= [rauma ™"

Vol 18 n° 3 Julio/Septiembre 2008

I ORIGINAL

Efecto de la LDL modificada en la expresion de adipofilina en macrofagos y
células musculares lisas de la pared vascular. Implicaciones para el desarrollo de
arteriosclerosis

Effect of modified LDL in the expression of adipocyte differentiation-related protein in
macrophages and vascular smooth muscle cells. Implications for atherosclerosis progression

Llorente-Cortés V ', Royo T *, Juan-Babot O ', Badimon L '*

' Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC. Hospital de la Santa Creu I Sant Pau. > CIBEROBN. Instituto de Salud Carlos III.
*Departamento de Biologia Celular. Universidad de Barcelona.

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE.

Resumen

Objetivo: Analizar si la union e interiorizacion de la LDL modificada por agregacion (LDLag) puede inducir la
expresion de la proteina adipofilina (ADRP), un marcador de acumulacion lipidica, en las células musculares
lisas de la pared vascular (CMLV) y macr6fagos humanos.

Resultados: La LDLag induce la sobreexpresion de ADRP tanto a nivel de ARNm (PCR tiempo real) como a
nivel de proteina («western blot») en CMLV (ARNm: 3.06-veces; proteina: 8.58-veces) y también en macrofa-
gos (ARNm: 3.5-veces; proteina: 3.71-veces). Los estudios immunohistoquimicos evidenciaron una alta colo-
calizacion entre ADRP y CMLV y también entre ADRP y macrdfagos en placas ateroscleroticas avanzadas ri-
cas en lipido.

Conclusiones: La captacion de LDLag mediante el receptor lipoproteico LRP1 juega un papel primordial en la
formacion de células espumosas a partir de macréfagos y de CMLV vy, por tanto, en la progresion de la lesion
aterosclerdtica.
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Abstract

Aims: The objectives of this work were to analyze whether aggregated LDL (agL.DL) uptake modulates ADRP
expression levels in human vascular smooth muscle cells (VSMC) and macrophages (HMDM).

Methods and Results: AgLDL strongly upregulated ADRP mRNA (Real-time PCR) and protein expression
(western blot) in human VSMC (mRNA: by 3.06-fold; protein: 8.58-fold) and HMDM (mRNA: by 3.5-fold;
protein: by 3.71-fold).. Immunohystochemical studies evidence a high colocolocalization between ADRP/ma-
crophages and ADRP/VSMC in advanced lipid-enriched atherosclerotic plaques.

Conclusions:These results demonstrate that agLDL-LRP1 engagement induces ADRP overexpression in both
HMDM and human VSMC. ADRP is highly expressed in advanced lipid-enriched human atherosclerotic pla-
ques. Therefore, LRP1-mediated agLDL uptake might play a pivotal role on vascular foam cell formation and
atherosclerotic plaque progression.
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I Introduccion

Uno de los eventos principales en el proceso aterogénico es
la acumulacion de lipidos, principalmente colesterol esterifi-
cado en el espacio subendotelial de la pared vascular [1-3].
In vivo, la LDL retenida en la pared vascular sufre modifica-
ciones tales como la oxidacion, pero sobre todo agregacion y
fusion [4,5]. De hecho, la mayor parte de la LDL retenida en
la pared vascular se ha encontrado en forma agregada (LD-
Lag). La LDLag es un inductor muy potente de acumulacion
intracelular de colesterol esterificado tanto en los macréfa-
gos [6-8] como en las células musculares lisas de la pared
vascular (CMLV) [9-11]. En CMLY, el receptor lipoproteico
«Low density lipoprotein receptor-related protein» (LRP1),
es clave para la acumulacion lipidica intracelular en células
vasculares ya que facilita la captacion de LDLag de forma no
regulada por el colesterol [11,12]. El mecanismo de internali-
zacion de LDLag por el LRP1 esta favorecido en la intima
arterial, donde los proteoglicanos facilitan los procesos de
modificacién por agregacion e internalizacion de la LDL
[13]. La expresion del LRP1, a diferencia de la del receptor
de LDL, se regula a la alza por la LDLag in vitro y por la hi-
percolesterolemia en el modelo porcino [14,15]. Por consi-
guiente, el LRP1 por tener un papel crucial en la formacion
de células espumosas en la pared vascular, podria contribuir
de forma decisiva a la formacion de placas aterosclerdticas
«blandas», es decir con un alto contenido en lipido, cuya
ruptura se asocia a la mayor parte de los sindromes corona-
rios agudos (angina inestable, infarto de miocardio y muerte
subita). Por ello resulta de un gran interés conocer los proce-
sos que permiten la acumulacién intracelular de lipido a par-
tir de la captacion de LDLag mediada por LRP1.

Se ha descrito que las alteraciones en la expresion de adi-
pofilina estan asociadas al sindrome metabolico [16,17]. La
adipofilina se considera un marcador de acumulacién lipi-
dica en diferentes tipos celulares y en diferentes procesos
patdgenicos relacionados con la acumulacion lipidica intra-
celular [18]. Ademas esta proteina se encuentra localizada
en la superficie de los dropletes lipidicos y juega un papel
fundamental en la formacion de los mismos [19]. Se consi-
dera que la distribucién celular tan amplia de la adipofilina
se debe a que juega un papel esencial en el metabolismo li-
pidico, desde el empaquetamiento de los lipidos hasta la re-
gulacion de su hidrolisis. En concreto, se ha descrito que la
adipofilina incrementa la acumulacién lipidica en macréfa-
gos THP-1 y que este aumento previene el eflujo de lipido
en estas células [20].

Aunque sabemos que la captacion de LDLag mediante
LRP1 conduce a una acumulacién intracelular de colesterol
esterificado muy elevada tanto en macrdfago [6-8] como en
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la célula muscular lisa [9-11], se desconoce la forma en que
se acumula intracelularmente. Los objetivos de este trabajo
han sido investigar el efecto de LDLag en la expresion de
ARN mensajero y proteina de adipofilina en CMLV y ma-
crofagos, y la posible relacion entre los niveles de expresion
del LRP1 y los de adipofilina. Nuestros resultados demues-
tran 1) que existe un alto grado de colocalizacién entre
ADRP y macréfagos y entre ADRP y CMLYV en lesiones ate-
rosclerdticas avanzadas ricas en lipido; 2) que la LDLag in-
duce la expresion de ADRP tanto a nivel de ARNm como de
proteina en CMLV y en macréfagos. Dado que la adipofili-
na esta altamente expresada en dos de los tipos celulares
claves en el desarrollo de lesion aterosclerdtica, la captacion
de LDLag mediada por LRP1 probablemente juega un papel
primordial en la formacion de célula espumosa asociada a la
progresion de las lesiones aterosclerdticas.

I Material y Métodos

Aislamiento y caracterizacion de células musculares lisas de
pared vascular humana

Los cultivos primarios de células musculares lisas de pa-
red vascular (CMLV) humana se obtuvieron a partir de las
coronarias procedentes de los corazones extraidos a los in-
dividuos transplantados en la Unidad de Trasplantes de Co-
razén (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau). Las CMLV se
obtuvieron por una modificacién de la técnica de explantes
previamente descrita en nuestro grupo [1-3]. Las CMLV de
los explantes se dejaron crecer en monocapa en medio 199
con suero bovino fetal al 20%, suero humano al 2%, L-glu-
tamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina
(100 ug/mL). Las CMLV se utilizaron para realizar los ex-
perimentos cuando estaban entre pasaje 2 y 6. La viabili-
dad celular se determind mediante el método de exclusion
por azul de tripano.

Aislamiento de monocitos humanos y diferenciacion de
macrofagos

Los monocitos se obtuvieron a partir de «buffy-coats»
(35-40 mL) de sujetos sanos. Las células se depositaron en
15 mL de Ficoll-Hypaque y se centrifugaron a 400 g duran-
te 40 minutos a 22 °C. Las células mononucleadas se obtu-
vieron a partir de la banda central blanca del gradiente. Las
células se lavaron exhaustivamente en DPBS y se resuspen-
dieron en medio RPMI suplementado con un 20% de suero
humano A/B. Los monocitos se diferenciaron a macréfagos
por adicién al medio completo de suero humano A/B al
20% y «macrophage colony stimulating factor» (M-CSF) a
100 ng/mL durante 3 dias.
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Obtencidn, caracterizacion y modificacion de las lipoproteinas
Las LDL humanas se obtuvieron a partir de una mezcla
de sueros procedentes de voluntarios normolipémicos y se
aislaron por ultracentrifugacion secuencial. La LDL se dia-
lizaron y se determiné su concentracion en proteina y coles-
terol. La pureza de la LDL se analizé por electroforesis en
gel de agarosa. Las LDL se agregaron in vitro mediante agi-
tacion intensa en vortex durante 4 minutos de una solucion
de LDL de 1 mg/mL [1-3]. El nivel de agregacion se com-
probé por turbidimetria (absorbancia a 680 m). Para deter-
minar el grado de oxidacion se analizé la concentracion de
sustancias reactivas con el dcido tiobarbiturico (TBARS).

Determinacion de la concentracion intracelular de colesterol
libre (CL) y colesterol esterificado (CE) derivado de LDL

Se indujo la quiescencia de las CMLV y posteriormente se
incubaron durante 18 horas con LDL nativa o LDLag. Se
realizé la extraccion lipidica de las muestras y se separé CL
y CE por cromatografia en capa fina. Las bandas corres-
pondientes a CL y CE se cuantificaron densitometricamente
utilizando una curva estindar de CL y palmitato de coleste-
rol, respectivamente [1-3]. Los resultados se normalizaron
por proteina.

Analisis de la expresion de ARNm de adipofilina y LRP1
por PCR tiempo real

Se sintetiz6 el cDNA a partir de 1 ug de RNA en una reac-
cioén que contenia 0,02 ug/ul de oligodT, 20 U RNAsin, 1
mM dNTPs, 20 mM DTT, 200 U M-MLV-RT, 50 mM Tris-
HCI PH 8,3, 75 mM KCl y 3 mM MgCl.. La reaccion se rea-
liz6 en una hora a 37 °C y se detuvo calentando a 75 °C du-
rante 10 min. El cDNA se diluy? v las distintas alicuotas se
utlizaron mediante la utilizaciéon de los oligonucledtidos
adecuados, para amplificar el RNA de interés. La cuantifi-
cacion a tiempo real se basa en la utilizacion de sondas
Tagman marcadas con fluorescencia y cebadores especifi-
cos disefiados por el «software Primer Express» (PE Biosys-
tems). La reaccion de amplificacion contenia 2 ul de cDNA
en 25 ml de «Tagman PCR master mix» con 300 nM de ce-
badores y 250 nM de sonda. El ciclo umbral (Ct) se norma-
liz6 por gapdh y se utilizo para el célculo de la concentra-
ci6on del gen [4].

Analisis de la expresion proteica de adipofilina y LRP1 me-
diante «Western blot»

Se cargaron 20-30 ug de proteina por pocillo y se separa-
ron por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida trans-
firiendose a filtros de nitrocelulosa. Las membranas se in-
cubaron con anticuerpos anti-LRP1 o anti-adipofilina. La
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deteccion de la proteina se realizd mediante un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa y el sistema de detec-
ci6n de supersignal [4].

Immunohistoquimica

Arterias coronarias humanas se obtuvieron a partir de los
corazones explantados inmediatamente después de la ciru-
gia. Todos los procedimientos utilizados fueron aprovados
por el Comité de Etica y Revision Institucional. Las mues-
tras embebidas en parafina se cortaron en secciones seria-
das de 5 micras de grosor y se colocaron en trozos envuel-
tos con polilisina, después se desparafinaron y se tifieron
con la tincion de tricrémico de mason o se procesaron para
immunohistoquimica. Las lesiones se caracterizaron utili-
zando las secciones tefiidas con tricromico de Mason vy se
clasificaron de acuerdo con el criterio de la «American He-
art Association» [21].

Brevemente, las secciones consecutivas se desparafinaron,
se hidrataron y se bloquearon. Se aplic6 el método de doble
immunofluorescencia. Los anticuerpos primarios fueron:
anticuerpo monoclonal anti-a-actina (a-SMC, clon 1A4,
Dako); anticuerpo monoclonal anti-macréfago, (CD68,
EBM11, Dako) y anticuerpo policlonal anti-ADRP (Rese-
arch Diagnostics RDI-PROGP40) durante 2 horas (dilucion
1:100) a temperatura ambiente. Después de varios lavados,
las secciones se incubaron con inmunoglobulinas TRITC
anti-raton (T1659; Sigma) e inmunoglobulinas FITC anti-
cerdo (106-095-006; Jackson ImmunoResearch) durante 1
hora (dilucion 1:50). Las secciones se analizaron en un mi-
croscopio Nikon Eclipse 80i. Las imdgenes se capturaron
mediante el programa Visilog 5.4 Noesis. Se corrieron con-
troles para cada grupo de experimentos.

I Resultados

Analisis de la expresion de adipofilina en células muscula-
res lisas y macrofagos de lesiones aterosclerdticas avanza-
das ricas en lipido

La figura 1 muestra una lesion aterosclerdtica avanzada
tipo V clasificada de acuerdo con la American Heart Asso-
ciation. La tincién immunohistoquimica para CD68 (mar-
cador de macréfagos) y adipofilina demostré un alto grado
de colocalizacion entre la adipofilina (en verde) y el CD68
(en rojo). También se observé un alto grado de colocaliza-
ci6n entre la adipofilina (en verde) y la a-actina (marcador
de células musculares lisas). Por lo tanto, la adipofilina co-
localiza con ambos tipos celulares de la vasculatura, los
macréfagos y las células musculares lisas en lesiones ateros-
cleréticas avanzadas ricas en lipido (n=3).
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Masson’s trichromic staining

CD68 ADRP CD68/ADRP

a-actin/ADRP

Fig. 1. Analisis de la colocalizacion entre la proteina ADRP y ma-
crofagos y entre ADRP y CMLV de la pared vascular. Colocaliza-
ciéon de ADRP (en verde) y CD68 (en rojo) (A) y colocalizacion de
ADRP (en verde) y a-actina (en rojo) (B) en una lesiéon ateroscle-
rotica tipo V (tincion de tricromico de Mason). Bar: 100 pM. Las
flechas muestran un alto grado de colocalizacién entre ADRP y
células positivas para CD68 (macrdfagos) y también entre ADRP
y células positivas para a-actina (CMLV).

Efecto de la LDL no modificada y de la LDL modificada
por agregacion en la acumulacion de colesterol esterificado
y en la expresion de los receptores lipoproteicos LRP1,
LDLR, CD36 y ABCA1 en macréfagos y células muscula-
res lisas de la pared vascular

Por cromatografia en capa fina, se determino el efecto de
la LDL no modificada y de la LDL modificada por agrega-
ci6n en la acumulacion intracelular de colesterol esterifica-
do. Existe una diferencia muy importante en la acumula-
cién lipidica inducida por un tipo u otro de lipoproteina en
ambos tipos celulares (Tabla 1). La LDL modificada por
agregacion (100 ug/mL; 24 horas) indujo una elevada con-
centracion de colesterol esterificado desde niveles indetecta-
bles hasta 77,09+1,2 ug/mg proteina en macréfagos y hasta

75+3 ug/mg proteina en CMLV. En cambio la LDL no mo-
dificada indujo una alteracion significativa pero leve de la
concentracion intracelular de colesterol esterificado, hasta
10,25+0,54 ug/mg proteina en macrofagos y hasta
25,42+2.24 ug/mg proteina en células musculares lisas du-
rante el mismo tiempo de exposicion.

Por PCR tiempo real, se analizé la expresion ARNm de
los genes LRP1, LDLR, CD36 y ABCA1 en células muscu-
lares lisas y macrofagos (Tabla 1). El receptor LDL se redu-
jo de forma muy importante por ambas LDL no modifica-
das y modificadas por agregacion en los dos tipos celulares.
En contraste, la expresion en ARNm de LRP1 no se reguld
por LDLs en macréfagos y se reguld significativamente a la
alza en células musculares lisas vasculares (nLDL:
1,69+0,31-veces versus agLDL: 2,70+0,25-veces en 48 ho-
ras de incubacién), como se ha descrito previamente [14].
El receptor scavenger CD36 no se modificé significativa-
mente por ninguno de los tipos de LDL ni en macréfagos ni
en células musculares lisas de pared vascular. Sorprendente-
mente, la expresion de ARNm del gen ABCA1 se reguld a
la alza por agLDL tanto en macréfagos (1,34+0,10 veces a
las 24 horas, 1,67+0,04 veces a las 48 horas) como en
CMLYV (1,38+0,18 veces a las 24 horas, 1,40+0,11 veces a
las 48 horas).

Efecto de la LDL modificada por agregacion en la expre-
sion en ARNm y proteina del gen de adipofilina en macro-
fagos y células musculares lisas de la pared vascular

La LDL modificada por agregacion demostro una alta ca-
pacidad para inducir la overexpresion de adipofilina en ma-
crofagos (2,67 veces a las seis horas; 3,06 veces a las 12 ho-
ras) (Figura 2). En células musculares lisas de la pared
vascular, la LDL modificada por agregacion también indujo
de forma muy importante la expresion de ARNm de adipo-
filina pero a tiempos de exposicion mas largos (1,36 veces a
las doce horas; 3,50 veces a las 24 horas) (Figura 2). La re-
gulacion a la alza de la adipofilina en los dos tipos celulares
se mantuvo a lo largo del tiempo. En contraste, la expre-
sion de ARNm de la adipofilina aumenté solo ligeramente
por LDL no modificada tanto en macréfagos (1,6 veces a
las 24 horas) como en células musculares lisas de la pared
vascular (1,68 veces a las 24 horas).

La expresion de proteina de adipofilina también se reguld
de forma muy importante por LDL modificada por agrega-
cién (100 pg/mL, 24 horas) en macrofagos (8,58 veces) y
células musculares lisas vasculares (3,71 veces) (Figura 3).
Sin embargo, la LDL no modificada apenas alterd los nive-
les de proteina de adipofilina en estas células (macréfagos:
1,84 veces; musculares lisas: 2,11 veces). En concordancia
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Tabla 1. Acumulacion intracelular de colesterol esterificado (CE) y niveles de expresion de ARNm de LRP1,LDLR, CD36 y

ABCA1 en macrofagos y CMLV

Macroéfagos
tiempo (horas) 24 48
Control LDLn LDLag Control LDLn LDLag
Acumulacién CE No detectable 10.25 = 0,54 * 77.09 £ 1.2 *+ No detectable 11.54 +1,98 * 100.4 2.3 *t
ARNm LRP1 10 1.11 0 1.04 = 0.045 10 1.0 £ 0.13 1.02 = 0.10
ARNm LDLR 10 0.12 +0.01* 0.042 = 0.07*t 1+0 0.068 = 0.03* 0.050 = 0,009*t
ARNm CD36 10 1.06 = 0.06 1.16 = 0.1 1+0 0.89 +0.1 0.98 = 0,04
ARNm ABCA1 1+0 0.98 + 0.15 1.34 + 0.10%t 1+0 1.29 + 0.17 1.67 = 0,04*+
CMLV
tiempo (horas) 24 48
Control LDLn LDLag Control LDLn LDLag
Acumulacién CE nodetectable  25.42 +2.24 * 75+ 3%t nodetectable  26.35 +1.20 * 95 +2.5 *t
ARNm LRP1 10 1.50 £ 0.35* 2.20+0.30 *t 10 1.69 £ 0.31*  2.70 = 0.25%t
ARNm LDLR 1+0 0.15+0.02 * 0.16 = 0.05* 1+0 0.16+ 0.04* 0.25 = 0.02*
ARNm CD36 1+0 0.92 + 0.03 0.89 =+ 0.018 1+0 0.87+ 0.03 0.97 = 0.02
ARNm ABCA1 1+0 0.97 = 0.07 1.38 + 0.18%t 1+0 1.11+ 0.08 1.40 = 0.117%t

Los macréfagos y las CMLV se incubaron en ausencia o presencia de LDLn o LDLag (100 wg/mL) durante 24 o 48 horas. Al final de es-
te periodo, la concentracion intracelular de colesterol esterificado (CE) se analizé por cromatografia en capa fina después de realizar la ex-
traccion lipidica. Los niveles de expresion de LRP1, LDLR, CD36 y ABCA1 se analizaron por PCR a tiempo real como se describe en
Meétodos. Los resultados de acumulacion de CE se expresaron en microgramos de CE por mg de proteina. Los niveles de ARNm de los di-
ferentes genes se expresaron en unidades arbitrarias y se normalizaron utilizando como control endégeno la gapdh para CMLV y 18srR-
NA para macréfagos. Los resultados se muestran como la media + SEM de tres experimentos realizados en duplicado. * P<0.05 vs células
control, 1 P<0.05 vs células expuestas a LDLn.
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Fig. 2. Dependencia del tiempo en la expresion de ARNm de ADRP en respuesta a la exposicion de las células a LDL no modificada y LD-
Lag. Los macréfagos (A) y las CMLV (B) se incubaron en ausencia (rombos), o presencia de LDL no modificada (LDLn, cuadrados) o LD-
Lag (tridngulos) (100 ug/mL) durante periodos crecientes de tiempo. Las grificas muestran la cuantificacién por PCR a tiempo real de la
expresion en ARNm de ADRP. Los datos se procesaron con un «software» especial basado en los Ct de cada muestra y se normalizaron
por la expresion de ARNm del gen enddgeno 18srRNA en los macréfagos y por la del endogeno gapdh en CMLV (n=3). *p<0.05 versus
células control; # versus células expuestas a LDL no modificada.
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Fig. 3. Efecto de la LDL no modificada y de
la LDLag en la expresion de ADRP y de
LRP1. «Western blot» representativo que
muestra la expresion proteica de ADRP y de
LRP1 (Bchain) , asi como de la proteina utili-
zada para normalizar, actina en macréfagos
y CMLV incubados con LDL no modificada
o LDLag (100 pg/mL, 24 horas). Grifico de
barras que muestra la cuantificacion de las
bandas de ADRP en macréfagos (A) y
CMLYV (B), y la cuantificacion de las bandas
de LRP1 en macréfagos (C) y CMLV (D) in-
cubados en ausencia o presencia de LDL no
modificada o LDLag. Los resultados se ex-
presan como el porcentaje de expresion refe-
rido a las células control (incubadas en au-
sencia de LDL) y se muestran como la media
+SEM (n=3). *p<0.05 versus células control;
LDLag # p<0.05 versus células expuestas a LDL no
modificada.

LDLag

con resultados obtenidos en nuestro grupo [14], y con la
capacidad de la LDL modificada por agregacion para indu-
cir la expresion de LRP1 (Tabla 1), la LDL modificada por
agregacion indujo la expresion proteica de LRP1 en 2,50
veces en células musculares lisas (Figura 3). Sin embargo, la
sobreexpresion de adipofilina inducida por LDL modifica-
da por agregacion en macréfagos se produjo sin un incre-
mento paralelo de LRP1 (Figura 3).

I Discusion

La agregacion de las LDLs es una de las modificaciones
mas importantes de la LDL en la intima arterial ya que la
mayor parte de la LDL se encuentra asociada a los proteo-
glicanos de la matriz extracelular en la intima arterial [4,5].
La LDL modificada por agregacion induce una alta concen-
tracion intracelular de colesterol esterificado en dos de los
tipos celulares que estan estrechamente relacionados con la
aterosclerosis, las CMLV y los macréfagos [6-14]. EI LRP1
estd involucrado en la captacion de LDLag en los macréfa-
gos [6-8] y en las CMLV [11-14]. En los macro6fagos, donde
la expresion basal de LRP1 es superior a la de las CMLYV, el
efecto de la LDLag en la expresion de ADRP requiere me-
nos tiempo. El nivel de expresiéon basal de LRP1 en macré-

fagos es superior porque se ha descrito que hay una induc-
cion de la expresion de LRP1 durante la diferenciacion de
monocito a macréfago [22] y, ademds, el M-CSF utilizado
en los experimentos in vitro para la diferenciacion de mo-
nocito a macréfago tambien se ha descrito que favorece la
sobreexpresion de LRP1 [23].

En macrofagos e interesantemente tambien en CMLV hu-
manas, la overexpresion de ADRP inducida por LDLag fue
muy superior a la inducida por la LDL nativa, sugiriendo
una importante relacion entre la overexpresion de ADRP y
la acumulacion intracelular de colesterol esterificado en es-
tos dos tipos celulares. La elevada capacidad de la LDLag
para inducir la expresiéon de ADRP tambien la tienen otros
tipos de LDL modificada tales como la LDL oxidada [24] o
la LDL modificada enzimaticamente [25] que tambien in-
ducen una alta concentracion intracelular de colesterol es-
terificado en los macréfagos. Por lo tanto, LDLag, LDL
oxidada y LDL modificada enzimaticamente, las cuales se
interiorizan por diferentes mecanismos, ejercen un efecto
comun sobre la expresion de ADRP. En consecuencia, la ex-
presion de ADRP en los macrofagos parece estar mas rela-
cionada con la capacidad de las lipoproteinas modificadas
de interiorizar lipido a las células que con el mecanismo in-
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volucrado en la captacién de la LDL modificada. En con-
traste con la alta capacidad de diferentes lipoproteinas mo-
dificadas para inducir acumulacién lipidica en macréfagos,
la agregacion de la LDL es la unica modificacion de la LDL
capaz de inducir la acumulacién de colesterol en las CMLV
[26]. La captacion de LDLag por las CMLV es por tanto el
principal mecanismo para la formacion de célula espumosa
a partir de CMLV. La LDLag induce en paralelo la sobreex-
presion de ADRP y la de LRP1 en CMLV [14]. Sin embar-
go, la LDLag no alteré significativamente la expresion del
receptor scavenger CD36 ni en macr6fagos ni en CMLV. De
hecho, el CD36 parece estar positivamente regulado por
LDL oxidadas mediante vias de sefializacion mediadas por
proteina kinasa [27]. La induccién de LRP1 y ADRP por
las LDLag puede conducir a la acumulacién progresiva de
colesterol esterificado en CMLV. Las LDLag también indu-
jeron significativamente la expresion de ABCA1, una pro-
teina que media la generacién de HDL, en CMLV y macré-
fagos. Nuestros resultados estdn de acuerdo con previos
resultados que demuestran la modulacion positiva de la
transcripcion de ABCA1 por el colesterol intracelular [28].
La regulacion a la alza de ABCAT1 por colesterol se produce
mediante una regulacion a la baja de los niveles de SREBP-
2 [29]. En nuestro grupo hemos demostrado previamente
que la LDLag reduce la forma activa de SREBP-2 tanto en
macrdfagos [30] como en CMLV [14]. Por consiguiente, la
LDLag podria regular a la alza la expresion de ABCA1 me-
diante la regulacion a la baja de SREBP-2.

Aunque se sabe que existe una gran abundancia de
ARNm de ADRP en las areas ricas en macr6fagos de las le-
siones ateroscleroticas [27], se desconoce el papel de la so-
breexpresion de ADRP en la formacion de células espumo-
sas a partir de CMLV. Los estudios immunohistoquimicos
de este trabajo demuestran una importante colocalizacion
entre ADRP y macréfagos también entre ADRP y CMLV en
las placas aterosclerdticas avanzadas ricas en lipido.

En resumen, la LDLag induce la sobreexpresion del
ARNm y la proteina de ADRP en CMLV y macréfagos.
Dado que la proteina ADRP estd altamente expresada en
macréfagos y CMLV de las placas ateroscleréticas avanza-
das ricas en lipido, la captacion de LDLag mediada por
LRP1 juega probablemente un papel primordial en la for-
macién de células espumosas que tiene lugar durante la
progresion de las lesiones ateroscleréticas.
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