs 
y otros factores metabólicos, que pueden ser a su vez absorbidos por otras células13,234,235. 
Curiosamente, algunos estudios han atribuido a Rcan1 un papel importante en la formación 
y liberación de vesículas157,158, un dato que propone una nueva línea de investigación para 
Rcan1 en el sistema vascular. Por último, existen conexiones físicas entre CEs y CMLVs: las 
uniones mioendoteliales (MEJ)14,15. Las MEJ son proyecciones citoplasmáticas de CEs hacia 
la túnica media, a través de la lámina basal, que contactan con las CMLVs. Las MEJ están 
formadas por uniones de tipo comunicante o Gap junctions, las cuales sufren una regulación 
citoplasmática importante, involucrando la participación directa de canales transmembrana 
que permiten la transferencia de señales eléctricas y químicas entre las células. Otros elementos 
de comunicación, como las moléculas de adhesión celular (CAMs), adherens junctions o tight 
junctions pueden estar presentes entre estos dos tipos de células235. Aunque no hemos estudiado 
esta cuestión en los ratones condicionales de Rcan1, somos partidarios de la existencia de una 
comunicación dependiente de Rcan1 entre CEs-CMLVs. Un claro ejemplo de esta comunicación 
entre CEs y CMLVs se encuentra en los ratones EC-Rcan1-/-, que presentan una clara inducción 
de p-MLC localizada en las CMLVs, aun cuando la deleción de Rcan1 se produce únicamente 
en el endotelio. Este cruce de información molecular (“crosstalk”) entre endotelio y músculo 
liso podría explicar cómo las alteraciones en uno de los compartimentos celulares conducen 
a alteraciones equivalentes en el otro, surgiendo como posible explicación a la similitud en el 
fenotipo cuando Rcan1 es eliminado en el endotelio o músculo liso.

En esta línea, hemos realizado experimentos de transcriptómica para tratar de identificar 
patrones de expresión similares en aortas deficientes en Rcan1 en CEs o en CMLVs. Un análisis 
preliminar de estos experimentos ha revelado datos sorprendentes. Un gran porcentaje de los 
GDE y comunes entre SM-Rcan1-/- y EC-Rcan1-/- responden a funciones del sistema nervioso 
como transporte de vesículas o de neurotransmisores. Si bien es cierto que algunos de estos 
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genes son considerados más abundantes en funciones nerviosas por las bases de datos, algunos 
de ellos no han sido estudiados en la vasculatura. Otras funciones de gran relevancia como 
la señalización celular, el citoesqueleto y la regulación de factores de transcripción aparecen 
también diferencialmente reguladas en estos análisis. Aunque estos datos son preliminares 
y requieren de un profundo estudio, abren la puerta a nuevas vías de investigación sobre la 
función molecular de Rcan1 en los vasos sanguíneos.

Por último, aunque nuestros datos evidencian un papel central de Rcan1 en la pared 
arterial, otros experimentos complementarios serían útiles para resolver algunos aspectos 
controvertidos. En primer lugar, los datos aquí presentados dan pie a estudiar el papel de 
Rcan1 en el desarrollo embrionario. También resultaría interesante inducir la deleción de Rcan1 
por vía alternativas; por ejemplo, podría silenciarse Rcan1 en la pared vascular mediante la 
infección con lentivirus y así validar el fenotipo obtenido con los ratones transgénicos para la 
deleción inducible de Rcan1. Además, nuestros datos evidencian una comunicación molecular 
entre CEs y CMLVs mediada por Rcan1, pero sería necesario un estudio más en profundidad 
para comprender los mecanismos moleculares de este crosstalk; experimentos de co-cultivos 
y medios condicionados podrían ayudar a elucidar posibles vías de comunicación entre estas 
células.
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En este trabajo se demuestra que Rcan1 tiene un  papel central en el mantenimiento de 
la homeostasis de la pared vascular, y se estudia por primera vez la contribución específica 
de sus dos isoformas en el remodelado vascular patológico. De los resultados obtenidos se 
pueden extraer las siguientes conclusiones principales:

1.	 La deleción inducida de Rcan1, bien en músculo liso o en endotelio de ratón, 
predispone a la rápida formación de HIMs y de DAs letales en respuesta al 
tratamiento con Ang-II.

2.	 La formación de HIMs en ratones con deleción inducida de Rcan1 es una 
respuesta dependiente del aumento de la PA.

3.	 Los HIMs formados en ratones con deleción inducida de Rcan1 evolucionan 
hacia la formación de AAA tras tratamientos de 28 días con Ang-II.

4.	 Los HIMs se forman rápidamente tras la aplicación del estímulo hipertensivo 
(6 horas)y en paralelo con un aumento en la permeabilidad vascular.

5.	 En condiciones de ausencia de estímulos hipertensivos, la ultraestructura de 
la pared arterial de los ratones con deleción inducida de Rcan1 está alterada, 
observándose aumentos de los espacios extracelulares, sugerentes de pérdida 
de adhesiones intercelulares y disminución de las uniones entre las CMLVs y las 
fibras elásticas.

6.	 Los HIMs promovidos por la deleción inducida de Rcan1 están mediados por la 
fosforilación de la MLC que es activada por Gsk-3 β y Rock.

7.	 Los ratones modificados genéticamente para la eliminación de Rcan1 presentan 
fenotipos diferentes en los modelos de formación de HIMs y AAA si la deleción 
es inducida o constitutiva. 

8.	 Los ratones con deleción inducida de Rcan1 constituyen un nuevo modelo 
animal de formación de HIMs y de su progresión a AAA de gran potencial para 
el estudio de la patología humana.

9.	 Las funciones de Rcan1-1 y Rcan1-4 son similares en procesos de formación de 
neoíntima o de HIMs.

10.	 Tanto la eliminación inducida de Rcan1 como la constitutiva protege de la 
formación de neoíntima en un modelo múrido de ligación de carótida.
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This thesis demonstrates that Rcan1 has a major role in the maintenance of the aortic 
wall homeostasis. Furthermore, we have explored, for the first time, the specific contribution 
of its isoforms to the pathological vascular wall remodeling. From the results shown herein we 
draw the following conclusions:

1.	 Induced Rcan1 deletion in mice, either in smooth muscle or endothelium, 
predisposes to the rapid formation of IMH and lethal AD upon Ang-II treatment.

2.	 Hypertension mediates Ang-II-induced IMH formation in mice with induced 
Rcan1 deletion.

3.	 Ang-II-elicited IMHs progress to AAA in mice with induced Rcan1 deletion.

4.	 Incipient IMHs are detected as early as 6h after Ang-II infusion and in parallel 
with an increase in aortic permeability.

5.	 In normotensive mice, the induction of Rcan1 deficiency disrupts the vascular 
ultrastructure, as shown by the increase of the intercellular space, which suggests 
loss of smooth muscle cells interactions with elastic fibers.

6.	 IMHs formed in mice with induced Rcan1 deletion require MLC phosphorylation, 
a process that is mediated by Gsk-3 β and Rock.

7.	 Induced and constitutive Rcan1 genetic inactivation cause opposite effects on 
aortic phenotype in models of IMH and AAA.

8.	 Inducible Rcan1 deletion mice are a new model for the study of IMHs and their 
progression to AAA, which resembles the human pathology.

9.	 Rcan1-1 and Rcan1-4 isoforms play a similar role in the vascular context, and 
their functions are analogous in IMHs and neointima formation murine models.

10.	 Both inducible and constitutive Rcan1 depletion protect from neointima 
formation in a murine model of carotid ligation.
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Atherosclerosis is a complex inflammatory disease involving extensive vascular

vessel remodelling and migration of vascular cells. As RCAN1 is implicated in cell

migration, we investigated its contribution to atherosclerosis. We show RCAN1

induction in atherosclerotic human and mouse tissues. Rcan1 was expressed in

lesional macrophages, endothelial cells and vascular smooth muscle cells and

was induced by treatment of these cells with oxidized LDLs (oxLDLs). Rcan1

regulates CD36 expression and its genetic inactivation reduced atherosclerosis

extension and severity in Apoe�/� mice. This effect was mechanistically linked to

diminished oxLDL uptake, resistance to oxLDL-mediated inhibition of macro-

phage migration and increased lesional IL-10 and mannose receptor expression.

Moreover, Apoe�/�Rcan1�/� macrophages expressed higher-than-Apoe�/� levels

of anti-inflammatory markers. We previously showed that Rcan1 mediates

aneurysm development and that its expression is not required in haematopoietic

cells for this process. However, transplantation of Apoe�/�Rcan1�/� bone-

marrow (BM) cells into Apoe�/� recipients confers atherosclerosis resistance. Our

data define amajor role for haematopoietic Rcan1 in atherosclerosis and suggest

that therapies aimed at inhibiting RCAN1 expression or function might

significantly reduce atherosclerosis burden.

INTRODUCTION

Atherosclerosis, the underlying cause of myocardial infarction,
stroke and peripheral vascular disease, is the major cause of
morbidity and mortality in the developed world. The initial steps
of atherosclerosis are characterized by the subendothelial
accumulation of apolipoprotein B‐containing low‐density lipo-

proteins (LDLs) in the artery wall. The oxidative modification
of these lipoproteins [oxidized LDL (oxLDL)] triggers the
activation of the vascular endothelium and drives an influx of
monocytes to the vascular intima, where they differentiate
into macrophages and phagocytose oxLDL (Hansson &
Hermansson, 2011). Although in other contexts macrophages
egress from the inflammation site after engulfing unwanted
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material, in an atherosclerotic plaque the loading of oxLDL into
macrophages shifts them to a more sessile, foam‐cell phenotype,
and these foam cells do not leave the lesion after clearing the
lipids (Angeli et al, 2004; Randolph, 2008). The trapping of
cholesterol‐engorged foam cells causes the plaque to expand
through the recruitment of additional leukocytes and vascular
smooth muscle cells (VSMCs). As these lesions mature they
continue to accumulate extracellular lipids, and the central core
of the mature plaque becomes necrotic. Rupture of plaques
produce acute coronary syndromes, unstable angina, myocardi-
al infarction and sudden death (Libby, 2002).

Monocytes/macrophages are a relatively heterogeneous
population, and the existence of at least two broad classes of
macrophage phenotype has been proposed: proinflammatory
macrophages (classically activated or M1) and those involved in
resolution and repair (alternatively activated or M2) (Gordon &
Taylor, 2005). M2 macrophages produce low levels of pro‐
inflammatory cytokines but high levels of arginase1 (Arg1),
mannose receptor (Mrc1 or CD206) and IL10, and have a higher
phagocytic capacity and a lower antigen presentation capacity
thanM1macrophages (Gordon & Taylor, 2005). The existence of
other macrophage phenotypes has been proposed that fit neither
the classical nor the alternative activation pattern (Mosser &
Edwards, 2008). The heterogeneity of atherosclerotic plaque
macrophages has been recognized for many years and several
types of macrophages have been found in atherosclerotic lesions
(Bouhlel et al, 2007; Khallou‐Laschet et al, 2010).

Regulator of calcineurin 1 (RCAN1) belongs to a family of
endogenous regulators of calcineurin activity (RCAN; previously
known as DSCR/MCIP/calcipressin/Adapt78 in mammals)
(Davies et al, 2007). The RCAN1 protein is highly conserved
(Davies et al, 2007), displaying 96% identity between human
andmouse (Strippoli et al, 2000). The human andmouse RCAN1
genes are expressed as two isoforms, RCAN1‐1 and RCAN1‐4,
that differ at their N terminus as a consequence of alternative
promoter usage and first exon usage (Davies et al, 2007; Fuentes
et al, 1997). RCAN1‐1 and RCAN1‐4 have different expression
patterns and different regulation mechanisms control their
expression. While RCAN1‐1 seems to be constitutively expressed
in most tissues, transcription of the RCAN1‐4 variant is induced
de novo by several stimuli that activate the calcineurin‐NFAT
pathway (Cano et al, 2005; Crawford et al, 1997; Ermak
et al, 2002; Esteban et al, 2011; Minami et al, 2004; Wang
et al, 2002; Yang et al, 2000). RCAN1 has been implicated in
important physiological and pathological processes, including
tumour growth and angiogenesis, sepsis, cardiac hypertrophy,
mast‐cell function, T‐cell survival, and synaptic plasticity and
memory (Baek et al, 2009; Harris et al, 2005; Hoeffer et al, 2007;
Ryeom et al, 2008; Yang et al, 2009). Rcan1 additionally plays an
essential role in the migration of VSMCs in response to
angiotensin II stimulation; moreover, Rcan1 genetic ablation
in the mouse confers resistance to abdominal aortic aneurysm
and to neointima formation in a restenosis model (Esteban
et al, 2011). Rcan1 in endothelial cells inhibits VEGF‐induced
migration and in vitro tube formation (Iizuka et al, 2004; Minami
et al, 2004). In contrast, Rcan1 knockdown in cancer cell lines
increases motility while its forced expression reduces their

motility and CN activity (Espinosa et al, 2009). Rcan1 thus
appears to have opposite roles in cell migration in different
settings. Since most studies have involved the simultaneous
inactivation of Rcan1‐1 and Rcan1‐4 or have examined the effect
of over‐expressing or knocking‐down only one of these isoforms,
it has not yet been possible to ascribe specific roles to one Rcan1
isoform and not the other.

Here, we investigated the contribution of Rcan1 to athero-
sclerosis development. We show that RCAN1 is induced in
human and mouse atherosclerotic tissues and, using a mouse
model of atherosclerosis and bone‐marrow (BM) transplantation
assays, we demonstrate that Rcan1 in haematopoietic cells
promotes atherosclerosis. We also present evidence that the pro‐
atherogenic action of Rcan1 is mediated by oxLDL‐uptake and
that macrophage polarization and trapping are central to its pro‐
atherogenic role.

RESULTS

RCAN1‐4 is upregulated in human and mouse atherosclerosis
lesions
To assess RCAN1 expression in human atherosclerotic lesions,
we compared human atherosclerotic coronary arteries with non‐
atherosclerotic coronary arteries and internal mammary arteries,
a vessel that does not develop atherosclerosis. RCAN1‐4 protein
expression was markedly higher in atherosclerotic vessels than
in non‐atherosclerotic coronary arteries and internal mammary
arteries (Fig 1A). Although RCAN1‐1 expression is usually
constitutive, its level also appeared to be higher in atheroscle-
rotic arteries, but the difference was less marked than for
RCAN1‐4 (Fig 1A). The protein expression differences were
accompanied by correspondingly higher expression of RCAN1‐1
and RCAN1‐4 mRNA in atherosclerotic arteries (Fig S1 of
Supporting Information).

To investigate the role of RCAN1 in atherogenesis, we used
theApoe�/�mousemodel (Plump et al, 1992; Zhang et al, 1992).
These mice develop atherosclerosis spontaneously, and the
appearance of lesions is accelerated by feeding them a
cholesterol‐rich diet. Like human familial hypercholesterolemia
patients, these mice develop lesions in the aortic valves (Getz &
Reardon, 2012). We fed 3‐month old Apoe�/� mice a high‐fat
diet (HFD) for 6 weeks and compared Rcan1 expression in the
aortic valves with that in wild‐type and Apoe�/� mice fed a
standard chow diet. Aortic valves of Apoe�/� mice fed an HFD
showed marked Rcan1 staining in cells close to areas of lipid
deposition, while staining was much weaker in the non‐
atherosclerotic valves of mice fed the control diet (Fig 1B, top
panels). More intense Rcan1 expression in the valves of HFD‐fed
mice was also evident upon analysis by confocal immunofluo-
rescence (Fig 1B, lower panels). Immunofluorescent staining of
plaques for markers of endothelial cells, VSMCs and macro-
phages revealed elevated Rcan1 expression in all three cell types
(Fig 1C). Quantitative PCR analysis of the aortic arch, which is
also predisposed to lesion formation in mice, revealed higher
Rcan1 expression in chow‐fed Apoe�/�mice than in wt C57BL/6
mice, and expression was higher still in Apoe�/� mice fed an
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HFD (Fig 1D). As in human samples, western blot analysis of
Rcan1 expression in the aortic arch of these animals indicated
that Rcan1‐4 was strongly induced in atherosclerotic mice
(Fig 1E). In contrast, Rcan1‐1 expression was barely affected in
atherosclerosis (Fig 1E).

The subendothelial accumulation of oxLDLs is a crucial early
event in plaque formation. We therefore determined whether
oxLDL regulates Rcan1 expression in the major cell compart-
ments present in the plaque. Treatment of mouse primary
macrophages, VSMCs, and endothelial cells with oxLDL induced
the expression of Rcan1 mRNA and Rcan1‐4 protein in all three
cells types, but did not induce Rcan1‐1 protein (Fig 2).

Rcan1 inactivation reduces atherosclerotic lesion burden
To investigate the contribution of Rcan1 to atheroma formation
we compared Apoe�/� with Apoe�/�Rcan1�/� (double knock-
out) mice. Rcan1 targeting affected both isoforms and lack of
expression was confirmed in aorta and heart (Fig S2 of
Supporting Information). Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� mice
showed similar body weight increases after 6 weeks on an HFD
(Fig S3A of Supporting Information), and there were no
significant inter‐group differences in serum concentrations of
triglyceride, total and free cholesterol, high‐density lipoprotein
cholesterol and LDL cholesterol (Fig S3B–C of Supporting
Information). En face analysis of Oil Red O stained atheroscle-
rotic plaques revealed that aortic lesion size inApoe�/�Rcan1�/�

mice was significantly smaller than in Apoe�/� mice (Fig 3A).
Since the aortic sinus and ascending aorta are particularly prone
to atherosclerosis, we also compared atheroma formation in
these regions. Haematoxylin and eosin (H&E) staining of cross‐
sections revealed a significantly smaller lesion area in both
regions in Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig 3B–C).

To assess the progression of atheromas in Apoe�/� and
Apoe�/�Rcan1�/� mice, we determined the presence of macro-
phages and VSMCs and the lipid deposition pattern in the aortic
cusps, the region that contains the most advanced lesions in the
Apoe‐deficient model (Nakashima et al, 1994). The relative

Figure 1. RCAN1‐4 is induced in atherosclerotic human and mouse

arteries.

A. Immunoblot of RCAN1 in atherosclerotic and non-atherosclerotic human

coronary artery and in human internal mammary artery (hIMA). Protein

bands corresponding to RCAN1-1 and RCAN1-4 are indicated. a-ACTINwas

used as loading control.

B. The aortic sinus of Apoe�/�mice fed standard chow or a high-fat diet (HFD)

was immunostained for Rcan1. Representative images are shown of Rcan1

immunohistochemistry (top panels) and fluorescence microscopy (bottom

panels). Bar, 50mm.

C. Representative confocal immunofluorescence images of Rcan1 (red), lectin

(green), aSMA (green) and Mac3 (green) in aortic sinus lesions of HFD-fed

Apoe�/� mice. Merged images are also shown. Bar, 5mm.

D. Quantitative PCR analysis of Rcan1 mRNA expression in the aortic arch of

C57BL/6 and Apoe�/� mice fed standard chow or an HFD. mRNA amounts

were normalized to Hprt1 expression (means� SEM; n¼3). Student’s

t-test, �p¼0.013, ��p¼0.0019.

E. Representative Rcan1 immunoblot in the same tissues as in D.
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content ofmacrophages was lower inApoe�/�Rcan1�/� plaques,
whereas numbers of VSMCs were similar in the two genotypes
(Fig 4A). To confirm that Apoe�/�Rcan1�/� mice had less‐
advanced plaques, we classified lesions according to the Stary
method (Stary et al, 1994) into early plaques (grade I) containing
only macrophages; grade II lesions containing macrophages,
VSMCs and a few scattered cholesterol clefts; grade III
lesions containing macrophages, VSMCs and numerous
cholesterol clefts and advanced plaques (grade IV) containing
macrophages, VSMCs and a large lipid core (Fig 4B). After
6 weeks of HFD, � 42% plaques in Apoe�/� mice were grade IV
and only � 14% were grade I (Fig 4C). In contrast,
the proportion of grade IV plaques in Apoe�/�Rcan1�/� mice
was � 28% and that of grade I plaques was � 31% (Fig 4C).
These results therefore indicate that Rcan1 plays a key role in
atherosclerosis progression.

While Rcan1 targeting generates less advanced atherosclerotic
plaques, it might as well potentially decrease their stability.
Although theApoe�/�mouse is not particularly prone to develop
unstable plaques in the aorta (Getz & Reardon, 2012), it was
formally possible that Rcan1 deficiency might increase plaque
vulnerability. We therefore determined the effect of Rcan1
targeting on plaque stability. A key feature of unstable plaques is
thinning of the fibrous cap, usually accompanied by a reduction
in collagen content. The extent and thickness of the fibrous cap,
relative to plaque size, were larger in Apoe�/�Rcan1�/� mice
than in Apoe�/� mice (Fig 5A and Fig S4 of Supporting
Information), whereas the collagen content of the fibrous cap
was similar in both genotypes (Fig 5B–C). Moreover, lipid
content, determined by Oil Red staining, was lower in plaques of
Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig 5B) and these plaques had a higher
stability score (Fig 5D). Expression of metalloproteases MMP2
and MMP9, another index of plaque instability, was almost
identical in Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� plaques (Fig S5 of
Supporting Information) and no plaques displayed evidence of
haemorrhage (Fig S6 of Supporting Information). These data,
together with the lower macrophage content of Rcan1‐deficient
plaques, thus indicate that Rcan1 targeting does not induce
characteristics of unstable atherosclerotic plaques, and suggest
instead that Rcan1 inactivation might increase plaque stability.

Rcan1 regulates CD36 expression and mediates foam‐cell
formation
Oil Red O staining of intracellular lipids indicated that while
macrophages isolated from Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� mice
engulfed unmodified LDL similarly (Fig 6A), fewer Apoe�/

�Rcan1�/� macrophages engulfed oxLDL, and Apoe�/�Rcan1�/

� macrophages also appeared to load less oxLDL per cell
(Fig 6B). We measured intracellular oxLDL particles by Laurdan
generalized polarization (Laurdan GP) (Sanchez et al, 2007;
Sanchez et al, 2010), a confocal technique that measures water
content inside lipid compartments. Intracellular oxLDLs are
tightly packed and shift Laurdan GP towards red frequencies
(Ferretti et al, 2002), whereas other lipid compartments,
including intracellular membranes, contain more water and
give a yellow or green signal (Sanchez et al, 2007; Sanchez
et al, 2010). Macrophages exposed to oxLDL thus show its
presence in the cytosol as red dots (Fig 6C). Quantification of the
area occupied by oxLDL revealed that Apoe�/� macrophages
took up � 2.5 times more oxLDL than Apoe�/�Rcan1�/� cells
(Fig 6C).

OxLDL uptake and foam‐cell formation are mediated by the
class A and B scavenger receptors SR‐A and CD36 (Febbraio
et al, 2000; Suzuki et al, 1997). Real‐time PCR analysis detected
significantly higher levels of CD36 in the aortic arches ofApoe�/�

mice compared with Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig 6D), whereas
expression of SR‐A was similar in the two genotypes (Fig S7A of
Supporting Information). Accordingly, flow cytometry analysis
revealed that CD36 levels, but not those of SR‐A, were
significantly downregulated in Apoe�/�Rcan1�/� macrophages
(Fig 6E and Fig S7B of Supporting Information). Lentiviral re‐
expression of Rcan1‐1 and Rcan1‐4 in Apoe�/�Rcan1�/�

peritoneal macrophages (Fig 7A) increased cell surface

Figure 2. Induction of Rcan1‐4 expression by oxLDL. Quantitative PCR and

representative immunoblot analysis of Rcan1 expression in cells isolated from

Apoe�/� mice and treated with 50mg/ml oxLDL:

A. VSMCs (n¼3),

B. Peritoneal macrophages (n¼3) and

C. Endothelial cells (n¼6). mRNA amounts were normalized to Hprt1

expression (means� SEM). Student’s t-test, �p¼0.007, ��p¼0.001,
���p¼0.0003.
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expression of CD36 (Fig 7B) and concomitantly increased the
numbers of oxLDL particles taken up by Apoe�/�Rcan1�/�

peritoneal macrophages (Fig 7C–D). These results thus support
that Rcan1 contributes to foam‐cell formation by regulating
CD36 expression.

Lipid accumulation by lesional macrophages can also reflect
altered cholesterol efflux. To investigate the contribution of Rcan1
to cholesterol efflux, foam‐cell formation was induced inApoe�/�

and Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal macrophages by incubating
them with particles of acetylated LDL (acLDL), a non‐atheroscle-
rotic modified form of LDL, in the presence of 3H‐cholesterol.
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages accumulated less 3H‐cholesterol
(Fig S8A of Supporting Information). Addition of HDL to the foam‐

cell cultures promoted cholesterol efflux, and this effect was
modestly stronger in Rcan1‐deficient cells (Fig S8B of Supporting
Information). Consistent with this effect, ABC transporter
expression was slightly higher in Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal
macrophages and in atherosclerotic lesions in the aortic arch of
these animals (Fig S8C–D of Supporting Information).

Rcan1 regulates oxLDL‐mediated inhibition of macrophage
migration
The presence of macrophages in atheroma plaques depends not
only on their recruitment, but also on their capacity to exit the
plaque, a process strongly impaired by oxLDL (Angeli et al, 2004;
Randolph, 2008). Since Rcan1 can either promote or repress cell
migration (Espinosa et al, 2009; Iizuka et al, 2004; Minami
et al, 2004), we first determined whether Rcan1 was
required for chemotactic macrophage migration. Apoe�/� and
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages migrated similarly in Boyden
Transwell chambers in response to MCP‐1 or a combination of
MCP‐1 and fetal bovine serum (FBS) (Fig S9 of Supporting
Information). We next investigated whether Rcan1 participated
in oxLDL‐elicited inhibition of macrophage chemotaxis. While
exposure of Apoe�/� macrophages to oxLDL sharply reduced
their migration towards the chemotactic stimulus, Rcan1‐
deficient macrophages were not affected (Fig 8A–B). Accord-
ingly, in wound‐healing assays oxLDL inhibited random
migration of MCP1‐treated Apoe�/� macrophages, but not that

Figure 3. Rcan1 deficiency decreases atherogenesis burden.

A. Representative Oil red O staining and quantification of lesion area in the aortas of Apoe�/� (n¼11) and Apoe�/�Rcan1�/�mice (n¼18) fed an HFD for 6 weeks.

Each data point denotes an individual mouse, and the horizontal bars denote the mean (long bar) and the SEM.

B. Representative H&E staining of the aortic sinus and quantification of the lesion area in this region (mean� SEM).

C. Representative H&E staining of the ascending aorta and quantification of lesion measured as intima/media ratio in this region in the same cohort of animals

(mean� SEM). Bars, 200mm. Student’s t-test, �p¼0.02, ��p¼0.0025, ���p¼0.0001.
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Figure 4. Rcan1 deficiency results in less‐advanced plaques.

A. Quantification of neointimal macrophage and VSMC content in lesions of the aortic sinus of Apoe�/� (n¼11) and Apoe�/�Rcan1�/�mice (n¼18) fed an HFD for

6 weeks. Student’s t-test, �p¼0.017.

B. Representative images of Masson’s trichrome, anti-Mac3 and anti-SMA staining of lesions of the aortic sinus classified according to the Stary method: grade I

(mostly foam cells), grade II (foam cells, VSMCs and few cholesterol clefts), grade III (foam cells, VSMCs and numerous cholesterol clefts) and grade IV (lipid

core). Bars, 50mm.

C. Classification of aortic sinus lesions according to the Stary method in the cohort of Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� animals shown in Fig 3.
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of Apoe�/�Rcan1�/� cells, as revealed by larger numbers of
Apoe�/�Rcan1�/� cells invading the denuded area (Fig S10 of
Supporting Information). In the Transwell assays neither LDL
nor acLDL significantly altered migration of macrophages of
either genotype towards the chemoattractant (Fig 8A–B). These
data thus suggest that Rcan1 does not directly regulate
macrophage migration, but is a central mediator of oxLDL‐
elicited inhibition of their egress from atherosclerotic plaques.

Cell migration is a complex process that involves cellular
spreading and cycles of formation and disruption of focal
adhesion contacts (Stossel, 1994). To characterize the mecha-
nisms by which Rcan1 mediates oxLDL‐induced inhibition of
macrophage chemotaxis, wemeasured its role in oxLDL‐induced
cell spreading. Spreading of Apoe�/� macrophages, but not that
of Apoe�/�Rcan1�/� cells, was readily induced within 30min of
exposure to oxLDL (Fig 8C). Automated quantification of
macrophage spreading revealed significant differences between
Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� macrophages from early time
points (Fig 8D).

Rcan1�/� macrophages express anti‐inflammatory phenotype
markers
Although several types of macrophages have been detected in
atherosclerotic lesions, macrophages with a classic M1‐like pro‐
inflammatory phenotype appear to be the most abundant
(Waldo et al, 2008). Given that oxLDL increases the expression
of M1 markers (Chase et al, 2002) and Apoe�/�Rcan1�/�

macrophages ingest oxLDL less efficiently than Apoe�/�

macrophages, we postulated that atherosclerotic lesions of
Apoe�/�Rcan1�/� mice might contain macrophages with a
phenotype different from those of Apoe�/�mice. To test this, we
analysed the expression of the anti‐inflammatory phenotype
markers Mrc1 and IL‐10 in aortic cusps of Apoe�/� and
Apoe�/�Rcan1�/� mice. Expression of both markers was higher
in lesions from Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig 9A–B), and IL‐10
levels were also higher in the aortic arch of atherosclerotic
Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig S11 of Supporting Information).
These data suggest that lesions in Apoe�/�Rcan1�/� mice are
enriched in macrophages with a rather anti‐inflammatory
phenotype.

We next investigated the possible participation of Rcan1 in
macrophage polarization. Expression of IL‐10 and Mrc1 was
significantly higher in Apoe�/�Rcan1�/� macrophages com-
pared with Apoe�/� cells (Fig 9C), whereas Apoe�/�Rcan1�/�

macrophages expressed lower levels of Mcp‐1 levels (Fig 9C).
Further consistent with an anti‐inflammatory phenotype,
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages showed higher expression of
Arg1 (Fig S12A of Supporting Information), modestly lower
antigen presentation (Fig S12B of Supporting Information) and
higher phagocytic activity (Fig S12C of Supporting Information).
Apoe�/�Rcan1�/� cells also expressed higher levels of iNos, a
marker of pro‐inflammatory M1 macrophages (Fig 9C), but iNos
expression in atherosclerotic lesions of the aortic arch was
almost identical in Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� mice (Fig S13
of Supporting Information). It thus seems that Rcan1 ablation
might contribute to iNos induction by thioglycolate ex vivo, but
not to its induction by proatherogenic stimuli in vivo.

Figure 5. Rcan1 deficiency does not decrease plaque stability.

A. Representative H&E staining and quantification of fibrous cap area of

lesions in the aortic sinus of Apoe�/� (n¼25 valves) and Apoe�/�Rcan1�/�

mice (n¼45 valves) fed an HFD for 6 weeks. Data are shown relative

to the lesion area (means� SEM). Student’s t-test, ��p¼0.0012.

Thick and thin dotted lines, respectively, delimit the fibrous cap (FC) and

lesion.

B. Representative images of Oil Red and Masson’s trichrome staining of

cryocut cross-sections of the aortic arch lesions of Apoe�/� (n¼15) and

Apoe�/�Rcan1�/� mice (n¼17) fed an HFD for 6 weeks. Bar, 50mm.

C. Quantification of collagen content in the fibrous cap of these lesions

(mean� SEM).

D. Plaque stability score determined by collagen content divided by Oil

Red staining area of the same lesions (mean� SEM; Student t-test,
�p¼0.048).
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Figure 6. Rcan1 mediates macrophage uptake of oxLDL.

A, B. Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal macrophages were exposed to (A) native LDL or (B) oxLDL for 24 h and then Oil Red O stained. Representative

images and quantification are shown of stained cells in three independent experiments (mean� SEM; Student’s t-test, ��p¼0.0018). Bars, 20mm.

C. Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal macrophages cultured in medium alone (control) or containing oxLDL were stained with Laurdan. Representative

Laurdan GP images are shown with quantification of the area covered by oxLDL (red dots) (n¼20; mean� SEM; Student’s t-test, ���p¼0.0001). Black bar,

10mm.

D. Quantitative PCR analysis of CD36 expression in the aortic arch of atherosclerotic Apoe�/� (n¼12) and Apoe�/�Rcan1�/� mice (n¼13) pooled from three

independent experiments. mRNA amounts were normalized to m36B4 expression (means� SEM). Student’s t-test �p¼0.039.

E. Representative flow cytometry fluorescence histograms of CD36-stained macrophages of the indicated genotypes and quantification of the median

fluorescence levels (n¼3; mean� SEM; Student’s t-test, �p¼0.036).
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Transplantation of Rcan1�/� BM cells confers resistance to
atherosclerosis
To test the possible promotion of atherosclerosis by macro-
phage‐expressed Rcan1, we reconstituted the BM of 2‐month old
lethally irradiated Apoe�/� mice with BM‐derived cells from
Apoe�/�Rcan1�/� or Apoe�/� mice, thereby generating
Apoe�/� mice with either Apoe�/�Rcan1�/� macrophages
(Rcan1�/�!Apoe�/�) or Apoe�/�Rcan1þ/þ macrophages
(Rcan1þ/þ!Apoe�/�). Since RCAN1 has been reported to
induce GSK3b expression (Ermak et al, 2006) and this protein
modulates haematopoietic progenitor cell function (Lapid
et al, 2013), it is formally possible that Rcan1 ablation influences
the nature of BM reconstitution. However, chimeric
Rcan1�/�!Apoe�/� mice showed no significant reduction in

Gsk3b expression (Fig S14A of Supporting Information), and
blood cell populations of reconstituted Rcan1þ/þ!Apoe�/� and
Rcan1�/�!Apoe�/� mice were indistinguishable (Fig S14B–D
of Supporting Information).

After reconstitution for 4 week, mice were fed an HFD
for 6 weeks. Chimeric Rcan1�/�!Apoe�/� and Rcan1þ/þ!
Apoe�/� mice showed no significant differences in the body
weight gain or in the serum concentrations of triglyceride, total
cholesterol, HDL or LDL (Fig S15 of Supporting Information). En
face analysis of Oil Red O aorta staining revealed markedly
smaller lesion area in mice lacking expression of Rcan1 in BM‐

derived cells (Fig 10A). Cross‐sectional analysis by H&E staining
indicated that lesion size in the aortic sinus and the intima/
media ratio in the ascending aorta were significantly smaller in
Rcan1�/�!Apoe�/� mice than in Rcan1þ/þ!Apoe�/� mice
(Fig 10B–C). These data demonstrate that Rcan1 expression in
the haematopoietic cell compartment plays a major role in
atherosclerosis progression.

DISCUSSION

Atherosclerosis is a complex disease involving lipid accumula-
tion and the central participation of endothelial cells, VSMCs and
monocyte‐derived macrophages. Our results demonstrate that
RCAN1 is induced in human and mouse atherosclerosis and
strongly suggest that Rcan1 promotes disease progression. In
addition, we have identified several mechanisms underlying
Rcan1‐dependent atherosclerosis development. In particular, we
have shown that Rcan1 mediates CD36 expression, foam‐cell
formation and oxLDL‐elicited inhibition of macrophage migra-
tion. Moreover, Rcan1 ablation promotes expression of IL‐10 and
other anti‐inflammatory markers, including Mrc1, in macro-
phages and lesions.

Rcan1 plays a critical role in vascular wall remodelling
associated with aneurysm and neointima formation after
angioplasty; and notably, BM transplantation experiments showed
that haematopoietic‐cell expression of Rcan1 is not required for
aneurysm (Esteban et al, 2011). In contrast, our current findings
show that Rcan1 expression in BM‐cells is critical for atherogene-
sis. Our results do not however exclude a proatherogenic role of
Rcan1 in VSMCs or endothelial cells. The eventual production of
tissue‐specific Rcan1‐targeted mice will help to resolve this
question. The different requirements for BM‐cell expression of
Rcan1 in atherosclerosis and aneurysmmight be attributable to the
pivotal role of Rcan1 in foam‐cell formation, a central feature of
atherosclerosis but not of aneurysm.

Although human and mouse atherosclerosis differ in several
aspects, critical features are shared, and our results indicate that
one such feature is RCAN1 induction. Moreover, we demon-
strate that oxLDL, one of main stimuli of atherosclerosis,
strongly induces Rcan1‐4 not only in macrophages and VSMCs,
but also in endothelial cells. Althoughmost leukocytes in human
and mouse atherosclerotic lesions are macrophages, plaques
also contain lymphocytes, neutrophils and mast cells (Woollard
& Geissmann, 2010). Whether Rcan1 is also induced in these
cells remains to be determined.

Figure 7. Rcan1 re‐expression in Apoe�/�Rcan1�/�macrophages increases

CD36 expression and the uptake of oxLDL. Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal

macrophages were transduced with lentiviruses encoding GFP or Rcan1-1-

IRES-GFP plus Rcan1-4-IRES-GFP.

A. Representative immunoblot analysis of Rcan1 expression in these cells.

B. Quantification of the normalized median fluorescence levels of CD36

determined by flow cytometry in the GFPþ population (n¼4; mean

� SEM; Student’s t-test �p¼0.02).

C, D. (C) Representative Laurdan GP images and (D) quantification of the area

covered by oxLDL (red dots) in GFP-F4/80 double-positive cells after

culture in the presence of oxLDL (n¼3; mean� SEM; Student’s t-test,
�p¼0.01). Scale bar, 10mm.
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Whereas RCAN1‐1 is usually constitutive, RCAN1‐4 expres-
sion is induced by several stimuli. Our data suggest that
both RCAN1 isoforms might be upregulated in atherosclerotic
lesions. However, only Rcan1‐4 appears to be upregulated by
atherogenic oxLDL in macrophages, endothelial cells and
VSMCs. The presence of RCAN1‐1 in lesions might indicate
that in vivo this isoform is induced together with RCAN1‐4 in

macrophages, endothelial cells or VSMCs. Alternatively,
the high RCAN1‐1 levels in lesions might reflect recruitment
of other cell populations with constitutively high RCAN1‐1
expression.

Our findings provide in vivo and in vitro evidence that Rcan1
is pro‐atherogenic and that its genetic ablation deactivates
several important pathological mechanisms. Rcan1 deficiency

Figure 8. Macrophage migration is inhibited by oxLDL in an Rcan1‐dependent manner.

A. Representative images of Hoechst-stained Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� macrophages, treated as indicated, on the lower filter surface of chemotaxis

chambers (Bar, 100mm).

B. Quantification of migrated macrophages in 10 fields per condition. Data are shown relative to non-treated cells (mean� SEM, n¼4; one-way ANOVA,
��p¼0.002, ���p<0.00001).

C,D. Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/�macrophages were plated on serum-coated coverslips, incubated with oxLDL at 37˚C and then photographed at the indicated

times. (C) Representative photomicroscopy images are shown (Bar, 20mm) and (D) quantification of the spreading of these cells (mean� SEM, n¼3;

two-way ANOVA, �p¼0.019, ��p¼0.002, ##p¼0.003).
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inhibits macrophage engulfment of oxLDL and hence foam‐cell
formation, and Rcan1�/� macrophages are resistent to oxLDL‐
mediated inhibition of migration towards chemotactic stimuli, a
feature related to foam‐cell egress from the plaque in vivo.
Finally, in the absence of Rcan1, macrophages appear to
acquire features of a predominantly anti‐inflammatory pheno-
type. Consistent with this view, Rcan1 inactivation in the Apoe‐
deficient mouse atherosclerosis model attenuates atherosclerotic
lesion burden in terms both of lesion area and severity.
While most lesions of Apoe�/� mice were advanced
(grade IV), Apoe�/�Rcan1�/� mice exhibited a greater number

of early lesions (grade I) without showing any evidence of
increased plaque instability.

The lower Oil Red O surface staining and the lower
content of extracellular lipids in atherosclerotic lesions of
Apoe�/�Rcan1�/� mice are consistent with the relatively low
uptake of oxLDL by Apoe�/�Rcan1�/� macrophages. Interest-
ingly, these macrophages have a similar capacity to engulf native
LDL. Given that endocytic uptake of native LDL and oxLDL
occurs via different receptors (Greaves & Gordon, 2009), our
data suggest that Rcan1 promotes the expression or activity of
receptors specific for chemically modified forms of LDL. This
conclusion is supported by our findings that CD36, a scavenger
receptor involved in the uptake of modified forms of LDL and
foam‐cell formation (Febbraio et al, 2000), is downregulated in
Rcan1 deficient macrophages, while re‐expression of Rcan1‐1
and Rcan1‐4 in these cells increased CD36 expression and foam‐

cell formation. Cholesterol efflux was weakly increased in
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages and the levels of the cellular
transporters involved in this process were not significantly
increased in these cells or in atherosclerotic lesions. Thus, the
contribution of cholesterol efflux to Rcan1‐mediated regulation
of foam‐cell formation remains uncertain.

The inflammatory nature of atherosclerotic disease is widely
accepted. During the resolution of inflammation, macrophages
egress from the inflamed site after engulfing pathogens, toxins or
apoptotic cells. However, cholesterol‐engorgedmacrophages fail
to egress after clearing lipids and hence fail to resolve the
inflammatory process (Angeli et al, 2004). Egress of macro-
phages from plaques is actively inhibited during hypercholes-
terolemia and this inhibition has been attributed, at least in part,
to oxLDL loading into macrophages (Park et al, 2009). Our data
suggest that Rcan1 might facilitate the trapping of lipid‐laden
macrophages in atherosclerotic lesions by mediating oxLDL
uptake, macrophage spreading and inhibition of their egress.
Our data thus suggest that Rcan1 might participate in a positive
feedback loop in which Rcan1‐mediated accumulation of oxLDL
particles inhibits foam‐cell egress from the plaque, resulting in
increased exposure of the trapped foam cells to oxLDL and
increased engulfment of these particles.

Most lesional macrophages in advanced plaques display a
proinflammatory M1 phenotype, whereas alternatively activated
M2 macrophages are more abundant in early lesions (Khallou‐
Laschet et al, 2010; Waldo et al, 2008). An additional
macrophage subtype, whose gene expression program differs
from that of M1 and M2 cells and which shows enhanced
phagocytotic and chemotactic capacities, has also been reported

Figure 9. Increased expression of alternative macrophage polarization

markers in Apoe�/�Rcan1�/� lesions and isolated macrophages.

A, B. Representative immunofluorescence staining of (A) IL-10 and (B) Mrc1

in aortic sinus lesions of Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/�mice fed an HFD.

Bars, 20mm.

C. Quantitative PCR analysis of IL-10, Mrc1, Mcp-1 and iNOS mRNA

expression in Apoe�/� and Apoe�/�Rcan1�/� peritoneal macrophages.

mRNA amounts were normalized to m36B4 expression (mean� SEM;

n¼3). Student’s t-test, ��p¼0.0078, ##p¼0.0058, ���p¼0.0007,
###p¼0.0009.
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in advanced plaques (Kadl et al, 2010), and analysis of CD163
and CD206 (MRC1) distribution in human carotid plaque
macrophages also suggested that there may be at least three
macrophage phenotypes present in human plaques (Bouhlel
et al, 2007). Our results show elevated expression of IL‐10 and
Mrc1 in lesions of Rcan1 deficient mice and no increase of iNos.
Since IL‐10 is a powerful anti‐inflammatory cytokine and its

genetic ablation in mice promotes atherosclerotic lesion
formation (Mallat et al, 1999), these results suggest that
Rcan1 deficiency promotes the presence of macrophages with
anti‐inflammatory properties in the atheroma plaque, a
conclusion consistent with the retarded progression of lesions
in Apoe�/�Rcan1�/� mice. Whether these IL‐10‐producing cells
are M2‐like macrophages or an additional macrophage type

Figure 10. Atherosclerosis requires Rcan1 expression in BM‐derived cells.

A. Representative Oil red O staining and quantification of the lesion area in the aortas of Apoe�/� mice transplanted with BM from Apoe�/� (n¼16) or

Apoe�/�Rcan1�/� (n¼15) mice after 6 weeks on an HFD. Each data point denotes an individual mouse, and the horizontal bars denote the mean (long bar) and

the SEM.

B. Representative H&E images and lesion area quantification in aortic sinus sections of these mice. Quantification is shown as mean� SEM (n¼13). Bar, 200mm.

C. Representative H&E images and quantification of lesion measured as intima/media ratio. Data are means� SEM (n¼12). Bar, 200mm. Student’s t-test,
�p¼0.02, #p¼0.024, ���p¼0.0001.
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remains to be determined. Supporting an M2‐like identity,
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages expressed high levels of Mrc1
and arginase‐1 and low levels of Mcp1, and showed elevated
phagocytic activity and a low antigen presentation capacity.
However, M2 macrophages appear to take up oxLDL
more efficiently than M1 cells (van Tits et al, 2011), whereas
Apoe�/�Rcan1�/� macrophages engulfed less oxLDL than
Apoe�/� cells. Together, our data suggest that Rcan1
deficiency promotes a macrophage polarization distinct from
M1 and M2.

The precise molecular mechanism involved in Rcan1
regulation of oxLDL uptake, foam‐cell trapping and macrophage
polarization has yet to be identified. Rcan1 was first identified as
a negative regulator of CN activity (Rothermel et al, 2000).
However, additional studies indicated that Rcan1 can also
activate CN (Kingsbury & Cunningham, 2000; Vega et al, 2003)
and our previous studies showed that Rcan1 neither activates
nor inhibits CN in aortic tissues or primary VSMC cultures
(Esteban et al, 2011). Our present results show that the absence
of Rcan1 has no significant effect on CN activity in unstimulated
cells or lipopolysaccharide‐stimulated macrophages (Fig S16 of
Supporting Information). Rcan1 thus appears to promote
atherosclerosis without interfering with CN activity, perhaps
through its interaction with other Rcan1‐interacting proteins
implicated in gene activation, such as Raf‐1 (Cho et al, 2005),
14‐3‐3 (Abbasi et al, 2006) and NF‐kB‐inducing kinase (Lee
et al, 2008).

Our results show that RCAN1 is induced in human andmouse
atherosclerotic vessels, and suggest that Rcan1 regulates CD36
expression and thus contributes to the uptake of pathogenic

forms of LDL cholesterol by macrophages in the plaque (Fig 11).
The lower lipid uptake by Rcan1‐deficient cells would attenuate
their differentiation into pro‐inflammatory macrophages and
their accumulation in the plaque (Fig 11). Instead, expression by
Rcan1‐deficient macrophages of the anti‐inflammatory cytokine
IL‐10 might inhibit further expansion of the plaque (Fig 11).
These findings identify RCAN1 as an important regulator of
atherosclerosis and strongly suggest that therapies aimed at
inhibiting RCAN1 expression or function might significantly
reduce atherosclerosis burden.

MATERIALS AND METHODS

An expanded Materials and Methods Section is available in the

Supporting Information.

Animal procedures
Animal studies were in accordance with the guidelines of the EU on

animal care and approved by the institutional ethics committee.

Double‐knockout Apoe�/�Rcan1�/� mice were previously described

(Esteban et al, 2011). Rcan1 targeting constitutively ablates the

expression of both Rcan1-1 and Rcan1-4 in every cell (Porta

et al, 2007). To accelerate atherosclerosis, 3‐month‐old mice were

fed an HFD (10.8% total fat, 0.75% cholesterol) for 6 weeks. BM

transplantation was performed as previously described (Esteban

et al, 2011). After 4 weeks on chow diet, transplanted mice were

placed on the HFD for 6 weeks. Plasma concentrations of free

cholesterol, total cholesterol, LDL‐cholesterol, HDL‐cholesterol and

triglycerides were measured enzymatically.

Figure 11. Model depicting the contribution of

Rcan1 to plaque formation. Rcan1 mediates

expression of the oxLDL receptor CD36 in

macrophages, thus regulating oxLDL uptake. Low

uptake of oxLDL by Rcan1-deficient macrophages

results in macrophage polarization to a phenotype

distinct from M1 or M2. These cells display

numerous anti-inflammatory features, including

high levels of IL10 and MRC1, low levels of MCP1,

pronounced phagocytosis activity and weak

antigen presentation (Ag pres). However, these

macrophages also show increased iNOS expression.

Rcan1 ablation also decreases macrophage

accumulation, likely by preventing their

entrapment and/or the MCP1-mediated

recruitment of additional macrophages. The lower

accumulation of macrophages in the plaque and

their conversion into predominantly anti-

inflammatory cells might account for the delayed

plaque progression.
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Human samples
Human coronary arteries and internal mammary arteries were

collected from patients undergoing heart transplant and coronary

artery bypass‐graft surgery, respectively, at the Hospital de la Santa

Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain). The studies were approved by the

Ethics Committee and were conducted in accordance with the Helsinki

Declaration.

Histological analysis
Cross‐sections (5‐mm) of paraffin‐embedded or cryopreserved samples

of mouse hearts and aortae were immunostained or evaluated by

conventional Masson’s Trichrome, H&E or Oil Red staining. Cross‐

sections were stained with antibodies and reagents specific for Rcan1,

SMA, Mac3, Mrc1, IL‐10, Ter‐119 or endothelial cells and processed for

either immunohistochemistry or immunofluorescence using standard

procedures.

Cell procedures
VSMCs were extracted from abdominal and thoracic aortas. Mouse

lung endothelial cells were obtained from lung by selection with

magnetic beads. Mouse peritoneal macrophages were collected by

peritoneal lavage. Before stimulation, cells were rendered quiescent by

culture in DMEM without FBS.

Western blot analysis
Human specimens and mouse aorta samples for western blotting

were snap‐frozen in liquid nitrogen and stored at �80°C. Protein

extracts were obtained by tissue lysis in ice‐cold lysis buffer,

separated under reducing conditions on SDS‐polyacrylamide

gels and transferred to nitrocellulose membranes. Proteins were

detected with anti‐Rcan1, anti‐Gsk3‐b, anti‐a‐actin, anti‐

alpha‐tubulin, anti‐PSF primary antibodies and HRP‐conjugated

secondary antibodies. Immunocomplexes were detected by

chemiluminescence.

Atherosclerotic lesion analysis
Hearts from euthanized mice were perfused through the left ventricle

with PBS. After fixing in 4% paraformaldehyde overnight at 4°, the

aortas were thoroughly cleaned to remove all adventitial fat and

connective tissue. Aortas were whole‐mount stained with 0.2% Oil Red

O in 80% methanol, opened longitudinally and pinned to black wax to

expose the entire luminal surface. Images were acquired and the area

of atherosclerotic plaques was measured using ImageJ software.

Migration assays
Migration of peritoneal macrophages was measured in a modified

Boyden chamber using Transwell inserts with a 5mm‐pore membrane.

Cells (1–2�105 per well) in AlphaMEM supplemented with 0.1% BSA

were loaded into the migration chamber with 50mg/ml of lipoprotein

(LDL, oxLDL or acLDL). The number of migrated cells was counted on

fluorescence microscopy photographs of 10 randomly selected fields.

For wound healing assays, a single scrape wound was made on

peritoneal macrophage monolayers. After washing with PBS, cells were

incubated with 2% FBS plus 100ng/ml MCP‐1 with or without 50mg/

ml oxLDL. Macrophage motility was monitored by time‐lapse video-

microscopy. The number of cells that migrated into the denuded area

was counted using ImageJ.

Spreading assays
Peritoneal macrophages were placed on serum‐coated slides and

allowed to attach. After stimulation with 50mg/ml oxLDL, macro-

phages were fixed in 4% paraformaldheyde and stained with

The paper explained

PROBLEM:

Atherosclerosis, the underlying cause of myocardial infarction,

stroke and peripheral vascular disease, is the major cause of

morbidity and mortality in the developed world. It is a complex

inflammatory disease characterized by accumulation of oxidized

LDL (oxLDL) that triggers activation of the vascular endothelium

and migration of monocytes into the lesion. These monocytes

take up oxLDL and become lipid-laden foam cells that recruit

smooth muscle cells and additional leukocytes. As RCAN1 is a

signalling intermediate implicated in cell migration, we

hypothesized that RCAN1 might contribute to atherosclerosis

development.

RESULTS:

We show that RCAN1 is induced in atherosclerotic human vessels

and in the atherosclerotic arteries of a mouse model of

atherosclerosis. Rcan1 is expressed in vivo in lesional macro-

phages, endothelial cells and vascular smooth muscle cells and

was induced in vitro by treatment of these cells with oxLDLs.

Rcan1 genetic deletion reduced the extent and severity of

atherosclerosis in mice, and this effect was mechanistically

linked to diminished expression of the oxLDL receptor in

macrophages (CD36), decreased oxLDL uptake, resistance to

oxLDL-mediated inhibition of macrophage migration and a shift

of macrophage polarization towards an anti-inflammatory

phenotype. Importantly, transplantation of Rcan1-deficient

bone-marrow-derived cells greatly inhibited atherosclerosis.

IMPACT:

Our data define a major role for haematopoietic Rcan1 in

atherosclerosis and suggest that Rcan1 might facilitate the

trapping of lipid-ladenmacrophages in atherosclerotic lesions by

upregulating CD36-mediated oxLDL uptake and thereby trap-

ping proinflammatory macrophages in atherosclerotic lesions.

Our findings strongly suggest that future therapies aimed at

inhibiting RCAN1 expression or function might significantly

reduce atherosclerosis burden.
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fluorescein‐conjugated phalloidin. Cell perimeter and surface area

were measured to determine cell spreading according to the formula

Spreading ¼ perimeter2= 4� p� areað Þ:

Foam‐cell formation
Peritoneal macrophages were plated on coverslips, incubated with

50mg/ml LDL or oxLDL for 24h, fixed in 4% paraformaldehyde and

stained with Oil red O and counterstained with haematoxylin.

Laurdan GP microscopy
Laurdan GP microscopy has been described previously (Bagatolli

et al, 2003; Sanchez et al, 2007). Peritoneal macrophages were

cultured in the presence of 1mM Laurdan in serum‐free medium.

Laurdan fluorescence was excited with a mode‐locked titanium‐

sapphire laser set at 780nm and its emission collected at 445–465nm

and 474–514 nm. GP images were obtained with an ALBA microscope

equipped with a 63� water objective and analysed using Image‐J

software.

Quantitative PCR
Real‐time quantitative RT‐PCR was performed using a Prime Time

qPCR assay specific for human GAPDH and TaqMan Gene Expression

assays specific for human RCAN1-1, RCAN1-4 and mouse Rcan1 and

Hprt1. SYBR Green was used for RT‐PCR detection of mouse CD-36, SR-

A, ABCA, ABCG, IL-10, Mrc1, Arg1, Mcp-1, iNos and m36B4. Calculations

were made from measurements of 3 replicates of each sample. The

amount of target mRNA in samples was estimated by the 2CT

relative quantification method using GAPDH, m36B4 or Hprt1 for

normalization.

Statistical analysis
All values are expressed as means� SEM. Differences were evaluated

using one‐way or two‐way analysis of variance (ANOVA) and

Bonferroni’s post hoc test (experiments with �3 groups) or the

Student’s t‐test, as appropriate for the data. Statistical significance was

assigned at p<0.05.
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DETAILED MATERIALS AND METHODS 

Animal procedures  
Animal studies were approved by the local ethics committee, and all animal procedures 

conformed to EU Directive 2010/63EU and Recommendation 2007/526/EC regarding the 

protection of animals used for experimental and other scientific purposes, enforced in Spanish 

law under Real Decreto 1201/2005. C57BL/6J and Apoe-/- mice were obtained from Charles 

Rivers (JAX mice stock # 000664 and 002052, respectively). Rcan1-/- mice (mixed C57BL/6 

and 129P2/OlaHsd background)(Porta et al, 2007), in which both Rcan1-1 and Rcan1-4 are 

targeted simultaneously, were backcrossed through >6 generations on a C57BL/6J 

background (Esteban et al, 2011) and subsequently crossed with Apoe-/- mice to create double-

knockout Apoe-/-Rcan-/- mice (Esteban et al, 2011). All mice were genotyped by PCR of tail 

samples. To accelerate atherosclerosis, 3-month-old mice were fed a HFD (10.8% total fat, 

0.75% cholesterol; S4892-E010, Ssniff, Germany) for 6 wks. All experiments compared 

Apoe-/- mice to Apoe-/-Rcan-/- littermates. 

 

BM transplantation was performed as previously described (Esteban et al, 2011). Briefly, 2-

month-old Apoe-/-Rcan+/+ mice were lethally irradiated (9 Gy) and transplanted through the 

tail vein with BM-derived cells (107) obtained from tibias and femurs of euthanized donor 

Apoe-/-Rcan-/- or Apoe-/-Rcan+/+ mice. After 4 wk on chow diet, transplanted mice were placed 

on the HFD for 6 wk.  

 

Whole blood was extracted postmortem by cardiac puncture and serum was obtained. Plasma 

concentrations of free cholesterol, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and 

triglycerides were measured enzymatically using Kinetic colorimetric kits (Spinreact; Spain). 
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Circulating blood cells and platelets were counted and identified using a Petra Multi Link 

automated cell counter (Horiba). To count subpopulations of lymphocytes, erythrocytes were 

lysed in peripheral blood with red blood cell lysis buffer (1.5 M ammonium chloride, 0.1 M 

potassium bicarbonate, 0.1 M EDTA) for 3 min on ice. The reaction was stopped with PBS 

1% BSA and cells were incubated with CD45 PerCP-Cy5.5 (BDPharmigen 550994), B220 

Biotin (BDPharmigen 559971), CD3 AlexaFluor488 (BD Pharmigen 557666), CD4 Pe (BD 

Pharmigen 553653) and CD8 AlexaFluor647 (BD Phramigen 557682) for 30 min on ice. 

Streptavidin 405 (Invitrogen, S-32351) was used as secondary antibody. Cells were counted 

by flow cytometry using a BDFACS Canto II flow cytometer (BD Biosciences) and data were 

analyzed FlowJo software (Tree Star). 

 

Human samples 

Human coronary arteries and internal mammary arteries were collected from patients 

undergoing heart transplant and coronary artery bypass-graft surgery, respectively, at the 

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain). Atherosclerotic and non-

atherosclerotic coronary arteries were from coronary artery disease (CAD) and non-CAD 

patients, respectively. The studies were approved by the Ethics Committee and were 

conducted in accordance with the Helsinki Declaration. 

 

Histological analysis and immunostaining 
Mouse hearts and aortas were perfused with PBS, removed, fixed in 4% paraformaldehyde for 

24 h, embedded in paraffin and prepared in 5-µm transverse sections for immunostaining or 

staining with H&E or Masson’s Trichrome. Alternatively, mouse hearts were fixed in 10% 

paraformaldehyde for 24 h at 4ºC, incubated 24h in PBS supplemented with 30% sucrose and 

embedded in OCT and cryopreserved at -70ºC. Cryocut cross-sections (5 µm) of heart tissue 

were then prepared. 

 

Deparaffinized sections were rehydrated and antigens retrieved in 10 mM citrate buffer pH 

6.0 (95ºC, 20 min). Samples were blocked for 30 min with either 10% goat serum or 10% 

horse serum (for immunohistochemistry) or with 10% horse serum plus 2% BSA (for 

immunofluorescence), all in PBS. Cryocut cross-sections were stained with Oil Red (0.5% in 

isopropanol) or Masson’s thricrome stain. Paraffin cross-sections were stained with 

hematoxilin-eosin or Masson’s thricrome stain or were processed for immunohistochemistry 

or immunofluorescence. Samples were stained with rabbit anti-Rcan1 (D6694; Sigma-
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Aldrich), alkaline phosphatase-conjugated mouse anti-smooth muscle actin (SMA) (A5691; 

Sigma-Aldrich), mouse anti-Mac3 (sc-1991; Santa Cruz Biotechnology), biotinylated lectin 

(L2140, Sigma-Aldrich), anti-Mrc1 (MCA2235GA; Serotec), anti-Ter119 (553672; BD), and 

biotinylated anti-IL-10 (Diaclone). For Rcan1 and Mac3 inmunohistochemistry, color was 

developed with DAB (Vector Laboratories) and sections were then counterstained with 

hematoxilin, dehydrated, and mounted in DPX (Fluka). For SMA, color was developed with 

Fast-Red Alkaline Phosphatase Substrate Tablets (Sigma-Aldrich).  

 

Images were acquired at RT using a Leica DM2500 microscope with 10x, 20x or 40x HCX 

PL Fluotar objective lenses and Leica Application Suite V3.5.0 acquisition software. 

Secondary antibodies for immunofluorescence were Alexa Fluor Cy3-conjugated goat anti-

rabbit (excitation at 555 nm, emission at 500-610 nm), Alexa Fluor 488-conjugated chicken 

anti-mouse (excitation at 488 nm, emission at 505-600 nm), Alexa Fluor 647 chicken anti-rat 

(Invitrogen; excitation at 633 nm, emission at LP640 and pseudocolored in red) and 

streptavidin-Alexa Fluor 647 (Invitrogen; excitation at 633 nm, emission at LP640 and 

pseudocolored in green). Nuclei were stained with DAPI (excitation at 405 nm, emission at 

420-475 nm). Immunofluorescence stainings were mounted in Citifluor AF4 mounting 

medium (Aname) and images (1024 x 1024 pixels; 8-bit) were acquired at RT using an 

inverted confocal microscope (LSM700; Carl Zeiss) with 63x Plan-Apochromat oil 

immersion objectives. Images were analyzed using ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) or MetaMorf (Molecular Devices; Sunnyvale, 

California) and were processed for presentation with Zen 2009 Light Edition (Carl Zeiss) and 

Adobe Photoshop.  

 

Cell procedures 
VSMCs were extracted from abdominal and thoracic aortas as described (Esteban et al, 2011) 

and cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, GIBCO-Invitrogen) containing 

10% fetal bovine serum (FBS; Lonza), L-glutamine and antibiotics (100 units/ml penicillin 

and 100 μg/ml streptomycin). Mouse lung endothelial cells (MLECs) were obtained from 

mouse lungs digested with 0.2% collagenase P (Roche) for 1 h at 37°C, and further 

disaggregated to produce single-cell suspensions. The mixed population obtained was 

subjected to negative selection with magnetic beads (Dynal) coated with anti-CD16 (BD 

Biosciences) followed by positive selection with magnetic beads coated with anti-ICAM-2 

(BD Biosciences). This procedure resulted in a >90% pure population of endothelial cells. 
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MLECs were grown on 0.5% gelatin, 100mg/ml collagen I (Sigma) in DMEM F-12 

(Biomlutaker BE. 12-719F) containing 20% FBS, heparin (100mg/ml), EGCF (5mg/ml), 

glutamine (Sigma), and antibiotics (100 units/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin). 

Before stimulation, cells were rendered quiescent by 48 h culture in DMEM without FBS 

(VSMCs) or overnight culture with 0.5% FBS (MLECs). 

 

Peritoneal macrophages were collected from mice by peritoneal lavage 4 days after 

intraperitoneal injection of 3% (wt/vol) thioglycolate. Cells were used for migration 

experiments or were cultured 24-48 h in AlphaMEM (Lonza) supplemented with 10% FBS, 

L-glutamine and antibiotics and stimulated for 4-24 h in medium containing 2% FBS and 

50µg/ml LDL (Invitrogen) or 50µg/ml oxLDL (Biomedical Technologies).   

 

Flow cytometry. 
Peritoneal macrophages were cultured for 72h and then suspended in PBS containing 1% 

BSA, pre-incubated with Mouse BD Fc Block (BD Pharmingen, 553141) and costained for 30 

min at 4ºC with anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cyanine7 (eBioscience, 25-4801-82) and 

rabbit anti-CD36 (Abcam, ab78054) or anti-SR-A (Santa Cruz, sc-20444). Alexa Fluor 647-

conjugated goat anti-rabbit (Invitrogen, A-21443) and Alexa Fluor 647-conjugated chicken 

anti-goat (Invitrogen, A-21469) were used as secondary antibodies. Cells were counted by 

flow cytometry using a BD FACS Canto II flow cytometer (BD Biosciences) and data were 

analyzed with FlowJo software (Tree Star). 

 

Western blot analysis 

Human specimens and mouse aortic samples for western blotting were snap-frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80ºC. Human protein extracts were obtained using an ice-cold lysis 

buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% (w/v) Triton X-100, 150 mM NaCl and 1 mM 

DTT, supplemented with phosphatase and protease inhibitors (Roche) (Fuster et al, 2011). 

Mouse tissue protein extracts were obtained using ice-cold lysis buffer containing 10 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxicholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl and 

5mM EDTA, supplemented with 1 µM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

100 µM benzamidine, 1 µg/ml pepstatin and 1µg/ml aprotinin.  
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After stimulation of primary cultures, cells were washed with ice-cold PBS and lysed with 20 

mM Hepes pH 7.6 containing 1% Triton X-100, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM EGTA, 1 

µM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 100 µM benzamidine, 1 µg/ml 

pepstatin and 1µg/ml aprotinin.  

 

Proteins were separated under reducing conditions on SDS-polyacrylamide gels and 

transferred to nitrocellulose membranes. Protein detection was performed with anti-Rcan1 

(D6694; Sigma-Aldrich), anti-α-actin (M0851, Dako), anti-Gsk3ß (9315; Cell Signaling), 

anti-PSF (P2860; Sigma-Aldrich) anti-alpha-tubulin (T6074; Sigma-Aldrich) and HRP-

conjugated secondary antibodies (Pierce). Immunocomplexes were detected with enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection reagent (Millipore). 

 

Atherosclerotic lesion analysis 
Hearts from euthanized mice were perfused through the left ventricle with PBS. After fixing 

in 4% paraformaldehyde overnight at 4º, the aortas were thoroughly cleaned under a 

dissecting microscope to remove all adventitial fat and connective tissue. Aortas were whole-

mount stained with 0.2% Oil Red O (Sigma O0625) in 80% methanol, opened longitudinally 

and pinned to black wax to expose the entire luminal surface. Images were acquired using an 

Olympus SZX10 stereomicroscope (Olympus, Germany) coupled to an Olympus UC30 

digital color camera (Olympus, Germany). The planimetric area of atherosclerotic plaques 

was measured in pixels using ImageJ and converted to mm2. 

 

Migration assays 
Migration of peritoneal macrophages was measured in a modified Boyden chamber using 

Transwell inserts with a 5 µm-pore membrane (Costar). Medium containing 2% FBS and 

100ng/ml MCP-1 (RD Systems) was placed in the lower wells in some cases. Cells (1-2 x 105 

per well) in AlphaMEM supplemented with 0.1% BSA were loaded into the migration 

chamber with 50µg/ml of lipoprotein, (LDL, oxLDL or acLDL). After allowing cell migration 

for 18 h, cells were removed from the upper side of membranes, and nuclei of migrated cells 

on the lower side of the membrane were stained with Hoechst. The number of migrated cells 

was counted on fluorescence microscopy photographs of 10 randomly-selected fields. 

Experiments were performed in triplicate. 
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For wound healing assays, a single scrape wound was made on monolayers of peritoneal 

macrophages seeded 3 days before on 35-mm-diameter plates. After washing with PBS, cells 

were incubated with 2% FBS plus 100ng/ml MCP-1 with or without 50ug/ml oxLDL. The 

number of cells that migrated into the denuded area was counted using ImageJ. Macrophage 

motility was monitored by time-lapse videomicroscopy. 

 

Spreading assays 
Peritoneal macrophages (104 cells) were placed on serum-coated slides and allowed to attach 

to the surface at 37ºC for 20 minutes. After stimulation of macrophages with 50µg/ml oxLDL 

for the indicated times, cells were fixed in 4% paraformaldheyde for 15 minutes and stained 

with fluorescein-conjugated phalloidin. Images were taken using an inverted confocal 

microscope (LSM700; Carl Zeiss) fitted with a 63x Plan-Apochromat oil immersion 

objective. Cell perimeter and surface was measured with cell profile software and spreading 

was determined according to the formula Spreading = perimeter2 /(4 x π x area).    

 

Foam-cell formation. 

Peritoneal macrophages were plated on coverslips, incubated with 50µg/ml LDL or oxLDL 

for 24h, fixed in 4% paraformaldehyde for 15 minutes and stained with Oil red O and 

counterstained with hematoxylin.  

 

Laurdan GP microscopy. 

Laurdan GP microscopy has been described previously (Bagatolli et al, 2003; Sanchez et al, 

2007). Peritoneal macrophages were cultured in the presence of 1 µM Laurdan (Molecular 

Probes, Grand Island, NY) for 30 minutes in serum-free medium, using DMSO as vehicle. 

Laurdan fluorescence was excited with a mode-locked titanium-sapphire laser (Spectra-

Physics Mai Tai DS) set at 780 nm and its emission collected at 445-465 nm and 474-514 nm. 

GP images (512x512, 32 bits) were obtained with an ALBA microscope (ISS, Illinois) 

equipped with a 63x water objective (1.2 NA) and analyzed using Image-J software (NIH 

Image, National Institute of Health, Bethesda, MD). Laurdan GP was calculated by using a G 

factor of DMSO-dissolved Laurdan = 0.57 (Bagatolli et al, 2003) and applying the following 

equation to every pixel: 

 

 

 

€ 

Laurdan GP =
I 425−465nm( ) −G× I 476−514nm( )

I 425−465nm( ) +G× I(476−514 nm )
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where I425-465 and I476-514 are the emission intensities at 445-465 and 474-514 nm respectively. 

 

Cholesterol accumulation and efflux 

Peritoneal macrophages were plated at 5 × 105 cells/well in 24-well plates. After 24 h, 

triplicate wells were cultured in Alpha MEM with 10% human lipoprotein deficient serum, in 

the presence of 2 μCi/ml of 3H-cholesterol (Perkin Elmer) and 50 μg/ml of acLDL 

(Biomedical Technologies) for 24h (cholesterol accumulation) or 32h (cholesterol efflux). 3H-

cholesterol accumulation was measured by scintillation counting after extraction of cellular 

lipids with hexane/isopropanol (2:1). For efflux assessment, cells were extensively washed in 

PBS, and then incubated in Alpha-MEM plus either 100 μg/ml HDL (Biomedical 

Technologies) or 0.1 % BSA for 24 h. Radioactivity was measured by scintillation counting 

in the medium and in cellular lipids after extraction with hexane/isopropanol (2:1). HDL-

induced cholesterol efflux was calculated using the following equation: 

 
 

Lentiviral production and infection  

HA-tagged RCAN1-1 and RCAN1-4 cDNA were excised from pHA-CALP1L and pHA-

CALP1S (a generous gift of Dr. S. de la Luna) and cloned into the lentiviral vector pHRSIN-

IRES-GFP to generate pHRSIN-HA-RCAN1-1-IRES-GFP and pHRSIN-HA-RCAN1-4-

IRES-GFP. 

 

Lentiviruses expressing HA-RCAN1-1-IRES-GFP and HA-RCAN1-4-IRES-GFP were 

obtained by transient calcium phosphate transfection of HEK-293 cells, employing a three 

plasmid HIV-derived and VSV pseudotyped lentiviral system kindly provided by M. K. 

Collins (University College London, UK). The supernatant containing the lentiviral particles 

was collected 48 h after removal of the calcium phosphate precipitate, filtered through a 45 

μM PVDF membrane (Steriflip, Millipore) and ultracentrifuged for 2 h at 26,000 rpm, 4ºC 

(Ultraclear Tubes, SW28 rotor and Optima L-100 XP Ultracentrifuge; Beckman). Viruses 

were resuspended in cold sterile DMEM and titrated in Jurkat cells by flow cytometry. 

Infection efficiency (GFP-expressing cells) and cell death (propidium iodide staining) were 



Anexo I

178

 Supporting Information page 8 

monitored by flow cytometry. Similar infection efficiencies were obtained with the different 

constructs and across experiments.  

 

Peritoneal macrophages (106 cells) were plated, washed with PBS 24h later and infected with 

lentiviruses encoding IRES-GFP (Mock) or RCAN1-1-IRES-GFP plus RCAN1-4-IRES-GFP. 

After 24h, medium was replaced with AlphaMEM supplemented with 10% FBS. CD36 

expression was assessed 48h later in GFP-f4/80 double-positive cells by flow cytometry. For 

foam-cell formation assays, culture medium was replaced after 24h of infection with 

AlphaMEM supplemented with 10% human lipoprotein-deficient serum. Cells were washed 

after 48h cells and then incubated with 50 μg/ml oxLDL for 24h. oxLDL uptake was 

determined by Laurdan GP microscopy. 

 

Antigen presentation 
Macrophages were cultured in 35-mm-diameter plates in the presence of 2 mg/ml OVA for 2 

h. After washing several times with PBS, macrophages were cultured for 5 h in regular 

culture medium and β-galactosidase-expressing B3Z T cells (2 x 106) were added overnight. 

Antigen presentation was quantified by assessing the hydrolysis of chlorophenol red-β-D-

galactopyranoside (CPRG) (Calbiochem) with a spectrophotometer (O.D. 595-655) 

 

Phagocytosis 
Macrophages (3 x 105) were cultured overnight on glass coverslips. Non-adherent cells were 

removed and macrophages were cultured without FBS for 2 h. Sheep red blood cells were 

opsonized with rabbit IgG or left untreated, and then added to the macrophage culture for 15 

min. Cells were fixed, permeabilized and stained with phalloidin-TxRed (Invitrogen) and goat 

anti-rabbit 647 to detect phagocytosed particles. Internalized red blood cells were counted 

under a microscope. 

 

Quantitative PCR analysis 

Total RNA was isolated with TRIZOL (Life Technologies), DNase-treated and reverse-

transcribed at 37ºC for 50 min in a 20µl reaction mix containing 200U Moloney murine 

leukemia virus (MMLV) reverse transcriptase (Life Technologies), 100ng random primers, 

and 40U RNase Inhibitor (Life Technologies). Reactions were terminated by heating at 95ºC 

for 5 min. Real-time quantitative RT-PCR was performed using Prime Time qPCR assay 

(Integrated DNA Technologies) specific for human GAPDH (Hs.PT.39a.22214836), TaqMan 
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Gene Expression assays (Life Technologies) specific for human RCAN1-1 (Hs01120956_m1) 

and mouse Rcan1 (Mm00627762_m1) and Hprt1 (Mm00446968_m1) and a custom TaqMan 

Gene Expression assay specific for RCAN1-4 (primers: 

GCAAACAGTGATATCTTCAGCGAAA,  GTGATGTCCTTGTCATACGTCCTAA; 

probe: CAGGGCCAAATTT). SYBR Green was used for RT-PCR detection of IL-10 

(TGCTATGCTGCCTGCTCTTA, TCATTTCCGATAAGGCTTGG), Mrc1 

(ATGCCAAGTGGGAAAATCTG, TGTAGCAGTGGCCTGCATAG), Arg1 

(CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG, AGGAGCTGTCATTAGGGACATC), Mcp-1 

(ACACCCTACAAACCGGAACC, AGCCTTCCTGTCATAGTATTCCT), Abca1 

(AGTGATAATCAAAGTCAAAGGCACAC, AGCAACTTGGCACTAGTAACTCTG), 

Abcg1 (TTCATCGTCCTGGGCATCTT, CGGATTTTGTATCTGAGGACGAA), SR-A 

(TGAACGAGAGGATGCTGACTG, GGAGGGGCCATTTTTAGTGC), Mmp2 

(GCACCACCGAGGACTATGAC, ACTTGTTGCCCAGGAAAGTG), Mmp9 

(CAAATTCTTCTGGCGTGTGA, CGGTTGAAGCAAAGAAGGAG), iNos 

(CAGCTGGGCTGTACAAACCTT, CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG) and m36B4 

(GCGACCTGGAAGTCCAACTA, ATCTGCTGCATCTGCTTGG). Calculations were made 

from measurements of 3 replicates of each sample. The amount of target mRNA in samples 

was estimated by the 2CT relative quantification method using GAPDH, Hprt1 or m36B4 for 

normalization. 

 

CN phosphatase activity.  

CN enzyme activity in macrophage extracts was analyzed with the Biomol Green Calcineurin 

Assay kit (Enzo Life Sciences) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Statistical analysis.  

All values are expressed as means ± SEM. Differences were evaluated using one-way or two-

way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni’s post-hoc test (experiments with >3 

groups) or Student’s t-test, as appropriate for the data. Statistical significance was assigned at 

p<0.05. 
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Figure S1. RCAN1 is induced in human atherosclerotic arteries. Quantitative PCR 
analysis of RCAN1-1 and RCAN1-4 expression in atherosclerotic (ATC) and non-
atherosclerotic (Non-ATC) human coronary arteries. mRNA amounts were normalized to 
GAPDH expression (means+s.e.m). Student’s t-test, **p=0.008, ***p=0.0001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure S2. Rcan1 gene targeting ablates expression of Rcan1-1 and Rcan1-4. Rcan1 
immunoblot staining of aorta and heart tissue extracts from atherosclerotic Apoe-/- and 
Apoe-/-Rcan1-/- mice (one mouse per lane). Tubulin shows similar protein loading. Data 
are representative of 5 mice per group. 
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Figure S3. HFD-induced body weight increase and lipid profile changes are not 
mediated by Rcan1. (A) Body weight gain of Apoe-/- (Rcan1+/+; n=12) and Apoe-/-

Rcan1-/- (Rcan1-/-; n=18) mice after 6 weeks on a HFD. (B) Serum concentration of 
triglyceride (TGA), free cholesterol (FCHO) and total cholesterol (TCHO) in these mice 
before and after diet (means+s.e.m). (C) Serum levels of high-density lipoproteins (HDL) 
and LDL in the same mice (means+s.e.m). One-way ANOVA, *p=0.014, **p=0.0036, 
***p<0.00001. 
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Figure S4. Rcan1 gene targeting increases fibrous cap thickness. (A) Representative 
images of H&E staining of lesions in the aortic sinus of Apoe-/- (n=25 valves) and Apoe-/-

Rcan1-/- mice (n=45 valves) fed a HFD for 6 wk. The average of three measurements of 
fibrous cap thickness (FcT) and lesion thickness (LT) taken in the center of each lesion 
was calculated. Odd and pair lines indicate the measurements of fibrous cap thickness 
and lesion thickness, respectively, taken in these particular lesions. Scale bar, 50 µm. (B) 
Quantification of fibrous cap thickness relative to lesion thickness and normalized 
(means+s.e.m; Student’s t-test, *p=0.016). 
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Figure S5. Rcan1 gene targeting does not increase MMP2 or MMP9 expression. 
Quantitative PCR analysis of MMP2 and MMP9 expression in the aortic arch of 
atherosclerotic Apoe-/- (n=12) and Apoe-/-Rcan1-/- mice (n=14) pooled from three 
independent experiments. mRNA amounts were normalized to m36B4 expression 
(means+s.e.m). Student’s t-test, non-significant.  
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Figure S6. Rcan1 gene targeting does not induce intraplaque hemorrhage. (A) 
Representative Ter-119 immunohistochemistry of the aortic sinus of an atherosclerotic 
Apoe-/-Rcan1-/- mouse. Scale bar, 200 µm. (B-C) Enlargement of boxed regions 1 and 2. 
Erythrocytes (Ter-119+ cells) are found only in the heart tissue (B) and the lumen (bottom 
left corner of C). Arrows point to Ter-119+ cells. Scale bar, 50 µm. Images are 
representative of 12 aortic valves from 4 Apoe-/- mice and of 12 lesions from 4 Apoe-/-

Rcan1-/- mice.  
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Figure S7. SR-A expression  is not affected by Rcan1 gene targeting. (A) Quantitative 
PCR analysis of SR-A expression in the aortic arch of atherosclerotic Apoe-/- (n=12) and 
Apoe-/-Rcan1-/- mice (n=13) pooled from three independent experiments. mRNA amounts 
were normalized to m36B4 expression (means+s.e.m). Student’s t-test, non-significant 
(ns). (B) Representative flow cytometry fluorescence histograms of SR-A-stained 
macrophages of the indicated genotypes. 
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Figure S8. Rcan1 is a modest regulator of cholesterol efflux in macrophages. (A) 3H-
cholesterol accumulation in acLDL-loaded cultured peritoneal macrophages and (B) 3H-
cholesterol efflux in cultured peritoneal macrophages treated with 100 µg/ml HDL for 
24h. Data are means+s.e.m (n=4). Student’s t-test, *p=0.04, **p=0.005. Quantitative 
PCR analysis of ABCA and ABCG expression in (C) cultured peritoneal macrophages 
(n=4) and (D) the aortic arch of atherosclerotic Apoe-/- (n=12) and Apoe-/-Rcan1-/- mice 
(n=13) pooled from three independent experiments. mRNA amounts were normalized to 
m36B4 expression (means+s.e.m). Student’s t-test, as indicated. 
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Figure S9.  Rcan1 does not mediate macrophage chemotaxis.  Apoe-/- and Apoe-/-

Rcan1-/- macrophages were seeded on the upper surface of chemotaxis chambers 
containing medium alone (Control) or medium supplemented with FBS, MCP-1 or FBS 
plus MCP-1. After 18 h, non-migrating cells were removed from the upper filter surfaces 
and the filter was stained with Hoechst. Quantification of migrated macrophages in ten 
fields per condition. Data are shown relative to non-treated cells (mean ± s.e.m, n=4). 
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Figure S10. Macrophage motility is inhibited by oxLDL in an Rcan1-dependent 
manner. A single scrape wound was made on confluently plated Apoe-/- and Apoe-/-

Rcan1-/- macrophages, and cells were then incubated in medium alone or medium 
supplemented with 100 ng/ml MCP-1 or 100 ng/ml MCP-1 plus 50 µg/ml oxLDL. 
Migration into the denuded area was monitored by photomicroscopy. (A) Quantification 
of migrated macrophages in ten fields per condition. Data show number of cells relative 
to the surface area of the scrape (mean ± s.e.m n=3; one-way ANOVA, **p=0.0037, 
***p<0.0001).  (B) Representative images of macrophages in scraped regions. Bar, 100 
µm.  
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Figure S11. Rcan1 gene targeting increases IL10 gene expression in the aortic arch 
of atherosclerotic mice. Quantitative PCR analysis of IL10 expression in the aortic arch 
of atherosclerotic Apoe-/- (n=12) and Apoe-/-Rcan1-/- mice (n=13) pooled from three 
independent experiments. mRNA amounts were normalized to m36B4 expression 
(means+s.e.m). Student’s t-test, *p=0.0108. 
 
 
 

  
Figure S12. Rcan1 regulates Arg1 expression, antigen presentation and phagocytic 
activity in macrophages. (A) Quantitative PCR analysis of Arg-1 mRNA expression in 
Apoe-/- and Apoe-/-Rcan1-/- peritoneal macrophages. mRNA amounts were normalized to 
m36B4 expression (mean+s.e.m; n=7). (B) Antigen (ovalbumin) presentation by Apoe-/- 
and Apoe-/-Rcan1-/- macrophages to B3Z T-cell hybridoma cells. Data are means±s.e.m 
(n=4). (C) The number of phagocytized red blood cells is shown relative to that of by 
Apoe-/- or Apoe-/-Rcan1-/- macrophages (means+s.em; n=4). Student’s t-test *p=0.011, 
**p<0.0077, ***p<0.0001. 
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Figure S13. Rcan1 does not regulate iNos expression in atherosclerotic lesions. 
Quantitative PCR analysis of iNos mRNA expression in the aortic arch of atherosclerotic 
Apoe-/- (n=12) and Apoe-/-Rcan1-/- mice (n=13) pooled from three independent 
experiments. mRNA amounts were normalized to m36B4 expression (means+s.e.m). 
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Figure S14. Rcan1 does not alter the nature of BM reconstitution. (A) Immunoblot 
analysis of Gsk3ß and PSF expression in BM cells of Apoe-/- mice transplanted with BM 
from Apoe-/- or Apoe-/-Rcan1-/- mice. (B - D) Analysis of leukocyte populations 4 weeks 
after instilling Apoe-/- mice with BM from Apoe-/- (n=8) or Apoe-/-Rcan1-/- mice (n=8). 
Data were pooled from two independent experiments and show (B) percentage of 
myeloid cell populations, (C) number of platelets and (D) percentage of lymphoid cell 
populations (means+s.em) and were pooled from two independent experiments.  
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Figure S15. Metabolic parameters in transplanted mice. (A) Body weight gain of 
Apoe-/- mice transplanted with BM from Apoe-/- (Rcan1+/+; n=16) or Apoe-/-Rcan1-/- mice 
(Rcan1-/-; n=15) after 6 weeks on a HFD. (B) Serum concentrations of triglyceride, total 
cholesterol (TCHO) and free cholesterol (FCHO) in these mice before and after the HFD 
(means+s.e.m). (C) Serum concentrations of HDL and LDL in the same mice 
(means+s.e.m). Data were pooled from three independent experiments. One-way 
ANOVA,  ***p<0.0001.  
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Figure S16. Rcan1 gene targeting does not alter CN activity in macrophages. CN 
enzymatic activity against phosphopeptide RII measured in Apoe-/- or Apoe-/-Rcan1-/- 
peritoneal macrophages that were unstimulated or treated with 1µM lypopolysacharide 
(LPS) for 20 minutes. Values are the means ± SEM of duplicate determinations for each 
condition from four independent experiments. One-way ANOVA, *p=0.017, **p=0.004, 
n.s., non-significant.  
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Aortic aneurysm (AA) and dissections account for 1–2% of all deaths 
in industrialized countries. Thoracic AA (TAA) is strongly associated 
with familial genetic predisposition and involves gene variants that 
show high penetrance. TAA and dissections (TAAD) can appear in 
isolation (familial TAAD) or together with features of a systemic con-
nective tissue disorder (syndromic TAAD), such as that in MFS.

Syndromic and nonsyndromic TAAD are associated with increased 
transforming growth factor (TGF)-β signaling1–3. TGF-β activation 
has been proposed to cause aortic medial degeneration, a typical 
histopathological feature of TAAD, which is characterized by an 
enlarged and weakened medial layer, fibrosis, proteoglycan accumu-
lation, and elastic fiber disorganization and fragmentation4. However, 
it is unclear whether TGF-β activation is a cause or a consequence 
of TAAD. Consistent with a pathogenic role of TGF-β in TAAD, 
neutralizing antibodies to TGF-β prevent aortic dilation and inhibit 
fragmentation of elastic lamellae in a mouse model of mild MFS5. 
In the same model, these processes are also inhibited by losartan, 
an angiotensin-II (Ang-II) type I receptor (AT1R) antagonist that 
inhibits TGF-β signaling5,6. However, in clinical trial, losartan was 
not more effective at reducing the rate of aortic root enlargement 

than the beta blocker atenolol, and dual therapy with both losartan 
and atenolol produced no additional benefit7–9.

Little is known about the mechanisms by which Ang-II promotes 
aneurysms. We recently showed that Ang-II and other stimuli associ-
ated with vascular remodeling induce aortic expression of ‘a disintegrin 
and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1 (ADAMTS1)10, 
raising the possibility that ADAMTS1 might mediate Ang-II-induced 
aneurysms. ADAMTS1, a member of the proteoglycan-degrading 
ADAMTS metalloproteinase family, is expressed in aortic endothe-
lial cells and in vascular smooth muscle cells (VSMCs)11,12. It is also 
expressed in tissue from TAA lesions and is active in normal aortic 
tissue, where it cleaves versican and aggrecan13,14. However, the role 
of Adamts1 in aneurysm development is unknown.

RESULTS
A syndromic form of TAA is triggered by a constitutive Adamts1 
deficiency 
To investigate the contribution of Adamts1 to Ang-II-elicited aortic 
dilation and aneurysm, we used Adamts1-deficient mice from the 
European Mouse Mutant Archive (EM:02291). Previously described 
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Nitric oxide mediates aortic disease in mice deficient in 
the metalloprotease Adamts1 and in a mouse model of 
Marfan syndrome
Jorge Oller1,10, Nerea Méndez-Barbero1,10, E Josue Ruiz1, Silvia Villahoz1, Marjolijn Renard2, Lizet I Canelas1, 
Ana M Briones3, Rut Alberca1, Noelia Lozano-Vidal1, María A Hurlé4, Dianna Milewicz5, Arturo Evangelista6, 
Mercedes Salaices3, J Francisco Nistal4, Luis Jesús Jiménez-Borreguero7, Julie De Backer3,  
Miguel R Campanero8,11 & Juan Miguel Redondo1,9,11

Heritable thoracic aortic aneurysms and dissections (TAAD), including Marfan syndrome (MFS), currently lack a cure, and 
causative mutations have been identified for only a fraction of affected families. Here we identify the metalloproteinase 
ADAMTS1 and inducible nitric oxide synthase (NOS2) as therapeutic targets in individuals with TAAD. We show that Adamts1  
is a major mediator of vascular homeostasis, given that genetic haploinsufficiency of Adamts1 in mice causes TAAD similar 
to MFS. Aortic nitric oxide and Nos2 levels were higher in Adamts1-deficient mice and in a mouse model of MFS (hereafter 
referred to as MFS mice), and Nos2 inactivation protected both types of mice from aortic pathology. Pharmacological inhibition 
of Nos2 rapidly reversed aortic dilation and medial degeneration in young Adamts1-deficient mice and in young or old MFS mice. 
Patients with MFS showed elevated NOS2 and decreased ADAMTS1 protein levels in the aorta. These findings uncover a possible 
causative role for the ADAMTS1–NOS2 axis in human TAAD and warrant evaluation of NOS2 inhibitors for therapy.
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Adamts1−/− mice have congenital kidney malformations and high 
perinatal mortality15, but no vascular phenotype has been reported. 
Our Adamts1+/− mice expressed lower levels of Adamts1 in the aorta 
than wild-type (WT) littermates (Fig. 1a and Supplementary Fig. 1a).  
We did not study Adamts1−/− mice because these mice had very 
low survival at the time of weaning (Supplementary Fig. 1b).  
By contrast, the survival of Adamts1+/− mice was similar to that of 
their WT littermates, and Adamts1+/− mice seemed to be healthy 
at this stage. Treatment of 8-week-old WT mice with Ang-II for 28 
d promoted generalized aortic dilation, which was confirmed by 
ultrasonography of the aortic ring (AR), the ascending aorta (AsAo) 
and the abdominal aorta (AbAo) (Fig. 1b,c). In contrast to WT 
mice, untreated Adamts1+/− mice showed aortic dilation, which was 
exacerbated by Ang-II treatment (Fig. 1b,c). In addition, whereas 
Ang-II treatment induced AA or lethal aortic dissections in only 1 
of 12 WT mice, this treatment rapidly triggered AA or lethal aortic 
dissections in 7 of 15 Adamts1+/− mice; this occurred in the AsAo in 
three mice and in the AbAo in four mice (Fig. 1d,e). No aneurysms 
or lethal dissections were detected in untreated Adamts1+/− mice 
at this age. Because Ang-II induces hypertension, we investigated 
whether Adamts1 inactivation would also have a pro-hypertensive  
effect. However, unlike Ang-II treatment, Adamts1 gene dose  
reduction led to a reduction in both systolic and diastolic blood 
pressure (BP) (Fig. 1f).

In line with previous observations of developmental kidney abnor-
malities in other Adamts1-targeted mice15, we found that the kidneys 
of our Adamts1+/− mice had an enlarged caliceal space, indicative of 
hydronephrosis (Supplementary Fig. 1c). However, levels of urea 
and creatinine in the plasma were similar in WT and Adamts1+/− 
mice (Supplementary Fig. 1d,e), suggesting that renal function was 
not compromised.

The presence of renal abnormalities raised the possibility that the 
aortic pathology induced by Adamts1 deficiency might be syndromic. 
Syndromic aortic conditions in humans and mice, including MFS, 
involve alterations to the lungs and skeleton16–19. Examination of 
3-month-old Adamts1+/− mice revealed a marked increase in dis-
tal airspace caliber, which is characteristic of emphysema (Fig. 1g).  
Moreover, kyphosis was detected in 44.4% of 3- to 4-month-old 
Adamts1+/− mice (Fig. 1h), which was associated with increased 
anteroposterior and transverse diameters of the chest due to over-
growth of the ribs (Fig. 1i). Other long bones (humerus, tibia and 
femur) were also longer in sex-matched Adamts1+/− mice than in WT 
mice, whereas there were no differences in cranial size and morphol-
ogy between the Adamts1+/− and WT mice (Fig. 1j,k).

TAA is promoted by knockdown of Adamts1 expression in the aorta
To investigate the direct effects of Adamts1 deficiency on aortic dila-
tion, we knocked down its expression in the aorta of adult mice by 
using lentivirus encoding an Adamts1-specific siRNA. By screening 
candidate small interfering RNAs (siRNAs) specific for Adamts1 in 
cultured VSMCs, we identified siRNA-27 as having high silencing 
capacity (Supplementary Fig. 1f,g). The siRNA-encoding lentivirus 
also encoded green fluorescent protein (GFP) to facilitate assessment 
of transduction efficiency. Intrajugular delivery of lentivirus encod-
ing siRNA-27 (hereafter referred to as siAdamts1) into C57BL/6 
mice20 yielded efficient and long-term transduction of all aortic wall 
layers, as determined by GFP immunostaining of the AsAo, thoracic 
descending aorta and AbAo 7 weeks after lentiviral delivery (Fig. 2a,b 
and Supplementary Fig. 1h). Adamts1 mRNA and Adamts1 protein 
expression was almost undetectable in aortic samples from mice that 
were inoculated with siAdamts1-expressing lentivirus (Fig. 2b,c and 
Supplementary Fig. 1h,i ), even when the mice were treated with Ang-II  
for the last 4 weeks prior to the evaluation of Adamts1 expression (Fig. 
2c and Supplementary Fig. 1i). Indeed, aortic Adamts1 mRNA levels 
were lower in siAdamts1-transduced mice than in Adamts1+/− mice 
(Supplementary Fig. 1i). Silencing of Adamts1 expression was con-
firmed in all layers of the AsAo, thoracic descending aorta and AbAo 
(Fig. 2b and Supplementary Fig. 1h). Consistent with the results 
obtained for Adamts1+/− mice, Adamts1 silencing in the adult aorta 
led to decreased systolic and diastolic BP (Fig. 2d), as well as strong 
dilation of the AR, AsAo and AbAo; this dilation was further increased 
by treatment with Ang-II (Fig. 2e and Supplementary Fig. 1j). In addi-
tion, Ang-II treatment of siAdamts1-transduced mice caused aneu-
rysms in 13 of 16 mice and lethal dissections in 4 of 16 mice, whereas 
Ang-II treatment of mice that were transduced with a control siRNA 
(siCtl) caused aneurysm in only 1 of 13 mice, and none developed lethal 
dissections. No aneurysms or lethal dissections were detected in siAd-
amts1-expressing mice at this age in the absence of Ang-II treatment.

Medial degeneration and activation of the TGF-β pathway in the 
aortic wall of Adamts1 deficient mice
Reduction of Adamts1 levels in mice by either genetic inactivation or 
transduction of a lentivirus expressing siAdamts1 caused the char-
acteristic features of medial degeneration: elastic fiber fragmenta-
tion and disarray, excessive collagen deposition and proteoglycan 
accumulation, as assessed by histologic analysis of the AsAo and 
the AbAo (Fig. 2f–h and Supplementary Fig. 2a–e). These features 
were exacerbated by Ang-II treatment of the mice (Fig. 2f–h and 
Supplementary Fig. 2a–e).

Figure 1 Induction of syndromic TAA by Adamts1 deficiency. (a) Representative images of Adamts1 immunostaining in aortic sections from the 
indicated strains of mice (n = 3 per group). Scale bar, 20 µm. (b,c) Representative ultrasound images (b) and maximal diameters (c) of AR, AsAo and 
AbAo from vehicle-treated (control) (Adamts1+/+ (+/+), n = 13; Adamts1+/− (+/−), n = 15) and Ang-II-treated (Adamts1+/+, n = 11; Adamts1+/−, n = 14) 
mice for 28 d. In b, red dashed lines mark the lumen boundary, and the yellow dashed lines mark the lumen diameter. Data are presented as box-and-
whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. *P < 0.05, ****P < 0.0001 (Adamts1+/+ versus Adamts1+/− 
mice); ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P > 0.0001 (vehicle- versus Ang-II-treated mice); by two-way analysis of variance (ANOVA). Scale bars, 1 mm.  
(d) Survival curve of Ang-II-treated (Adamts1+/+, n = 12; Adamts1+/−, n = 15) mice for 28 d. *P < 0.05 by log-rank (Mantel–Cox) test. The numbers 
shown indicate the number of live mice versus the total number of mice at 28 d after the start of Ang-II treatment. (e) Aneurysm incidence in AsAo and 
AbAo in the Ang-II-treated cohorts of mice shown in d. (f) End-of-treatment systolic (left) and diastolic (right) BP in in the cohorts of mice shown in c.  
Data are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. ***P < 0.01 and  
****P < 0.001 (Adamts1+/+ versus Adamts1+/− mice); ####P < 0.0001 (control- versus Ang-II-treated mice); by two-way ANOVA. (g) Representative 
H&E-stained sections from formalin-fixed lungs of Adamts1+/+ (n = 10) and Adamts1+/− (n = 7) mice. The asterisk marks the distal airspace, which is 
enlarged in lungs of Adamts1+/− mice. Scale bars, 500 µm (2×), 50 µm (20×). (h) Representative skeletal positron emission tomography–computed 
tomography (PET–CT) images of 16- to 20-week-old Adamts1+/+ (n = 10) (top) and Adamts1+/− (n = 9) (bottom) mice. Red dashed lines, 1.67 cm;  
scale bar, 1 cm. Kyphosis incidence is indicated. (i–k) Quantification of the diameter of the anteroposterior (left) and transverse (right) thorax (i),  
and length of the cranium (j), humerus (left), femur (middle) and tibia (right) (k) from Adamts1+/+ (n = 20) and Adamts1+/− (n = 17) mice. Data are  
mean ± s.e.m. **P < 0.01; ***P < 0.001; n.s., not significant; by Student’s t-test.
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Aortic medial degeneration in Marfan and Loeys–Dietz syndromes 
is linked to activation of the TGF-β pathway17,21. Activation of this 
pathway leads to phosphorylation of the transcription factors Smad2 
and Smad3, their subsequent translocation to the nucleus and tran-
scriptional induction of their target genes, including connective tissue 
growth factor (Ctgf), collagen, type I, alpha 1 (Col1a1) and serine (or 
cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 (Serpine1; also called 
Pai1). Immunohistochemistry of aortic sections from Adamts1+/− mice  

revealed increased TGF-β1 and Smad2–Smad3 expression (Fig. 2i) 
and increased Smad2 activation, as seen by increased levels of phos-
phorylation and nuclear localization of Smad2, than in WT mice  
(Fig. 2i). Similarly, Adamts1 knockdown in mice showed increased 
Smad2–Smad3 expression and Smad2 activation in the aorta 
(Supplementary Fig. 3a). Increased Smad2–Smad3 expres-
sion and Smad2 activation were also evident in sections from the 
AsAo of Adamts1+/− mice, as assessed by immunofluorescence 
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(Supplementary Fig. 3b). Moreover, we observed similar results in 
aortic sections from MFS mice (Supplementary Fig. 3b); this mouse 
strain is heterozygous for an allele of fibrillin 1 (Fbn1) containing 
a mutation (C1039G)18 that is equivalent to a mutation frequently 
found in patients with MFS. Consistent with activation of TGF-β 
signaling, aortas from Adamts1+/− and siAdamts1-expressing mice 
had higher mRNA levels of the TGF-β transcriptional targets Ctgf, 
Col1a1 and Pai1 than aortas from WT and siCtl-expressing mice, 
respectively (Supplementary Fig. 3c,d).

Aortic dilation induced by Adamts1 deficiency is rapid and 
independent of TGF-β
To assess the pathogenesis of aortopathy caused by an Adamts1 
deficiency, we monitored AsAo and AbAo diameters and BP after 
intrajugular inoculation of the siCtl- or siAdamts1-expressing lenti-
virus (Fig. 3a). Levels of Adamts1 mRNA and Adamts1 protein were 
decreased as early as 1–2 d after inoculation of mice with siAdamts1-
expressing lentivirus than in mice inoculated with siCtl-expressing 
lentivirus (Fig. 3b and Supplementary Fig. 4a), which was followed 
immediately by a drop in BP and the induction of elastolysis (Fig. 3c,d 
and Supplementary Fig. 4b,c). There was no significant increase in 
aortic diameter until 3 d after inoculation (Fig. 3e), whereas collagen 
deposition in the aortic wall (Fig. 3f) and transcriptional activation of 
the TGF-β pathway (Supplementary Fig. 4d) did not occur until 1–2 
weeks after inoculation. The early induction of elastolysis prompted 
us to assess the activities of matrix metallopeptidase 2 (Mmp2) and 
Mmp9, key elastolytic proteins in the aortic wall. Mmp9 activity but 
not Mmp2 activity was rapidly and markedly induced after Adamts1 
silencing (Fig. 3g), and increased levels of Mmp9 in smooth muscle 
actin (SMA)-positive cells of the tunica media were detected in AsAo 
sections by immunofluorescence (Fig. 3h). Notably, macrophages, 
a known source of Mmp9 in inflammatory diseases22, were almost 
absent from these aortic sections (Fig. 3h) but were readily detected 
in atheroma plaques in mice deficient in apolipoprotein E (Apoe−/− 
mice)23, which were used as a control for macrophage staining (Fig. 3h).  
These results therefore support the idea that VSMCs are the major 
source of Mmp9 in the diseased aorta of Adamts1-expressing mice.

Canonical and noncanonical pathways of TGF-β activation have 
critical roles in a mouse model of MFS, and treatment of such mice 
with a TGF-β-neutralizing antibody or the AT1R antagonist losartan 
can prevent aneurysm formation5. Although the timing of TGF-β acti-
vation after Adamts1 silencing suggested a secondary role in aortopa-
thy onset, we tested the contribution of the TGF-β pathway by treating 
siAdamts1-inoculated mice with losartan or a TGF-β-neutralizing  

antibody (Fig. 3i). Notably, neither treatment reduced siAdamts1-
induced aortic dilation (Fig. 3j and Supplementary Fig. 4e), hypo-
tension (Supplementary Fig. 4f), or elastic fiber fragmentation or 
fibrosis (Fig. 3k,l). As a confirmation that the neutralizing antibody 
was correctly administered and had neutralizing activity, we found 
that antibody treatment efficiently inhibited induction of the TGF-β 
transcriptional targets Tgfb1, Pai1, Ctgf and Col1a1 (Supplementary 
Fig. 4g). Losartan treatment reduced BP in control mice, as expected 
(Supplementary Fig. 4f). These results support the conclusion that 
TGF-β pathway activation is secondary to aortic dilation, elastolysis 
and fibrosis in Adamts1-related aortopathy during disease onset.

Aortopathy induced by Adamts1 deficiency is mediated by 
Nos2-derived nitric oxide
To further investigate the mechanism of Adamts1-related aortopa-
thy, we focused on potential mediators of the hypotension induced 
by Adamts1 deficiency, because hypotension was the earliest effect 
that was detected after Adamts1 silencing. A candidate factor is nitric 
oxide (NO), an endogenous vasorelaxant that relaxes smooth muscle 
and lowers BP. NO can be produced by the constitutively expressed 
NO synthase (NOS) of endothelial (eNOS; also called NOS3) or neu-
ronal (nNOS; also called NOS1) origin or by inducible NOS (iNOS; 
also called NOS2)24. To test the contribution of NO to the induction 
of aortic dilation, we treated C57BL/6 mice with Nω-nitro-l-arginine-
methylesther (l-NAME), an inhibitor of all NOS enzymes (Fig. 4a). 
Despite its hypertensive effect (Supplementary Fig. 5a), l-NAME 
treatment prevented siAdamts1-induced dilation of the AsAo and 
the AbAo (Fig. 4b), blocked elastolysis (Fig. 4c and Supplementary 
Fig. 5b), decreased fibrosis (Fig. 4d) and prevented Mmp9  
activation (Fig. 4e).

To further test the therapeutic potential of NOS activity inhibi-
tion, we administered l-NAME to Adamts1+/− mice. l-NAME  
treatment rapidly decreased the AsAo and AbAo diameters to nor-
mal levels (Fig. 4f), increased BP (Fig. 4g and Supplementary  
Fig. 5c), decreased elastic fiber fragmentation (Fig. 4h) and dimin-
ished fibrosis (Fig. 4i).

Under physiological conditions, vascular NOS3 produces low levels 
of NO to maintain vascular homeostasis25, whereas under pathologi-
cal conditions NOS2 can be transcriptionally activated and can pro-
duce 1,000-fold more NO than its constitutively active counterparts26. 
We therefore hypothesized that Nos2 levels might be increased in 
Adamts1-deficient mice and that high Nos2 levels could mediate  
aortic dilation and medial degeneration. Nos2 mRNA expression  
was markedly induced as early as 2 d after inoculation with the  

Figure 2 Knockdown of Adamts1 expression in the aorta of adult mice causes an aortic disease similar to that induced by genetic deficiency of Adamts1.  
(a) Experimental design. 8-week-old C57BL/6 mice were inoculated (through the jugular vein) with lentivirus encoding GFP and either siCtl or  
siAdamts1. Eco-BP (ultrasound and BP analysis) was performed seven times (empty triangles). LVi, lentivirus inoculation; Ang-II, Ang-II minipump 
implantation. (b) Representative images of GFP (top) and Adamts1 (bottom) immunostaining in AsAo sections of uninfected (left), siCtl-expressing 
(middle) or siAdamts1-expressing (right) mice (n = 4 mice per group). Scale bar, 50 µm. (c) Immunoblot analysis for Adamts1 expression in aortic 
samples from mice that were transduced with lentivirus expressing the indicated siRNA and treated with vehicle (control) or Ang-II as indicated. 
Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (Gapdh) was used as a loading control. Each lane corresponds to an individual mouse. (d,e) End-of-treatment 
systolic (left) and diastolic (right) BP (d) and maximal AR (left) and AsAo (right) diameter (e) in control-treated siCtl-expressing mice (n = 14), control-
treated siAdamts1-expressing mice (n = 16), Ang-II-treated siCtl-expressing mice (n = 13) and Ang-II-treated siAdamts1-expressing mice (n = 16).  
Data are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles, and are pooled from two independent experiments; bars represent maximal 
and minimal values. ***P < 0.01, ****P < 0.001 (siCtl versus siAdamts1); #P < 0.05, ###P < 0.001, ####P < 0.0001 (control versus Ang-II treatment); 
by two-way ANOVA. (f) Representative images showing Masson’s trichrome (Masson) (top), elastic van Gieson (EVG) (middle) and Alcian blue (bottom) 
staining in the AsAo from the indicated mice (n = 4 mice per group). Yellow arrowheads indicate elastin breaks. Scale bar, 50 µm. (g,h) Quantification of 
elastin breaks (left) and collagen content (right) in AsAo sections from the mouse cohorts shown in d,e (g) and in Figure 1c (h). **P < 0.01, ***P < 0.001,  
****P < 0.0001 (siCtl versus siAdamts1 or Adamts1+/+ versus Adamts1+/− mice; ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.0001 (control- versus Ang-II-
treated mice); by two-way ANOVA. (i) Representative images showing staining for TGF-β1 (top), phosphorylated Smad2 (pSmad2) (middle), and total 
Smad2 and Smad3 (bottom) in AsAo sections from control- or Ang-II-treated Adamts1+/+ and Adamts1+/− mice (n = 3 mice per group). Scale bar, 20 µm.
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siAdamts1-expressing lentivirus, whereas Nos3 mRNA expression 
was unaffected (Supplementary Fig. 5d). mRNA levels of endothe-
lin 1 (Edn1), which encodes another BP regulator, was not affected 
by Adamts1 silencing (Supplementary Fig. 5d). Immunostaining of 
aortic cross-sections from siAdamts1-expressing or Adamts1+/− mice 
confirmed increased Nos2 levels in the medial layer, which coincided 
with SMA-positive VSMCs, as compared to that in the aorta of their 
respective controls (Fig. 5a).

To investigate whether Nos2-derived NO mediates the aortopa-
thy that is induced by an Adamts1 deficiency, we inoculated Nos2+/+ 
and Nos2−/− mice with the siAdamts1-expressing lentivirus (Fig. 5b). 
Nos2 deficiency blocked siAdamts1-induced AsAo and AbAo dila-
tion (Fig. 5c and Supplementary Fig. 5e), elastic fiber fragmentation 
(Fig. 5d and Supplementary Fig. 5f) and fibrosis (Fig. 5e). Nos2−/− 
mice were normotensive and resistant to the hypotensive effects of 
Adamts1 silencing (Fig. 5f and Supplementary Fig. 5g). Consistent 
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with there being a critical role for Nos2-derived NO in Adamts1-
deficiency-induced aortopathy, unfixed aortic sections from siAd-
amts1-expressing or Adamts1+/− mice contained higher NO levels 
than their respective controls (Fig. 5g). Moreover, this siAdamts1-
induced increase in aortic NO levels was not observed in Nos2−/− 
mice (Fig. 5g).

Because the kinase Akt is a mediator of Nos2 induction27 and is acti-
vated by syndecan 4, a known proteolytic Adamts1 target28, we investi-
gated the contribution of Akt to Nos2 induction in Adamts1-deficient 
mice. The levels of phosphorylated Akt, a marker of Akt activation, 
were increased in protein extracts from the aorta of siAdamts1-
expressing mice relative to those in siCtl-expressing mice (Fig. 5h).  
Moreover, NF-κB, a critical transcription factor for Nos2 induc-
tion29, was activated following Adamts1 silencing, as indicated by 
increased levels of phosphorylated p65, an NF-κB subunit (Fig. 5h). 
Transduction of cultured VSMCs in vitro with the siAdamts1-express-
ing lentivirus induced Akt and NF-κB activation, as well as Akt-
dependent Nos2 expression, (Supplementary Fig. 5h–j) and increased 
the levels of NO-derived metabolites and NO (Supplementary 
Fig. 5k,l). Finally, pharmacological inhibition of Akt activation in 
Adamts1+/− mice, using the mechanistic target of rapamycin (mTOR) 
inhibitor AZD8055, rapidly decreased aortic dilation to normal levels, 
inhibited NO production in the aortic wall and reduced Nos2 levels 
(Fig. 5i–l). Taken together, these results strongly suggest that Akt 
activation mediates Nos2 induction in the dilated aortic wall.

A critical role for nitric oxide and Adamts1 in a mouse model of 
Marfan syndrome
We hypothesized that NO might mediate medial degeneration in 
other syndromic forms of TAAD. To determine the potential role 
of NO in MFS, we administered l-NAME to Fbn1C1039G/+ mice, a 
mouse model of MFS (also referred to as MFS mice) (Supplementary 
Fig. 6a). The phenotype of Fbn1C1039G/+ mice resembles that of 
human MFS, including aortic dilation, aneurysm and dissection, 
and histological features of aortic medial degeneration18. Twelve-
week-old Fbn1C1039G/+ mice showed dilation of the AsAo and AbAo 
(Supplementary Fig. 6b), which was similar to the dilation observed 
in Adamts1-deficient mice. l-NAME treatment rapidly decreased the 

AsAo and AbAo diameters to normal values (Supplementary Fig. 6b),  
augmented systolic and diastolic BP (Supplementary Fig. 6c), and 
diminished elastic fiber fragmentation (Supplementary Fig. 6d). 
There was no increase in collagen accumulation in Fbn1C1039G/+ 
mice, and collagen content was unaffected by l-NAME treatment 
(Supplementary Fig. 6e).

Fbn1C1039G/+ mice also had markedly elevated levels of Nos2 and 
NO production relative to those in the littermate controls (Fig. 6a 
and Supplementary Fig. 7a), whereas Nos3 levels were unaffected 
(Supplementary Fig. 7a). To determine whether Nos2 induction in these 
mice had a pathogenic role, we generated Fbn1C1039G/+;Nos2−/− mice and 
found that the AsAo and AbAo diameters in these mice were markedly 
smaller than those in the Fbn1C1039G/+ mice (Supplementary Fig. 7b).

The similarities between Adamts1+/− and Fbn1C1039G/+ mice that 
we observed suggested a link between Adamts1 and the aortic pathol-
ogy of Fbn1C1039G/+ mice. Immunostaining of aortic sections from 
Fbn1C1039G/+ mice revealed reduced levels of Adamts1 relative to 
those in the aortic sections from littermate controls (Fig. 6b), which 
was confirmed by immunoblot analysis of protein extracts derived 
from aorta (Fig. 6b). However, Adamts1 mRNA levels were similar in 
Fbn1C1039G/+ mice and control littermates (Fig. 6c), suggesting that 
post-transcriptional downregulation of Adamts1 expression occurs 
in these mice.

Next we assessed the contribution of ADAMTS1 and NOS2 to MFS 
in humans. We found that ADAMTS1 expression in the medial layer 
of aortic sections from patients with MFS was decreased as compared 
to its expression in aortic sections from organ transplant donors, 
regardless of sex and age of the donors (Fig. 6d and Supplementary 
Fig. 7c). Quantification of the ADAMTS1-positive area in immu-
nohistochemistry-stained sections confirmed a marked decrease in 
ADAMTS1 expression in the samples from the patients with MFS 
(hereafter referred to as MFS samples) (Fig. 6e). Moreover, autoflu-
orescence of elastin was barely detectable in aortic sections from 
patients with MFS, and the autofluorescence showed a disorganized 
pattern (Fig. 6d). NOS2 expression, as determined by immunofluo-
rescence, was higher in the medial layer of aortic sections for six of 
the eight subjects with MFS than that in the control subjects (Fig. 6d 
and Supplementary Fig. 7d), and the NOS2-positive area in aortic 

Figure 3 Knockdown of Adamts1 rapidly induces aortic dilation, hypotension and medial degeneration independently of TGF-β activation.  
(a) Experimental design. 8-week-old C57BL/6 mice were inoculated (through the jugular vein) with siCtl- or siAdamts1-expressing lentivirus, monitored 
for aortic dilation and BP (Eco-BP), and euthanized at the indicated time points (open triangles) immediately after Eco-BP was performed. (b) Adamts1 
mRNA expression, as assessed by RT–qPCR, in extracts from the aorta of mice that were inoculated with lentivirus expressing the indicated siRNA and 
euthanized at the indicated time point after lentivirus inoculation (siCtl: n = 12; siAdamts1: n = 3 mice per time point at days 1–4 and day 21,  
n = 10 at 7 d, and n = 4 day 49 after lentivirus inoculation). mRNA amounts were normalized to those of Gapdh. Data are means ± s.e.m. **P < 0.01, 
***P < 0.001, ****P < 0.0001 (versus siCtl-expressing mice); by one-way ANOVA. (c–f) Systolic BP (n = 12 mice per group) (c), elastin breaks in the 
AsAo (siCtl: n = 7; siAdamts1: n = 6 (day 1), n = 4 (day 2), n = 5 (days 3, 4 and 7), n = 3 (days 14 and 21), n = 4 (day 49)) (d), maximal diameter of 
AsAo (left) and AbAo (right) (n = 12 mice per group) (e), and collagen content of the AsAo (siCtl: n = 6; siAdamts1: n = 3 (day 7), n = 4 (days 14,  
21 and 49)) (f) at the indicated time points in mice after inoculation of siCtrl- or siAdamts1-expressing lentivirus. Data are mean ± s.e.m. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 (versus siCtl at the same time point); by repeated-measurements two-way ANOVA (c,e) or one-way ANOVA (d,f).  
(g) Representative zymogram analysis of Mmp2 and Mmp9 activity in aortic extracts prepared 4 d after transduction of mice with lentivirus expressing 
siCtl or siAdamts1 (n = 3 mice per group). (h) Representative images of Mmp9 (red), SMA (white), and F4/80 (green) immunofluorescence, elastin 
autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) in aortic sections from mice 4 d after inoculation with siCtl-expressing or siAdamts1-expressing 
lentivirus. Atheroma plaques in Apoe−/− mice that were fed a high-fat diet were used as a positive control for F4/80 staining. Scale bar,  
50 µm. (i) Experimental scheme. One group of mice received an intraperitoneal injection of a TGF-β-specific neutralizing antibody 3 d before lentivirus 
inoculation, and antibody injections were repeated three times per week. A second group of mice was treated with losartan by osmotic minipump 
delivery beginning immediately before lentivirus inoculation. Mice were monitored for aortic dilation and BP at the indicated time points (open triangles).  
(j–l) Maximal AsAo diameter (j) and end-of-experiment quantification of elastin breaks (k) and collagen content (l) in aortic sections in the indicated 
experimental groups. In j, number of mice per group: siCtl, n = 8; siCtrl, losartan, n = 4, siAdamts1, n = 5; siAdamts1, losartan, n = 7; and siAdamts1, 
anti-TGF-β, n = 6. In k,l, number of mice per group: siCtrl, n = 5; siAdamts1, n = 4; siAdamts1, losartan, n = 6; and siAdamts1, anti-TGF-β, n = 5.  
Data are mean ± s.e.m. **P < 0.001, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 (versus siCtl); n.s., not significant; by repeated-measurements two-way ANOVA  
of group means (j) or one-way ANOVA (k,l). In b,d,f, siCtl results were stable throughout the experimental period, and the data shown are means  
of readings at days 2, 4, 7, 14, 21 and 49.
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sections was significantly greater in the MFS samples (Fig. 6f). Of 
note, aortic NOS2 expression in the MFS samples was in the VSMCs, 
as assessed by SMA staining (Supplementary Fig. 7e).

Because l-NAME treatment increases BP, probably through its 
inhibition of Nos3, it is unsuitable for the long-term treatment of 
individuals with TAA. To investigate whether drugs that target only 

the inducible NOS isoform might be of therapeutic interest for syn-
dromic TAA, we tested the effects of 1400W, a potent and highly 
specific inhibitor of NOS2 (ref. 30). First, we found that 1400W 
treatment of cultured VSMCs that had been transduced with the 
siAdamts1-expressing lentivirus blocked production of NO and 
nitrites relative to that in cells that were not treated with 1400W 
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(Supplementary Fig. 5k,l). Next we treated 12-week-old Adamts1+/− 
or Fbn1C1039G/+ mice for 16 weeks with 1400W. This treatment led 
to a rapid decrease in AsAo and AbAo diameters to normal levels, 
which was maintained throughout the treatment period (Fig. 6g 
and Supplementary Fig. 8a). The efficacy of 1400W treatment in 
reducing aortic dilation was confirmed by ex vivo measurements of 
the AsAo and AbAo diameters (Supplementary Fig. 8b). Notably, 
1400W treatment did not raise BP above the normotensive values 
found in untreated littermate controls (Fig. 6h and Supplementary 
Fig. 8c) and did not have obvious detrimental effects on the health 
of these mice (data not shown). Histological analysis of aortic cross-
sections showed that 1400W treatment led to an almost complete 
regression of elastic fiber fragmentation (Fig. 6i and Supplementary 
Fig. 8d,e). To determine whether NOS2 inhibition was also effective 
in older mice, we treated 9-month-old Fbn1C1039G/+ mice with 1400W.  
This treatment led to a rapid decrease in aortic diameter to normal 

levels (Fig. 6j and Supplementary Fig. 8f), with no increase in BP 
(Fig. 6k). Taken together, these data support the idea that ADAMTS1 
and NOS2 might be important mediators of the aortic pathology in 
human MFS and warrant evaluation of NOS2 inhibitors for the treat-
ment of syndromic TAA.

DISCUSSION
This study identifies NO as an essential mediator of syndromic aortic 
disease in mouse models and suggests NO production as a possible 
target for intervention in human aortopathies. In addition, we show 
that Adamts1 is an important mediator of vascular wall homeostasis 
and that its expression is decreased in individuals with MFS. The 
resemblance of the aortopathy in Adamts1-deficient mice to human 
syndromic FTAAD suggests that ADAMTS1 downregulation in MFS 
may underlie the aortic phenotype of patients with MFS. The extent 
of aortic dilatation was similar in young Adamts1-deficient and in 
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Figure 4 The aortopathy induced by Adamts1 deficiency is mediated by NO. (a) Experimental design. 8-week-old C57BL/6 mice were treated with the 
NOS inhibitor l-NAME (in the drinking water) starting 3 d before inoculation with the siCtl- or siAdamts1-expressing lentivirus and continuing for the next 
14 d. (b) Maximal AsAo and AbAo diameters at the indicated time points before or after lentivirus inoculation (n = 5 mice per group). (c,d) End- 
of-experiment quantification of elastin breaks (c) and collagen content (d) in aortic sections from the mice treated as indicated (n = 5 mice per group).  
(e) Mmp9 (left) and Mmp2 (right) activity in aortic extracts from mice that were treated as indicated (number of mice per group: siCtrl, n = 4; siAdamts1, 
n = 4; siAdamts1, l-NAME, n = 3). In b–e, data are mean ± s.e.m. **P < 0.01 and ****P < 0.0001 (versus untreated siCtl); #P < 0.05, ##P < 0.01,  
####P < 0.0001 and n.s., not significant; by repeated-measurements two-way ANOVA of group means (b), two-way ANOVA (c,d) or one-way ANOVA (e).  
(f–i) Maximal AsAo (top) and AbAo (bottom) diameters at the indicated time points (f), end-of-experiment quantification of systolic BP (g), elastin breaks 
(h) and collagen content (i) in 8-week-old Adamts1+/+ (+/+) and Adamts1+/− (+/−) mice that were treated with l-NAME for 21 d or left untreated. In f,g, 
n = 12 Adamts1+/+ mice, n = 13 l-NAME-treated Adamts1+/+ mice, n = 14 Adamts1+/− mice, n = 12 l-NAME-treated Adamts1+/− mice. In h,i, n = 9 
Adamts1+/+ mice, n = 10 l-NAME-treated Adamts1+/+ mice, n = 7 Adamts1+/− mice, n = 7 l-NAME-treated Adamts1+/− mice. Data are mean ± s.e.m., 
except in g, where data are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. In f,  
***P < 0.001 and ****P < 0.0001 (versus l-NAME-treated Adamts1+/− mice at each time point); by repeated-measurements two-way ANOVA. In g–i,  
***P < 0.001, ****P < 0.0001 (Adamts1+/+ versus Adamts1+/−); #P < 0.05, ##P < 0.01, ####P < 0.0001 (l-NAME-treated versus control); by two-way ANOVA.
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(Supplementary Fig. 5k,l). Next we treated 12-week-old Adamts1+/− or Fbn1C1039G/+ mice for 16 weeks with 1400W. This treatment led to a rapid decrease in AsAo and AbAo diameters to normal levels, which was maintained throughout the treatment period (Fig. 6g and Supplementary Fig. 8a). The efficacy of 1400W treatment in reducing aortic dilation was confirmed by ex vivo measurements of the AsAo and AbAo diameters (Supplementary Fig. 8b). Notably, 1400W treatment did not raise BP above the normotensive values found in untreated littermate controls (Fig. 6h and Supplementary Fig. 8c) and did not have obvious detrimental effects on the health of these mice (data not shown). Histological analysis of aortic cross-sections showed that 1400W treatment led to an almost complete regression of elastic fiber fragmentation (Fig. 6i and Supplementary Fig. 8d,e). To determine whether NOS2 inhibition was also effective in older mice, we treated 9-month-old Fbn1C1039G/+ mice with 1400W.  This treatment led to a rapid decrease in aortic diameter to normal 

levels (Fig. 6j and Supplementary Fig. 8f), with no increase in BP (Fig. 6k). Taken together, these data support the idea that ADAMTS1 and NOS2 might be important mediators of the aortic pathology in human MFS and warrant evaluation of NOS2 inhibitors for the treat-ment of syndromic TAA.DISCUSSIONThis study identifies NO as an essential mediator of syndromic aortic disease in mouse models and suggests NO production as a possible target for intervention in human aortopathies. In addition, we show that Adamts1 is an important mediator of vascular wall homeostasis and that its expression is decreased in individuals with MFS. The resemblance of the aortopathy in Adamts1-deficient mice to human syndromic FTAAD suggests that ADAMTS1 downregulation in MFS may underlie the aortic phenotype of patients with MFS. The extent of aortic dilatation was similar in young Adamts1-deficient and in 
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Figure 4 The aortopathy induced by Adamts1 deficiency is mediated by NO. (a) Experimental design. 8-week-old C57BL/6 mice were treated with the NOS inhibitor l-NAME (in the drinking water) starting 3 d before inoculation with the siCtl- or siAdamts1-expressing lentivirus and continuing for the next 14 d. (b) Maximal AsAo and AbAo diameters at the indicated time points before or after lentivirus inoculation (n = 5 mice per group). (c,d) End- of-experiment quantification of elastin breaks (c) and collagen content (d) in aortic sections from the mice treated as indicated (n = 5 mice per group).  (e) Mmp9 (left) and Mmp2 (right) activity in aortic extracts from mice that were treated as indicated (number of mice per group: siCtrl, n = 4; siAdamts1, n = 4; siAdamts1, l-NAME, n = 3). In b–e, data are mean ± s.e.m. **P < 0.01 and ****P < 0.0001 (versus untreated siCtl); #P < 0.05, ##P < 0.01,  ####P < 0.0001 and n.s., not significant; by repeated-measurements two-way ANOVA of group means (b), two-way ANOVA (c,d) or one-way ANOVA (e).  (f–i) Maximal AsAo (top) and AbAo (bottom) diameters at the indicated time points (f), end-of-experiment quantification of systolic BP (g), elastin breaks (h) and collagen content (i) in 8-week-old Adamts1+/+ (+/+) and Adamts1+/− (+/−) mice that were treated with l-NAME for 21 d or left untreated. In f,g, n = 12 Adamts1+/+ mice, n = 13 l-NAME-treated Adamts1+/+ mice, n = 14 Adamts1+/− mice, n = 12 l-NAME-treated Adamts1+/− mice. In h,i, n = 9 Adamts1+/+ mice, n = 10 l-NAME-treated Adamts1+/+ mice, n = 7 Adamts1+/− mice, n = 7 l-NAME-treated Adamts1+/− mice. Data are mean ± s.e.m., except in g, where data are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. In f,  ***P < 0.001 and ****P < 0.0001 (versus l-NAME-treated Adamts1+/− mice at each time point); by repeated-measurements two-way ANOVA. In g–i,  ***P < 0.001, ****P < 0.0001 (Adamts1+/+ versus Adamts1+/−); #P < 0.05, ##P < 0.01, ####P < 0.0001 (l-NAME-treated versus control); by two-way ANOVA.
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young MFS mice, and elastic fibers were severely compromised in 
both mouse models. Aneurysms did not develop in young Adamts1-
deficient or MFS mice, but administration of the hypertensive factor 
Ang-II to Adamts1-deficient mice for less than 1 month induced aneu-
rysms in nearly 80% of mice and lethal aortic dissections in nearly 
50% of mice. We suggest that the aortic dilation and medial degen-
eration induced by Adamts1 deficiency resembles the early stages 
of human aortic diseases, whereas the exacerbated aortic pathology 
induced by Ang-II treatment mimics later disease stages, when aortic 
pathology is worsened by age-related hypertension.

Because ADAMTS1 levels are upregulated by Ang-II (ref. 10),  
we hypothesized that ADAMTS1 would be an important mediator of 
Ang-II-induced aortic disease. However, instead of having protective 
effects on the aortic wall, a partial Adamts1 deficiency caused patho-
logical remodeling of the aortic wall, indicating a homeostatic role for 
Adamts1. Previous studies of other strains of Adamts1-deficient mice 
did not report vascular defects15,31,32. It will therefore be of interest 
to investigate the aortic phenotype in the previously reported strains 
of Adamts1-mutated mice and to determine whether the different 
genetic backgrounds in these strains (pure C57BL/6 background used 
in our study, as compared to the mixed genetic background used 
in earlier studies) account for the observed differences in lethality  
and fertility.

Mutations in genes encoding several members of the ADAMTS and 
ADAMTS-like (ADAMTSL) family that are implicated in microfibril 
formation have been linked to connective tissue disorders without an 
aortic phenotype33. These disorders are similar to those produced 
by mutation of FBN1, which encodes fibrillin 1, the major microfi-
bril component of tissue34, suggesting that interaction of ADAMTS 
proteins with fibrillins may be crucial to the regulation of connec-
tive tissue homeostasis. Given our results, an attractive idea is that 
FBN1 mutations that are linked to MFS might disrupt FBN1 domains 
required for interaction with ADAMTS1; in such a scenario, loss of 
this interaction could destabilize ADAMTS1, thus explaining its low 
levels in patients with MFS and the shared features of Adamts1+/− 
and MFS mice.

We previously reported that lentivirus tropism depends on the 
route of administration35 and that injection of lentivirus into the 
jugular vein yields stable and efficient transduction of the aortic 
wall20. This approach achieved long-term silencing of Adamts1  

throughout the aorta and resulted in aortic phenotypic changes and 
symptoms indistinguishable from those of Adamts1+/− mice. By inducing 
knockdown at a specific time point, we were able to define the patholog-
ical sequence leading to disease—transduction of the siAdamts1- 
expressing lentivirus triggered immediate hypotension and elastolysis, 
which was followed rapidly by aortic dilation; in contrast, activation 
of the TGF-β–Smad pathway did not occur until 1–2 weeks after 
lentiviral infection.

Although aortic medial degeneration and dilation are associated 
with activation of the TGF-β and Ang-II pathways in syndromic and 
nonsyndromic aortic disease4,17,21,36, blockade of these pathways had 
no significant effects on siAdamts1-mediated aortic dilation, medial 
degeneration or hypotension, at least in the first 2 weeks after Adamts1 
knockdown. Our data are nonetheless compatible with a role for these 
pathways at later disease stages. Similarly, TGF-β neutralization failed 
to inhibit aneurysm progression at the early stages of a progressively 
severe form of MFS (in Fbn1mgR/mgR mice, which are hypomorphic 
for fibrillin 1 expression), but it was protective at later stages37.

Although hypertension is considered to be a risk factor in AA, 
we found that l-NAME administration was able to reverse aortic  
dilation in Adamts1+/− and MFS mice despite its hypertensive effects. 
Reversal of dilation by l-NAME treatment was remarkably fast: as it 
was complete in 1 week. Elastic fiber integrity and collagen deposition 
in Adamts1+/− mice returned to normal levels 3 weeks after l-NAME 
administration, suggesting that NO inhibition leads to activation  
of mechanisms for collagen clearance from the aortic wall and 
induction of elastin synthesis. NO is a critical regulator of smooth 
muscle cell contractility; therefore, in view of the rapid dilation  
observed after Adamts1 knockdown and the rapid regression of aor-
tic diameter after treatment with NO inhibitors, we propose that 
aortic dilation is strongly dependent on smooth muscle cell con-
tractility and that structural changes in the aorta are a secondary con-
sequence of this dysregulation of cell contractility. Our results suggest  
that increased NO production is a primary trigger of syndromic aor-
tic disease and that increased NO levels are also required for disease 
maintenance. Short-term treatment with NO donors, such as those 
used to treat angina, is unlikely to cause aortic damage; however,  
our findings indicate the need for caution in implementing long-
term treatment with NO donors or with gene-therapy-augmented  
NOS expression.

Figure 5 Nos2 is a critical mediator of the aortopathy induced by Adamts1 deficiency. (a) Representative images of Nos2 (red) and SMA (white) 
immunofluorescence, elastin autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) in aortic sections from 16-week-old Nos2−/−, Adamts1+/+ and 
Adamts1+/− mice and from WT mice that were inoculated with siCtl- or siAdamts1-expressing lentivirus (4 d after inoculation) (n = 4 mice per group). 
Scale bar, 50 µm. (b) Experimental design. 8-week-old WT or Nos2−/− mice were inoculated with siCtl- or siAdamts1-expressing lentivirus and monitored 
for aortic dilation and BP. (c) Maximal AsAo diameter at the indicated time points (siCtl: n = 6 WT mice; n = 4 Nos2−/− mice; siAdamts1: n = 9  
WT mice; n = 7 Nos2−/− mice). (d,e) End-of-experiment quantification of elastin breaks (d) and collagen content (e) in the same groups of mice as in c.  
Each symbol represents an individual mouse. (f) Systolic BP at the indicated time points in the same cohorts of mice as in c. In c–f, data are mean 
± s.e.m. In c,f, ****P < 0.0001 and n.s., not significant (versus those in siAdamts1-expressing Nos2−/− mice); by repeated-measurements two-way 
ANOVA of group means. In d,e, **P < 0.01 and n.s., not significant (versus those in siCtl-expressing WT mice); by two-way ANOVA. (g) Representative 
images of NO production (red), elastin autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) in unfixed aortic tissue sections from WT and Nos2−/− 
mice that were treated as indicated 14 d after lentivirus inoculation and from 10-week-old Adamts1+/+ and Adamts1+/− mice (n = 3 mice per group). 
Scale bar, 50 µm. (h) Representative immunoblot analysis of total and phosphorylated Akt and p65 in aortic extracts of WT mice treated with siCtl- or 
siAdamts1-expressing lentivirus (n = 5 mice per group). Each lane represents one mouse. (i–l) Maximal AsAo (left) and AbAo (right) diameters at the 
indicated time points (i), end-of-experiment systolic BP (j), Nos2 mRNA levels in aortic extracts, as assessed by RT–qPCR, (k), and representative 
images of NO production (red), elastin autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) in unfixed aortic tissue sections (l) of 8-week-old 
Adamts1+/+ and Adamts1+/− mice that received daily intraperitoneal injections of the mTOR–Akt inhibitor AZD8055 or vehicle control for 4 d. Scale 
bar, 50 µm. In i,j, numbers of mice per group: n = 5 control Adamts1+/+ mice, n = 6 AZD8055-treated Adamts1+/+ mice, n = 4 control Adamts1+/− 
mice, n = 7 AZD8055-treated Adamts1+/− mice; in k, n = 5 mice per group; in l, n = 4 mice per group. Data are mean ± s.e.m. except in j, where data 
are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. **P < 0.01 and ****P < 0.0001 
(versus untreated Adamts1+/+); ###P < 0.001 (versus untreated Adamts1+/−); by repeated-measurements two-way ANOVA (i) or two-way ANOVA (k).
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A recent report showed that gain-of-function mutations in PRKG1—
which encodes PKG1, a downstream target of NO—are present in four 
families affected by TAA38. Increased PKG1 activity was shown to pro-
mote activation of the myosin regulatory light chain phosphatase and 
was, thus, predicted to decrease VSMC contractility38. These findings  

suggest that NO might also be an essential factor in nonsyndro-
mic, familial TAAD. A critical role of the NO signaling pathway in 
maintaining VSMC contractility is consistent with the association of 
familial TAAD with mutations in other genes involved in the regula-
tion of the VSMC contractile unit, including genes encoding aortic 
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Figure 6 Adamts1 and NO have critical roles in Marfan syndrome. (a) Representative images of NO production (red; top), Nos2 immunofluorescence 
(red; bottom), elastin autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) in aortic sections of 16-week-old WT (left) and Fbn1C1039G/+ (right) 
mice (n = 3 mice per group). (b) Representative images for Adamts1 expression, as assessed by immunohistochemistry, in aortic sections from WT 
and Fbn1C1039G/+ mice (n = 4 mice per group) and immunoblot analysis for Adamts1 expression in aortic extracts, in which each lane represents 
one mouse (bottom right). IgG staining served as a negative control. Scale bar, 20 µm. (c) Adamts1 mRNA levels, relative to Gapdh levels, in aortic 
extracts from WT (n = 6) and Fbn1C1039G/+ (n = 3) mice, as assessed by RT–qPCR. Data are means ± s.e.m. (d) Representative images of ADAMTS1 
immunofluorescence (red; n = 9 subjects per group) and NOS2 immunofluorescence (red; n = 6 subjects per group) in the medial layer of aortic 
sections from control donors or patients with MFS. Elastin autofluorescence (green) and DAPI-stained nuclei (blue) are also shown. Scale bars, 25 µm. 
(e) Percentage of ADAMTS1-positive area in immunohistochemistry-stained sections of aortas from control donors (n = 5) and patients with MFS (n = 9).  
(f) Percentage of NOS2-positive area in aortic sections from control donors (n = 5) and patients with MFS (n = 8). In e,f, data are means ± s.e.m.  
*P < 0.05, ***P < 0.001; by Student’s t-test. (g–i) Maximal AsAo diameter at the indicated time points in the groups of mice indicated (n = 4 mice per  
group) (g), end-of-experiment systolic BP (n = 4 mice per group) (h) and representative images of EVG staining in aortic sections (same cohorts of mice 
as in g) (i) from 12-week-old Adamts1+/− and Fbn1+/C1039G mice and their corresponding WT littermates after treatment with 1400W (in the drinking 
water) for 16 weeks. Data are means ± s.e.m. In g, ****P < 0.0001 and n.s., not significant (versus 1400W-treated Adamts1+/− or Fbn1+/C1039G mice); 
by repeated-measurements two-way ANOVA of group means. In h, data are presented as box-and-whisker plots, with 75th and 25th percentiles; bars 
represent maximal and minimal values. *P < 0.05 and ***P < 0.001 (versus WT control); #P < 0.05 and ##P < 0.01 (versus 1400W-treated Adamts1+/+ 
1400W or Fbn1+/+ mice); by two-way ANOVA. Scale bar, 50 µm (i). (j,k) Maximal AsAo diameter at the indicated time points (j) and end-of-experiment 
systolic BP (k) in 36-week-old Fbn1+/C1039G mice and their WT littermates treated with 1400W in the drinking water for 21 d (n = 5 control or 1400W-
treated WT mice; n = 7 control Fbn1+/C1039G mice; n = 6 1400W-treated Fbn1+/C1039G mice). Data are means ± s.e.m. (j) or box-and-whisker plots, 
with 75th and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values (k). ***P < 0.001 (versus 1400W-treated Fbn1+/C1039G mice); *P < 0.05 
(versus control WT); #P < 0.05 (versus treated WT); by repeated-measurements two-way ANOVA of group means (j) or two-way ANOVA (k). (l) Model 
depicting the contribution of NO and NOS2 to the aortic phenotype in Marfan syndrome and the related aortopathy induced by ADAMTS1 deficiency.
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smooth muscle actin (ACTA2), myosin heavy chain 11 (MYH11) and 
myosin light chain kinase (MYLK)39. It will be important to deter-
mine whether dysregulation of the NO pathway also contributes to 
the aortic disease associated with these mutations.

Several substrates, such as aggrecan, versican, syndecan 4, sema-
phorin 3C, nidogen 1, nidogen 2 and desmocollin 3, are proteolytically 
degraded by ADAMTS1 (ref. 40) and are therefore candidate media-
tors of its vascular homeostatic functions. The accumulation of any of 
these substrates in Adamts1-deficient tissues might contribute to the 
pathogenesis caused by Adamts1 insufficiency. Indeed, high levels of 
syndecan 4 lead to activation of Akt28, a kinase known to activate NF-
κB41. Akt and NF-κB are known mediators of NOS2 induction28,29, and 
we found that both Akt and NF-κB are activated early after Adamts1 
knockdown in both aortic tissue and cultured VSMCs, concomitantly 
with Nos2 induction. We therefore propose that Akt and NF-κB could 
mediate Nos2 induction elicited by Adamts1 insufficiency. Accordingly, 
we found that pharmacological inhibition of mTOR–Akt in Adamts1+/− 
mice rapidly decreased Nos2 levels and NO production in the aortic 
wall and regressed aortic dilation. Although mTOR–Akt inhibitors 
could be considered as alternative therapeutic agents for the treatment 
of aortic dilation, mTOR and Akt are upstream components of many 
signaling pathways, including those regulating cell survival. Further 
analysis of the long-term effects of such inhibitors will be required 
before considering them as therapeutic agents in aortic diseases.

We found that Mmp9 activation and elastin fragmentation in the 
aorta of Adamts1-deficient mice were sensitive to NOS inhibition, 
suggesting that increased NO levels induce Mmp9-dependent elastin 
fragmentation and initiate medial degeneration. Although we can-
not exclude the involvement of other proteinases in the elastolysis of 
pathological aortic dilation, Mmp9 is an important elastolytic met-
alloproteinase and a target of NO regulation42,43. Early activation of 
Mmp9, but not Mmp2, occurred after Adamts1 silencing, a pattern 
of metalloproteinase activation characteristic of infiltrating macro-
phages in aortic dissection22. However, because we found that Mmp9 
is expressed in the medial layer by VSMCs and that macrophages are 
almost absent from this layer, we propose that VSMCs are a major 
source of Mmp9 in this context. These results are consistent with 
previous findings showing that inflammatory cells are scarce in aortas 
of patients with MFS44. Indeed, inflammation has been documented 
in only a small number of cases of human TAA45–47. Notably, two 
reports that found high ADAMTS1 levels in the aorta of patients 
with TAA also found inflammatory cells to be present in the vessel 
wall13,48, and high levels of ADAMTS1 were found in macrophages 
and neutrophils48. It thus seems likely that syndromic TAAD and 
inflammatory TAAD are associated with low and high ADAMTS1 
levels, respectively, and are mechanistically distinct.

Previous reports implicating NO in mouse models of cerebral and 
abdominal AA (AAA) provide contradictory data; these discrepancies 
may be related to the use of pharmacological approaches versus tar-
geted genetic-deletion approaches. For example, inhibitory or stimu-
latory roles for Nos2 have been reported in models of AAA49–53. In 
cerebral aneurysm, results with pharmacological inhibitors indicate 
that Nos2 is critical for disease development54; however, the inci-
dence of cerebral aneurysm is similar in Nos2−/− and WT mice55. 
In our study, genetic analysis supports the results obtained with the 
pharmacological agents l-NAME and 1400W, a NOS2-specific inhibi-
tor—Nos2−/− mice were resistant to siAdamts1-triggered aortopathy, 
and Fbn1C1039G/+;Nos2−/− mice showed no aortic dilation. The patho-
logical role of NO in these models is thus mediated by Nos2, whose 
expression is induced as early as 2 d after Adamts1 silencing.

Although Nos2 is not normally expressed in resting cells, once 
induced, it remains highly active24. We found high levels of Nos2 
protein to be a consistent feature of aortopathy, occurring in two 
mouse models of Adamts1 deficiency, in MFS mice and in aortic 
sections of patients with MFS. Taken together, our results suggest 
that NOS2-mediated NO production has an essential role in the aor-
topathy triggered by Adamts1 deficiency and in the pathogenesis of 
MFS (Fig. 6l). Adamts1 protein levels were decreased in MFS mice 
and in patients with MFS, suggesting that these aortic diseases are 
linked mechanistically, and that loss of Adamts1 may partially or fully 
explain the aortic phenotype of MFS.

The current standard treatment for MFS, β-adrenergic blockers, 
slow aortic dilation but do not prevent dissection56. Treatment with 
the AT1R antagonist losartan ameliorated aortic growth and con-
trolled TGF-β pathway activation in mouse models of MFS5, raising 
high expectations for MFS therapy. However, several recent clini-
cal trials show that the β-adrenergic blocker atenolol is equally, or 
more, effective than losartan in reducing aortic growth in individuals 
with MFS7–9,57. Although caution should be exercised in extrapolat-
ing conclusions obtained in mouse models to human disease, the 
powerful and extremely fast action of NOS2 inhibition in reversing 
aortopathies in mouse models warrants preclinical and clinical tri-
als with drugs that target the NO pathway for the treatment of MFS 
and other aortic diseases. The Nos2 inhibitor 1400W was equally 
effective in young and relatively old MFS mice, suggesting that Nos2 
mediates not only disease initiation, but also later disease progression. 
Considering that NOS2 inhibitors have been safely used in clinical 
trials for endotoxemia, rheumatoid arthritis and migraine (https://
clinicaltrials.gov/ct2/home identifiers: NCT00184990, NCT00370435 
and NCT00242866), our results point to NOS2-specific inhibitors as 
a promising alternative for the treatment of aortic disease that could 
be implemented with minimal delay.

METHODS
Methods, including statements of data availability and any associated 
accession codes and references, are available in the online version of 
the paper.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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ONLINE METHODS
Animal procedures. Animal procedures were approved by the CNIC Ethics 
Committee and by the Madrid regional authorities (ref. PROEX 80/16), and 
conformed to EU Directive 2010/63EU and Recommendation 2007/526/EC 
regarding the protection of animals used for experimental and other sci-
entific purposes, enforced in Spanish law under Real Decreto 1201/2005. 
Overall mouse health was assessed by daily inspection for signs of discom-
fort, weight loss, or changes in behavior, mobility, and feeding or drinking 
habits. Adamts1+/− mice were obtained from the European Mouse Mutant 
Archive (EM:02291; B6;129P2-Adamts1tm1Dgen/H) and carried a β-galac-
tosidase (LacZ)–neomycin cassette to replace the genomic sequence (c7784) 
between exons 1 and 2 in the Adamts1 target allele. Fbn1C1039G/+ mice58, 
which harbor a mutation in the Fbn1 gene, and Nos2−/− mice59 were obtained 
from Jackson Laboratories (JAX mice stock # 012885 and 007072, respec-
tively). These three strains had been previously backcrossed to C57BL/6 
mice for more than nine generations. All mice were genotyped by PCR of 
tail samples using the following primers: Adamts1 mice (5′-GCCATCGGG
GTCAGCTTTTCAAATG-3′, 5′-GGGCCAGCTCATTCCTCCCACTCAT/
GGTTGTAGTTTCGCGCTGAGTTTTG-3′); Nos2−/− mice (5′-ACATGCAGA 
ATGAGTACCGG-3′; 5′-TCAACATCTCCTGGTGGAAC-3′, 5′-AATATG 
CGAAGTGGACCTCG-3′); Fbn1C1039G/+ mice (5′-CTCATCA 
TTTTTGGCCAGTTG-3′, 5′−GCACTTGATGCACATTCACA-3′). Wild-type 
littermates were used as controls unless otherwise specified. Mice were treated 
with Ang-II (Sigma-Aldrich) at 1 µg per kg body weight (µg/kg) per min or 
with losartan (Sigma-Aldrich) at 10 mg/kg/d using subcutaneous osmotic 
minipumps (Alzet Corp). The monoclonal pan-antibody against TGF-β1, 
TGF-β2 and TGF-β3 (clone 1D11; BioXcell) was injected intraperitoneally 
three times per week at 10 mg/kg. Nω-nitro-l-arginine methylester hydrochlo-
ride (l-NAME, Sigma-Aldrich, 0.5 g/liter) and 1400W (Tebu-bio, 0.1 g/liter) 
were supplied in drinking water for the indicated periods of time, plus an addi-
tional 3 d before lentivirus inoculation. AZD8055 (Selleckchem, S1555) was 
dissolved in 8% DMSO in corn oil and administered daily intraperitoneally (20 
mg/kg/d). Apoe−/− mice were obtained from Charles Rivers (JAX mice stock 
002052). To accelerate atherosclerosis, 3-month-old mice were fed a high-
fat diet (10.8% total fat, 0.75% cholesterol; S4892-E010, Ssniff Spezialdiäten, 
Germany) during 6 weeks.

Blood pressure measurements and in vivo imaging. Arterial blood pressure 
(BP) was measured in mouse tails using the automated BP-2000 Blood Pressure 
Analysis System (Visitech Systems, Apex, NC, USA). In brief, mice were trained 
for BP measurements every day for 1 week. After the training period, BP was 
measured 1 d before treatment or before lentiviral infection to determine the 
baseline BP values in each mouse cohort. Measurements were repeated several 
times during experiments. BP measurements were recorded in mice that were 
restrained in a tail-cuff restrainer over a warmed surface (37 °C). Fifteen con-
secutive systolic and diastolic BP measurements were made, and the last ten 
readings per mouse were recorded and averaged.

For in vivo ultrasound images, the aortic diameter was monitored in  
isoflurane-anesthetized mice (2% isoflurane) by high-frequency ultrasound 
with a VEVO 2100 echography device (VisualSonics, Toronto, Canada) with 
30-µm resolution. Maximal internal diameters of aortic images were measured 
using VEVO 2100 software, version 1.5.0. All recordings were made by a cardi-
ologist and a technician who were blinded to animal genotype and treatment. 
Measurements were taken before lentivirus administration or the correspond-
ing treatments to determine the baseline diameters, and measurements were 
repeated several times during the experiment. In the indicated cases, after eutha-
nization of the mice, the maximum external diameter of the AsAo was measured 
using a digital caliper (Ratio 6369H15).

The whole skeleton was imaged in anesthetized mice (1.5–2% isofluorane) 
using an X-Ray CT system integrated in a nano-PET–CT scanner (Mediso 
Medical Imaging Systems, Budapest). Images were acquired at 55 Kv, 500 mA/s, 
360 frames per Rx rotation and pitch = 1. Skeletal three-dimensional reconstruc-
tion was performed with Medis software (Medis, the Netherlands).

Cell procedures. Primary mouse vascular smooth muscle cells (VSMCs) were 
isolated and grown as described20. All experiments were performed using cells 

from passages 3–7. VSMCs were infected at a multiplicity of infection (MOI) = 3 
over 5 h. The medium was then replaced with fresh Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, and cells were cultured for three 
more days, serum-starved for 48 h, and then stimulated with Ang-II for 6 h for 
protein assays or 4 h for mRNA expression analysis. HEK-293T and Jurkat cell 
lines were purchased from ATCC. All cells were Mycoplasma negative.

siRNA-encoding lentivirus production and infection. Lentiviruses express-
ing GFP and an siRNA targeting mouse Adamts1 mRNA were purchased from 
ABM-GOOD. siRNA sequences were as follows: #siRNA27 (GGAAAGAATCC
GCAGCTTTAGTCCACTCA); #siRNA57 (ACCGCCAGTGTCAGTTTACAT
TCGGAGAG); #siRNA69 (CTTCCGAATGTGCAAAGGAAGTGAAGCCA).  
siCtl (GGGTGAACTCACGTCAGAA) was used as a control. Pseudotyped 
lentiviruses were produced by transient calcium phosphate transfection of 
HEK-293T cells. Supernatant containing the lentiviral particles was collected 
48 h after removal of the calcium phosphate precipitate and ultracentrifuged 
for 2 h at 26,000 r.p.m. (Ultraclear Tubes, SW28 rotor and Optima L-100 XP 
Ultracentrifuge; Beckman). Viruses were suspended in cold, sterile PBS solu-
tion and titrated by transduction of Jurkat cells for 48 h. Transduction efficiency 
(number of GFP-expressing cells) and cell death (propidium iodide staining) 
were quantified by flow cytometry.

For in vivo transduction experiments, animals were anesthetized (with keta-
mine and xylazine), and a small incision was made to expose the right jugular 
vein20. Virus solution (100 µl, 109 particles/ml in PBS) was inoculated directly 
into the right jugular vein 3 weeks before Ang-II minipump implantation or  
1 d before monitoring of aortic dilation. Transduction efficiency was analyzed 
in aortic samples by immunohistochemistry for GFP and Adamts1.

Histology. After euthanization by CO2 inhalation, mouse aortas, kidneys and 
lungs were perfused with saline. Aortas and kidneys were then isolated and fixed 
in 10% formalin overnight at 4 °C, whereas lungs were fixed by intratracheal 
instillation of 10% formalin. Paraffin cross-section (5 µm) from fixed organs 
were stained with hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome (Masson), Alcian 
blue or Verhoeff elastic–van Gieson (EVG), or they were used for immuno-
histochemistry or immunofluorescence. Deparaffinized sections were rehy-
drated, boiled to retrieve antigens (10 mM citrate buffer, pH 6) and blocked for  
45 min with 10% goat serum plus 2% BSA in PBS. Samples were incubated with 
the following antibodies for immunohistochemistry or immunofluorescence: 
rabbit anti-Adamts1 (1/100, sc-25581, Santa Cruz), rabbit anti-GFP (1/100, 
A11122, Invitrogen), rabbit anti-pSmad2 (1/50, 3108, Cell Signaling for immu-
nohistochemistry; 1/20, 566415, Calbiochem, for immunofluorescence), rabbit 
anti-Smad2–Smad3 (sc-8332 1/100 Santa Cruz), rabbit anti-TGF-β1 (1/100; 
Abcam ab92486), rabbit anti-Nos2 (1/100, sc-650, Santa Cruz, for mice; 482728, 
Millipore, for human), monoclonal anti-SMA (1/500, C6198, Sigma), rat anti-
F4/80 (1/50, MF48015, Invitrogen) and rabbit anti-Mmp9 (1/100, ab38898, 
Abcam). Specificity was determined by substituting primary antibody with unre-
lated IgG (Santa Cruz). For immunohistochemistry, color was developed with 
DAB (Vector Laboratories), and sections were counterstained with hematoxylin 
and mounted in DPX (Fluka). Images were acquired using a Leica DM2500 
microscope with 20×, 40× or 63× HCX PL Fluotar objective lenses and Leica 
Application Suite V3.5.0 acquisition software. For immunofluorescence, second-
ary antibodies were Alexa-Fluor-546-conjugated goat anti-rabbit and Alexa-
Fluor-647-conjugated goat anti-rabbit (BD Pharmigen). Sections were mounted 
with DAPI in Citifluor AF4 mounting medium (Aname). Images were acquired 
at 1024 × 1024 pixels, 8 bits, using a Leica SP5 confocal microscope with 20× or 
40× oil-immersion objectives.

Collagen fibers in aortic sections were stained with a Masson–Goldner’s tri-
chrome staining kit (Merck), and elastic fibers were stained with a modified 
Verhoeff Van Gieson elastin stain kit (Sigma-Aldrich). Images were acquired 
using a Leica DM2500 microscope with 20×, 40× or 63× HCX PL Fluotar objec-
tive lenses and Leica Application Suite V3.5.0 acquisition software and processed 
for presentation with Photoshop and Illustrator (Adobe) according to the guide-
lines of this journal. Images were then analyzed with MetaMorph 6.1 software 
(Universal Imaging Corp., Downingtown, PA). Collagen levels were quantified 
by thresholding the green signal using the hue-saturation-intensity color model 
and determining the percentage of stained area in the entire medial layer of two 
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nonconsecutive aortic cross-sections per mouse, using 4–16 mice per experi-
ment. The mean percentage was calculated. Elastic lamina breaks, defined as 
interruptions in the elastic fibers, were counted in the entire medial layer of six 
nonconsecutive cross-sections per mouse, using 4–16 mice per experiment, and 
the mean number of breaks was calculated. The exact number of mice per group 
is indicated in the figure legends.

Immunoblot analysis. Samples from mouse aortas were isolated, frozen in liq-
uid nitrogen and then homogenized (MagNA lyzer, Roche). Protein extracts 
were obtained by lysis in ice-cold RIPA buffer (50 mM NaCl, 50 mM Tris HCl 
pH 8, 1% NP40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycolate) that was completed with 
protease, phosphatase and kinase inhibitors. For VSMCs, cells were infected 
and then stimulated with Ang-II, washed with ice-cold PBS and lysed in  
RIPA buffer.

Proteins were separated under reducing conditions on SDS–polyacrylamide 
gels and transferred to nitrocellulose membranes. Proteins were detected with 
the following primary antibodies: rabbit anti-Adamts1 (1/1,000; sc-25581 Santa 
Cruz), anti-Nos2 (1/1,000, sc-650 Santa Cruz), anti-p-AKT(Ser473) (1/1,000, 
#9271 Cell Signaling), anti-Akt (1/1,000, #9272 Cell Signaling), anti-p-p65 
(1/500, #3033 Cell Signaling) and anti-p65 (1/1,000, #8242 Cell Signaling); 
mouse monoclonal anti-α-tubulin (1/40,000; T 6074 Sigma-Aldrich) and 
anti-Gapdh (1/10,000; ab8245 Abcam). Bound antibodies were detected with 
enhanced-chemiluminescence (ECL) detection reagent (Millipore). Uncropped 
immunoblots are shown in Supplementary Figure 9.

Real-time and quantitative PCR. Aortas were extracted after perfusion 
with 5 ml saline solution, and the adventitia layer was discarded. Frozen 
tissue was homogenized using a mortar and an automatic bead homog-
enizer (MagNA Lyzer, Roche). Total RNA was isolated with TRIzol (Life 
Technologies). Total RNA (2 µg) was reverse-transcribed at 37 °C for 50 min  
in a 20-µl reaction mix containing 200 U Moloney murine leukemia virus 
(MMLV) reverse transcriptase (Life Technologies), 100 ng random prim-
ers and 40 U RNase Inhibitor (Life Technologies). Real-time quantita-
tive RT–PCR was performed with the following PCR primers: Adamts1 
(ACACTGGCGGTTGGCATCGT, GCCAGCCCTGGTCACCTTGC), Tgfb1  
(CGCCATCTATGAGAAAACC, GTAACGCCAGGAATTGT), Ctgf (GTGCC 
AGAACGCACACTG, CCCCGGTTACACTCCAAA), Col1a1 (GCTCCTCTTA 
GGGGCCACT, CCACGTCTCACCATTGGGG), Pai1 (GCCAGATTT ATCAT 
CAATGACTGGG, GGAGAGGTGCACATCTTTCTC AAAG), Nos3 (GTTTGT 
CTGCGGCGATGTC, CATGCCGCCCTCTGTTG) and Nos2 (CAGCTGGG 
CTGTACAAACCTT, CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG). qPCR reactions were 
performed in triplicate with SYBR master mix (Applied Biosystems), according 
to the manufacturer’s guidelines. To examine probe specificity, we conducted 
a post-amplification melting-curve analysis. For each reaction, only one melt-
ing-temperature (Tm) peak was produced. The amount of target mRNA in sam-
ples was estimated by the 2−CT relative quantification method, using Gapdh for 
normalization. Fold ratios were calculated relative to mRNA expression levels 
from control animals.

Nitric oxide staining, and nitrite and nitrate quantification. NO was  
stained in unfixed fresh aortic sections with 4-amino-5-methylamino-2′, 
7′-difluorofluorescein (DAF-FM) diacetate and in VSMCs with diaminorhodam-
ine (DAR)-4M (Molecular Probes). Samples were incubated with 10 µmol/liter 

DAF-FM diacetate reagent for 1 h at room temperature and mounted in 10% 
glycerol in PBS. Images were acquired with a Leica SP5 microscope. Nitrites and 
nitrates (total NOx) were measured in conditioned medium from transduced 
VSMCs after 24 h using a nitric oxide quantification kit (Active Motif).

Zymography. Aortic extracts were prepared from whole aortas as described 
for immunoblot assays, but in the absence of DTT. Extracts (15 µg) were frac-
tioned under nonreducing conditions on SDS–polyacrylamide gels containing 
1% gelatin. Gels were washed three times in 2.5% Triton X-100 for 30 min at 
room temperature, incubated overnight at 37 °C in 50 mM Tris-HCl pH 7.5,  
10 mM CaCl2 and 200 mM NaCl, and stained with Coomasie Blue. The areas 
of gelatinolytic or MMP activity were visualized as transparent bands. Images 
were analyzed with Quantity One software (Bio-Rad).

Human samples. The study was approved by the Ethics and Clinical Research 
Committee of Cantabria (ref. 27/2013) and by the Ethics Committee of  
Ghent University Hospital (B65020111160). Ascending aortas for use as con-
trols were obtained anonymously from multiorgan transplant donors after  
written informed consent was obtained from their families. During preparation 
of the heart for transplantation, excess ascending aortic tissue was harvested for 
the study. Samples from patients with Marfan syndrome were obtained during 
elective or emergency aortic root surgery for aortic root aneurysm–dissection.  
Patient clinical data were retrieved while maintaining anonymity. Tissues  
were immediately fixed, kept at room temperature for 48 h and embedded  
in paraffin.

Statistical analysis. GraphPad Prism software 6.01 was used for the analysis. 
The aortic-diameter data are presented as box and whiskers plots, with 75th 
and 25th percentiles; bars represent maximal and minimal values. Differences 
were analyzed by one-way, two-way or repeated-measurements two-way analy-
sis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test or Newman’s post hoc test 
(experiments with ≥3 groups), as appropriate. For survival curves, differences 
were analyzed with the log-rank (Mantel–Cox) test. Statistical significance was 
assigned at *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001.

Sample size was chosen empirically based on our previous experiences in 
the calculation of experimental variability; no statistical method was used to 
predetermine sample size, and no data were excluded. The numbers of animals 
used are described in the corresponding figure legends. All experiments were 
done with at least three biological replicates. Experimental groups were balanced 
in terms of animal age, sex and weight. Animals were genotyped before experi-
ments, and they were all caged together and treated in the same way. Appropriate 
tests were chosen according to the data distribution. Variance was compara-
ble between groups in experiments described throughout the manuscript. 
Investigators were blinded to group allocation in the experiments included in 
Supplementary Figure 8b. For the rest of experiments, no randomization was 
used to allocate animals to experimental groups, and investigators were not 
blinded to group allocation during experiments or to outcome assessments.
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Supplementary Figure 1. Adamts1 haploinsufficiency and knockdown in the mouse. 
(a) RT-qPCR analysis of Adamts1 mRNA expression in 5 Adamts1+/+ and 9 Adamts1+/- 

treated for 28 days as indicated. One-way ANOVA, *p<0.05, ***p<0.001 Adamts1+/+ vs 

Adamts1+/- ###p<0.001 Control Adamts1+/+ vs Ang-II Adamts1+/+. (b) Percentage of 

Adamts1+/+, Adamts1+/-, and Adamts1-/- mice alive at weaning vs their expected Mendelian 

ratio (n=151). (c) Representative hematoxilin-eosin (H&E) staining of transverse kidney 

sections from 3-4-month-old 10 Adamts1+/+ and 7 Adamts1+/- mice; *indicates 

hydronephrotic space. Scale bar, 500 μm. (d) Plasma urea and (e) plasma creatinine levels 

in 9-week-old Adamts1+/+ (n=5) and Adamts1+/- (n=6) mice (mean + SEM).  (f-g) Vascular 

smooth muscle cells were transduced with lentivirus encoding Adamts1-specific siRNA 

(#si27, #si57, #si69) or a control siRNA (siCtl). Adamts1 levels were analyzed by (f) RT-

qPCR and (g) immunoblot in extracts from these cells. mRNA amounts were normalized to 

Gapdh expression (mean+SEM; n=4 per group). Two-way ANOVA, **p<0.01, ***p<0.001, 

****p<0.0001 vs untreated siCtl. Tubulin expression was used as a loading control. (h) 
Representative GFP and Adamts1 immunostaining on AbAo sections (n = 4 mice per group). 

IgG staining serves as a negative control. Scale bar, 50 μm. (i) Adamts1 mRNA levels in 

aortic samples from the indicated mice and treatments (n = 6 mice per group). mRNA 

amounts were normalized to Gapdh expression (mean+SEM). Two-way ANOVA, 

****p<0.0001 vs control Adamts1+/+; #p<0.05, ####p<0.0001 vs control siCtl. (j) End-of-

experiment maximal aortic diameter (mean±SEM) analyzed in the same cohort of mice as 

Fig. 2d. One-way ANOVA, ****p<0.001 siCtl vs siAdamts1; ###p<0.001 control vs Ang-II. 
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Supplementary Figure 2. Adamts1 deficiency induces aortic medial degeneration. (a) 
Representative Masson’s trichrome (Masson T), elastin van Gieson (EVG), and alcian blue 

staining and (b) quantification of elastin breaks and collagen content in AbAo sections from 

the mouse cohorts shown in Figure 2g. (c-e) Representative Masson’s trichrome (Masson 

T), elastin van Gieson (EVG), and alcian blue staining on (c) AbAo and (e) AsAo sections 

and (d) quantification of elastin breaks and collagen content in AbAo sections from the 

mouse cohorts shown in Figure 2h. (a,c,e) Scale bars, 50 µm. (b,d)) Two-way ANOVA, 

*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001  siCtl vs siAdamts1 or Adamts1+/+ vs Adamts1+/-; #p<0.05, 

##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001 Control vs Ang-II.
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Supplementary Figure 3. Activation of the TGFß pathway in the aorta of Adamts1 
deficient mice. (a) Representative pSmad2 and Smad2/3 immunostaining (n = 3 mice per 

group) on AbAo cross sections from siCtl- and siAdamts1-transduced mice treated as 

indicated. Scale bar, 50 μm. (b) Representative images of pSmad2 or Smad2 

immunofluorescence (red), elastin autofluorescence (green), and DAPI-stained nuclei (blue) 

in aortic sections from Adamts1+/+, Adamts1+/- and Fbn1+/C1039G mice (n = 3 mice per group). 

Bar, 50 m. RT-qPCR analysis of Tgfb1, Ctgf, Col1a1, and Pai-1 mRNA expression in 

extracts from control and Ang-II-treated (c) siCtl- and siAdamts1-transduced mice and (d)

Adamts1+/+ and Adamts1+/- mice. Two-way ANOVA, *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, siCtl 

vs siAdamts1; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001, Control vs Ang-II.  
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Supplementary Figure 4. Aortic disease induced by Adamts1 deficiency is fast and 
independent of TGFß. (a) Representative immunostaining of GFP and Adamts1 from 

animals in the same cohort of mice as Figures 3b-f. Scale bar 50 μm. (b) Diastolic BP (mean 

± SEM) measured at the indicated times in siCtl- and siAdamts1-transduced mice. 

Repeated-measurements two-way ANOVA; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs siCtl at 

each time point. (c) Elastin breaks in AbAo cross sections from the same mice. (d) RT-qPCR 

analysis of Tgfb1, Ctgf, Col1a1 and Pai-1 expression in the same mice at the indicated times. 

mRNA amounts were normalized to Gapdh expression. One-way ANOVA; *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs siCtl. (b,c,d) Same cohort of mice as Figures 3c, 3d, 

and 3b, respectively. siCtl results in (c,d) were stable throughout the experimental period, 

and data are means of readings at 2, 4, 7, 14, 21, and 49 days. (e) Maximal AbAo diameter 

(mean ± SEM) and (f) systolic BP (mean ± SEM) at the indicated times in 8 siCtl, 4 siCtl 

losartan, 5 siAdamts1, 7 siAdamts1 losartan, and 6 siAdamts1 anti-TGFβ mice. Repeated 

measurements two-way ANOVA of group means, ****p<0.0001 vs siCtl; n.s., non-significant. 

(g) RT-qPCR analysis of Tgfb1, Pai-1, Ctgf, Col1a1 and Adamts1 mRNA. mRNA amounts 

were normalized to Gapdh expression. One-way ANOVA; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs 

siCtl; ##p<0.05, ###p<0.001. 
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Supplementary Figure 5. The Akt-Nos2 pathway mediate the aortic disease triggered 
by Adamts1 deficiency. (a) Systolic and diastolic BP at the indicated times in siCtl- and 

siAdamts1-transduced mice treated with L-NAME as indicated (mean±SEM; n=5 for each 

group). Repeated measurements two-way ANOVA of group means, ***p<0.001; ###p<0.001, 
####p<0.0001 control vs L-NAME. End-of-experiment (b) quantification of elastin breaks in 

AbAo sections and (c) diastolic BP in the same cohort of mice shown in Fig. 4g-4h. (b,c) 

Two-way ANOVA, *p<0.05, ****p<0.0001 vs untreated siCtl or Adamts1+/+ vs Adamts1+/-; 
#p<0.05, ##p<0.01, ####p<0.0001, L-NAME vs untreated. (d) RT-qPCR analysis of Nos2, Nos3 

and Edn1 mRNA expression at the indicated times in aortic extracts from siCtl- and 

siAdamts1-transduced mice. siCtl: n = 6; siAdamts1: the number of mice is shown in the 

figure. mRNA amounts were normalized to Gapdh expression. One-way ANOVA, **p<0.01 

vs siCtl. (e) Maximal AbAo diameter (mean±SEM) at the indicated time points (same mouse 

cohort as Fig. 5c). (f) End-of-experiment quantification of elastin breaks (mean ± SEM) in 

the AbAo of 6 siCtl-treated WT mice, 8 siAdamts1-treated WT mice, 5 siCtl-treated Nos2-/- 

mice, and 5 siAdamts1-treated Nos2-/- mice. (g) Diastolic BP (mean ± SEM) (mouse cohort 

in Fig. 5f). (e,g) Repeated measurement two-way ANOVA of group means, ***p<0.001, 

****p<0.0001 vs Nos2-/- siAdamts1; ns, non-significant. (f) Two-way ANOVA, **p<0.01 vs wt 

siCtl. (h) RT-qPCR analysis of Nos2 mRNA in extracts form VSMCs transduced with siCtl 

or siAdamts1 (mean ± SEM, n = 3 mice per group). Student’s t-test, **p<0.01. (i) 
Representative immunoblot analysis of Nos2 (n = 4 per group), p-Akt-S473 (n=3 per group), 

Akt (n=3 per group), p-p65-S536 (n=3 per group), and p65 (n=3 per group) in extracts from 

VSMCs transduced with siCtl or siAdamts1. Tubulin (n=4 per group) was used as loading 

control. (j) Representative immunoblot analysis (n=3 per group) of Nos2, pAkt-S473, and 

Akt in extracts from VSMCs transduced with siCtl or siAdamts1 and treated with the mTOR 

inhibitor AZD8055 as indicated. (k) Nitrites and Nitrates (total NOx) quantitation in 

conditioned media from VSMCs transduced with siCtl or siAdamts1 and treated with the 

Nos2 inhibitor 1400w as indicated. 8 untreated and 6 treated siCtl mice, and 8 untreated 

and 6 treated siAdamts1 mice. (l) Representative images (n=3 per group) of NO production 

(red), and GFP fluorescence (green) in unfixed VSMCs transduced with siCtl or siAdamts1 

and treated with the Nos2 inhibitor 1400w as indicated. Bar, 50 μm. 
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Supplementary Figure 6. The L-NAME NOS inhibitor reverses aortic dilation in MFS 
mice despite its hypertensive effects. (a) Experimental scheme. Twelve-week-old male 

and female wt and Fbn1C1039G/+ mice were given L-NAME in the drinking water for 21 days. 

Aortic dilation and BP were determined at the indicated times and before euthanasia. (b) 
Maximal AsAo and AbAo diameter (mean±SEM) at the indicated times in 9 Fbn1+/+, 7 Fbn1+/+ 

L-NAME, 8 Fbn1C1039G/+, and 8 Fbn1C1039G/+ L-NAME mice. Repeated measurements two-

way ANOVA, ****<0.0001 vs Fbn1C1039G/+ L-NAME at the same time point. End-of-experiment 

quantification of (c) systolic and diastolic BP, (d) elastin breaks in the AsAo and AbAo, and 

(e) collagen content in the same mice. (c and d) Same cohort of mice as in (b). (e) 6 Fbn1+/+, 

3 Fbn1+/+ L-NAME, 3 Fbn1C1039G/+, and 5 Fbn1C1039G/+ L-NAME mice.  (c-e) Two-way ANOVA, 

**p<0.01, ****p<0.0001 vs untreated Fbn1+/+; ##p<0.01, ####p<0.0001 control vs L-NAME.  
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Supplementary Figure 7. The ADAMTS1-NOS2 axis is deregulated in aortic samples 
of human MFS. (a) RT-qPCR analysis of Nos2 and Nos3 mRNA in aortic extracts from 3 

wt and 3 Fbn1C1039G/+ mice. Student’s t-test, ***p<0.001. (b) Maximal AsAo and AbAo 

diameter (mean±SEM) of 8 Fbn1C1039G/+ and 14 Fbn1C1039G/+;Nos2-/- at 12 weeks of age. 

Student’s t-test, ***p<0.001, ****p<0.0001. (c) Representative medial layer images of 

ADAMTS1 immunohistochemistry in aortic cross sections of human samples from 5 healthy 

donors and 9 MFS patients. Bar, 25 μm. (d) Medial layer images of NOS2 (red) 

immunofluorescence and DAPI-stained nuclei (blue) in sections from 5 control donors and 

5 MFS patients. (e) Representative medial layer images of NOS2 (red) and SMA (white) 

immunofluorescence, elastin autofluorescence (green), and DAPI-stained nuclei (blue) in 

sections from 5 control donors and 8 MFS patients. Bar, 25 μm.  
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Supplementary Figure 8. NOS2-specific inhibition reverses aortic pathology in 
Adamts1 deficient mice and in MFS model mice. (a) Maximal AbAo diameter 

(mean±SEM) at the indicated times in the same cohort of mice shown in Fig 6g. Repeated-

measurements two-way ANOVA of group means, ****p<0.0001 vs Adamts1+/+ 1400W or 

Fbn1C1039G/+ 1400W.  (b) End-of-experiment maximal AsAo diameter (mean±SEM) 

measured ex vivo with a digital caliper in the same animals. Two-way ANOVA, *p<0.05, 

**p<0.01 vs untreated wt; ##p<0.01, ###p<0.001 vs untreated Adamts1+/+ or Fbn1C1039G/+. (c) 
End-of-experiment quantification of diastolic BP in the same mice. Two-way ANOVA, 

*p<0.05, **p<0.01 vs untreated wt; #p<0.05 ###p<0.001. (d) Representative images from 

EVG staining and (e) quantification of elastin breaks (mean±SEM) in the same cohort of 

animals. Scale bar, 50μm. Two-way ANOVA, *p<0.05  **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 

vs untreated wt; ###p<0.001. (f) Maximal AbAo diameter (mean±SEM) at the indicated times 

in the same cohort of mice shown in Fig 6j. Repeated-measurements two-way ANOVA of 

group means, ***p<0.001 vs Fbn1C1039G/+ 1400W. 
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C/EBP� and Nuclear Factor of Activated T Cells Differentially
Regulate Adamts-1 Induction by Stimuli Associated with Vascular
Remodeling

Jorge Oller,a Arántzazu Alfranca,a,b Nerea Méndez-Barbero,a Silvia Villahoz,a Noelia Lozano-Vidal,a Mara Martín-Alonso,a

Alicia G. Arroyo,a Amelia Escolano,a Angel Luis Armesilla,c Miguel R. Campanero,d Juan Miguel Redondoa

Department of Vascular Biology and Inflammation, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos III, Madrid, Spaina; Unidad de Biotecnología Celular,
Instituto de Investigación en Enfermedades Raras, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spainb; Research Institute in Healthcare Science, School of Pharmacy, Faculty of
Science and Engineering, University of Wolverhampton, Wolverhampton, United Kingdomc; Department of Cancer Biology, Instituto de Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols, CSIC-UAM, Madrid, Spaind

Emerging evidence indicates that the metalloproteinase Adamts-1 plays a significant role in the pathophysiology of vessel re-
modeling, but little is known about the signaling pathways that control Adamts-1 expression. We show that vascular endothelial
growth factor (VEGF), angiotensin-II, interleukin-1�, and tumor necrosis factor �, stimuli implicated in pathological vascular
remodeling, increase Adamts-1 expression in endothelial and vascular smooth muscle cells. Analysis of the intracellular signal-
ing pathways implicated in this process revealed that VEGF and angiotensin-II upregulate Adamts-1 expression via activation of
differential signaling pathways that ultimately promote functional binding of the NFAT or C/EBP� transcription factors, re-
spectively, to the Adamts-1 promoter. Infusion of mice with angiotensin-II triggered phosphorylation and nuclear translocation
of C/EBP� proteins in aortic cells concomitantly with an increase in the expression of Adamts-1, further underscoring the im-
portance of C/EBP� signaling in angiotensin-II-induced upregulation of Adamts-1. Similarly, VEGF promoted NFAT activation
and subsequent Adamts-1 induction in aortic wall in a calcineurin-dependent manner. Our results demonstrate that Adamts-1
upregulation by inducers of pathological vascular remodeling is mediated by specific signal transduction pathways involving
NFAT or C/EBP� transcription factors. Targeting of these pathways may prove useful in the treatment of vascular disease.

Hemodynamic mechanical forces, endocrine or paracrine cel-
lular factors such as vascular endothelial growth factor

(VEGF) or angiotensin-II (Ang-II), and the proinflammatory cy-
tokines interleukin-1� (IL-1�) and tumor necrosis factor-�
(TNF-�) are strongly implicated in vascular remodeling, includ-
ing vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation and migra-
tion, neovascularization, endothelial cell (EC) dysfunction,
and/or inflammatory cell infiltration (1–4). Furthermore, pro-
found changes in the extracellular matrix of the aortic wall, medi-
ated by cellular secretion of extracellular matrix components and
protein metalloproteinases, represent a critical hallmark of this
process (5, 6).

Emerging evidence suggests that increased expression of the
metalloproteinase Adamts-1 is associated with remodeling of the
extracellular matrix in the aortic wall (7–10). Adamts-1 is a mem-
ber of the ADAMTS (A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs type I) family of proteases, which de-
grades the proteoglycans nidogen, aggrecan, syndecan, versican,
and brevican (11). The expression of Adamts-1 mRNA has been
reported to increase in proliferating/migrating VSMCs (7) and in
ECs treated with VEGF (12) and high wall shear stress (13, 14).
However, the intracellular signaling pathways involved in its up-
regulation by these stimuli are poorly understood.

Here, we report that the expression of Adamts-1 in endothelial
and vascular smooth muscle cells is induced by a broad range of
stimuli associated with vascular remodeling, including VEGF,
Ang-II, IL-1�, and TNF-�. We provide evidence supporting the
alternative involvement of either NFAT or C/EBP� in Adamts-1
transcriptional activation by these stimuli and show in vivo acti-
vation of these transcription factors by VEGF and Ang-II, respec-

tively, which might be involved in Adamts-1 induction in the
aorta.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and reagents. Human umbilical vein ECs (HUVECs) were
isolated from umbilical veins (15). Cells were cultured in 0.5% gelatin-
coated plates in medium 199 supplemented with 20% fetal calf serum
(FCS), 50 �g/ml bovine brain extract, 100 �g/ml heparin, and 1% peni-
cillin-streptomycin. Cells were used between passages 4 and 6. Murine
VSMCs were isolated and grown as described previously (16). Murine
lung ECs (MLECs) were purified and cultured by previously published
methods (17).

Cells were stimulated with 50 ng/ml recombinant human VEGF165,
100 ng/ml IL-1�, or 50 ng/ml TNF-� (all from Peprotech). Ang-II (10�6

M for MLECs or VSMCs or 10�5 M for HUVECs) and phorbol myristate
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acetate (10 ng/ml) were purchased from Sigma-Aldrich. Calcium iono-
phore A23187 (1 �M) was obtained from EMD, Tocris Bioscience. Where
indicated, cells were treated with 200 ng/ml cyclosporine (CsA) for 30 min
prior to stimulation.

Western blot analysis. Cell extracts were obtained as described previ-
ously (16). Proteins were separated on SDS-polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were incubated
with the corresponding primary antibody. Primary antibodies were de-
tected by incubation with either a 1:5,000 dilution of peroxidase-conju-
gated goat anti-mouse immunoglobulin antibody (Sigma) or a 1:5,000
dilution of peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin an-
tibody (GE Healthcare), depending on the origin of the primary antibody.
All antibody dilutions were carried out in 1% bovine serum albumin
(BSA) in Tris-buffered saline–Tween 20. Bound antibodies were detected
by enhanced chemiluminescence detection (Millipore).

The antibodies used in this study were mouse anti-ADAMTS1 mono-
clonal antibody (1:1,000), mouse anti-NFATc1 monoclonal antibody (1:
500), rabbit anti-NFATc3 polyclonal antibody (1:1,000), and rabbit anti-
NFATc4 polyclonal antibody (1:1,000) (all from Santa Cruz), mouse
anti-human Cox-2 monoclonal antibody (Cayman; 1:4,000), rabbit anti-
mouse Cox-2 polyclonal antibody (Cayman; 1:1,000), rabbit anti-C/
EBP� polyclonal antibody (Santa Cruz; 1:1,000), rabbit phospho-specific
anti-C/EBP� polyclonal antibody (Cell Signaling; 1:1,000), rabbit anti-
CNA polyclonal antibody (Chemicon, Ab-1695; 1:1,000), mouse anti-
CNB monoclonal antibody (Upstate; 1:4,000), rabbit anti-RCAN1 poly-
clonal antibody (Sigma; 1:500), mouse antitubulin monoclonal antibody
(Sigma; 1:40,000), mouse anti-glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
monoclonal antibody (Abcam; 1:10,000), and mouse anti-polypyrimi-
dine tract-binding protein-associated splicing factor (anti-PSF) monoclo-
nal antibody (Sigma; 1:1,000).

Reverse transcription and RT-qPCR analysis. RNA was extracted
with the TriPure kit (Roche), and cDNA synthesis was performed with 2
�g of total RNA (16). Quantification of RNA levels was carried out by
real-time quantitative PCR (RT-qPCR) with the following TaqMan assays
(Applied Biosystems): human ADAMTS-1 (Hs00199608_m1), human
TFCR (Hs00951083_m1), mouse Adamts-1 (Mm00607939_s1), and
mouse Hprt1 (Mm00446968_m1). RT-qPCR assays were performed as
described previously (16). Analysis of RT-qPCR data was carried out by
the comparative 2���CT method.

Plasmids. Luciferase-based reporter vectors containing the human
ADAMTS-1 proximal promoter region �706/�207 and �342/�207 (18)
were generously provided by Y. Ninomiya (Okayama University,
Okayama, Japan). To generate pMetLuc(�274/�207), the corresponding
region of the ADAMTS-1 promoter was amplified by PCR with Adamts-1
hPromoter�274 sense and Adamts-1 hPromoter�207 antisense oligonu-
cleotides and cloned into pMet-Luc (Clontech). To generate luciferase-
based reporter vectors containing the �539/�41 and �269/�41 regions
of the murine Adamts-1 promoter, the corresponding regions were am-
plified by PCR from mouse genomic DNA isolated from MLECs as a
template with either Adamts-1 mPromoter�539 sense or Adamts-1
mPromoter�269 sense oligonucleotides in combination with the Adamts-1
mPromoter�41 antisense primer. Amplified products were cloned into
pGL3-Basic (Promega), generating plasmids pGL3(�539/�41) and
pGL3(�269/�41), respectively. Construct pGL3(�325/�41) was generated
by digestion of pGL3(�539/�41) with PstI and XhoI and subcloning
into pGL3-Basic. The oligonucleotides used for cloning were Adamts-1
hPromoter�207 antisense (5=-GCAGGCAGAGTGGCTC-3=), Adamts-1
hPromoter�274 sense (5=-CGGTGGAAGGGAGAGTC-3=), Adamts-1
mPromoter�539 sense (5=-GGTACCGAGAAGCGCAGAATCAAC-3=),
Adamts-1 mPromoter�269 sense (5=-GGTACCCCGAGAGATGAAGTT
AAAGG-3=), and Adamts-1 mPromoter�41 antisense (5=-CTCGAGCT
TGCGATAGCACCTAG-3=).

Site-directed mutagenesis was performed with the QuikChange mu-
tagenesis kit (Stratagene). The fidelity of all amplified products was con-
firmed by sequencing. The oligonucleotides used for site-directed mu-

tagenesis were (the mutated positions are underlined) GGGGAGAAAAG
GAATGTCGAGGTTTCTTTTCAATTCGACC (to mutate the C/EBP�
binding site at position �365 of the murine promoter region), CAGG
ATAGGGAAATGTCGAAGTTGGGACTGCGTTCTCC (to mutate the
C/EBP� binding site at position �410 of the human promoter region),
GTGGGGAGGAAGGGTGTTGTAGGAAACCGGCGAGG (to mutate
the binding site for NFAT at position �302 of the human promoter re-
gion), GGGGAGGAAGGGTGGTCCATTACACCGGCGAGG (to mu-
tate the binding site for NFAT at position �294 of the human promoter
region), and GAGGAAGGGTGTTGTATTACACCGGCGAGGGAGA
AAAG (to mutate both binding sites for NFAT at positions �302 and
�294 of the human promoter region).

Transient transfection and luciferase assay. HUVECs (5 � 104) were
transfected with 0.6 �g of luciferase reporter vector by the calcium phos-
phate method (15). Murine VSMCs (104) were transfected with 0.6 �g of
luciferase reporter vector with Lipofectamine (16). In cotransfection ex-
periments, pcDNA3.1-LIP or the pCDNA3.1-Empty control expression
vector was transfected together with the corresponding luciferase reporter
plasmid at a ratio of 3:1. Differences in cell survival or changes in global
translation rate due to different treatments were ruled out through the
parallel transfection of the corresponding empty luciferase vector (basal
activity, 10,000 to 30,000 relative light units). Luciferase activity was mea-
sured with the luciferase assay kit (Promega) or the Ready to Glow kit
(Clontech) for pGL3- or pMetLuc-derived plasmids, respectively.

Formaldehyde cross-linking and ChIP assays. Chromatin immuno-
precipitation (ChIP) assays were performed essentially as described pre-
viously (19). HUVECs (1.5 � 107) were stimulated with 50 ng/ml VEGF
or 10�5 M Ang-II for 30 min and then fixed with 1% formaldehyde for 5
min at 4°C. Fixation was quenched by the addition of 0.125 M glycine and
incubation for 10 min at 4°C. Cells were washed three times with cold
phosphate-buffered saline (PBS) and scraped into PBS containing protei-
nase inhibitors. After a centrifugation step, cells were suspended in lysis
buffer 1 (50 mM HEPES-KOH [pH 7.5], 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5%
NP-40, 0.25% Triton X-100, 140 mM NaCl, proteinase inhibitors) for 10
min at 4°C. Nuclear pellets were washed in lysis buffer 2 (10 mM Tris-HCl
[pH 8], 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA), lysed in lysis buffer
3 (10 mM Tris-HCl [pH 8], 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA,
0.5% SDS), and sonicated with a Bioruptor sonicator (Diagenode). Before
immunoprecipitation, the size of DNA fragments was confirmed to be 200
to 600 bp by reverse cross-linking (3 volumes of Tris-EDTA [TE] buffer
and 0.3 M NaCl at 65°C overnight) of an aliquot of chromatin sample and
subsequent electrophoresis in a 2% agarose gel. A portion (5%) of the
total chromatin sample was saved for input detection. For each immuno-
precipitation, 50 �l of protein A Dynabeads (Invitrogen) was blocked
with 0.5% BSA-PBS for 1 h and incubated overnight in 0.5% BSA-PBS
with 6 �g of control mouse or rabbit IgG (Santa Cruz), a rabbit anti-C/
EBP� polyclonal antibody (Santa Cruz), or an anti-NFATc1 monoclonal
antibody (kindly provided by T. Minami, Research Center for Advanced
Science and Technology, University of Tokyo, Tokyo, Japan). Chromatin
was diluted 1/6 in TE buffer containing 50 mM NaCl and 1% Triton X-100
(Sigma) and incubated with rocking overnight at 4°C with antibody-cou-
pled Dynabeads. The beads were washed three times with low-salt wash-
ing buffer (20 mM Tris-HCl [pH 8], 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 0.1% SDS, 0.3% sarcosyl, 0.5% sodium deoxycholate),
three times with high-salt buffer (20 mM Tris-HCl [pH 8], 2 mM EDTA,
500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS), three times with high-salt
radioimmunoprecipitation assay buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 500
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1% sodium deoxy-
cholate), and twice with TE buffer containing 150 mM NaCl. Finally,
chromatin bound to Dynabeads was eluted in 200 �l of 10 mM Tris-HCl
[pH 8]–10 mM EDTA–2% SDS buffer by rocking at 65°C for 45 min,
followed by vortexing for 5 min. Reverse cross-linking was performed by
incubation with 600 �l of TE buffer containing 300 mM NaCl at 65°C
overnight. DNA samples were treated with 0.2 �g/ml RNase (Sigma-Al-
drich) for 1 h at 37°C and 0.2 �g/ml proteinase K (Sigma-Aldrich) for 1 h
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at 50°C. DNA was extracted with phenol-chloroform, precipitated, and
resuspended in 50 �l of water. One-third of the final volume was analyzed
by Sybr green real-time PCR with the oligonucleotides ADAMTS-1 pro-
moter C/EBP� site (sense, CCTAGCTCATCTCCTAGATTG; antisense,
GGTTCGGTTGGAGAACGC), ADAMTS-1 NFATs sites (sense, GGAAG
GGTGGTCCAGGAAA; antisense, CGCCACTGCTCGTCAATC), AD-
AMTS-1 3= UTR (sense, GACAAGTGATCTCAATGTCCCC; antisense,
GAGCTTAGTACCTCCAACTTCCT), and COX-2 promoter (sense, GG
TTTCCGATTTTCTCATTTCCG; antisense, CACTGCAAGTCGTATGA
CAATTG).

Animals. Animal studies were performed in accordance with the
guidelines of the European Union on animal care and approved by the
Animal Care and Ethics committee at the Centro Nacional de Investiga-
ciones Cardiovasculares. Calcineurin (CN) B1 (Cnb1�/fl) conditional
knockout mice (20) were kindly provided by Gerald R. Crabtree (Howard
Hughes Medical Institute, Stanford University School of Medicine, Stan-
ford, CA). Mice were administered VEGF or Ang-II by subcutaneous
osmotic minipump (Alzet Corp) infusion at 25 �g/kg/day and 1 �g/kg/
min, respectively. Where indicated, minipumps loaded with CsA (No-
vartis; 5 mg/kg/day) were implanted 24 h before VEGF or Ang-II admin-
istration. The AT1R blocker losartan (Fluka) was administered at 10 mg/
kg/day by minipumps implanted 24 h before the administration of Ang-II.

Lentivirus production and infection. Lentivirus production was per-
formed as described previously (16). Lentiviruses encoding Cre recombi-
nase, green fluorescent protein (GFP)-LXVP, and GFP-LXVP Mutant
have been previously described (21, 22). Lenti-LIP, a lentivirus encoding
LIP (liver inhibitor protein), was generated by subcloning mouse C/EBP�
(LIP) from pcDNA3.1-C/EBP� (LIP) (a gift from Peter Johnson; Addgene
plasmid 12561) into lentiviral plasmid pHRSIN-IRES-GFP. VSMCs,
HUVECs, and MLECs were infected at a multiplicity of infection of 3.

Histological analysis. Aortas were fixed in 4% paraformaldehyde
overnight at 4°C. Paraffin cross sections (5 �m) from fixed aortas were
used for immunohistochemistry analysis. Heat-induced epitope retrieval
was performed in citrate buffer (10 mM sodium citrate [pH 6], 0.05%
Tween 20) at 125°C for 5 min. The antibodies used for immunohisto-
chemistry analysis were anti-C/EBP� (1/100; Santa Cruz Biotechnology),
anti-p-C/EBP� (1/25; Cell Signaling), rabbit polyclonal anti-Adamts-1
(1/100; Santa Cruz), and anti-NFATc4 (1/100; Santa Cruz). Substrate
staining was developed with diaminobenzidine (Vector Laboratories),
and sections were counterstained with hematoxylin, dehydrated, and
mounted in DPX (Fluka).

Statistical analysis. Results are expressed as mean values � standard
deviations (SD). Differences were evaluated by one-way analysis of vari-
ance with the post hoc Newman-Keuls comparison test. Statistical signif-
icance was assigned at P values of �0.05.

RESULTS
Different signal transduction pathways regulate VEGF- and
Ang-II-induced Adamts1 gene expression in vascular cells. Be-
cause Adamts-1 expression increases in response to the activation
of ECs with VEGF (12) and shear stress (13, 14), we hypothesized
that other extracellular inducers of vascular remodeling may also
regulate Adamts-1 expression. We used Ang-II to test this hypoth-
esis. Treatment of HUVECs, murine VSMCs, and MLECs with
Ang-II resulted in a strong increase in Adamts-1 protein and
mRNA levels (Fig. 1A and B), with maximal expression occurring
at approximately 6 h poststimulation.

Because VEGF and Ang-II activate the CN/nuclear factor of
activated T cells (NFAT) signaling pathway in ECs and VSMCs
(16, 23, 24), we investigated the involvement of this pathway in the
upregulation of the Adamts-1 gene by these stimuli. Vascular cells
were preincubated with the CN inhibitor CsA (25), and Adamts-1
expression was analyzed by Western blot and RT-qPCR analyses.
VEGF-dependent upregulation of Adamts-1 expression at the

mRNA and protein levels was markedly reduced by inhibition of
the CN/NFAT pathway with CsA (Fig. 2A). In contrast, induction
of Adamts-1 expression in response to Ang-II was unchanged in
the presence of CsA (Fig. 2B), despite efficient blockade of CN
signaling by CsA, as confirmed by CsA-mediated inhibition of the
genes for cyclooxygenase 2 (Cox-2) and RCAN1.4 (Fig. 2), two
known CN/NFAT targets (19, 24). These results suggest that CN
signaling is implicated in VEGF-dependent induction of Ad-
amts-1 expression but not in Ang-II-promoted Adamts-1 upregu-
lation.

In addition to inhibiting CN, CsA can exert additional effects
on the cell, such as activation of the transforming growth factor �1
pathway (26) or stabilization of the RNA encoding VEGF (27). To
confirm that the CsA-mediated reduction of Adamts-1 expression
by VEGF was not the result of off-target effects of CsA, we trans-
duced ECs and VSMCs with lentiviral vectors encoding LXVP, a
peptide that inhibits CN phosphatase activity and blocks its dock-
ing site for NFAT (28). Consistent with the data obtained with
CsA, LXVP expression in vascular cells abrogated Adamts-1 gene
upregulation in response to VEGF, but not in response to Ang-II
(Fig. 3A to D). As expected, the LXVP peptide inhibited Cox-2
upregulation induced by both stimuli (Fig. 3A, B, E, and F), dem-
onstrating efficient impairment of CN signaling in all cases,
whereas an LXVP mutant had no effect on either Adamts-1 or
Cox-2 upregulation by these stimuli (Fig. 3A to F). The participa-
tion of CN-independent signal transduction pathways in the reg-
ulation of Adamts-1 expression by Ang-II led us to investigate
whether other stimuli that operate in a CN-independent fashion,
such as the proinflammatory cytokines TNF-� and IL-1�, might
also induce Adamts-1. Stimulation of HUVECs and VSMCs with
TNF-� or IL-1� led to a time-dependent increase in Adamts-1
levels in both cell types, peaking at 6 to 8 h poststimulation (Fig.
4A and B). CN inhibition with CsA or the LXVP peptide failed to
block TNF-�- or IL-1�-induced upregulation of Adamts-1 ex-

FIG 1 Ang-II induces the expression of Adamts-1 in vascular cells. (A) West-
ern blot analysis of Adamts-1 expression in protein extracts from primary
VSMCs, HUVECs, and MLECs stimulated with Ang-II. (B) Adamts-1 gene
expression was measured by qPCR in VSMCs, HUVECs, and MLECs treated
with Ang-II as indicated. Values are expressed as fold increases relative to
nonstimulated cells (Control). Histograms represent means � SD of at least
three independent experiments. *, P � 0.05; **, P � 0.01; ***, P � 0.001
(versus the control).
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pression (Fig. 4C to F), suggesting that activation of the CN/NFAT
pathway is not involved in this regulation. In parallel, we mea-
sured Cox-2 expression as a positive control for CN-independent
TNF-� and IL-1� stimulation (24). As anticipated, Cox-2 induc-
tion by TNF-� and IL-1� was unaltered by inhibition of the CN/
NFAT pathway (Fig. 4A to D, G, and H).

Finally, to further confirm the involvement of CN-dependent
and -independent transduction mechanisms in the regulation of
Adamts-1 gene expression, we employed cells lacking CN. MLECs
and VSMCs isolated from a conditional CN knockout mouse (20)
were transduced with a lentivirus expressing Cre recombinase
(Lenti-Cre) to promote deletion of the Cnb1 gene. As shown in
Fig. 5, Cnb1 deletion led to the destabilization of CN A in both cell

FIG 2 Ang-II and VEGF upregulate Adamts-1 expression in vascular cells via
differential signaling mechanisms. Western blot and qPCR analyses of Ad-
amts-1, Cox-2, and RCAN1.4 expression in HUVECs and MLECs treated with
CsA or the vehicle 1 h before stimulation with VEGF for 4 h (A) and VSMCs,
HUVECs, and MLECs treated with CsA or the vehicle 1 h before stimulation
with Ang-II for 4 h (B). In all Western blot assays, the expression of tubulin was
analyzed as a loading control. The immunoblot assays shown are representa-
tive of three independent experiments. In qPCR analyses, mRNA levels were
normalized to hypoxanthine phosphoribosyltransferase expression. Data are
expressed as fold increases relative to nonstimulated cells (Control) and shown
as means � SD of three independent experiments. *, P � 0.05; **, P � 0.01;
***, P � 0.001 (versus control); ##, P � 0.01; ###, P � 0.001 (versus CsA-
pretreated cells).

FIG 3 Blockade of CN activity with the NFAT-derived peptide LXVP inhibits
Adamts-1 upregulation by VEGF but not Ang-II in vascular cells. (A and B)
Western blot analysis of Adamts-1 and Cox-2 expression in the indicated vas-
cular cells transduced with lentiviral particles expressing GFP tagged with the
CN inhibitory peptide LXVP (LxVP) or a mutant version unable to inhibit CN
(MutLxVP). Infected cells were stimulated with VEGF (A) or Ang-II (B) for 4
and 6 h, respectively, in the absence or presence of CsA as indicated. Tubulin
expression was analyzed as a loading control. The immunoblot assays shown
are representative of at least two independent experiments. (C to F) Adamts-1
(C and D) and Cox-2 (E and F) mRNA expression was measured by qPCR in
cells infected with lentiviruses as described above and stimulated as indicated.
Values are expressed as fold increases relative to nonstimulated cells (Control).
Data are shown as means � SD of three independent experiments. **, P �
0.01; ***, P � 0.001 (versus the control); #, P � 0.05; ##, P � 0.01; ###, P �
0.001 (versus CsA-pretreated cells).
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types. VEGF stimulation was no longer able to induce Adamts-1
or Cox-2 gene expression in CN-deficient MLECs (Fig. 5A). In
contrast, Adamts-1 upregulation by Ang-II, TNF-�, or IL-1� was
unaffected by disruption of CN expression (Fig. 5). Consistent
with the data obtained with CN inhibitors (Fig. 2 to 4), whereas
Cox-2 induction by TNF-� or IL-1� was unaltered by CN dele-
tion, Cox-2 upregulation by Ang-II was largely abolished in CN-
deficient vascular cells (Fig. 5).

Collectively, these results indicate that stimulation of vascular
cells induces Adamts-1 gene expression via the activation of at
least two different intracellular signaling pathways. Whereas

VEGF-dependent upregulation of Adamts-1 requires CN activity,
Ang-II, TNF-�, and IL-1� operate through the activation of an
alternative signaling mechanism.

Adamts-1 gene upregulation requires the binding of either
NFAT or C/EBP� to specific sequences located in its promoter
region. To identify the transcription factors that link signal trans-
duction processes in vascular cells with upregulation of Adamts-1
gene expression, we transfected HUVECs and VSMCs with lu-
ciferase-based reporter constructs containing the proximal

FIG 4 Upregulation of Adamts-1 gene expression by the proinflammatory
stimuli TNF-� and IL-1� does not require CN activation. (A to D) Western
blot analysis of Adamts-1 and Cox-2 expression in vascular cells treated with
IL-1� (A) or TNF-� (B) for the times indicated. (C and D) HUVECs and
VSMCs were transduced with lentiviral particles expressing GFP tagged with
the CN inhibitory peptide LXVP (LxVP) or a mutant version unable to inhibit
CN (MutLxVP). Cells were stimulated with IL-1-� (C) or TNF-� (D) for 6 h in
the absence or presence of CsA as indicated. In all cases, tubulin expression was
analyzed as a loading control. The immunoblot assays shown are representa-
tive of at least two independent experiments. (E to H) Adamts-1 and Cox2
mRNA expression was measured by qPCR in HUVECs (E and G) or VSMCs (F
and H) infected with lentiviruses as described above and stimulated as indi-
cated. Values are expressed as fold increases relative to nonstimulated cells
(Control). Data are shown as means � SD of three independent experiments.
*, P � 0.05; **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus the control).

FIG 5 CN deletion impairs Adamts-1 upregulation by VEGF but not Ang-II,
TNF-�, or IL-1�. To suppress CN expression in primary vascular cells, MLECs
(A) and VSMCs (B) isolated from Cnb1�/fl mice were infected with lentiviruses
expressing the Cre recombinase (Cre) or GFP as a control and then stimulated
as indicated. CN deficiency was assessed by Western blot analysis with anti-
bodies specific for the CN B (Cnb) or A (Cna) subunit. Adamts-1 and Cox-2
protein levels were determined by Western blotting. In all cases, the expression
of tubulin was analyzed as a loading control. Immunoblot assays are represen-
tative of at least three independent experiments. Adamts-1 and Cox2 mRNA
expression was measured by qPCR in CN-deficient MLECs (A) or VSMCs
(B) stimulated as indicated. Values are expressed as fold increases relative
to nonstimulated cells (Control). Data are shown as means � SD of three
independent experiments. *, P � 0.05; **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus
the control).
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promoter regions of Adamts-1, pMetLuc(�706/�207) and
pGL3(�539/�41), for the human and murine genes, respectively
(Fig. 6). The presence of binding motifs for the transcription fac-
tors C/EBP�, c-ets, NF-1, and SP1 in the Adamts-1 proximal pro-
moter (Fig. 6) has been previously reported (29), but no binding
sites for NFAT have yet been identified in this region. A detailed in
silico analysis of the human ADAMTS-1 proximal promoter se-
quence revealed two potential NFAT binding sites at positions
�302 and �294, corresponding to nucleotides �286 and �280 in
the murine promoter (Fig. 6).

Stimulation of the transfected cells with VEGF, Ang-II, IL-1�,
or TNF-� resulted in a significant increase in luciferase activity
of the Adamts-1 reporter vectors (Fig. 7), suggesting that this
promoter region contains regulatory elements that mediate its
transcriptional activation by these stimuli. In agreement with
our results on protein and mRNA induction (Fig. 2), pretreat-

ment of the transfected cells with CsA abolished the activation
of the reporter in response to VEGF but not that in response to
Ang-II, IL-1�, or TNF-� (Fig. 7). These results suggest that the
�706/�207 region of human ADAMTS-1 (�539/�41 in the
mouse) contains CN-dependent and -independent regulatory
elements that respond to stimulation by VEGF and Ang-II,
IL-1�, or TNF-�, respectively.

We generated a series of deletion-containing versions of the
promoter constructs to determine the functional relevance of the
transcription factor-binding motifs identified in the ADAMTS-1
proximal promoter. Deletion of the region encompassing the
C/EBP�-binding motif failed to alter the luciferase activity of the
reporter vector in response to VEGF stimulation in HUVECs (Fig.
7A). Accordingly, preincubation of the cells with CsA prior to
VEGF stimulation substantially inhibited the reporter activity of
this construct (Fig. 7A). Conversely, loss of this region completely

FIG 6 Sequence and putative regulatory elements of the Adamts-1 proximal promoter region. (A) Diagram depicting putative cis-acting regulatory elements in
the human and mouse promoter regions of Adamts-1. (B) Alignment of the proximal regions of the human (Homo sapiens), mouse (Mus musculus), and
chimpanzee (Pan troglodytes) Adamts-1 gene promoters. Nucleotides identical in the three species are indicated by stars. Putative transcription factor binding
sites are boxed.
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blunted the upregulation of reporter gene activity in cells treated
with Ang-II, IL-1�, or TNF-� (Fig. 7).

Further removal of the region containing the two potential
binding sites for NFAT completely abrogated the VEGF-stim-
ulated increase in reporter activity (Fig. 7A). As expected, this
construct and the equivalent murine construct did not respond
to Ang-II, TNF-�, or IL-1� treatment (Fig. 7). These results
demonstrate that the �706/�343 region of the human AD-
AMTS-1 promoter (�539/�326 in the mouse) contains CN-
unrelated regulatory elements that control the transcriptional
activation of the gene in response to Ang-II, TNF-�, and IL-1�,
whereas the �342/�275 fragment (�325/�270 in the mouse)
regulates VEGF-induced Adamts-1 expression in a CN-depen-
dent fashion.

To test the possibility that the C/EBP� and NFAT putative
binding sites were implicated in Adamts-1 promoter activation,
we mutated these sequences and analyzed their transcriptional
contribution by using luciferase reporter assays. Mutation of the
C/EBP�-binding site blunted the response of the human and
mouse Adamts-1 promoters to Ang-II, TNF-�, and IL-1� stimu-
lation but did not affect their activation by VEGF (Fig. 8). Con-
versely, mutation of the two putative NFAT binding sites (either
individually or together) blocked the transcriptional response to
VEGF but not that to Ang-II, TNF-�, or IL-1� (Fig. 8A).

We next performed ChIP analysis to evaluate the functional
occupancy of these motifs by the transcription factors C/EBP�
and NFAT in the endogenous ADAMTS-1 promoter. ChIP assays
of Ang-II-stimulated HUVECs with an antibody specific for
C/EBP� confirmed the recruitment of this factor (Fig. 9A). An
identical experiment with an antibody specific for NFATc1 did
not result in coprecipitation of the promoter region encompass-
ing the NFAT binding sites (Fig. 9B), indicating that stimulation
with Ang-II induces binding of C/EBP� but not NFATc1 to the
ADAMTS-1 promoter. In contrast, ChIP assays of HUVECs stim-
ulated with VEGF revealed the interaction of NFATc1 but not
C/EBP� with the corresponding promoter binding sites (Fig. 9A
and B). Importantly, negative-control ChIP assays with anti-C/
EBP� or anti-NFATc1 antibodies on the 3= untranslated region
(UTR) of the Adamts-1 mRNA excluded the possibility of copre-
cipitation of nonspecific DNA sequences (Fig. 9A and B). As a
positive control, the COX-2 promoter region was amplified in
parallel in a ChIP assay to demonstrate C/EBP� and NFATc1 re-
cruitment upon Ang-II and/or VEGF treatment (Fig. 9C).

Taken together, these results establish the presence of func-
tional binding sites for the transcription factors C/EBP� and
NFAT in the ADAMTS-1 promoter region that play an essential
role in the differential transcriptional activation of the gene in
response to Ang-II/IL-1�/TNF-� or VEGF, respectively.

Ang-II and proinflammatory cytokines regulate Adamts-1
gene expression through C/EBP�. Alternative translation initia-
tion sites in the C/EBP� mRNA generate different protein
isoforms designated LAP (liver activator protein) or LIP. LAP
contains a conserved bZIP DNA-binding domain and a transac-
tivation domain (and therefore is fully functional), whereas LIP
lacks the transactivation domain and functions as a repressor (30).
Phosphorylation of human C/EBP�-LAP at residue Thr235
(Thr188 in the mouse) efficiently increases its transactivation ac-
tivity (30). VSMCs stimulated with Ang-II resulted in a substantial
increase in C/EBP�-LAP phosphorylation at Thr235/188 after
only 10 min of treatment, which persisted for 2 h (Fig. 10A). IL-1�

FIG 7 Functional analysis of Adamts-1 promoter activity in response to
VEGF, Ang-II, TNF-�, and IL-1�. HUVECs (A) or murine VSMCs (B) were
transfected with luciferase-based reporter plasmids containing serial deletions
of the human (A) or mouse (B) Adamts-1 promoter region. Transfected cells
were left unstimulated (Control) or stimulated with VEGF, Ang-II, IL-1-�,
and TNF-� for 8 h. Where indicated, cells were treated with CsA for 1 h prior
to stimulation. Luciferase activity is expressed as fold increases relative to the
activity of the reporter in nonstimulated cells. Empty plasmids pMetLuc and
pGL3 were used as negative controls. Histograms show data as means � SD of
at least five independent experiments. **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus
nonstimulated cells); ###, P � 0.001 (VEGF versus VEGF/CsA-stimulated
cells).
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and TNF-�, but not VEGF, induced a similar increase in C/EBP�-
LAP phosphorylation (Fig. 10B and C). Analysis of the protein
extracts with an antibody recognizing total C/EBP�-LAP showed
equivalent C/EBP�-LAP expression levels in all cases (Fig. 10A to

FIG 8 Integrity of NFAT- and C/EBP�-binding sites is essential for Adamts1
promoter activity in response to VEGF and Ang-II, TNF-�, or IL-1�, respec-
tively. Mutant versions of the reporter vectors pMetLuc(�706/�207) (A) and
pGL3(�539/�41) (B), where the putative binding sites for C/EBP� and NFAT
were abolished by site-directed mutagenesis (base substitutions are in bold),
were transfected in HUVECs (A) or murine VSMCs (B). Transfected cells were
left untreated (Control) or stimulated with VEGF, Ang-II, IL-1-�, or TNF-�
for 8 h. Where indicated, cells were treated with CsA for 1 h prior to stimula-
tion. Luciferase activity was expressed as fold increases relative to the activity of
the reporter in nonstimulated cells. Histograms show data as means � SD of at
least three independent experiments. **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus
untreated cells); ###, P � 0.001 (VEGF versus VEGF/CsA-stimulated cells).

FIG 9 Recruitment of C/EBP� and NFAT to the Adamts-1 and Cox-2 promoters
is differentially induced by Ang-II and VEGF. ChIP assays of the promoter and
3= UTR of Adamts-1 (A and B) and the Cox-2 promoter (C) performed with
HUVECs left unstimulated (Control) or treated with either VEGF or Ang-II for 30
min, with antibodies specific for C/EBP� or NFATc1 as indicated. Data are shown
as enrichment of the amount of chromatin precipitated with anti-C/EBP� or anti-
NFATc1 antibody relative to the values obtained with an IgG control antibody.
Histograms show means � SD of three independent experiments. **, P � 0.01;
***, P � 0.001 (versus the control); ns, nonsignificant.
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C). Whereas both VEGF and Ang-II induced significant dephos-
phorylation of all NFAT family members, neither IL-1� nor
TNF-� activated these transcription factors (Fig. 10D and E). As
expected, the observed increase in C/EBP�-LAP phosphorylation
was not affected by preincubation of the cells with CsA (Fig. 10B
and C), which efficiently inhibited VEGF- and Ang-II-induced
dephosphorylation of NFAT family members (Fig. 10D and E).
These results indicate that Ang-II, IL-1�, or TNF-�, but not
VEGF, triggers the activation of the C/EBP� signal transduction
pathway in vascular cells.

Given these results, we hypothesized that Ang-II-, IL-1�-, or
TNF-�-dependent activation of the C/EBP� pathway is impli-
cated in the transcriptional activation of the Adamts-1 gene. To
explore this possibility, we cotransfected HUVECs or VSMCs with
a luciferase reporter vector containing the Adamts-1 proximal
promoter region together with an expression plasmid encoding
the C/EBP� repressor C/EBP�-LIP (pcDNA3.1-LIP) or the cor-
responding empty vector and measured promoter activation after
stimulation. Whereas ectopic expression of C/EBP�-LIP robustly
inhibited the induction of luciferase activity by Ang-II, IL-1�, or
TNF-� stimulation, induction by VEGF was not significantly af-
fected by C/EBP�-LIP (Fig. 10F). Confirming these observations,
upregulation of endogenous Adamts-1 protein expression in vas-
cular cells stimulated with Ang-II, IL-1�, or TNF-� was impaired
with a lentivirus encoding LIP (Fig. 10G), whereas LIP ectopic
expression did not affect the levels of Adamts-1 expressed in
VEGF-treated cells (Fig. 10G).

These results support a selective participation of C/EBP� sig-
naling in the upregulation of Adamts-1 expression in cells treated
with Ang-II, IL-1�, or TNF-� but not in cells treated with VEGF.

Regulation of Adamts-1 expression by VEGF and Ang-II in
the aorta. Given the importance of NFAT and C/EBP� activation
in the regulation of Adamts-1 expression by VEGF and Ang-II in
vitro, we studied whether these pathways are also operative in vivo.
To this end, we infused VEGF or Ang-II into C57BL/6 mice and
analyzed Adamts-1 expression in the aortas of control and treated
animals. VEGF treatment promoted NFAT nuclear translocation
and subsequent induction of Adamts-1 expression in the aorta,
which was sensitive to CsA pretreatment (Fig. 11A). In contrast,
the phosphorylation status of C/EBP� was not modified by VEGF
infusion into the aortic wall (Fig. 11B). Similarly, the expression of
Adamts-1 in protein lysates of aortas isolated from animals in-

FIG 10 Ang-II, IL-1�, and TNF-� upregulate Adamts-1 in a C/EBP�-depen-
dent manner. (A to C) Immunoblot analysis of phospho-C/EBP� and total
C/EBP� in protein extracts of VSMCs treated with Ang-II for the times indi-
cated (A) and VSMCs and HUVECs treated with Ang-II, IL-1-�, TNF-� or
VEGF for 15 min (B and C). Where indicated, cells were treated with CsA for
1 h prior to stimulation. Tubulin expression was analyzed as a loading control.
(D and E) VSMCs and HUVECs were treated with the indicated stimuli for 30
min, and the activation (dephosphorylation) status of NFATc1 to -c4 tran-
scription factors was analyzed by Western blotting. Where indicated, cells were
treated with CsA for 1 h prior to addition of the stimulus. PSF expression was

analyzed as a loading control. Immunoblot assays are representative of three
independent experiments. (F) HUVECs and VSMCs were cotransfected with
an expression vector encoding the C/EBP� inhibitory isoform (LIP) or the
empty plasmid (Mock), together with a luciferase-based reporter vector con-
taining the human or mouse Adamts-1 proximal promoter, pMetLucAdamts-
1(�706/�207), or pGL3mAdamts-1(�539/�41), respectively. Transfected
cells were left untreated (Control) or stimulated as indicated for 8 h. Luciferase
activity was expressed as fold increases relative to the activity of the reporter in
untreated cells. Histograms show data as means � SD of four independent
experiments. **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus untreated cells); ###, P �
0.001 (versus CsA-pretreated cells). (G) HUVECs or VSMCs were infected
with lentiviral particles expressing GFP or C/EBP�-LIP (LIP). Transduced
cells were stimulated with Ang-II, IL-1-�, or TNF-� for 6 h or with VEGF for
4 h, and Adamts-1 expression was analyzed by Western blotting. Successful
expression of exogenous LIP was confirmed by Western blotting with an anti-
C/EBP antibody that recognizes both the LAP and LIP isoforms of C/EBP�.
Cox-2 expression is shown as a positive control for stimulation, and tubulin is
shown as a loading control. The immunoblot assays shown are representative
of three independent experiments.
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fused with Ang-II for 1 to 21 days increased markedly (Fig. 12A).
Correspondingly, Adamts-1 mRNA levels increased significantly
after only 5 h of Ang-II infusion and remained elevated for 21 days
(Fig. 12A). Consistent with our in vitro findings, CsA did not in-
hibit Adamts-1 upregulation by Ang-II in the aorta (Fig. 12B).
Moreover, immunostaining of Adamts-1 in murine aortic tissue
sections revealed a significant induction of its expression by
Ang-II (Fig. 12C), further supporting our observations.

Immunohistochemistry analysis of aortic tissue sections re-
vealed that C/EBP-LAP staining was mainly cytoplasmic in the
vasculature of saline-infused control animals but partially trans-
located to the nucleus upon activation by Ang-II (Fig. 12D). Con-
comitant with nuclear translocation, Ang-II induced a notable
increase in C/EBP-LAP phosphorylation at Thr188 (Fig. 12D).
Both Ang-II-induced Adamts-1 upregulation and C/EBP� activa-
tion were prevented by the AT1 receptor inhibitor losartan (Fig.
12C and D). These results demonstrate that aortic Adamts-1 ex-
pression increases after in vivo VEGF and Ang-II treatment and
suggest that NFAT and C/EBP� may mediate Adamts-1 upregu-
lation induced by these stimuli in the murine aorta.

Altogether, our data show differential usage of signaling path-
ways in the regulation of Adamts-1 expression by stimuli associ-
ated with vascular remodeling and that Ang-II induces in vivo
C/EBP� phosphorylation and nuclear translocation, which could
be involved in Ang-II-mediated Adamts-1 induction in vivo.

DISCUSSION

Emerging evidence indicates that the metalloproteinase Adamts-1
plays an important role in the pathophysiology of vascular disor-
ders (7, 8, 10), but the intracellular mechanisms that control Ad-
amts-1 expression during these processes remain poorly under-
stood. In this work, we show that vascular expression of Adamts-1
is induced by mediators of vascular remodeling, such as VEGF,
Ang-II, and the proinflammatory cytokines IL-1� and TNF-�. We
have also characterized the coupling of specific signaling pathways
and transcription factor activation in the regulation of Adamts-1
expression by these stimuli.

Using different approaches to block the CN/NFAT signal
transduction pathway, we have identified this pathway as a critical
mediator of the transcriptional activation of Adamts-1 induced by
VEGF in ECs. Previous reports have shown that VEGF upregulates
Adamts-1 mRNA (12, 31) and that NFATc1 binds the Adamts-1

promoter upon VEGF treatment in ECs (32). Nevertheless, a de-
tailed analysis of the transcriptional mechanisms involved in Ad-
amts-1 induction by VEGF had not been performed. Through our
analysis, we have identified two novel NFAT binding sequences
responsible for driving Adamts-1 expression in response to VEGF.
NFAT is known to activate transcription through functional co-
operation with a variety of transcription factors, including AP1
(33, 34), CREB (35), FoxP3 (36), MyoD (37), and C/EBP� (38);
however, NFAT proteins may also bind DNA as monomers or
dimers (39, 40). Thus, NFAT could be operating in our system
without a heterologous partner, as is the case for TNF-� and IL-13
promoter activation (39). The possible requirement of NFAT
dimers to mediate VEGF-induced Adamts-1 expression would be
in line with the abrogation of transcription upon the mutation of
either NFAT site in the promoter. On the other hand, previous
work has shown that VEGF upregulates endothelial Adamts-1 ex-
pression in a protein kinase C (PKC)-dependent manner (12). It is
feasible that the increased expression of endothelial Adamts-1
triggered by VEGF requires the activation of both pathways. Ac-
cordingly, concomitant activation of CN and PKC signaling has
been described during upregulation of the endothelial proteins
RCAN1 to -4 (41, 42) and tissue factor (43) in activated ECs.
Moreover, concerted activation of these two signaling pathways is
a regulatory mechanism widely described for the regulation of
gene expression in other cell types (44–46). Our data indicate that
the CN/NFAT pathway not only participates in Adamts-1 induc-
tion by VEGF in vitro but is also required for VEGF-mediated
Adamts-1 upregulation in the aortic wall (Fig. 11). In this context,
we detected NFAT nuclear translocation and Adamts-1 induction
in response to VEGF both in the endothelial layer and in VSMCs
present in the tunica media. We cannot discard a paracrine effect
exerted by an unidentified factor secreted by ECs, which activates
the CN/NFAT pathway and Adamts-1 expression in VSMC in a
secondary manner. Nonetheless, VEGF receptor expression in
VMSCs in vitro and in vivo has been reported by several authors
(47–50). VEGF might be therefore acting directly also on this cell
type to promote Adamts-1 expression through the CN/NFAT
pathway.

Stimulation of vascular cells in vitro and in vivo with Ang-II
also induced a robust increase in the expression of Adamts-1, sug-
gesting that this metalloproteinase is a molecular effector of Ang-
II. Analogous to VEGF, Ang-II has been reported to trigger acti-

FIG 11 VEGF induces Adamts-1 expression and NFAT activation in the murine aorta. Representative immunostaining (n � 3) for Adamts-1 and NFATc4 (A)
or total (C/EBP�) and phosphorylated (p-C/EBP�) C/EBP� (B) proteins in aortic sections of mice treated with saline or VEGF at 25 �g/kg/day for 3 days or 1
day, respectively. Where indicated, mice were treated with CsA at 10 mg/kg/day for 1 day prior to VEGF administration. Bars, 20 �m. Staining of aortic sections
with an IgG antibody was performed as a negative control.
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vation of the CN/NFAT pathway in vascular cells (16). Thus, we
initially inferred that activation of CN/NFAT signaling would
drive the transcriptional upregulation of Adamts-1 by Ang-II.
However, characterization of the intracellular pathways govern-
ing this process revealed a role for C/EBP� proteins, and not for
NFAT transcription factors. The C/EBP�-binding sites in the Ad-
amts1 promoter have also been involved in its induction by pro-
gesterone receptor-mediated activation of granulosa cells (29),
further supporting the relevance of C/EBP� proteins in the regu-
lation of Adamts-1 expression. Furthermore, active C/EBP� pro-
teins have been linked to the expression of other metalloprotei-
nase proteins, including MMP-3, MMP-13, and Adamts-5,
during arthritic tissue remodeling (51, 52).

ChIP analysis revealed the differential binding of NFATc1 to
the Adamts-1 promoter upon stimulation with VEGF or Ang-II
(Fig. 9). The involvement of specific NFAT family members in the
regulation of diverse target genes has been reported (19) and could
underlie our data on the disparate role of NFAT on Adamts-1
transcriptional regulation by VEGF and Ang-II. Alternatively, dif-
ferential activation kinetics or selective activation of NFATs might
also account for the differential response mediated by VEGF and
Ang-II. However, both factors activate all of the NFAT family
members (Fig. 10D and E), and we cannot conclude that VEGF
and Ang-II activate NFAT proteins to different extents because we
have observed variability in the response to the treatments. This is
probably due to variations in receptor expression among batches
or passages of HUVECs. Another possibility is that VEGF and
Ang-II trigger stimulus-dependent epigenetic modifications of
NFAT family members, further influencing their transcriptional
activity (53, 54).

The Cox-2 promoter region also contains C/EBP�- and NFAT-
binding sites (24). Unlike VEGF, C/EBP� activation is essential
not only for Adamts-1 but also for Cox-2 transcription induced by
Ang-II, which is associated with functional occupancy of both
C/EBP�- and NFAT-binding motifs (Fig. 9C). It is well estab-
lished that the C/EBP� and NFAT transcription factors cooperate
synergistically for DNA binding and gene activation (30, 55). Be-
cause the C/EBP� and NFAT binding sites are in close proximity
in the Cox-2 promoter (24), both factors could hypothetically co-
operate in Cox-2 induction by Ang-II, as suggested by our func-
tional data. Conversely, C/EBP� could drive Adamts-1 transcrip-
tion in response to Ang-II without functional cooperation with
NFAT, which, as discussed above, would operate in a partner-
independent manner upon VEGF activation. Hence, we hy-
pothesize that cooperation with different partners might be
responsible for the differential regulation of the Adamts-1 and
Cox-2 promoters by the NFAT and C/EBP� transcription fac-
tors (Fig. 13).

Unlike ECs, LIP overexpression in VSMCs leads to a decrease
in endogenous LAP expression. LIP lacks a transactivation do-
main and is known to impair C/EBP function either through com-
petition for C/EBP DNA binding sites or by forming inactive het-
erodimers with other C/EBPs. In addition, cross talk between
tyrosine kinase receptors and LAP/LIP isoforms has been de-
scribed, which could act in some cases as a regulatory loop of
LAP-LIP equilibrium (55). Accordingly, LIP overexpression
might initiate a cell-type-dependent regulatory circuit that di-
rectly or indirectly modulates LAP expression.

Metalloproteinases regulate diverse aspects of inflammatory
processes and immune responses, either through the release and

FIG 12 Ang-II induces Adamts-1 expression and C/EBP� activation in the
murine aorta. (A) Representative immunoblot (n � 5) and qPCR analyses of
Adamts-1 expression in aortic extracts isolated from mice infused with saline
or Ang-II (1 �g/kg/min) for the times indicated. Histograms show means �
SD of three independent experiments. **, P � 0.01; ***, P � 0.001 (versus the
control). (B) Adamts-1 protein and mRNA expression was analyzed as de-
scribed above in aortic samples isolated from mice infused with Ang-II for 3
days. Where indicated, mice were treated with CsA at 10 mg/kg/day for 1 day
prior to Ang-II administration. Images are representative of four independent
experiments. (C) Representative Adamts-1 immunostaining (n � 3) of aortic
sections from mice treated with saline or Ang-II for 3 days. Where indicated,
animals were infused with losartan (10 mg/kg/day) for 1 day before Ang-II
administration. Bar, 20 �m. (D) Representative immunostaining (n � 3) of
total (C/EBP�) or phosphorylated (p-C/EBP�) C/EBP� proteins in aortic
sections isolated from mice infused with Ang-II or saline for 1 day. Where
indicated, animals were infused with losartan (10 mg/kg/day) for 1 day before
Ang-II administration. Bar, 20 �m.
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activation of immune mediators (e.g., members of the TNF super-
family, epidermal growth factor, and Notch signaling pathways)
or through a direct action on immune cells. Thus, Adamts-12
function is associated with neutrophil apoptosis and participates
in inflammatory response control (56). Illustrated by atheroscle-
rosis, many inflammatory diseases comprise extracellular matrix
remodeling processes that are regulated at different levels by pro-
inflammatory cytokines such as IL-1� and TNF-� and require
metalloproteinase activity. IL-1� and TNF-� are known to induce
Adamts-1 mRNA in different cell types (57, 58); however, the pre-
cise transcriptional mechanism involved awaits identification.
Similar to Ang-II, we have identified C/EBP� as the chief mediator
of Adamts-1 regulation by IL-1� and TNF-� in vascular cells.
C/EBP� is also implicated in the induction of Cox-2 expression
by IL-1� and TNF-�. The convergence of signaling pathways
triggered by disparate stimuli such as Ang-II and proinflam-
matory cytokines in C/EBP� activation (Fig. 13) suggests a
decisive role for this transcription factor in a broad range of
pathophysiological processes. The role of matrix metallopro-
teinases in diseases that involve remodeling of the vessel wall,
such as atherosclerosis, aortic aneurysm, and neointima for-
mation in vascular restenosis, or genetic conditions, including
familiar aortic diseases, indicates that Adamts-1 is a promising
candidate for the development of novel therapeutic strategies
for these disorders. Moreover, the prominent role of C/EBP�
in the induction of Adamts-1 by an array of stimuli, including
Ang-II, IL-1, and TNF-�, suggests that pharmacological target-
ing of C/EBP� may have utility in the treatment of vascular
diseases of different origins.
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