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I. INTEGRACIÓ RESULTATS ARTICLES I I II 

 
 

L�objectiu dels primers treballs experimentals fou estudiar els mecanismes que porten 

a la retenció i/o modificació de les LDL infiltrades en la paret vascular, així com establir el/s 

mecanisme/s mitjançant el/s qual/s les CML uneixen i internalitzen les LDL modificades. En 

aquesta secció es pretén resumir i integrar els resultats obtinguts. Els articles originals, així 

com els corresponents annexes publicats on-line, s�adjunten a la secció III de resultats. 

La infiltració de LDL en la paret arterial porta a la seva interacció amb els PGs de la 

MEC. Com s�ha esmentat, els PGs que semblen tenir major rellevància en els processos 

desenvolupats a l�íntima arterial són els CSPG i els HSPG. Els CSPG són secretats per les 

cèl·lules de la paret vascular i tenen elevada capacitat d�interaccionar i/o modificar les LDL. 

Mentre que, els HSPG poden ésser secretats o restar units a la superfície cel·lular, i es 

caracteritzen per poder actuar com a receptors de lipoproteïnes aterogèniques i/o per facilitar 

l�aproximació de determinats lligants al seu receptor, incrementant d�aquesta manera 

l�eficiència d�internalització. Així doncs, s�estudià la contribució  d�ambdós tipus de PGs en 

els processos de modificació de LDL i d�internalització cel·lular.  

En primer lloc s�analitzà la importància d�un CSPG, el versicà, en la modificació de 

les LDL i conseqüentment en la seva internalització per les CML. S�escollí aquest PG doncs 

és el principal PG estructural de la MEC i és un dels PGs amb major afinitat per les LDL 

plasmàtiques. 

 

I.1. Caracterització de lipoproteïnes modificades in vitro 

Les LDLn es modificaren per agitació intensa (LDLag) i per incubació amb el versicà 

(versicà-LDL). Les fraccions precipitable i no precipitable, obtingudes de la centrifugació de 

les LDL modificades, es caracteritzaren en paral·lel juntament amb les LDLn. L�anàlisi de les 

diferents lipoproteïnes per electroforesi en gel d�agarosa i en gel en gradient d�acrilamida, així 

com la microscòpia electrònica, posaren de manifest la composició i tamany de les partícules 

de LDL.  

La fracció precipitable de les LDLag es composava de partícules fusionades d�entre 77 

i 160 nm de diàmetre (fig 2AF, article I), mentre que la fracció precipitable de les versicà-LDL 

estava formada de partícules fusionades de diàmetre entre 92 i 166 nm i de partícules 

monomèriques (fig 2CG, article I). Les partícules monomèriques que composaven el filtrat de 
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la fracció precipitable de les versicà-LDL, igual que les que formaven part de les fraccions no 

precipitables d�ambdós tipus de LDL modificades, presentaven un diàmetre de ≈26,2 nm (fig 

1B; fig 2BD, article I) i mobilitat electroforètica semblant a les LDLn (fig 1A, article I). 

 

I.2. Efecte de les versicà-LDL en el contingut de colesterol intracel·lular en les cèl·lules 

musculars llises 

Les CML s�incubaren amb concentracions creixents (20, 40, 60 µg/mL) de les 

fraccions precipitables i no precipitables de les versicà-LDL i de les LDLag, i de les LDLn. 

Les partícules monomèriques de les fraccions no precipitables, malgrat tenir un tamany i 

mobilitat electroforètica semblant a les LDLn (fig 1B, fig 2BDE, article I), foren capaces 

d�induir una acumulació de CE intracel·lular superior a la que produien aquestes (fig IVC 

annex, article I). Mentre que, la captació de la fracció precipitable de les versicà-LDL portà a 

una acumulació intracel·lular de CE seguint un perfil dosi-resposta semblant al produït per les 

LDLag (fig IVAB annex, article I). Cap de les lipoproteïnes alterà els nivells de CL 

intracel·lular (fig IV annex, article I). 

 

I.3. Internalització de les lipoproteïnes per les cèl·lules musculars llises 

A fi d�establir el mecanisme d�internalització de les versicà-LDL es portaren a terme 

assajos de competència de lligant. Les CML, prèvia addició de les diferents lipoproteïnes 

(LDLn, LDLag, versicà-LDL), s�incubaren amb lligants de diferents receptors: lactoferrina 

(lligant pels receptors de la família del rLDL), àcid poliinosínic (lligant pels receptors 

scavenger), galactosa i fetuïna (lligants pel receptor asialoglucoproteic). D�aquests assajos es 

deduí la implicació d�un receptor de la família del rLDL, ja que l�únic lligant capaç d�inhibir 

l�acumulació de CE induïda per cadascuna de les lipoproteïnes, fou la lactoferrina (taula I 

annex, article I). Per concretar en el receptor implicat, es bloquejà l�activitat del rLDL i del 

receptor LRP amb un anticòs específic i amb ODNs antisentit, respectivament (control 

d�inhibició del LRP fig VI annex, article I). Anàlisis que posaren de manifest la implicació del 

rLDL en la internalització de les partícules monomèriques de LDLn, i de les partícules 

monomèriques que conformaven la fracció no precipitable i el filtrat de la fracció precipitable 

de les versicà-LDL, ja que el bloqueig amb l�anticòs contra el rLDL portà a una reducció ≈ 

60-80 % de l�acumulació de CE induïda per aquestes partícules (fig V annex, article I). D�altra 

banda, els estudis d�inhibició de l�expressió del LRP evidenciaren la implicació d�aquest 
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receptor en la internalització d�una part de les partícules de les fraccions precipitables de les 

LDLag i de les versicà-LDL (fig 3AB, article I). La inhibició del LRP portà a una reducció de 

l�acumulació de CE induïda per les fraccions precipitables d�aquestes lipoproteïnes d�un ≈ 

71% i ≈ 65%, respectivament; sense alterar l�acumulació de CE produïda per les fraccions no 

precipitables d�ambdós tipus de LDL modificades (fig 3C, article I). Resultats que concorden 

amb els obtinguts per microscòpia òptica amb la que s�observà que la inhibició del LRP 

portava a una menor adhesió de les versicà-LDL  a la superfície de les CML (fig 3D, article I). 

 
Coneguda la capacitat dels versicà (CSPG) de modificar les LDL, es passà a 

caracteritzar els PGs sintetitzats per les CML i pels fibroblasts. S�empraren fibroblasts com a 

cèl·lules control, ja que en nombrosos estudis previs s�havien emprat aquest tipus cel·lular per 

analitzar el paper dels HSPG i del LRP en la captació de diferents lligants. D�altra banda, 

s�estudià la possible implicació dels CSPG i dels HSPG, en el mecanisme de captació i 

internalització de les LDLag (s�escollí aquest model donada la semblança entre les LDLag i 

les versicà-LDL observada en l�article I). 

 
I.4. Caracterització dels proteoglicans sintetitzats per les cèl·lules musculars llises i pels 

fibroblasts 

Els estudis de caracterització de la MEC i de la síntesi de PGs es realitzaren en CML i 

en els fibroblasts MEF, ja que es considerà que els fibroblasts que expressen el LRP (MEF) i 

els que no l�expressen (PEA13) no presenten diferències pel què fa a la síntesi de PGs. Per 

microscòpia electrònica es posà de manifest que tant la matriu pericel·lular de les CML (fig 

2A, article II) com la dels fibroblasts MEF (fig 2B, article II) estava constituïda per una malla 

de col·lagen entrellaçada amb filaments prims de PGs que quedava completament 

desestructurada per l�activitat de la HSI i de la ChABC (fig 2CD, article II).  

Els HSPG i CSPG sintetitzats per les CML i pels MEF es caracteritzaren mitjançant 

marcatge metabòlic ([35S]Na2SO4) i digestió selectiva amb HSI&III i ChABC, 

respectivament. El patró dels PGs sintetitzats (fig I annex (tractament a les 2 h), article II) no 

mostrà diferències significatives entre els tractaments enzimàtics de 2 i 18 h (en presència o 

no de LDLag) en cap dels tipus cel·lulars en estudi. D�aquest anàlisi es deduí que la major 

part de PGs sintetitzats per les CML i les MEF resten a la fracció cel·lular, 58% i 56%, 

respectivament (taula I, article II). Mentre que, la MEC conté un baix percentatge dels PGs 

sintetitzats, un 7% en les CML i un 4 % en les MEF, i la resta són secretats al medi de cultiu. 



RESULTATS 
 
 
 

90 

Tot i que, el patró d�elució dels PGs evidencià que ambdós tipus cel·lulars no secreten HSPG 

al medi de cultiu, la composició de PGs de les fraccions cel·lular i de la MEC presentà clares 

diferències entre CML i MEF. El percentatge de HSPG en les fraccions cel·lular i MEC de les 

cèl·lules MEF fou superior al trobat en les CML. D�altra banda, per SDS-PAGE, es posà de 

manifest que el perlecà semblava ser el HSPG majoritari en les CML, mentre que, en les MEF 

els HSPG trobats tenien el tamany propi del sindecà (fig 1, article II; control de càrrega 

proteica en el SDS-PAGE fig III annex, article II). Pel què fa a la síntesi de CSPG, les 

fraccions de les CML presentaren un major contingut d�aquests PGs respecte les MEF (taula 

I, article II). El patró de bandes (per SDS-PAGE) dels CSPG, especialment de la fracció 

cel·lular, mostrà també diferències de tamanys entre CML i MEF (fig 1, article II). 

 

I.5. Rellevància dels proteoglicans i del LRP en la internalització de les LDLag en les 

cèl·lules musculars llises i en fibroblasts 

Per posar de manifest la contribució dels PGs i del LRP en la captació de les LDLag, 

es treballà amb cèl·lules que expressen el LRP (MEF i CML no tractades amb ODNs 

antisentit contra el LRP) i cèl·lules que no expressen el LRP (PEA13 i CML tractades amb 

ODNs antisentit contra el LRP), totes elles tractades o no amb HSI&III o amb ChABC. Les 

cèl·lules es preincubaren amb els diferents tractaments enzimàtics durant 2 h, prèvia addició 

de les lipoproteïnes, les quals es mantingueren en el medi de cultiu durant 18 h. 

En les CML, els estudis d�acumulació de CE evidenciaren la capacitat de les LDLag 

d�induir altes concentracions intracel·lulars de CE de manera dosi-resposta (fig 3, article II). 

Acumulació que no s�observava en les CML tractades amb ODNs antisentit contra el LRP, en 

concordància amb el paper del LRP en la unió i internalització de les LDLag prèviament 

descrita en el nostre grup (Llorente-Cortés V 2000). Aquestes dades es corroboraren amb les 

imatges de microscòpia òptica que mostraren com la inhibició del LRP portava a una 

important davallada en l�adhesió de LDLag a la superfície cel·lular (veure fig 3D, article I). 

D�altra banda, l�eliminació dels HSPG en les CML, portà a una reducció de l�acumulació de 

CE (derivada de les LDLag) de fins un ≈38 % (fig 3, article II), en concordància amb la 

lleugera davallada en l�adhesió de les LDLag a la superfície cel·lular (fig IIC annex, article II), 

permetent mantenir encara uns nivells considerables d�acumulació de CE (fig 3, article II). 

Mentre que, l�eliminació dels CSPG no modificà significativament els nivells intracel·lulars 

de CE (fig 3, article II).  
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Pel què fa als fibroblasts, l�absència de LRP en les PEA13 induia una davallada d�un 

≈53 % en l�acumulació de CE derivada de la captació de les LDLag, a diferència de l�efecte 

de l�absència de LRP en les CML que produïa una davallada del 80 % (fig 3, article II). 

Resultats que concordaven amb l�adhesió de les LDLag observada en la superfície cel·lular, 

per microscòpia òptica (fig II BE annex, article II). Cal destacar que, l�eliminació dels HSPG 

inhibia completament l�acumulació de CE induïda per les LDLag tant en les MEF com en les 

PEA13 (fig 3, article II). Les imatges de microscòpia òptica corroboraven aquests resultats, ja 

que mostraven com la degradació dels HSPG en les MEF i PEA13 era capaç de bloquejar 

completament l�adhesió de les LDLag a la superfície cel·lular (fig IIDF annex, article II), 

portant a una completa inhibició de l�acumulació de CE (fig 3, article II). Mentre que, 

l�eliminació dels CSPG no modificava significativament els nivells intracel·lulars de CE en 

ambdós tipus de fibroblasts (fig 3, article II). 

Analitzant les dades d�acumulació lipídica obtinguda dels diferents tractaments en les 

diferents línies cel·lulars es pot deduir que, els HSPG poden actuar com a receptors de LDLag 

en les MEF, però no en les CML. En les CML el LRP és imprescindible per la captació de les 

LDLag. Tot i això, els resultats posaren de manifest que tant en les CML com en les MEF 

existeix un mecanisme de cooperació entre LRP i HSPG. Les observacions esmentades es 

resumeixen en la taula que s�adjunta a continuació. 

 

 

Taula I. Càlcul aproximat de la contribució dels HSPG i del LRP en la internalització de 
lipoproteïnes 
 

CML Fibroblasts 

Contribució dels 
HSPG 

Cooperació  
HSPG i LRP 

Contribució del  
LRP 

Contribució dels 
HSPG 

Cooperació  
HSPG i LRP 

Contribució del 
 LRP 

1% 26% 58% 41% 25% 12% 
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II. INTEGRACIÓ RESULTATS ARTICLES III I IV 

 
 

En els dos primers treballs (articles I i II) es posà de manifest la implicació del receptor 

LRP en la unió i internalització de LDL modificades (LDLag i versicà-LDL). Resultats que 

fan pensar que el LRP podria tenir un paper clau en la inducció d�acumulació lipídica 

intracel·lular en les CML, afavorint així la seva transformació en cèl·lules escumoses, 

esdeveniment clau pel desencadenament de l�aterogènesi.   

S�ha descrit que el LRP té una elevada expressió tant en vasos sans com en lesió 

ateroscleròtica. Però, es coneix poc sobre la seva expressió i regulació en les CML presents 

durant la progressió de la placa ateroscleròtica en coronàries humanes. Així doncs, ens 

plantejàrem analitzar els nivells d�expressió del LRP en CML procedents d�artèries sanes i/o 

ateroscleròtiques. D�altra banda, a fi d�establir els mecanismes que regulen els nivells 

d�expressió i activitat del LRP en les CML, estudiàrem la possible implicació del lípid en la 

regulació del LRP, analitzant els nivells d�expressió del LRP en CML humanes en les que 

s�induïen elevats nivells de colesterol intracel·lular per incubació amb LDLag. Estudis que es 

contrastaren amb l�anàlisi dels nivells del LRP en la paret vascular d�animals amb 

hipercolesterolèmia induïda per dieta.   

 

II.1. Efecte de la internalització de les LDL i LDLag en la regulació de l�expressió dels 

receptors LRP i del rLDL en cultius de cèl·lules musculars llises 

La incubació durant 48 h de les CML amb LDLag induia uns nivells d�acumulació de 

CE d�unes tres vegades superior als produïts per les LDLn, les quals tant sols portaven a un 

lleuger augment en els nivells de CE intracel·lulars (fig 1, article III). L�estudi de 

d�acumulació lipídica en CML procedent d�artèries coronàries sanes i/o ateroscleròtiques, 

evidencià que la capacitat d�acumular CE (per la incubació amb LDLag) al llarg del temps era 

superior en les CML derivades de zones de placa (fig 1, article IV). Però no s�observaren 

diferències significatives entre ambdós tipus cel·lulars pel què fa  a l�acumulació lipídica 

intracel·lular induïda per la incubació amb LDLn. Aquesta internalització incrementada de 

LDLag anava associada amb uns nivells d�expressió del LRP significativament més elevats, 

tant a nivell d�ARNm com de proteïna, en aquelles CML que derivaven de lesions 

ateroscleròtiques (fig 2AC, article IV). D�altra banda, la incubació de les CML amb LDLn o 

LDLag produí un increment en els nivells d�ARNm del LRP al llarg del temps i de manera 
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dosi-resposta (fig 2AC, article III). Cal dir però, que la inducció causada per les LDLn fou 

inferior a la produia per les LDLag a qualsevol dels temps estudiats.  S�assolia un màxim 

d�inducció a les 24 h d�incubació, temps en el qual la síntesi proteica del LRP també es veia 

incrementada de manera diferencial pel tractament amb LDLn o LDLag (fig 3, article III). 

Paral·lelament i com a control, s�estudiaren els nivells d�expressió del rLDL. Els 

estudis en CML derivades de coronàries sanes i/o ateroscleròtiques indicaren que l�expressió 

del rLDL era substancialment més baixa que la del LRP independentment de l�origen de les 

CML (fig 2AB, article IV). A més, es posà de manifest que l�expressió del rLDL era 

significativament més baixa en les CML procedents de lesions ateroscleròtiques respecte a les 

derivades d�artèries sanes (fig 2B, article IV). Resultats que concorden amb el fet que 

l�expressió del rLDL s�inhibia inclús per la incubació de les CML amb concentracions baixes 

d�ambdues lipoproteïnes (LDLn i LDLag) (fig 2D, article III). D�altra banda, tot i que, tant les 

LDLn com les LDLag eren capaces de reduir els nivells d�ARNm del rLDL al llarg del temps 

(fig 2B, article III), la reducció produïda per les LDLn era ja evident a les 6 h d�incubació, 

mentre que, l�efecte de les LDLag s�evidenciava a les 12 h. Amb tot, s�observà una lleugera 

reversió d�aquesta inhibició a partir de 24 h d�incubació amb ambdós tipus de lipoproteïnes. 

 

II.2. Hipercolesterolèmia i expressió del  LRP en la paret vascular  

A fi de corroborar els resultats obtinguts en els cultius cel·lulars, que mostraven com 

l�entorn lipídic pot modular l�expressió del receptor LRP, es portaren a terme estudis 

d�hibridació in situ amb els que s�estudià si la hipercolesterolèmia (en el model porcí) pot 

modular l�expressió d�aquest receptor en la paret vascular.  

Els animals hipercolesterolèmics presentaven un increment significatiu dels nivells 

plasmàtics de lípids respecte als normocolesterolèmics (taula, article III) i una incipient lesió 

ateroscleròtica a la paret vascular (fig 6AB, article III). Cal destacar que, els anàlisis 

d�hibridació in situ demostraren un significatiu increment en l�expressió del receptor en la 

línia íntima-mitja (just per sota de les zones de desenvolupament de placa ateroscleròtica) en 

els animals hipercolesterolèmics respecte als normocolesterolèmics (fig 6, article III). 

 Els resultats obtinguts en els animals hipercolesterolèmics es contrastaren amb estudis 

en mostres de coronàries humanes amb lesions ateroscleròtiques en diferents estadis de 

progressió. Les mostres de coronària es sotmeteren a tinció per Tricròmic de Masson (fig 4AB, 

article IV) per tal de classificar les lesions en: grup I (lesions inicials: baix engruiximent 

arterial), grup II (lesions de creixement mitjà), grup III (lesions avançades d�alt risc) i grup IV 
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(lesions severes). L�anàlisi immunohistoquímic del lípid present en la paret vascular 

(quantificant apoB100 i per tinció ORO) mostrà que, en progressar les lesions s�incrementava 

significativament la deposició lipídica en l�íntima (fig 3A, article IV). D�altra banda, els 

resultats obtinguts en el model porcí concordaven amb els obtinguts de mostres humanes on 

s�observà un increment de l�expressió del LRP amb la progressió de la lesió (fig 3C i fig 4, 

article IV).  

 

II.3. Rellevància dels SREBPs en el control de l�expressió del LRP 

S�ha descrit que el rLDL està altament regulat pels nivells intracel·lulars de colesterol. 

El rLDL, igual que la resta de gens involucrats en el metabolisme lipídic, conté una regió 

consens per SRE en el promotor, permetent ser regulat mitjançant proteïnes SREBPs. El 

receptor LRP conté un SRE en una regió inusual en l�extrem 5� de la regió no traduïda del gen 

que, tot i no trobar-se en el promotor, es podria pensar que intervingués en la regulació del 

LRP via les proteïnes SREBPs. Així doncs, ens plantejàrem analitzar la possible implicació 

d�aquests SREBPs en la regulació dels nivells d�expressió del LRP.  

La incubació de les CML amb concentracions elevades d�ambdues lipoproteïnes 

(LDLn i/o LDLag) portà a una completa davallada de l�expressió de l�ARNm del SREBP-2 

sense alterar els nivells del SREBP-1 (fig 4A, article III). Els estudis al llarg del temps 

mostraren que, seguint el patró de regulació del rLDL (fig 2B, article III), hi havia un retràs en 

la regulació a la baixa del SREBP-2 induïda per les LDLag (12 h) comparat amb l�efecte que 

produïen les LDLn (6 h) (fig 4B, article III). D�altra banda també s�observà una lleugera 

reversió en l�expressió del SREBP-2 a partir de les 24 h d�incubació amb ambdós tipus de 

lipoproteïnes, efecte que també s�apreciava en els nivells del rLDL (fig 2B, article III). 

Per confirmar la implicació del SREBP-2 en el mecanisme de control d�expressió del 

LRP, s�analitzà l�efecte d�un inhibidor del catabolisme dels SREBPs (ALLN) en l�expressió 

del rLDL i en el LRP. L�increment en l�expressió del LRP produïda per les LDLn i/o LDLag 

es veié completament revertida, per efecte de l�ALLN, tant a nivell d�expressió (nivells 

d�ARNm i proteïna) com de funcionalitat del receptor (acumulació de CE intracel·lular) (fig 5, 

article III). Com a control, s�analitzà l�expressió del rLDL observant-se que el tractament amb 

ALLN impedia la regulació a la baixa del rLDL que exerceixen d�ambdues lipoproteïnes (fig 

5AC, article III). 
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II.4. Efecte del contingut lipídic intracel·lular en la supervivència de les cèl·lules 

musculars llises  

El fet que l�elevada acumulació de CE intracel·lular en les CML, facilitada per una 

positiva regulació del LRP, portaria a la seva transformació en cèl·lules escumoses, fa pensar 

en un possible canvi en la funcionalitat i viabilitat de les CML. Així, ens plantejàrem analitzar 

els efectes del contingut lipídic intracel·lular en la supervivència de les CML.  

Els estudis immunohistoquímics en coronàries humanes mostraren una davallada en la 

presència de la CML en l�íntima arterial durant la progressió de la lesió (fig 3B, article IV) 

paral·lelament amb un increment en el contingut lipídic (fig 3A, article IV). Així doncs, es 

decidí estudià si l�entorn lipídic i/o el contingut lipídic intracel·lular podien condicionar la 

supervivència de la CML.  

Els estudis de proliferació cel·lular (incorporació de [3H]timidina) mostraren que la 

internalització de LDLn o LDLag no modificava el grau de proliferació de les CML procedent 

de coronàries sanes (fig 5, article IV). Mentre que, ambdós tipus de lipoproteïnes 

incrementaven significativament la síntesi d�ADN en les CML procedents de lesions 

ateroscleròtiques (fig 5, article IV). D�altra banda, la presència de PDGF-вв incrementava el 

grau de proliferació de les CML derivades de regions sanes, però no es veié modificada la 

proliferació de les CML procedents de regions ateroscleròtiques, independentment de la 

presència o no de lipoproteïnes. 

Per corroborar els estudis de supervivència, s�analitzà si la internalització de 

lipoproteïnes modificava l�índex Bcl2/Bax, marcador d�apoptosi. S�observà que, tot i que les 

CML de zones de placa tenien un índex Bcl2/Bax més baix que les CML procedents de 

regions sanes, la presència de lipoproteïnes (LDLn o LDLag) no modificava aquest índex en 

cap dels dos tipus cel·lulars (fig 6A, article IV). D�altra banda, s�emprà com a control l�estudi 

del gen CPP32, gen que incrementa la seva expressió en estadis avançats d�apoptosi. No 

s�observaren diferències significatives en els nivells d�expressió de CPP32 ni a nivell 

d�ARNm (fig 6B, article IV) ni a nivell de proteïna (fig 6C, article IV) entre CML procedents de 

regions sanes o de regions amb lesió ateroscleròtica.  
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III.1. ARTICLE I. 
Llorente-Cortés V, Otero-Viñas M, Hurt-Camejo E, Martínez-González J, Badimon L. 

Human coronary smooth muscle cells internalize versican-modified LDL through LDL 

receptor-related protein and LDL receptors.  

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22:387-393. Science Citation index (SCI): 

6,35. 
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Methods 

 
Materials 
 Cell culture medium and reagents were from Gibco Laboratories (Renfrewshire, UK). ECL 
chemiluminiscent detection system was purchased from Amersham. Anti-LDL receptor antibodies 
(LP02) and anti-LRP β chain (clone 8B8 RDI 61067) were purchased from Oncogene and Research 
Diagnostics, Inc, respectively. Bovine lactoferrin and polyinosinic acid (5�), D(+) galactose and fetuin 
were obtained from Sigma Chemical Co. Bicinchoninic acid protein assay were from Pierce 
(Rockford, Illinois). TripureTM isolation reagent, oligodeoxynucleotides, PCR DIG labelling mix and 
Expand TM High Fidelity DNA polymerase were from Roche Molecular Biochemicals. Nytran TM-
plus membranes were from Schleicher & Schuell. M-MLV-RT was from Life Technologies. 
 
Determination of free and esterified cholesterol content 

In order to know the effect of versican-LDL on the cholesterol content of VSMC, arrested 
cells (48 hours) were incubated with increasing concentrations of LDL (20, 40 and 60 µg/mL) for 18 
hours. All the experiments were performed in parallel with the precipitable and non-precipitable 
fractions from versican-LDL and vortexed-LDL. Different ligands such as lactoferrin (50 µg/mL), 
polyinosinic acid (50 µg/mL), galactose (50 mM), fetuin (100 µg/mL) and the  anti-LDL receptor 
antibody (12.5, 25 µg/mL) were tested on the CE accumulation derived from versican-LDL and 
vortexed-LDL (40 µg/mL). Then, cells were exhaustively washed, twice with PBS, twice with 
PBS/1% BSA and twice with PBS/1% BSA/heparin 100 U/mL before harvesting into 1 mL of  0.10 
mol/L NaOH. Lipid extraction and TLC was performed as previously described.27,28  
 
RT-PCR  
 Total RNA and protein were isolated by using the Tripure ReagentTM according to the 
manufacturer. LRP mRNA levels were analyzed by RT-PCR. 0.5 µg RNA was reverse transcribed in a 
15 µL reaction mixture containing 0.02 µg/µL oligo-dT, 20 U RNAsin, 1 mmol/L dNTPs, 20 mM 
DTT, 200 U M-MLV-RT, 50 mmol/L Tris-HCl pH 8.3, 75 mmol/L KCl and 3 mmol/L MgCl2. 
Reaction was performed at 42ºC for 1 hour. The cDNA obtained was diluted 1:2. An aliquot of 1 µL 
of this dilution was amplified in a 25 µL reaction mixture containing: 2.5 µL PCR DIG labelling mix, 
1.3 U Expand TM High Fidelity DNA polimerase and 100 ng of each specific oligonucleotides in 
1xbuffer and 1.5 mmol/L MgCl2. The specific oligonucleotides selected were: LRP: 5�-
ccagaagattgatggcactg-3� (upper primer), 5�-tagacactgccactccgata-3�(lower primer). Levels of 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  (GAPDH) were used to normalize results using the 
following primers: 5�-ttcaccaccatggagaaggc-3� (upper primer), 5-gcagggatgatgttctgggc-3�(lower 
primer). Amplification was carried out by 18 (GAPDH) or 20 (LRP) cycles of 94ºC 30��, 53ºC 40�� 
and 72ºC 1 min followed by a final extension of 72ºC 7 min. PCR products (10 µL) were resolved by 
electrophoresis in 1.5%-2% agarose gels and transferred onto nylon membranes by standard capillary 
technique. Blots were UV cross-linked. Detection of digoxigenine (DIG)-labelled nucleic acids was 
performed with an anti-DIG antibody linked to alkaline phosphatase and CSPD was used as substrate. 
 

Western blot  
Between 15-20 µg of total protein were separated on 7.5% polyacrylamide gels under non-

reducing conditions. Proteins were blotted onto nitrocellulose membranes at 40 mA for 2 h at 4ºC. The 
residual binding capacity of the membranes was blocked with 5% non-fat milk in 10 mmol/L Tris pH 
7.5, 100 mmol/L NaCl, 0.1% Tween 20. Blots were incubated with monoclonal antibodies against 
human anti-LRP β chain (RDI-PRO61067, Research Diagnostics). Bound antibody was detected by 
using the appropiate horseradish peroxidase-conjugated antibody. Signals were detected with the ECL 
chemiluminiscent detection system on a standard X ray system. 
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Results 

 

 
 

 

Figure IV. 
 Effect of increasing concentrations of nLDL, versican-
LDL and vortexed-LDL on the cholesterol content of 
human VSMC. VSMC were incubated with increasing 
concentrations (20, 40, 60 µg/mL) of nLDL (squares), 
precipitable and non-precipitable fractions from 
versican-LDL (circles) and vortexed-LDL (triangles). 
After this period, VSMCs were exhaustively washed and 
harvested for measurament of CE (solid symbols) and 
FC (open symbols) A, TLC showing the FC and CE 
bands corresponding to VSMC incubated with the 
precipitable fractions. B, Line graph showing the 
quantification of CE bands and FC bands in VSMC 
incubated with the precipitable fraction. C, Line graph 
showing the quantification of CE and FC from VSMCs 
incubated with the non-precipitable fraction. Results are 
expressed as µg cholesterol per milligram protein and are 
shown as mean ± SEM of one representative experiment 
performed in triplicate. 

 

 
 
Figure V.  
Effect of the antibodies anti-LDL receptor on the CE 
accumulation induced by nLDL and versican-LDL. 
VSMC were incubated with nLDL, with the total 
precipitable fraction and the filtrate (40 µg/mL) from 
versican-LDL and with the non-precipitable fraction 
of versican-LDL and simultaneously with increasing 
concentrations of monoclonal anti-LDL receptor 
antibodies (12.5, 25 µg/mL) for 18 hours. A, TLC 
showing the bands corresponding to FC and CE of 
VSMC incubated with the precipitable fraction from 
versican-LDL and nLDL. B, Line graph showing the 
quantification of CE bands of VSMC incubated with 
nLDL (triangles), total precipitable fraction 
(squares), filtrate (cicles) and non-precipitable 
fraction from versican-LDL (diamond). Results are 
expressed as µg cholesterol per milligram protein 
and are shown as mean ± SEM of three independent 
samples from one representative experiment.  
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Figure VI. Effect of LRP ODN treatment on LRP expression by VSMC. VSMC were treated with LRP ODN as 
explained in Methods. RNA and protein were isolated after  collecting the cells in TripureTM isolation reagent. A, 
RT-PCR showing LRP mRNA expression in VSMC incubated with antisense LRP ODN (AS) or sense LRP 
ODN (S) against nontreated VSMC (control). The bar graph represent normalized values against GAPDH bands 
intensities (arbitrary units) of three independent experiments. B, Western blot analysis using specific anti-LRP β 
chain (85 kDa) antibodies. The bar graphs represent the quantification of the band intensities (arbitrary units) of 
two different experiments. 
  

 

Table I. Effect of different ligands on the CE accumulation derived from versican-LDL and 
vortexed-LDL uptake in human VSMC. 
 
    nLDL                       Versican-LDL                           Vortexed-LDL              

 
Ligand 

 

    
precipitable 

 
Non-

precipitable 

  
precipitable 

 
Non-

precipitable 

 
None 

 

  
17.06±2 

  
80.54±3.7 

 
29.90±2.5 

  
176.65±14.9 

 
26.81±13.5 

Lactoferrin 
(50 µg/mL) 

       4.02±1.2*  38.17±2.8* 9.63±1.4*  40.35±11.2* 8.6±1.5* 

Polyinosinic 
acid 

    (50 µg/mL) 

  
20.64±1.3 

  
76.02±5.7 

 
33.10±2.2 

  
174.52±10.70 

 
30.80±5.6 

Galactose 
(50 mM) 

 19.32±5.0  87.73±5.9 34.10±2.0  180.62±13.2 38.45±2.5 

Fetuin 
(100 µg/mL) 

 17.35±6  95.05±3.2 33.60±1.6  185.40±6.5 24.80±6.1 

Cells were incubated for 18 hours with nLDL, the precipitable and non-precipitable fractions of versican-LDL and 
vortexed-LDL and simultaneously with the different ligands tested. Data are expressed as µg CE per mg protein 
and are shown as the mean±SEM of triplicate samples of one representative experiment. *p<0.05, vs CE in 
untreated cells.  
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III.3. ARTICLE II 
 Llorente-Cortés V*, Otero-Viñas M*, Badimon L. Differential role of heparan sulfate  

 proteoglycans on aggregated LDL uptake in human vascular smooth muscle cells and  

 mouse embryonic fibroblasts.  

*Ambdós autors han contribuït per igual a l’article. 

 Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22:1905-1911. SCI: 6,35. 
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Figure I. Representative chromatography of PG synthesized by human VSMC and MEF. PG of the medium, 
cellular and ECM fractions from untreated (romboid), HSI&III-treated cells (squares) and ChABC-treated cells 
(triangles) were applied onto an anion-exchange column equilibrated in a buffer containing urea 8 mol/L, Tris 20 
mmol/L, 0,5% Triton X-100, pH 7,5. PG were eluted with a linear NaCl gradient at 0,5 mL/min and fractions 
(2,5 mL) were collected. Total counts in each fraction were determined. Y-axis scales are adjusted to the counts 
obtained in each fraction.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II. Effect of HS-PG depletion on agLDL binding by human VSMC and MEF. Non-enzymatically treated 
VSMC (A), MEF (B) and PEA 13 (E) or HSI&III (4 U/mL)-treated VSMC (C), MEF (D) and PEA 13 (F) were 
incubated with agLDL (100 µg/mL) for 18 hours. VSMC were then washed with PBS and photographed 
(magnification x 100). Arrows indicated LDL aggregates bound to the cell surface. 
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Figure III. Characterization of PG by SDS-PAGE. Representative stained gel of the proteins in the medium, cell 
and ECM fractions from untreated, HSI&III-treated cells and ChABC-treated cells. 
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III.5. ARTICLE III 
Llorente-Cortés V, Otero-Viñas M, Sánchez S, Rodríguez C, Badimon L. Low-density 

lipoprotein receptor-related protein expression in vascular smooth muscle cells. 

Possible involvement of sterol regulatory element binding protein-2-dependent 

mechanism. 

Circulation. 2002;106:3104-3110. SCI: 10,25. 
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III.6. ARTICLE IV 
Llorente-Cortés V*, Otero-Viñas M*, Berrozpe M, Badimon L. Intracellular lipid 

accumulation, Low density lipoprotein receptor-related protein expression, and cell 

survival in vascular smooth muscle cells derived from normal and atherosclerotic 

human coronaries. 

*Ambdós autors han contribuït per igual a l’article. 

Eur J CLin Invest (en premsa). SCI: 2,19. 
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Intracellular lipid accumulation, Low density lipoprotein receptor-related protein 

expression, and cell survival in vascular smooth muscle cells derived from normal and 

atherosclerotic human coronaries. 
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Abstract 

Background Vascular smooth muscle cells (VSMC) regulation during atherosclerotic 

plaque progression is determinant for plaque stability. 

Aims To study lipid accumulation, Low density lipoprotein receptor-related protein 

(LRP) expression, and cell survival in VSMC isolated from non-atherosclerotic areas (normal 

VSMC) and advanced atherosclerotic plaques (plaque-VSMC) of human coronaries.  

Design  Normal or plaque-VSMCs were obtained from the intima by a modification of 

the explant technique. 

Results. Aggregated LDL (agLDL) (100 µg/mL) internalization induced higher 

intracellular cholesteryl ester (CE) accumulation in plaque-VSMC compared to normal 

VSMC (89.28±6.1 vs 60.34±4.1 µg CE/mg protein; P<0.05). This internalization was 

associated to LRP expression since plaque-VSMC show higher levels of LRP mRNA 

(6.06±0.55 vs 3.87±0.28; P<0.05) and LRP protein expression than normal VSMC. However, 

plaque-VSMC showed lower proliferative response than normal VSMC (6536±636 vs 

11151±815 cpm [3H]thymidine; P<0.05) and did not respond to platelet derived growth factor 

BB (PDGF-BB) stimulus. In agreement, Bcl2/BAX ratio was significantly lower in plaque-

VSMC compared to normal VSMC (0.14±0.05 vs 0.51±0.07; P<0.05) and it was independent 

of lipid loading. 

Conclusions  These results indicate that higher intracellular lipid deposition in plaque-

VSMC is related to higher LRP expression levels. However, LRP-mediated agLDL 

internalization is not directly related to the reduced survival of plaque-VSMC. 

 

Keywords  Human vascular smooth muscle cells, aggregated LDL, Low density 

lipoprotein receptor-related protein, DNA synthesis, cholesteryl esters. 

 There are several receptors that may contribute to intracellular cholesterol 

accumulation in the vascular wall, mainly scavenger receptors (SRs), VLDL receptor, LDL 

receptor and Low density lipoprotein receptor-related protein (LRP) [1,2]. With the exception 

of LDL receptor, the other receptors are highly expressed in atherosclerotic lesions [3-5]. SRs 

mediate the uptake of many negatively charged ligands including oxidized LDL [6,7]. In 

contrast, LRP has been shown to act as an endocytosis-mediated receptor for different plasma 

lipoproteins such as apolipoproteinE-enriched VLDL [8,9], lipoprotein lipase, hepatic lipase 

and lipoprotein lipase-trygliceride-rich lipoprotein complexes [10,11], chylomicron remnant 
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[12], lipoprotein (a) [13]. We recently demonstrated that aggregated LDL (agLDL), one of the 

main modifications of LDL in the intima arterial [14,15], is bound and internalized through 

LRP, receptor that is upregulated by agLDL uptake in human VSMC and by 

hypercholesterolemia in the vascular wall [16-19]. Furthermore, LRP-mediated agLDL 

internalization could be considered as one of the main mechanisms for VSMC intracellular 

lipid deposition. VSMC are the main cellular component in the healthy vessell wall and the 

lost of VSMC content is a key factor determining vascular wall stability during 

atherosclerotic lesion progression. VSMC number has been described to be regulated by 

proliferative [20,21] and apoptotic mechanisms [22]. In advanced atherosclerotic plaques, 

apoptotic VSMC have been detected [23] and there is higher apoptotic rate in VSMC isolated 

from advanced lesions [24]. Besides a wide variety of growth factors identified in 

atherosclerotic plaques that induce apoptosis [25], oxidized LDL also seems to induce VSMC 

apoptosis [26]. In contrast, lipid accumulation derived from agLDL, highly present in the 

arterial intima, prevent apoptosis of macrophages [27]. It is unknown whether agLDL uptake 

regulate VSMC survival.  This study has analyzed agLDL internalization and LRP expression 

in VSMC derived from healthy and atherosclerotic coronary vessels. Our results indicate 

higher LRP expression levels and higher intracellular cholesterol accumulation derived from 

agLDL uptake in plaque-VSMC. However, LRP-mediated agLDL internalization was not 

associated to the lower DNA synthesis and the lower Bcl2/BAX survival ratio of plaque-

VSMC.  

 

Methods 

 Coronary artery sampling 

 Human coronary arteries were obtained from explanted hearts immediately after 

surgical excision at transplant operations performed at the Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau.All procedures were approved by the Institutional Review Committee. Coronary arteries 

were dissected, immersed in cell maintenance media, examined under low magnification with 

a zoom stereo microscope and classified in two categories: areas with or without 

atherosclerotic as deduced from absence of fibro-fatty tissue or visible plaques [28,29]. At this 

point, samples were used either for immunohistochemistry or cell culture.  
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Immunohistochemical analysis  

 Immunohistochemistry specimens were immersed in fixative solution (4% 

paraformaldehyde in 0.1 mol/L PBS, pH 7.4 overnight at 4ºC), sectioned into blocks, 

cryoprotected and frozen [29]. Vessels were cross-sectionally cut and consecutive sections (5 

µm thick) were collected on chromopotassium-gelatin coated slides for 

immunohistochemistry or conventional staining and stored at �20ºC until tested. Masson 

Trichromic staining (performed in representative cross-sectional preparations from each 

block), allowed to classify the lesions into group I (initial lesions, arterial intimal thickening 

(AIT), n=8), group II (mild growing lesions: type I-II and III, n=15), group III (advanced high 

risk lesions: type IV-V, n=8), group IV (severe lesions: type VII-VIII, n=10). 

Sections were thawed and blocked with PBS-1% bovin serum albumin (BSA) for 1 hour at 

room temperature. After washing in PBS, sections were incubated with primary antibodies 

diluted 1/50-1/10 (depending on the antibody) during 3 hours at RT or diluted 1/100-1/400 

overnight at 4ºC. As secondary antibodies, horseradish peroxidase-conjugated rabbit 

antimouse IgG alkaline phosphatase-conjugated rabbit antimouse Ig diluted 1/1000 were used. 

The antibodies, their specificity and source are detailed in Table I. Several sections from 

independent blocks were processed. Incubations with only primary or secondary antibodies 

were simultaneously performed as a control of the immunostaining procedure. Controls using 

nonimmune sera from mouse and rabbit were also carried out. Nuclei were counterstained 

with Hoechst 33258 colorant. 

 

Table I. Characteristics of the antibodies used in immunohistochemical studies 

 
Antibodies Specificity Source Type Acquisition 
 
Anti LRP α2 

 
LRP α2 

 
Mouse 

 
Monoclonal 

 
Research Diagnostica  

Anti LDL receptor LDL receptor Rabbit Policlonal Amersham 
Anti α-actin Smooth muscle cells Mouse Monoclonal Dako 

 

 

Human coronary VSMC isolation  

 Primary cultures of human VSMC were obtained from human coronary arteries of 

explanted hearts at transplant operations performed at the Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau. Normal or plaque-VSMC were obtained from the intima of non-atherosclerotic areas 

(n=5) or advanced atherosclerotic lesions (group III) (n=4) respectively, by means of a 
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modification of the explant technique [28,29]. In three cases,VSMC were obtained from 

normal and atherosclerotic segments of the same coronary artery (Table II). Cultures from 

individual patients were maintained as separate cultures and cells were not pooled. 

Subconfluent cells were passaged by trypsinization. Cells derived from 2nd passage were used 

in order to preserve most of their in vivo properties. VSMC were growth in medium 199 

containing 20% foetal calf serum (FCS) plus 2% human serum, were arrested in medium with 

0.4% FCS for 48 hours and then incubated with LDL in absence of FCS or lipoprotein 

deficient serum (LPDS). 

 

Table II. Patient characteristics 

 
Age  Sex  Clinical status 

Normal VSMC 

H92   25  M  Motor vehicle accident  
H95   59  M  Ischemic cardiopathy 
H108   57  M  Ischemic cardiopathy 
H110   14  F  Nonischemic cardiopathy 
H112   25  F  Nonischemic cardiopathy 
 

Plaque VSMC 

H95   59  M  Ischemic cardiopathy 
H108   57  M  Ischemic cardiopathy 
H79   61  M  Nonischemic cardiopathy 
H112   25  F  Nonischemic cardiopathy  

 

 

LDL preparation and determination of the free and cholesteryl ester content 

 Human LDLs (d1.019-d1.063 g/mL) were obtained from pooled sera of 

normocholesterolemic volunteers and modified by vortexing as previously described [30]. 

LDL preparations were less than 48 hours old, non-oxidized (less than 1.2 mmol 

malonaldehyde/mg protein LDL) and without detectable levels of endotoxin (Limulus 

Amebocyte Lysate test, Bio Whittaker). Quiescent normal or plaque-VSMC from H95,  H108 

and H112 patients were incubated with increasing concentrations of native LDL (nLDL) or 

agLDL (50,100,200 µg/mL) for 24 hours. Then exhaustively washed and harvested into 0.10 

mol/L NaOH. Lipid extraction and thin layer chromatography (TLC) was performed as 

previously described [30]. 
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Real-time PCR 

Quiescent VSMC were incubated with nLDL or agLDL (100 µg/mL) for 24 hours. 

Cells were washed with PBS and total RNA and protein were isolated by using the TripureTM 

isolation Reagent (Roche Molecular Biochemicals) according to the manufacturer. LRP and 

LDL receptor mRNA were analyzed by real-time PCR as previously described [19]. TaqMan 

fluorescent Real-Time PCR primers and probes (6'FAMMGB) for LRP and LDL receptor 

were designed by use of Primer Express software from PE biosystems. The specificity and the 

optimal primer and probe concentrations were tested. Bcl2 (Hs00153350) BAX (Hs00180269) 

and CPP32 (Hs00263337) were used as �assay on demand� (PE biosystems). Human 18S 

rRNA (4 319413E) and gapdh (4326317E) were used as endogenous control (PE 

Biosystems). Taqman real-time PCR was performed with 2 µL/well of RT products (1 µg 

total RNA) in 25 µL of TaqMan PCR Master Mix (PE Biosystems) with the primers at 300 

nmol/L and the probe at 200 nmol/L. PCR was performed at 95ºC for 10 min (for  AmpliTaq 

Gold activation) and then run for 40 cycles at 95ºC for 15 seconds and 60ºC for 1 minute on 

the ABIPRISM 7000 Detection System (PE biosystems). The threshold cycle (Ct) values 

were determined and normalized to the housekeeping gene gapdh or 18S rRNA as needed. 

Since the targets have  similar amplification efficiency than endogenous controls, we have 

used the comparative Ct method (delta delta Ct) to perform relative quantification of LRP, 

LDL receptor, Bcl2 and BAX. 

 

Western blot analysis 

SDS-PAGE was run as previously described [17]. Blots were incubated with 

monoclonal antibodies against human LRP (β-chain, Research Diagnostics, clone 8B8 RDI 

61067, dilution 1:40) or against human CPP32 (Transduction Laboratories, clone 19, dilution 

1:1000). To test equal protein loading for the different samples, blots were also incubated 

with monoclonal antibodies against human α-actin (Dako, clone 1A4, 1:10000). 

 

DNA synthesis 

Proliferation assays were performed in VSMC (2nd passage) obtained from normal and 

atherosclerotic plaque areas of the patient H95 and H108. VSMC DNA synthesis was 

measured by [3H]thymidine incorporation. VSMC were seeded in 24-well plates at 20.000 

cells/cm2 and grown to confluence in the current medium. After 48 hours, the growth medium 
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was replaced by an arresting medium containing 0.2% FCS and maintained for a further 24 

hours. At this time, nLDL and agLDL (100 µg/mL) were added to the culture medium and 

maintained for 24 hours. Then, cells were exhaustively washed and cultured in a medium 

containing 1 µCi/mL [3H]thymidine in the absence or presence of 10-9 mol/L PDGF-BB for 

24 hours. At the end of this period, the cells were washed with PBS, fixed with cold methanol 

95% for 5 min and incubated with 10% trichloroacetic acid (TCA) for 10 min in an ice-bath. 

Then, the cells were dissolved in 0.10 mol/L NaOH and the amount of  [3H]thymidine 

incorporated was determined by scintillation using Microbeta 1450 (Trilux). 

 

Image analysis 

Results were evaluated with an Olympus Vanox AHBT3 microscope and  digitalized 

by a Sony 3CCD camera. The expression of LRP and α-actin proteins were semi-

quantitatively assessed by scoring the proportion of staining [31,32]. First, the entire section 

was systematically scanned at 200x magnification and five non-overlaping fields were 

selected to perform the analysis. The percentage of positive staining with each specific 

antibody was determined, by using the Visilog 4.1.2 Image Analysis System, dividing the 

area of the target protein by the total area of the field. In some cases, results were normalized 

by the total nuclei number in each field. The results were expressed as percentage of positive 

areas and are shown as the mean±SEM of semi-quantifications from a minimum of five 

sections each, from coronary lesions processed in independent immunostainings.  

 

Statistical analysis 

Comparisons among groups were performed by parametric (one factor ANOVA) or 

non-parametric (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U test) analysis as needed. Statistical 

significance was considered when p<0.05. 

 

Results 

Comparison of cholesteryl ester accumulation from LDL in normal and plaque-

VSMC. 

In order to test whether VSMC-agLDL internalization plays a role in the lipid 

accumulation associated to atherosclerotic lesion progression, normal and plaque-VSMC, 

obtained as described in Methods, were incubated with increasing concentrations of agLDL 
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(50,100, 200 µg/mL) for 24 hours. In three cases VSMC were obtained from normal and 

atherosclerotic segments of the same coronary artery (Table II). Both normal and plaque-

VSMC show undetectable levels of CE (<0.5±0.2 µg CE/mg protein) when cultured in 

absence of LDL. Since the CE content of control VSMC was negligible and LDL reduced 

endogenous cholesterol synthesis to undetectable levels, the increase in CE content observed 

in VSMC reflects the cholesterol that enter through LDL uptake [30]. No significant 

differences were found in CE increase induced by nLDL in plaque versus normal VSMC 

(1.5±0.42 vs 1.35±0.31 µgCE/mg protein at 100 µg/mL). However, agLDL induced higher 

intracellular CE accumulation in plaque-VSMC compared to normal VSMC (89.28±6.1 vs 

60.34±4.1 at 100 µg/mL agLDL, P<0.05; 97.86±6 vs 63.2±3.5 at 200 µg/mL agLDL, P<0.05) 

(Figure 1). nLDL or agLDL did not alter the free cholesterol (FC) content of normal or 

plaque-VSMC (data not shown) [16,17,30]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 1.  Thin layer chromatography analysis of intracellular cholesterol accumulation 
induced by nLDL and agLDL in normal and plaque-VSMC. Line graphs showing 
quantification of CE bands incubated with agLDL (closed symbols) and nLDL (open symbols) 
from TLC in normal (romboid) and plaque-VSMC (circles). Results are expressed as µg CE 
per milligram protein and are shown as mean±SEM of two independent experiments performed 
with VSMC from H95,  H108 and H112 patients. *P<0.05, versus normal VSMC. 

 

Comparison of LRP expression in normal and plaque-VSMC. 

LRP, receptor that binds and internalizes agLDL [16-18], and LDL receptor mRNA 

expression were compared in normal and plaque-VSMC obtained as described in Methods. In 
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coronary artery (Table II). As shown in Figure 2, the levels of LRP mRNA expression were 

much higher than those of LDL receptor mRNA either in normal VSMC (LRP: 3.87±0.28 vs 

LDLr: 0.57±0.16; P<0.05) or plaque-VSMC (LRP: 6.06±0.55 vs LDLr: 0.39±0.15; P<0.05). 

LRP mRNA expression was significantly higher (P<0.05) in plaque-VSMC than in normal 

VSMC (Figure 2A). In contrast, LDL receptor mRNA expression was significantly lower in 

plaque-VSMC (P<0.05) (Figure 2B). VSMC from normal and advanced plaques obtained 

from the same patient followed the pattern described for the rest of samples, there was higher 

LRP expression in VSMC from atherosclerotic lesions. Western blot analysis (Figure 2C) 

showed significantly higher LRP protein expression in plaque-VSMC than in normal VSMC.  
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Figure 2. Real-time PCR analysis of 
LRP (A) and LDL receptor (B) in 
normal and plaque-VSMC. Each 
symbol represents a different patient 
and lines bind the results obtained in 
non-atherosclerotic and 
atherosclerotic areas from the same 
patient. Data were processed with a 
specially designed software program 
based on Ct values of each sample 
normalized to human 18S rRNA. 
Results are expressed as mean of 3 
independent experiments performed 
with VSMC from each patient. SEM 
is not shown in order to simplify the 
Figure C, Western blot analysis 
showing LRP (β-chain) and α-actin 
protein levels in normal (open bars) 
and plaque-VSMC (solid bars). 
Results are expressed as mean±SEM 
of 3 independent experiments 
performed with VSMC from H95, 
H108 and H112 patients. *P <0.05, 
vs normal VSMC 
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Evolution of lipid deposition, α-actin positive cells, and LRP expression during 

atherosclerotic lesion progression in the human coronary arteries. 

Immunohistochemical analysis of lipid (measured as apoB100 and ORO staining), 

VSMC (measured as α-actin) and LRP was performed in the 4 groups of plaques previously 

described in Methods. Image analysis quantification showed a significant increase in intimal 

lipid deposition in group II and group III versus group I (Figure 3A). Figure 3B shows the 

results of the percentage of intimal surface occupied by α-actin. A marked decrease in the 

VSMC α-actin positive cells was observed with atherosclerotic lesion progression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3. Image analysis quantification of lipid, VSMC content and LRP staining in group I, 
group II, group III and group IV lesions. A, Bar graphs showing the percentage of apoB-100 
(open bars) and ORO (closed bars) B, Bar graphs showing the percentage of intimal area 
occupied by VSMC. C, Bar graphs showing the quantification of LRP positive cells in the 
vessel wall. Results are expressed as the percentage of marker positive areas and shown as the 
mean±SEM of semi-quantifications of five sections each, from coronary lesions processed in 
independent immunostainings. *P <0.05, versus group I; �P<0.05, versus group II. 
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(panel A) and group III (advanced high risk lesions) (panel B). In group I lesion, LRP was 

highly expressed in the intima and adventicia with minor expression in the media (panel C). 

However, in high risk lesions, LRP expression was highly detected both in the plaque and the 

internal tunica media (panel D). LDL receptor expression was low and homogeneous both in 

group I (panel E) or group III lesion (panel F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4. Representative Masson Trichromic staining in group I (A) and group III (B) lesions. 
Representative LRP immunostaining in group I (C) and group III (D) lesions. Representative 
LDL receptor immunostaining in group I (E) and group III (F) lesions. l, lumen; i, intima; m, 
media; c, lipid core. Bar: 100 µm.  
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Effects of agLDL loading in normal and plaque-VSMC survival . 

In order to know whether LRP-mediated agLDL internalization was responsible for 

the decrease in VSMC number during atherosclerotic lesion progression, we analyzed DNA 

synthesis and Bcl2/BAX ratio, index of VSMC survival, in normal and plaque-VSMC. As 

shown in Figure 5, plaque-VSMC showed lower DNA duplication rate than normal VSMC in 

absence of LDL (6536±636 vs 11151±815 cpm [3H]thymidine; P<0.05). Neither nLDL nor 

agLDL (100 µg/mL) exerted any significant effect on the proliferative rate of normal VSMC. 

However, both nLDL and agLDL significantly increased [3H]thymidine incorporation of 

plaque-VSMC (P<0.05).  

PDGF-BB efficiently increased the proliferative rate of normal VSMC  (P<0.05). 

However, PDGF-BB  did not significantly alter [3H]thymidine incorporation of plaque-

VSMC independently of the absence or presence of nLDL or agLDL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 5. [3H]thymidine incorporation analysis of VSMC DNA synthesis. Normal and plaque-
VSMC were incubated by nLDL or agLDL (100 µg/mL). Then, VSMC were exhaustively 
washed and incubated with PDGF-BB (10-9 mol/L) and [3H]thymidine (1 µCi/mL) for 24 
hours. Bar graphs showing quantification [3H]thymidine in absence (closed bars) or presence 
(open bars) of PDGF-BB stimulus. Results are expressed as cpm [3H]thymidine x103 
incorporated and are shown as men±SEM of 2 independent experiments performed with 
VSMC from H95 and H108 patients. *P <0.05, PDGF-BB versus no PDGF-BB; �P<0.05, 
LDL versus no LDL; &P<0.05, agLDL versus nLDL. 

 

 As shown in Figure 6A, Bcl2/BAX ratio was significanlty lower in plaque-VSMC 

compared to normal VSMC (plaque-VSMC:0.14±0.05 vs normal VSMC: 0.51±0.07; P<0.05) 

independent of the presence of nLDL or agLDL. No statistically significant differences were 

found in CPP32 expression levels at mRNA (Figure 6B) or protein levels (Figure 6C) 

between plaque and normal VSMC. 
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Figure 6. Real time PCR quantification of Bcl2/BAX mRNA ratio (A) and CPP32 mRNA (B) 
expression levels in normal and plaque-VSMC incubated in the absence (solid bars) or 
presence of nLDL (open bars) or agLDL (hatched bars) (100 µg/mL) for 24 hours. Data were 
processed with a specially designed software program based on Ct values of each sample. 
Results are shown as men±SEM of 3 independent experiments performed with VSMC from 
H95,H108 and H112 patients. B. Western blot analysis showing CPP32 protein and α-actin 
levels in normal and plaque-VSMC incubated in the absence (solid bars) or presence of nLDL 
(open bars) or agLDL (hatched bars) (100 µg/mL) for 24 hours. Results are expressed as 
mean±SEM of 3 independent experiments performed with VSMC from H95,  H108 and H112 
patients. * P<0.05, plaque-VSMC versus normal VSMC. 
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Discussion  

In agreement with the role of LRP on VSMC-agLDL internalization previously 

described in our group [16-19], plaque-VSMC LRP over-expression was associated to 

increased intracellular CE accumulation from agLDL, one of the most important LDL 

modifications in the arterial intima [14,15]. The results obtained in vitro are in agreement with 

the increase in lipid accumulation and LRP expression during coronary atherosclerotic lesion 

progression observed by us and others [3-5]. These results are also in agreement with the 

effect of hypercholesterolemia upregulating LRP expression in the porcine vascular wall [19] 

and in blood mononuclear cells [33]. Taken together, these results indicate that LRP mediated 

agLDL internalization likely contributes to lipid accumulation recruitment in the arterial wall. 

According to the described reduction of the intimal VSMC number with plaque 

progression, we found that plaque-VSMC proliferate less, have no response to PDGF-BB 

stimulus and have lower Bcl2/BAX survival ratio. Although these results indicate that plaque-

VSMC have higher tendency to apoptosis, they are not apoptotic in cell culture since they do 

not show CPP32 overexpression. The higher tendency to apoptosis and limited proliferation 

of plaque-VSMC are phenotypic characteristics that seem not to be lost by subculture and 

they are an intrinsec property of these cells [22,24,25]. In fact, some of the genetic differences 

underlying these properties have been elucidated such as an inability to phosphorylate RB 

(blocking proliferation) [34] and defective IGF-1 signaling in plaque-VSMC [35]. 

Additionally, a role for the LRP receptor limiting cell proliferation has been described in 

different cell types [36-38]. In fact, LRP1 cytoplasmic tail contain residues that can be 

phosphorylated by both protein kinase A and protein kinase C (PKC). Phosphorylation by 

PKC seems to be a key mechanism for LRP mediated signal transduction [39]. Considering 

that PKC is a key regulator of proliferation and apoptosis, the regulation of LRP cytoplasmic 

tail phosphorylation might be a key event determining VSMC fate.  

However, the lower proliferation and survival rate associated to plaque-VSMC were 

not due to higher capacity of plaque-VSMC to internalize agLDL through LRP since agLDL 

increased the proliferation rate of plaque-VSMC in absence of PDGF-BB and agLDL did not 

alter the survival rate Bcl2/BAX or CPP32 expression levels. The lack of pro-apoptotic effects 

of agLDL on VSMC survival is in agreement with the results demonstrating the inhibitory 

effect of agLDL on macrophage activation-induced apoptosis [27] and those obtained by 

Knockx et al that demonstrate how agLDL induces death associated protein (DAP) kinase in 
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human VSMC but not apoptosis [40]. Our results indicate that LRP mediated agLDL uptake 

could be one of the main pro-atherogenic mechanisms increasing intracellular lipid deposition 

in VSMC. However, LRP mediated agLDL uptake seems not to be responsible for the 

reduced survival of plaque-VSMC.   
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