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Resumen En el remodelado vascular patologico juegan un papel clave las células vasculares
y su interaccion con las células inflamatorias y del sistema inmune. En este proceso intervie-
nen una gran cantidad de genes y proteinas regulados de forma coordinada por un reducido
numero de factores de transcripcion. En los Ultimos anos las investigaciones sobre una pequefa
subfamilia de factores de transcripcion, la subfamilia NR4A, han tenido un gran impacto sobre
nuestra comprension de la biologia vascular. Los receptores NR4A1 (Nur77), NR4A2 (Nurr1) y
NR4A3 (NOR-1) son productos de genes de respuesta temprana cuya expresion es inducida por
multiples estimulos fisiopatologicos y fisicos. Su amplia distribucion en los diferentes tejidos y
células los sitlian en el control de numerosos procesos como la diferenciacion, la proliferacion,
la supervivencia y la apoptosis celular, asi como la inflamacion y el metabolismo de lipidos y car-
bohidratos. Esta revision analiza el papel de estos receptores, particularmente de NOR-1, en el
remodelado vascular patologico asociado a la aterosclerosis, el aneurisma de aorta abdominal
y la hipertension arterial pulmonar.

© 2022 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: jmartinezg@santpau.cat (J. Martinez-Gonzalez).

https://doi.org/10.1016/j.arteri.2022.03.002
0214-9168/© 2022 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.


https://doi.org/10.1016/j.arteri.2022.03.002
http://www.elsevier.es/arterio
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arteri.2022.03.002&domain=pdf
mailto:jmartinezg@santpau.cat
https://doi.org/10.1016/j.arteri.2022.03.002

C. Ballester-Servera, L. Canes, J. Alonso et al.

KEYWORDS
NOR-1;
Atherosclerosis;
Abdominal aortic
aneurysm;
Pulmonary arterial
hypertension

Nuclear receptor NOR-1 (Neuron-derived Orphan Receptor-1) in pathological vascular
remodeling

Abstract Vascular cells and their interaction with inflammatory cells and the immune system
play a key role in pathological vascular remodeling. A large number of genes and proteins regu-
lated in a coordinated manner by a small number of transcription factors are involved in this
process. In recent years, research on a small subfamily of transcription factors, the NR4A sub-
family, has had a major impact on our understanding of vascular biology. The NR4A1 (Nur77),
NR4A2 (Nurr1) and NR4A3 (NOR-1) receptors are products of early response genes whose expres-
sion is induced by multiple pathophysiological and physical stimuli. Their wide distribution in
different tissues and cells places them in the control of nhumerous processes such as cell diffe-
rentiation, proliferation, survival and apoptosis, as well as inflammation and the metabolism of
lipids and carbohydrates. This review analyzes the role of these receptors, particularly NOR-1,
in pathological vascular remodeling associated with atherosclerosis, abdominal aortic aneurysm
and pulmonary arterial hypertension.

© 2022 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) causan 18,6 millo-
nes de muertes al ano (33,6% de la mortalidad global), cifra
que aumenta ano tras afno y que las convierte en la primera
causa de muerte a nivel mundial'. Si esta tendencia no se
frena o invierte, mas de mil millones de personas moriran
de ECV en la primera mitad del siglo XXI. Entre estas enfer-
medades destacan las de componente isquémico, como la
cardiopatia isquémica, la enfermedad arterial periférica y
la enfermedad cerebrovascular, cuya causa comun es la ate-
rosclerosis.

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio croénico,
que progresa asintomaticamente favorecido por factores de
riesgo como la hiperlipidemia, la hipertension y la diabe-
tes, y que se caracteriza por la progresiva acumulacion en
la intima de lipidos, células inflamatorias, células muscula-
res lisas vasculares (CMLV), proteinas de matriz extracelular
(MEX) y depdsitos de calcio que forman las lesiones o placas
ateroscleroticas?>. En la génesis, progresion y complicacion
de la arteriosclerosis juegan un papel clave las lipoproteinas
de baja densidad (LDL)*. En fases tempranas la disfuncion
endotelial, causada por factores de riesgo como la dislipe-
mia o la hipertension, aumenta la permeabilidad vascular
que facilita que las LDL se acumulen en la intima, retenidas
por la MEX. La hipotesis clasicamente aceptada considera
que la oxidacion de las LDL en el subendotelio aumenta su
aterogenicidad y potencia la infiltracion de células inflama-
torias como los monocitos, favorecida por el incremento de
la expresion de moléculas de adhesion y la produccion de
citoquinas con actividad quimiotactica. En la pared vascu-
lar los monocitos se diferencian a macrofagos que captan
las LDL oxidadas (LDLox) y se transforman en células espu-
mosas, que secretan citoquinas y quemoquinas, y generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) que contribuyen a la
oxidacion de las LDL. Sin embargo, en los Ultimos anos se
atribuye también un papel a las LDL nativas como desen-
cadenantes de la respuesta inmune adaptativa. De modo

que los mecanismos proaterogénicos promovidos por las LDL
irfan mas alla de la hipétesis oxidativa®. Como se comenta
mas adelante, ademas de los monocitos/macrofagos, en la
aterosclerosis participan otras células inflamatorias como
linfocitos T, mastocitos o neutrofilos. Por otra parte, las
citoquinas y factores de crecimiento liberados en la pared
arterial inflamada activan las CMLV, que migran, proliferan
y sintetizan MEX formando una cubierta fibrosa que contri-
buye al crecimiento y a la estabilizacion de las lesiones??. En
efecto, la capa fibrosa recubre el nlcleo lipidico compuesto
sobre todo por células espumosas y lipidos extracelulares,
que cuando contiene un exceso de restos de células muer-
tas forman un nucleo necrético. La acumulacion de LDLox
y el estrés oxidativo puede causar la muerte de las CMLV
por apoptosis, lo que debilita la capa fibrosa y hace que las
placas sean vulnerables a la rotura aumentando el riesgo de
complicaciones clinicas??.

Otra patologia que comparte con la aterosclerosis meca-
nismos fisiopatoldgicos como la inflamacion, el estrés
oxidativo, la neovascularizacion, la apoptosis, y calcifica-
cién vascular, es el aneurisma de aorta abdominal (AAA)®7.
Como en la aterosclerosis, en el AAA también participan
activamente diferentes células inflamatorias y del sistema
inmune®. El AAA es una enfermedad degenerativa crénica
que progresa de forma asintomatica y que se caracteriza por
una dilatacion localizada y permanente de la aorta abdomi-
nal. Se considera aneurisma una dilatacion superior al 50%
del didmetro normal de la aorta abdominal. La pérdida de
componentes de la MEX, por un aumento de la actividad
proteolitica, y de CMLV, por apoptosis, debilita la pared vas-
cular que puede llegar a romperse causando la muerte®’.
El AAA afecta unas 6 veces mas a hombres que a mujeres
(su incidencia en varones mayores de 65 anos es del 5-8%),
y actualmente la Unica opcion terapéutica es la cirugia de
reparacion de los aneurismas de alto riesgo®’.

También se produce un intenso remodelado vascular en
otras patologias para las que el arsenal terapéutico es limi-
tado y el tratamiento es Unicamente sintomatico, como la
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Estructura y funcion de los receptores NR4A. Los receptores NR4A activan la transcripcion a través de la union por

su DBD (DNA Binding Domain, dominio de unién al ADN) a secuencias especificas del promotor de sus genes diana. Una de las
mas comunes es el elemento octamérico NBRE (Nerve Growth factor-Induced clone B [NGFI-B] Response Element) cuya secuencia
consenso es AAAGGTCA. EL NTD (N-terminal Domain, dominio amino-terminal) es importante para la regulacion de la actividad de
estos factores de transcripcion, por ejemplo, mediante modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, y para la interaccion
con cofactores y con otros factores de transcripcion. El LBD (Ligand Binding Domain, dominio de union a ligando) es también un
dominio multifuncional necesario para la dimerizacion y la interaccion con otras proteinas.

hipertension arterial pulmonar (HAP), en la que un exceso
de proliferacién de las CMLV (hiperplasia) aumenta la resis-
tencia de la vasculatura pulmonar y eleva la presion de la
arteria pulmonar, que provoca insuficiencia del ventriculo
derecho y puede llegar a causar la muerte®. La hiperplasia
es también la principal caracteristica de la «aterosclerosis
acelerada» o restenosis, complicacion responsable del fra-
caso de un porcentaje importante de las intervenciones de
revascularizacion basadas en la angioplastia y las endopro-
tesis vasculares (stents).

En estas patologias se produce un intenso remodelado
vascular en el que intervienen células vasculares y una
diversidad de tipos y subtipos de células inflamatorias, y se
activan multiples vias de sefalizacion que en Ultimo tér-
mino alteran la expresion de un gran nUmero de genes.
En estos procesos juegan un papel critico un nimero redu-
cido de genes que codifican para factores de transcripcion
responsables de coordinar la expresion génica y determi-
nar las respuestas celulares. Nuestro grupo identifico el
receptor nuclear NOR-1 (Neuron-derived Orphan Receptor-
1) como un nuevo factor de transcripcion implicado en la
aterosclerosis y la restenosis'®, y mas recientemente en
el AAA"'-"3, En esta revision discutiremos el papel de los
receptores NR4A (Nuclear Receptor subfamily 4 group A),
fundamentalmente de NOR-1, en el remodelado vascular
asociado a enfermedades como la aterosclerosis, la HAP y el
AAA.

NOR-1: estructura y funcion

NOR-1 (nombre sistematico NR4A3 [NR4A member 3], tam-
bién denominado MINOR) es uno de los tres miembros de
la subfamilia NR4A de receptores nucleares, a la que tam-
bién pertenecen Nur77 (NR4A1) y Nurr1 (NR4A2). Los tres
miembros presentan la estructura tipica de los receptores
nucleares con una elevada homologia (94% de los ami-
noacidos idénticos) en la region de unién al ADN (DBD,
DNA-Binding Domain), una homologia moderada en el domi-
nio de union al ligando (LBD, Ligand-Binding Domain) y

una baja homologia en la region N-terminal'. Pese a las
similitudes estructurales, los tres receptores no son funcio-
nalmente equivalentes. Aunque pueden regular funciones
celulares de forma redundante, en ocasiones éstas invo-
lucran a los tres receptores, y en algunos casos ejercen
efectos antagonicos. Los receptores NR4A son factores de
transcripcion que se unen a elementos de respuesta espe-
cificos presentes en los promotores de sus genes diana
regulando asi su expresion. Pueden unirse al ADN como
mondémeros o dimeros. Como mondémeros se unen a un
elemento NBRE (Nerve growth Factor [NGFI-B] Response Ele-
ment) octamérico cuya secuencia consenso es AAAGGTCA
(fig. 1). En forma de homodimeros se unen al elemento
NuRE (Nur-Response Element) formado por dos secuen-
cias invertidas similares al NBRE'“. NOR-1 presenta una
menor afinidad por NuRE, y por tanto menor capacidad de
activar la transcripcion'. Ademas, Nurr1 y Nur77 (no asi
NOR-1) pueden formar heterodimeros con RXR. Asimismo,
pueden regular la expresion génica de forma indirecta
antagonizando a otros factores de transcripcion a tra-
vés de diferentes mecanismos'®"’. Aunque comparten esta
estructura tipica de receptores nucleares, poseen algunas
particularidades. La principal afecta al LBD, esencial para
el reclutamiento de pequeias moléculas lipofilicas (ligando)
que actlian como activadores. Estudios cristalograficos han
evidenciado que el LBD de los NR4A es atipico, ya que
contiene aminoacidos hidrofobicos cuyos radicales de gran
tamaio ocupan el espacio que deberia quedar libre para
el «bolsillo» del ligando, lo que imposibilita su unién'®1°,
A pesar de ello, estudios posteriores sugirieron que la
citosporona B (antiflngico aislado de especies del género
Cytospora) se une con gran afinidad a la region LBD de
NR4A1 induciendo su actividad transcripcional?®. Citospo-
rona B seria el primer ligando conocido de esta familia,
lo que ha aumentd el interés en estos receptores como
posibles dianas farmacoldgicas?'. Estudios posteriores han
sugerido que algunos acidos grasos también podrian unirse
al LBD de NR4A1%%. Sin embargo, parece poco probable que
los receptores NR4A estén regulados por ligandos fisiolo-
gicos, por lo que se consideran receptores huérfanos que
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Figura 2 La expresion de los receptores NR4A es inducida
por diversos estimulos. Nur77 (NR4A1), Nurr1 (NR4A2) y NOR-
1 (NR4A3) son genes cuya expresion aumenta de forma muy
rapida y marcada en respuesta a un gran nimero de estimulos
fisiopatologicos y fisicos.

se comportan como factores de transcripcion constitutiva-
mente activos. Ademas, son genes de respuesta temprana
cuya expresion aumenta de forma rapida y muy acen-
tuada en respuesta a diferentes estimulos', y se activan a
través de varias modificaciones postraduccionales’>~>. Los
receptores NR4A se expresan en tejidos con elevada acti-
vidad metabdlica como el cerebro, el corazon, el musculo
esquelético, el tejido adiposo, los rifiones y el higado'%2¢,
Ademas, en tejidos o células donde su expresion basal es
baja, se inducen en respuesta a estimulos fisiopatologi-
cos. Entre los estimulos capaces de inducir su expresion
se encuentran hormonas?’, factores de crecimiento'®%,
citoquinas proangiogénicas y proinflamatorias'®?*3°, LDL
nativas y LDLox'®3"32 trombina®***, privacion de oxigeno
(hipoxia)'"33:3¢ | factores fisicos como la agitacion meca-
nica y los campos magnéticos®’*¢, y la despolarizacién de
la membrana plasmatica®® (fig. 2). Los receptores nuclea-
res regulan practicamente todos los aspectos de la biologia
de los metazoos. La subfamilia NR4A ejemplifica perfec-
tamente la pluralidad de funciones de estos factores de
transcripcion. En efecto, la respuesta a esta gran varie-
dad de estimulos y su amplia distribucion en los diferentes
tejidos y células sitian a esta subfamilia en el control
de mdltiples procesos como la diferenciacion, la prolifera-
cion, la supervivencia y la apoptosis celular, la inflamacion,
el desarrollo embrionario, y el metabolismo lipidico y
glucidico**-*?, Esta complejidad explica por qué estos recep-
tores estan implicados en enfermedades humanas de alta
incidencia como las ECV'*?', la diabetes*', la obesidad*>**
o el cancer®“ (fig. 3). La generacion de modelos anima-
les modificados genéticamente ha contribuido a esclarecer
el papel fisiopatoldgico de estos receptores nucleares. En
lo que respecta a NOR-1, sin embargo, la informacién pro-
porcionada por su delecion ha sido un tanto controvertida.
Dos grupos independientes generaron ratones deficientes
para NOR-1 de forma casi simultanea. Si bien uno de ellos
determind que la delecion de NOR-1 afectaba al desarrollo
embrionario y era letal’, el otro obtuvo animales viables

que fenotipicamente solo presentaban defectos en el oido
interno y alteraciones vestibulares®. Como se comenta mas
adelante, animales deficientes en NOR-1 se han utilizado en
estudios en los que se evidencia su papel en el remodelado
vascular.

NOR-1 en la aterosclerosis y la restenosis

Nuestro grupo demostré por primera vez que NOR-1 se
encuentra sobreexpresado en placas aterosclerdticas de
pacientes con cardiopatia isquémica y en lesiones vasculares
inducidas en el modelo porcino por la administracion de una
dieta aterogénica o mediante dafo mecanico causado por
angioplastia coronaria transluminal percutanea'®*’. Ade-
mas, los tres receptores NR4A se inducen fuertemente en
respuesta a estimulos proaterogénicos en los diferentes
tipos celulares implicados en la aterosclerosis'®*9-3¢, Sin
embargo, los resultados de los primeros estudios experimen-
tales sobre el papel de NOR-1 en el remodelado vascular
generaron cierta controversia, debido al mayor engrosa-
miento de la intima observado en un modelo murino de
ligacion de la arteria carotida en el que se suprimid la
actividad transcripcional de los tres receptores®. Subsi-
guientes estudios, sin embargo, permitieron aclarar que
estos receptores no son redundantes, y que ejercen efectos
opuestos sobre la proliferacion de las células endoteliales
y las CMLV. Mientras que NOR-1 regula genes necesarios
para la progresion en el ciclo celular y su sobreexpresion
aumenta la proliferacion de las células vasculares'?283140
como se comenta en detalle mas adelante, Nur77 en cam-
bio es un regulador negativo de la proliferacion celular®'->3.
A continuacion se detallan las evidencias experimentales
que nos han permitido entender el papel de NOR-1 en
los diferentes tipos celulares implicados en el remodelado
vascular.

NOR-1 en la proliferacién, supervivencia e
inflamacion del endotelio vascular

NOR-1 se expresa en el endotelio vascular y su expresion
es inducida por estimulos que promueven la migracion, la
proliferacion y la supervivencia de las células endotelia-
les asi como la angiogénesis (fig. 4). En efecto, en células
endoteliales la expresion de NOR-1 aumenta de forma transi-
toria y muy acentuada cuando se exponen a concentraciones
crecientes del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF)*® o de trombina*34. Estimulos que a través de sus
receptores, VEGFR-2 (VEGF receptor-2) y PAR-1 (Protease-
Activated Receptor 1), respectivamente, activan vias de
sefializacion dependientes de Ca?*, PKC (Protein Kinase
C) y proteinas quinasas activadas por mitogenos (ERK1/2
[Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2] y p38 MAPK
[Mitogen-Activated Protein Kinase])*333*. De modo que al
inhibir la expresion de NOR-1 se previene la respuesta migra-
toria y proliferativa a estos estimulos®®3*3*, NOR-1 también
se induce en células endoteliales expuestas a estrés hipo-
xico, por regulacion directa de HIF-1 (Hypoxia-Inducible
Factor 1)*-3, En este caso su inhibicidon incrementa la pro-
porcion de células que mueren por apoptosis mientras que
su sobreexpresion limita la apoptosis y promueve super-
vivencia celular®3. En este efecto prosupervivencia de
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Figura 3 Resumen de algunos de los efectos de los receptores NR4A en diferentes organos. Se indica los procesos en los que
intervienen estos receptores y las patologias con las que se ha asociado su desregulacion. Las imagenes de los 6rganos se han
obtenido de BioRender.com.
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Figura 4 Representacion esquematica de los efectos del receptor nuclear NOR-1 en las células vasculares y en las células infla-
matorias/sistema inmune. En las células vasculares la induccion de NOR-1 conlleva su activacion y el aumento de expresion de
moléculas de adhesion (CAMs, Cell Adhesion Molecules) y regula la migracion, la proliferacion y la supervivencia celular. En los
macrofagos NOR-1 favorece la polarizacion a fenotipo M2 antiinflamatorio, y limita su activacion y proliferacion, asi como la secre-
cion de citoquinas y la expresion de receptores implicados en la captacion de lipoproteinas modificadas, con lo que previene su
transformacion en célula espumosa. Se ilustra la posible regulacion indirecta de la expresion de NOR-1 en macrofagos a través de
exosomas cargados de miR33. En linfocitos T modula la apoptosis inducida por el TCR (T Cell Receptor) y regula la expresion de
Foxp3 factor de transcripcion considerado el «gen maestro» que controla la formacion y funcion de los linfocitos T reguladores
(Treg).
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NOR-1 parece clave la proteina antiapoptotica clAP2 (cellu-
lar Inhibitor of Apoptosis 2)'"*> que NOR-1 regula a nivel
transcripcional'’. En relacion con la angiogénesis, se ha
sugerido que NOR-1 regula la expresion de endotelina 1 (ET-
1), péptido vasoconstrictor con actividad proangiogénica®,
mientras que su inhibicion mediante la técnica CRISPR/Cas9
reduce la migracion celular y la formacion de angiotubos de
las células HBMEC (Human Brain Micro Endothelial Cells)™.

La expresion endotelial de NOR-1 también aumenta en
respuesta a estimulos inflamatorios y se relaciona con la
induccién de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1)°°,
en cuya regulacion participarian de forma indirecta miR-
17 y miR-20a, dos microRNAs que modulan los niveles de
NOR-1%7. Ademas, en estudios de aterosclerosis experimen-
tal la deficiencia de NOR-1, y la consiguiente reduccion de la
expresion endotelial de VCAM-1, disminuye el contenido de
macrofagos de las lesiones aterosclerdticas y la aterosclero-
sis en el raton ApoE/" alimentado con dieta aterogénica®®.
La expresion de NOR-1 esta aumentada en lesiones ateros-
cleréticas de pacientes diabéticos, y parece que media los
efectos proinflamatorios y proaterogénicos de la apolipopro-
teina A-1V glicada (g-ApoA-IV). En efecto, g-ApoA-1V induce
la expresion de este receptor nuclear, y al silenciar NOR-1
se previenen las respuestas inflamatorias que produce la g-
ApoA-IV. Ademas, en animales ApoE~/-/ NOR-1"/" se reduce
significativamente la aterosclerosis inducida por adminis-
tracion de g-ApoA-IV>>. Finalmente, comentar que NOR-1
podria ejercer un efecto dual sobre la inflamacion endotelial
ya que también podria tener efectos antiinflamatorios a tra-
vés de la regulacion de la trombomodulina®®, proteina de la
superficie luminal del endotelio que posee una potente acti-
vidad anticoagulante, antifibrinolitica y antiinflamatoria.

Recientemente se ha observado que a nivel endotelial
se produce una importante regulacion postraduccional de
NOR-1 de forma dependiente de ROS. Asi, la reoxigenacion
de células endoteliales previamente privadas de oxigeno y
glucosa produce una disminucion de los niveles de proteina
de NOR-1%°, El efecto es prevenido por el tratamiento con
el antioxidante TRIOL, de tal modo que en monos cynomol-
gus (Macaca fascicularis) tratados con este compuesto se
produce una recuperacion de los niveles de NOR-1 que se
asocia con la mejora de la hiperpermeabilidad de la barrera
endotelial inducida por hipoxia hipobarica. Esta regulacion
de los niveles de proteina de NOR-1 depende de la inte-
raccion con SMARCB1 (SWI/SNF-related matrix-associated
actin-dependent regulator of chromatin subfamily B mem-
ber 1) a través de su DBD.

NOR-1 en la proliferacion de las CMLV y la
hiperplasia de la intima

La expresion de NOR-1 en CMLV no proliferativas (quiescen-
tes) es muy baja, pero se induce fuertemente en respuesta
a diferentes agentes como factores de crecimiento (PDGF
[Platelet-Derived Growth Factor], EGF [Epidermal growth
factor]), trombina, LDL nativas y LDLox y citoquinas, y parti-
cipa en los mecanismos moleculares que regulan la actividad
migratoria y proliferativa de estas células y su respuesta
inflamatoria'® 16283149 (fig. 4). Como en las células endote-
liales, en la induccion de NOR-1 por estos agonistas estan
implicadas mdultiples vias de sefalizacion dependientes de

la movilizacidén de Ca?*, de la PKC y de proteinas quinasas
activadas por mitogenos (ERK1/2y p38 MAPK), entre otros, y
la inhibicion de su expresion reduce la migracion y prolifera-
cion de las CMLV'%283" | a gran dependencia de las CMLV de
NOR-1 para proliferar se evidencia también en estudios en
los que se ha analizado el impacto de la forma celular en
la proliferacion. Utilizando matrices con microsurcos que
fuerzan las CMLV a adquirir formas mas elongadas frente
a formas mas epiteloides/romboides, se ha observado un
patron de expresion diferencial de NOR-1 relacionado con
la proliferacion celular®'.

Para estudiar la funcion de NOR-1 en la pared vascular
ha sido clave el uso de modelos animales modificados gené-
ticamente. Nuestro grupo desarrollé un modelo de raton
transgénico que sobreexpresa el receptor NOR-1 humano
en las CMLV®2. En estos animales, al inducir lesién vascu-
lar mediante ligadura de la arteria carotida observamos un
remodelado exacerbado que provoca mayor engrosamiento
de la neointima®>®. Las CMLV de los animales transgénicos
son mas proliferativas, y exhiben caracteristicas de CMLV
menos diferenciadas como mayor expresion del marcador
SMemb (embryonic Smooth Muscle myosin heavy chain)®>%.
Posteriormente otros autores asociaron el efecto propro-
liferativo de NOR-1 a su capacidad de regular a nivel
transcripcional la expresion de la ciclina D1, cuya activi-
dad es necesaria para la transicion de la fase G1 a la fase
S del ciclo celular en la que se produce la replicacion del
ADN®*. NOR-1 también regula la expresion del gen codifi-
cante para SKP2 (S phase kinase-associated protein 2)%°, que
es un componente limitante para la actividad del complejo
SCF (Skp1/Cul1/Fbox) que degrada p27, condicion necesa-
ria para la transicion a la fase S del ciclo celular®®. En CMLV
humanas de aorta se ha observado que NOR-1 es fosforilado
por la DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase), lo que pre-
viene su degradacion por ubiquitinacion?®. De hecho, NOR-1
y DNA-PK se detectan predominantemente en la intima de
placas ateroscleréticas humanas, y la inhibicion de DNA-PK
atenua la formacion de neointima en el modelo de induccién
de lesion en arteria femoral en ratén?®. Por otra parte, far-
macos como la simvastatina, que reduce la proliferacion de
las CMLV y la formacion de neointima, disminuye la expre-
sion de NOR-1 inducida por LDL en CMLV y en la aorta de
cerdos alimentados con dieta aterogénica®’. De igual modo
la exendina 4, un agonista de GLP1R (Glucagon-Like Peptide-
1 Receptor) que reduce la proporcion de CMLV proliferativas
y la formacion de neointima en el modelo de lesion de arte-
ria femoral en animales diabéticos y no diabéticos, inhibe la
sefalizacion por ERK1/2 y la expresion de NOR-1¢7,

Mas alla de la regulacion de proteinas directa o indirecta-
mente implicadas en la proliferacion celular, NOR-1 regula
la expresion de otros genes estructurales que codifican para
proteinas con un papel relevante en el remodelado vascular.
Cabe destacar la regulacion de la expresion y actividad de
metaloproteinasas (MMPs) a través de varios mecanismos,
entre ellos la induccion de la alfa-2-macroglobulina (A2M)
un pan-inhibidor de MMPs®. También debe subrayarse la
regulacion a nivel transcripcional de la expresion de la vitro-
nectina (VTN), una glicoproteina multifuncional presente en
el plasma, las plaquetas y la MEX que juega un papel impor-
tante en la adhesion, migracion y proliferacion celular asi
como en trombosis y fibrindlisis®’, que colocaliza con NOR-
1 en las lesiones aterosclerdticas humanas’®. Por dltimo, la
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sobreexpresion de NOR-1 en CMLV humanas incrementa la
produccién de ROS de forma concomitante a un aumento
de los niveles de la NADPH oxidasa NOX17". La regulacion
de NOX1 por NOR-1 se confirmo al silenciar NOR-1 mediante
siRNA y por la colocalizaciéon de ambas proteinas en lesiones
ateroscleroticas humanas. También se observd una regula-
cion positiva de la superoxido dismutasa 1 (SOD1) y SOD3, y
por el contrario una regulacion negativa de la NOX4 y SOD2,
esta Ultima como consecuencia del antagonismo de NOR-1
con NFkB”'. Por tanto, NOR-1 parece participar de multi-
ples formas en la intrincada red de genes que regulan la
homeostasis redox y el estrés oxidativo en la vasculatura.
Ademas, recientemente se ha identificado un RNA largo no
codificante (IncRNA, long noncoding RNA) que se induce en
las CMLV estimuladas con Angll a través de NOR-172. Como
los microRNAs (18-22nt), los IncRNAs son RNA no codifican-
tes pero mas largos (>200nt) que regulan genes asociados
con diversos procesos bioldgicos y que en los Gltimos afos se
han revelado importantes en las ECV’3. Se observa una regu-
lacion coordinada de NOR-1 y Lnc-Ang164 por Angll y otros
factores de crecimiento como PDGF, y el silenciamiento de
Lnc-Ang164 inhibe tanto el estrés oxidativo como la prolife-
racion inducidos por Angll’?.

NOR-1 en la inflamacién vascular y en la respuesta
inmune

En CMLV, NOR-1 es inducido por diversos estimulos inflama-
torios como LPS, LDLox y citoquinas como IL-18 y TNFa y
actia como un modulador negativo de estos estimulos'®.
En efecto, la sobreexpresion lentiviral de NOR-1 reduce la
expresion basal de citoquinas y quemoquinas (IL-18, IL-6,
IL-8, MCP-1 y CCL20) cuya expresion, en cambio, aumenta
al silenciar NOR-1', Ademas, NOR-1 reduce la expresion
de estos mediadores inducida por estimulos como el LPS,
TNFa o LDLox en CMLV en cultivo, mientras que en anima-
les transgénicos para NOR-1 se observa una atenuacion de
la respuesta inflamatoria aguda de la aorta en respuesta a
la administracion de LPS'®. Este efecto parece consecuen-
cia de la atenuacion de vias de sefalizacion dependientes
de quinasas activadas por mitégenos (ERK1/2, p38 MAPK
y Jun N-terminal quinasa), cuya activacion en respuesta a
LPS es menor en la pared vascular de animales transgéni-
cos de NOR-1. Ello se traduce en una menor fosforilacion y
degradacion de IkBa, menor fosforilacion y translocacion de
p65 al nucleo y en consecuencia una menor activacion de
la via de NFkB y de los genes de inflamacion dependientes
de NFkB'®. Este efecto antiinflamatorio de los receptores
NR4A por antagonismo con la via de NFkB se ha observado
en otros tipos celulares, y se produce a través de diferentes
mecanismos como union con baja afinidad a los elementos de
respuesta a NFkB’4, aumento de la expresion IkBa (inhibidor
de NFkB)”® o interaccion fisica con p657¢.

Ademas de este papel en las CMLV, en la aterosclerosis
intervienen diferentes células inflamatorias y del sistema
inmune en las que NOR-1 parece jugar un papel importante,
si bien, como se analiza en las siguientes secciones, en gran
medida se desconoce hasta qué punto es relevante en la
formacion y evolucion de las lesiones.

NOR-1 en la funcién de monocitos/macroéfagos

Como ya se ha comentado, en la aterosclerosis juegan un
papel destacado los monocitos/macréfagos que captan las
LDLox y contribuyen a la formacion del nlcleo lipidico de
las lesiones®. Los primeros estudios sobre los receptores
NR4A en las lineas celulares THP-1 y RAW264.7 reportaron
su induccion por estimulos inflamatorios y por lipidos oxi-
dados (LDLox, 25-hidroxicolesterol y 73-hidroxicolesterol) a
través de un mecanismo dependiente de NFkB?°. Estos resul-
tados parecian sugerir que los receptores NR4A jugaban un
papel proinflamatorio, porque, ademas, su sobreexpresion
en macrofagos RAW264.7 y J774 aumentaba la expresion
de genes involucrados en el ciclo celular, la apoptosis y la
inflamacion’’. Sin embargo, estudios posteriores sugieren
que estos receptores ejercen fundamentalmente funciones
antiinflamatorias.

Los tres receptores (NOR-1, Nur77 y Nurr1) se expresan
en los macréfagos de lesiones aterosclerdticas humanas’®, y
en experimentos de ganancia y pérdida de funcion en célu-
las en cultivo reducen la activacion de los macrofagos y
su actividad proinflamatoria. Asi, disminuyen la produccion
de citoquinas y quemoquinas (IL1B, IL8, MIP-1a [Macrop-
hage Inflammatory Protein-1a], MIP-18 y MCP-1), asi como
la expresion de SR-A (Scavenger receptor type A) y CD36,
lo que limita la captacion de LDLox y la formacion de
células espumosas’® (fig. 4). Estos resultados, sin embargo,
contrastan con los comentados anteriormente en células
endoteliales, en las que la induccion de NOR-1 dependiente
de NFkB aumenta la expresion de moléculas de adhesion,
y con la menor infiltracion de macréfagos y formacion de
placas ateroscleréticas en ratones ApoE”’" deficientes en
NOR-1%¢,

El papel antiinflamatorio de NOR-1 en monoci-
tos/macrofagos también es apoyado por los estudios
que lo vinculan con la polarizacion a macrofagos
M2/antiinflamatorios (fig. 4). En efecto, la polariza-
cion in vitro de cultivos primarios de monocitos humanos a
macrofagos M2 mediante tratamiento con la IL4 aumenta
la expresion de NOR-17°. Ademas, en lesiones ateroscle-
réticas humanas la expresion de NOR-1 es mayor en areas
enriquecidas en macrofagos CD68+ MR+, y su silenciamiento
en macrofagos humanos reduce la expresion de varios
marcadores M2, como el antagonista del receptor de IL1
(IL-1Ra, Interleukin-1 Receptor antagonist) y la IL-10,
que poseen potenciales elementos de respuesta a NOR-1
en sus regiones promotoras’’. Recientemente, el efecto
proaterogénico de la endotelina 1 (ET-1)%, potente péptido
vasoconstrictor, expresado primariamente por células
endoteliales pero también por CMLV y macrofagos, que
juega un importante papel en la homeostasis vascular®',
se ha relacionado con la regulacion negativa que las
células endoteliales ejercerian sobre la expresion de los
receptores NR4A en los macrofagos®”’. Medios de cultivo
condicionados de células endoteliales que sobreexpresan
ET-1 tratadas con LDLox liberarian exosomas cargados con
miR-33 que al ser captados por los macréfagos atenuarian
la expresion de los receptores NR4A y de marcadores de
fenotipo M2 (Arg-1, PPARg, Mrc1 e IL-10), favoreciendo asi
la activacion de los macréfagos y la inducciéon de genes
proinflamatorios®” (fig. 4). A través de este mecanismo de
comunicacion intercelular el eje miR-33/NR4A contribuiria
a la aterosclerosis exacerbada observada en animales
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ApoE/" que sobreexpresan ET-1 especificamente en el
endotelio®?. Estudios sobre la funcion de los receptores
NR4A en monocitos/macrdfagos en otras patologias parecen
ratificar su papel en la modulacion de la polarizacion alter-
nativa de los macrdfagos y su efecto antiinflamatorio®3-%°,
De hecho, son mayoria los estudios que abogan por un
papel antiinflamatorio y antiaterogénico de NOR-1 en los
monocitos/macrofagos. En este sentido, la deficiencia
de NOR-1 especifica en células madre hematopoyéticas
acelera la aterosclerosis®®. En animales ApoE™/" irradiados,
a los que se reconstituy6 la médula désea con células
madre hematopoyéticas de ratones deficientes en NOR-1
(NOR-1"), y alimentados con una dieta enriquecida en
grasa saturada, se aceleré el reclutamiento de macroéfagos
y aumentd la aterosclerosis®®. A su vez, la expresion de
NOR-1 aumenté en células progenitoras de la médula
tratadas con IL-3 o GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor), estimulos que promueven
la proliferacion y la diferenciacion a linaje mieloide.
Asimismo, la delecion de NOR-1 provoco un aumento de las
células progenitoras de macrofagos y células dendriticas
(MDP, Macrophague and Dendritic Progenitor cells) en la
médula 6sea, e indujo esplenomegalia y monocitosis Ly6C*,
y a nivel vascular aumenté la tasa de replicacion de los
macrofagos en las lesiones aterosclerdticas y la formacion
de células espumosas®®. Por tanto, la funcion de NOR-1 en
las células madre hematopoyéticas protegeria frente a la
aterosclerosis modulando negativamente la mielopoyesis y
previniendo la actividad proaterogénica de los macréfagos.

Como se ha comentado, los receptores NR4A son regula-
dores del metabolismo**-*?, lo que unido a su fina regulacion
en células de linaje monocitico ha llevado a proponer a NOR-
1 como un marcador de sindrome metabolico, ya que su
expresion disminuye significativamente en células mononu-
cleares de sangre periférica®’. De hecho, el Random Forest
Analysis determind que tanto la expresion de NOR-1 como
la de PPARy disminuian especificamente en células CD14*
(principalmente monocitos) de los pacientes con sindrome
metabélico®®.

NOR-1 en la funcién de los linfocitos Ty B

Los receptores NR4A juegan un papel relevante en el des-
arrollo y activacion de los linfocitos T8>, De hecho, tanto
NOR-1 como Nur77 regulan la apoptosis inducida por TCR (T
Cell Receptor) en la seleccion negativa durante la diferen-
ciacidn de los linfocitos T en el timo®°°. Mas alla de su papel
como factores de transcripcion que regulan la expresion
génica a nivel transcripcional, este proceso parece depen-
der en gran medida de actividades extranucleares, ya que
tanto Nur77 como NOR-1 son fosforilados por la PKC y se
translocan a la mitocondria donde interaccionan con Bcl2
induciendo la exposicién del dominio proapoptético BH3°"92,
Los receptores NR4A también son factores imprescindibles
para el desarrollo de los linfocitos T reguladores (Treg), un
linaje critico para la tolerancia. La especificacion del linaje
Treg y su funcion es controlada por el factor de transcripcion
Foxp3, cuya expresion es regulada por los receptores NR4A,
sobre todo por Nur77 y NOR-1%3 (fig. 4). Los animales caren-
tes de los receptores NR4A en linfocitos no producen células
Treg y mueren prematuramente a causa de autoinmunidad
sistémica. Por tanto, son clave para determinar el destino

de los linfocitos T CD4+ en el timo y para la homeostasis
inmune. Ademas, estos receptores, cuya expresion en Treg
es superior a la de cualquier otro subtipo de linfocitos T, son
esenciales en la regulacion de la expresion génica para el
mantenimiento y funcionalidad de estas células™.

En los Ultimos anos se ha evidenciado el impacto de la
inmunidad en la aterosclerosis y la importancia del balance
entre Th17, Treg y sus citoquinas en el desarrollo de ate-
rosclerosis y en la rotura de las placas vulnerables®°¢. En
este contexto, recientemente nuestro grupo ha caracteri-
zado CD69 como un nuevo receptor de LDLox en linfocitos T
necesario para la induccion de los receptores NR4A y la dife-
renciacién a Treg®2. La administracion de dieta aterogénica
a animales carentes de CD69 en el compartimento linfoide
aumenta la relacion Th17/Treg en sangre periférica y exa-
cerba la formacion de placas aterosclerdticas. A través de
la union a CD69, las LDLox activan la expresion de los recep-
tores NR4A con actividad antiinflamatoria, en particular de
NOR-1, e inhiben la formacion de linfocitos Th17. Ademas,
en leucocitos de sangre periférica de los participantes del
estudio PESA (Progression of Early Subclinical Atheroscle-
rosis), individuos con aterosclerosis subclinica, se observd
una menor expresion de CD69 y de los receptores NR4A, lo
que permite proponerlos como marcadores tempranos de
aterosclerosis?.

Respecto a los linfocitos B, a través de la produccion de
anticuerpos y citoquinas, diferentes subtipos estan implica-
dos en la regulacion de la aterosclerosis con funciones tanto
ateroprotectoras como proaterogénicas’’. Recientemente,
se ha demostrado que NOR-1 y Nur77 son rapidamente indu-
cidos por la estimulacion del receptor de antigenos de los
linfocitos B, y actian de forma parcialmente redundante
para restringir la respuesta de las células B a los antige-
nos cuando la coestimulacion por linfocitos T es limitada o
inexistente®®. El efecto lo producen en parte reprimiendo
la expresion del factor de transcripcion BATF (Basic leucine
zipper Transcription Factor ATF-like), asi como de las que-
moquinas CCL3 y CCL4 e ICAM-1%°. Hasta el momento ningln
estudio ha analizado si esta actividad de NOR-1 en los linfoci-
tos B impacta en el desarrollo de aterosclerosis. En cambio,
un reciente estudio en animales LDLR”-/Nur77-/~ alimen-
tados con dieta aterogénica evidencia que la pérdida de
funcion de Nur77 en los linfocitos B, o especificamente en las
células B de la zona marginal, aumenta la aterosclerosis®.

NOR-1 en mastocitos, neutrofilos y células dendriticas

En la progresion del remodelado vascular asociado a la
aterosclerosis y en el AAA se reconoce un papel impor-
tante a las proteinas y mediadores lipidicos liberados por
los mastocitos®'®, Los mastocitos activados contribuyen a
la degradacion de la MEX, la apoptosis, y al aumento del
reclutamiento de células inflamatorias a la pared vascu-
lar a través de la liberacion de proteasas como la quimasa
y la triptasa, de factores de crecimiento, de histamina, y
de quemoquinas'®”'. Se ha observado que la activacion de
los mastocitos conlleva la induccién de NOR-1, en algunos
casos de forma claramente diferencial respecto a los otros
dos miembros de la familia NR4A cuya expresion no cambia
significativamente’??. De hecho, NOR-1 es el gen de todo el
genoma de los mastocitos que mas se induce en respuesta a
ciertas infecciones'®, y también el principal receptor NR4A
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inducido en estas células cuando se exponen a LPS'%2, NOR-
1 parece regular la secrecion de citoquinas/quemoquinas
por parte de los mastocitos'®; sin embargo, no se ha inves-
tigado en detalle el papel de NOR-1 en la regulacion de la
vasodilatacion, la homeostasis vascular, la angiogénesis y las
respuestas inmunes innata y adaptativa en las que participan
estas células'®.

Otras células implicadas en el remodelado vascular son
los neutrodfilos® % y las células dendriticas®'?’. Los neutro-
filos constituyen la primera linea de defensa del organismo
y desempefan un papel clave en la inmunidad innata. Un
reducido niumero de neutroéfilos o un bajo nivel de super-
vivencia de esta poblacion celular suelen asociarse con
desordenes hematopoyéticos y enfermedades inflamatorias
cronicas. Ademas, los neutrofilos son componentes esencia-
les de las llamadas trampas extracelulares de neutrofilos
(NETs, Neutrophil Extracellular Traps) que participan en la
patogénesis de la trombosis, la aterosclerosis y el AAA'06:108,
NOR-1 es uno de los genes que se activa en mayor medida
en estas células en respuesta a la proteina quinasa A (PKA,
Protein Kinase A), su expresion aumenta en sitios de inflama-
cion en los que se acumulan neutrofilos, y se ha observado
que el silenciamiento de este receptor reduce la apopto-
sis y alarga la vida media de estas células'®. Respecto a
las células dendriticas, participan en cada uno de los esta-
dios de la aterosclerosis y del AAA a través de una miriada
de funciones que desempenan en la respuesta inmune, que
van de la captacion de lipidos, la eferocitosis y la pre-
sentacion de antigenos a la secrecion de citoquinas pro- y
antiinflamatorias®'”. NOR-1 participa en la activacion y la
induccion de la expresion génica mediada por TLR (Toll-Like
Receptors)'°, y el eje NOR-1/FOX01/CCR7 parece critico
para la migracion de estas células'''. Mas recientemente,
NOR-1 se ha revelado esencial para dirigir la diferencia-
cion de monocitos a células dendriticas, transformacion que
se activa en respuesta a estimulacién microbiana''?. Sin
embargo, pese al nimero creciente de estudios que descri-
ben el importante papel de NOR-1 en mastocitos y células
dendriticas, hasta el momento no se han realizado estudios
especificos que analicen si este receptor modula el remode-
lado vascular a través de su funcién en estas células.

Regulacion de NOR-1 por microRNAs y papel
en la hipertensién arterial pulmonar

Como se ha comentado, NOR-1 regula la expresion de varios
componentes esenciales para la progresion del ciclo celu-
lar, lo que explicaria el gran impacto que las intervenciones
experimentales que potencian o inhiben su expresion tie-
nen en la proliferacion celular y el remodelado vascular.
Asimismo, este papel critico de NOR-1 en la proliferacion
de las CMLV explicaria por qué este receptor es diana de
varios microRNAs relevantes en la hiperplasia y el remode-
lado vascular. En efecto, en las CMLV los niveles de ARN
mensajero de NOR-1 estan regulados por la accion combi-
nada de multiples microRNAs. Un microarray realizado en
CMLY de aorta humana estimuladas con PDGF permitio iden-
tificar a miR638, microRNA altamente expresado en CMLV
cuya expresion disminuye significativamente en respuesta
a PDGF, como un modulador de NOR-1 e indirectamente
de la migracion y proliferacién inducida por PDGF'3. De

hecho, la regulacion a la baja de NOR-1 por miR638 seria la
responsable del efecto inhibitorio de este microRNA sobre
la induccion de la ciclina D1 por PDGF'"3. Una regulacion
similar por miR638 se ha observado en CML de las vias res-
piratorias en las que un remodelado excesivo (hiperplasia)
puede contribuir a la patogénesis del asma''“, y por miR-
107 en CMLV humanas de arteria pulmonar que al reducir
NOR-1 actuaria como modulador negativo de la migracién
y proliferacion inducida por PDGF'". La regulacion de la
proliferacion de las CMLV de arteria pulmonar ha puesto
el foco sobre NOR-1 en relacion con la HAP, patologia que
se caracteriza por un remodelado exacerbado de la intima
de la arteria pulmonar®. NOR-1 se ha revelado clave como
factor de transcripcion que regula la proliferacion de las
CMLV de la arteria pulmonar en respuesta a mitdgenos y
al remodelado inducido por hipoxia en la enfermedad pul-
monar obstructiva cronica (EPOC)"'®""7. Diversos estudios
identifican NOR-1 como un gen fundamental sobre el que
actuan varios microRNAs, como miR-106b-5p''¢, 508-3p'"®
o miR-638'°, para regular la hiperplasia de las CMLV de
arteria pulmonar, lo que sitlia a este receptor en el centro
de un eje crucial en el disefo de estrategias terapéuticas
para la HAP y el embolismo pulmonar agudo. De hecho,
el efecto preventivo del resveratrol sobre el remodelado
vascular pulmonar, que ha suscitado un gran interés como
posible aproximacion terapéutica de la HAP, se ha vinculado
con su capacidad de regular miR-638 y de ese modo actuar
sobre el tandem NOR-1/ciclina D1'2%'2", El efecto opuesto a
NOR-1 que Nur77 ejerce sobre la proliferacion de las CMLV
explica que, contrariamente, la activacion de Nur77 pre-
venga la progresion de la HAP'?%'23, Se ha de subrayar que
la HAP es una enfermedad para la que solo se dispone de
tratamiento sintomatico, basado en la administracion de
vasodilatadores que no evitan la progresion de la patologia y
que esta enfermedad se caracteriza por un remodelado pro-
gresivo de la vasculatura pulmonar, elevada presion de la
arteria pulmonar, y resistencia de la vasculatura pulmonar
que provoca insuficiencia del ventriculo derecho que puede
causar la muerte?.

NOR-1 en el aneurisma de aorta abdominal

La expresion de NOR-1 esta muy aumentada en muestras
de aneurismas humanos procedentes de pacientes someti-
dos a cirugia de reparacion''. En estas muestras, analisis
inmunohistoquimicos detectan estabilizacion de HIF1a'',
que podria participar en la induccion de NOR-1 cuya expre-
si6n es inducida por la hipoxia en células vasculares'3*3¢;
de hecho, varios estudios sefalan la hipoxia y HIF1a como
mediadores importantes en la regulacion de la expresion
génica en la capa media de las aortas aneurismaticas'?*.
Por otra parte, en las CMLV de las lesiones aneurismati-
cas, NOR-1 colocaliza con clAP2, proteina con funciones
antiapoptoticas que es inducida por NOR-1 en respuesta
a hipoxia tanto en células endoteliales como CMLV'"3%:3¢,
Teniendo en cuenta las propiedades antiinflamatorias de
NOR-1 en macrofagos’®79% y en CMLV'®, y la regulacion y
colocalizacion de NOR-1 con clAP2 en las CMLV de la pared
aortica aneurismatica, se planteo la hipotesis de que NOR-1
podria regular la expresion de genes con funciones vasopro-
tectoras y que el incremento de su expresion en la pared
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Figura5 Animales que sobreexpresan NOR-1 humano en las CMLV (TgNOR-1V$*C) son mas susceptibles a desarrollar aneurisma de

aorta abdominal (AAA) inducido por infusion de angiotensina Il (Angll). A) Se muestra el disefio experimental en el que se compard
la formacidn de AAA y la expresién génica (mediante microarrays) de la aorta de animales TgNORYC y animales control después
de infundir Angll (1000 ng/kg/min) mediante minibombas osmoticas durante 28 dias. El analisis de la expresion diferencial detecto
968 y 544 genes cuya expresion aumentaba o disminuia, respectivamente'’. B) El analisis de vias por GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) identificd grupos de genes regulados diferencialmente relacionados, entre otros procesos, con inflamacion/respuesta
inmune, remodelado de la matriz extracelular, respuesta al daiio del ADN, y sefalizacion sinaptica, entre estos Ultimos los genes
codificantes para enzimas de la via de sintesis de catecolaminas como la tirosina hidroxilasa. FDR: False discovery rate; NES:

Normalized enrichment score.

aneurismatica podria ser parte de un mecanismo de com-
pensacion para frenar o ralentizar el dafo progresivo que
sufre la pared vascular a medida que avanza esta enferme-
dad cronica. Ademas, como se ha comentado anteriormente,
la deficiencia de NOR-1 en las células madre hematopoyé-
ticas aceleraba la aterosclerosis®®. Con estos antecedentes,
Qing et al."” analizaron si la funcién de este receptor en el
compartimento hematopoyético podria afectar al desarro-
llo de AAA'?>, Para ello, animales deficientes en el receptor
de las LDL (LDLR/~) fueron irradiados, su médula dsea fue
reconstituida con células madre hematopoyéticas de ratones
NOR-1-/~, y se les indujo AAA mediante infusion de Angll y
una dieta rica en grasa saturada. Se observé que un gran
numero de genes relacionados con inflamacion se regulaban
diferencialmente en los macréfagos de los animales defi-
cientes en NOR-1 respecto a los de animales control (36 de
los 184 genes analizados). Sin embargo, no se apreciaron
diferencias en el diametro de la arteria aorta suprarrenal,
por lo que se concluyé que la funcion de NOR-1 en células
de linaje hematopoyético no juega un papel relevante en la
formacion de AAA, al menos en este modelo animal'?.

Mas recientemente utilizando modelos animales que
sobreexpresan NOR-1 en la pared vascular®®'?®, condicidon
similar a la observada en la pared aneurismatica humana en
la que aumenta la expresion de NOR-1, pudimos determi-
nar un aumento de la susceptibilidad de estos animales a la
formacion de AAA inducida por infusion de Angll'2. Aunque
la Angll aumentoé la presion arterial igual que en los con-
troles, en los animales transgénicos de NOR-1 provocé mas
inflamacion (mayor produccién de citoquinas y quemoqui-

nas como IL-1B, IL6, MCP-1 y CXCL2), mas estrés oxidativo
(produccion de ROS), mayor expresion y actividad de MMP2 y
MMP-12 y mayor rotura de las ldaminas elasticas. En conjunto,
la accion combinada de estos efectos vencio la resistencia de
los animales C57BL/6, fondo genético de los animales trans-
génicos de NOR-1, a desarrollar AAA en respuesta a Angll.
El seguimiento ecocardiografico permitié determinar que la
transgénesis favorece la dilatacion de la aorta inducida por
la Angll, con un aumento del diametro luminal significativo
desde la primera semana, y la formacion de AAA a las 4
semanas. Concluimos que el incremento de la expresion de
NOR-1 en las CMLV de la capa media es condicion necesaria
y suficiente para el desarrollo de AAA en respuesta a Angll.
Ademas, observamos que la doxiciclina, farmaco que reduce
la inflamacion en AAA humanos'”’ y cuya utilidad clinica
se investiga'?®, previno la formacién de AAA inducida por
Angll en los animales transgénicos de NOR-1'2. Estos resul-
tados subrayan la relevancia de NOR-1 en la fisiopatologia
del AAA y sugieren la utilidad de los animales transgénicos
de NOR-1 para el estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos
del AAA'y como modelos preclinicos para evaluar potenciales
terapias para esta enfermedad. En este sentido, mediante
microarrays de expresion se identificé un gran nimero de
genes cuya expresion se induce o se reprime (960 vs. 544,
respectivamente) en la pared de los animales transgéni-
cos de NOR-1 (TgNOR-1VM¢) expuestos a Angll'?. Mediante
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) identificamos grupos
de genes relacionados sobre todo con inflamacion/respuesta
inmune, remodelado de la MEX, y diferenciacion de las CMLY,
entre otros que podrian estar implicados en la respuesta
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diferencial mediada por NOR-1. A destacar un grupo de
genes relacionados con la actividad simpatica, que el analisis
GSEA clasificaba dentro de genes de sefalizacion sinaptica
(fig. 5). En particular, los genes codificantes para enzimas de
la via de sintesis de catecolaminas, como la tirosina hidro-
xilasa (TH) y la dopamina B-hidroxilasa (DBH) asi como un
transportador de noradrenalina (SLC6A2)'? cuya expresion
se inducia significativamente en los animales transgénicos
de NOR-1 infundidos con Angll. El aumento de expresion de
TH, DBH y SLC6A2 también se detecto en AAA del modelo de
raton ApoE~/~ infundido con Angll, y lo que es mas impor-
tante, estos genes estan muy inducidos en muestras de AAA
humanos, en las que la expresion de TH es mas de 100 veces
superior a la de aortas control y correlaciona con la expre-
sion de NOR-1'3. Tanto en la aorta aneurismatica humana
como en la de los modelos animales la expresion de TH se
localizé sobre todo en nervios simpaticos que inervan la vas-
culatura, en linfocitos del infiltrado inflamatorio, y en menor
medida en CMLV dispersas en la media. Resulta interesante
que la induccién de AAA por Angll cursa con un aumento de
la expresion de TH en la aorta de los animales susceptibles
(transgénicos de NOR-1 y deficientes en ApoE~'~)"3, y que el
tratamiento con doxiciclina normaliza dicha expresion junto
al resto de parametros asociados a daio vascular (inflama-
cion, estrés oxidativo y rotura de laminas elasticas)'. Por
tanto, la via de sintesis de catecolaminas, y en particular la
TH, enzima limitante y principal punto de regulacion de esta
ruta biosintética, parece clave en la fisiopatologia de los
aneurismas aorticos. Tanto es asi que el tratamiento con un
inhibidor competitivo de la TH (alfa-metil-p-tirosina, AMPT)
fue capaz de prevenir la dilatacion aortica y la formacion de
AAA tanto en animales TgNOR-1V*¢ como ApoE~'~ infundi-
dos con Angll'®. El AMPT redujo drasticamente la incidencia
y gravedad de los aneurismas, y previno el dano vascular
causado por la angiotensina: redujo la infiltracion de células
inflamatorias (macréfagos, linfocitos y neutrofilos), norma-
lizé la expresion vascular de marcadores de inflamacion
como MCP-1, disminuyd el nUmero de roturas de las laminas
elasticas de la capa media, y previno el aumento de la expre-
sion y actividad de metaloproteinasas que degradan la MEX
como la MMP2 y el estrés oxidativo'®. En conclusion, al inhi-
bir la actividad de un enzima codificado por un gen regulado
por NOR-1 se previno el desarrollo de AAA, lo que subraya
el papel de NOR-1 en la fisiopatologia de esta enfermedad.

Conclusiones

El receptor nuclear NOR-1 juega un papel relevante como
regulador de las células vasculares y de las células inflama-
torias y del sistema inmune implicadas en el remodelado
vascular de la aterosclerosis, la HAP y el AAA. Destaca
su contribucion a la migracion y la proliferacion de las
CMLV frente a la actividad antiinflamatoria que ejerce sobre
células de linaje monocito/macrofago, y el papel que, con-
juntamente con los otros receptores NR4A, ejerce en la
homeostasis inmune a través de la regulacion de la dife-
renciacion y mantenimiento de la funcion de los linfocitos
Treg. Sin embargo, todavia se desconoce, por ejemplo, si
su funcion en linfocitos B, mastocitos, neutrofilos o célu-
las dendriticas es relevante en el remodelado vascular.
Teniendo en cuenta sus posibles implicaciones terapéuticas,

deberian acometerse nuevos estudios para dilucidar y cono-
cer en detalle las funciones especificas y distintivas de cada
uno de los receptores NR4A en los diferentes tipos celulares
implicados en el remodelado vascular, para determinar asi
su impacto en el desarrollo, la progresion o en la posible
regresion o estabilizacion del remodelado vascular patolo-
gico.
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