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PALABRAS CLAVE Resumen

Aterosclerosis; Introduccion: La hipoxia se considera un factor clave en la progresion de las lesiones ate-
Hipoxia; roscleroticas. El low density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1) juega un papel
Células vasculares; fundamental en la vasculatura. El proposito de este estudio fue investigar el efecto de la hipoxia
Low density en la expresion y la funcion del LRP1 en células musculares lisas vasculares (CMLV) y el papel
lipoprotein del factor de transcripcion inducible por la hipoxia 1 alfa (HIF-1a).

receptor-related Métodos y resultados: Los analisis por PCR a tiempo real y Western blot demostraron que la
protein-1 (LRP1); hipoxia (1% O;) induce la expresion del LRP1 de manera dependiente del tiempo tanto a nivel
Hypoxia-inducible de ARN mensajero (niveles maximos al cabo de 1y 2h) como de proteina (niveles maximos a
factor-1a (HIF-1a) las 12 y 24h). El retraso en el incremento hipoxico de la proteina del LRP1 en comparacion

con el ARNm podria explicarse por la larga vida media que presenta la proteina del LRP1. Los
ensayos de actividad luciferasa demostraron que la hipoxia y la acumulacion de HIF-1« inducen
la actividad del promotor del LRP1, y que dos elementos de respuesta a la hipoxia (HRE),
situados en las posiciones -1072/-1069 y -695/-692 del promotor, participan en la induccion.
La inmunoprecipitacion de cromatina mostré la union in vivo de HIF-1a al promotor del LRP1
en CMLV hipdxicas. Los efectos de la hipoxia en la expresion proteica del LRP1 se tradujeron
funcionalmente en un incremento de la acumulacion de colesterol esterificado (CE) derivado de
la captacion de lipoproteinas de baja densidad agregadas (LDLag). El bloqueo de la expresion de
HIF-1a inhibi6 el incremento de la expresion del LRP1 inducido por la hipoxia y la acumulacion
de CE intracelular derivado de las LDLag, sugiriendo que tanto la sobreexpresion del LRP1 como
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la sobreacumulacion de CE en células vasculares hipoxicas dependen de HIF-1a. Los analisis
inmunohistoquimicos mostraron que el LRP1 y el HIF-1a colocalizan en células vasculares de
placas ateroscleroticas avanzadas.

Conclusiones: La hipoxia incrementa la expresion del LRP1 y la acumulacion intracelular de CE
derivado de LDLag en CMLV humanas a través de la acumulacion de HIF-1a.

© 2011 Elsevier Espana, S.L. y SEA. Todos los derechos reservados.

Hypoxia stimulates LRP1 expression through HIF-1« transcription factor in human
vascular wall smooth muscle cells

Abstract

Objective: Hypoxia is considered a key factor in the progression of atherosclerotic lesions. Low
density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) plays a pivotal role in the vasculature.
The aims of this study were to investigate the effect of hypoxia on LRP1 expression and function
in vascular smooth muscle cells (VSMC) and the role of hypoxia-inducible factor alpha (HIF-1a).
Methods and results: Real time PCR and Western blot analysis demonstrated that hypoxia (1%
0;) time-dependently induced LRP1 mRNA (maximum levels at 1-2 hours) and protein expres-
sion (maximum levels at 12-24 hours). The delayed hypoxic upregulation of LRP1 protein versus
mRNA may be explained by the long half-life of LRP1 protein. Luciferase assays demonstra-
ted that hypoxia and HIF-1a over-accumulation induced LRP1 promoter activity and that two
consensus HRE sites located at -1072/-1069 and -695/-692 participate in the induction. Chro-
matin immunoprecipitation showed the in vivo binding of HIF-1« to LRP1 promoter in hypoxic
VSMC. Hypoxia effects on LRP1 protein expression were functionally translated into an increa-
sed cholesteryl ester (CE) accumulation from aggregated LDL (agLDL) uptake. The blockade of
HIF-1a expression inhibited the upregulatory effect of hypoxia on LRP1 expression and agLDL-
derived intracellular CE over-accumulation, suggesting that both LRP1 overexpression and CE
over-accumulation in hypoxic vascular cells are dependent on HIF-1a. Immunohistochemical
analysis showed the colocalization of LRP1 and HIF-1a in vascular cells of human advanced
atherosclerotic plaques.

Conclusions: Hypoxia upregulates LRP1 expression and agLDL-derived intracellular CE accumu-
lation in human VSMC through HIF-1« induction.

© 2011 Elsevier Espafa, S.L. and SEA. All rights reserved.

Introduccién

La hipoxia juega un papel fundamental en la fisiopatologia
del cancer, del infarto de miocardio y de la aterosclerosis.
El engrosamiento de la pared arterial asociado a la progre-
sion de la placa aterosclerética reduce el aporte de oxigeno
en ciertas areas de la intima vascular’?. La hipoxia esta
presente en lesiones ateroscleroticas avanzadas humanas
y se correlaciona con la presencia de angiogénesis y de
trombosis®#. La mayoria de las células en zonas hipdxicas
de placas ateroscleréticas responden alterando la expre-
sion de genes involucrados en vasculogénesis, angiogénesis,
inflamacion y deposicion lipidica®''. Estos genes se activan
a través del factor de transcripcién inducible por la hipoxia 1
(HIF-1). HIF-1 es un complejo que se forma por la union de las
subnidades HIF-1a y HIF-1B. La subunidad HIF-1« esta sujeta
a una rapida degradacion proteosomal dependiente de la
presencia de oxigeno mediante la hidroxilacion de residuos
de prolina por hidrolasas'>'*. En presencia de bajas concen-
traciones de oxigeno, HIF-1a se acumula y dimeriza con la
subunidad HIF-1B, la cual se expresa de forma constitutiva,
permitiendo que el complejo HIF-1 se una a las secuencias
HRE (elementos de repuesta a la hipoxia) de los promoto-
res de genes diana'. Se ha descrito que la acumulacién

de HIF-1a en macrofagos promueve la formacion de células
espumosas Yy el desarrollo de la aterosclerosis'®. En mode-
los experimentales de hipercolesterolemia e hipertension,
HIF-1a también esta asociado a células musculares lisas vas-
culares (CMLV)'"', La hipoxia modula procesos clave para la
funcionalidad de las CMLV, como la proliferacion/migracion
19,20 y la acumulacidn lipidica?'. La agregacion y la fusién
de las lipoproteinas de baja densidad (LDLag), uno de los
principales inductores de la formacién de células espumosas
derivadas de CMLV?2%4 | se sabe que incrementa en condicio-
nes de hipoxia.? El low density lipoprotein receptor-related
protein 1 (LRP1), receptor lipoproteico capaz de unir e inter-
nalizar LDLag?>?*, incrementa por hipercolesterolemia?® e
hipertensién?’. Las LDLag estimulan la transcripcion del
LRP1 disminuyendo los niveles de los sterol regulatory ele-
ment binding protein (SREBP)?. El SREBP-1 y el SREBP-2
son factores de transcripcion que modulan negativamente la
transcripcion del LRP1 en CMLV humanas?®%°. El incremento
del LRP1 por factores de riesgo cardiovascular podria con-
tribuir a la sobreexpresion del LRP1 que se encuentra en las
lesiones ateroscleréticas avanzadas®32. Se desconoce si la
hipoxia puede modular la expresion del LRP1 en las placas
de ateroma humanas, y si es asi, no se sabe qué factores
podrian estar implicados.
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Los objetivos de este trabajo fueron investigar el efecto
de la hipoxia en la expresion y la funcion del LRP1 vascular
y los mecanismos moleculares implicados en este efecto.

Material y métodos

Cultivos celulares

Los cultivos de CMLY humanas se obtuvieron a partir de la
capa media de arterias coronarias macroscopicamente sanas
recogidos de pacientes sometidos a trasplantes cardiacos
en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.
Las CMLV fueron aisladas con una modificacion de la téc-
nica de explantes previamente descrita??24. Los explantes
se incubaron a 37°C en una atmosfera himeda con un 5%
de CO,. Después de una semana, las células empezaron a
migrar de los explantes y a proliferar cubriendo la superfi-
cie de la placa de cultivo. El medio se renovéd cada 2 dias una
vez comenzo el crecimiento de las células, y al cabo de 10
dias se obtuvo una alto grado de proliferacion. Los explan-
tes se recogieron con pinzas y se colocaron en placas nuevas
con medio de cultivo fresco hasta que las células alcanza-
ron un alto grado de confluencia. Para la caracterizacion
celular se utilizaron marcadores especificos de diferencia-
cion tales como a-actina (45 kDa) y calponina (33 kDa). Las
monocapas celulares crecieron en medio 199 suplementado
con un 20% de suero fetal bovino (FBS), un 2% de suero
humano, 2mmol/l de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina
G y 100 ng/ml de estreptomicina. Las células quiescentes
(expuestas durante 24 h en medio de cultivo con solo un 0,2%
de FBS) se sometieron a normoxia (21% O;) en un incubador
Nirco con una mezcla de gases del 74% N, y un 5% CO,, 0 a
hipoxia (1% O;) en una estacion de hipoxia Hypoxic/Anoxic
Workstation H35 (Don Whitley Scientific Ltd.) con una mez-
cla de gases de un 1% O,, 94% N, y 5% CO,. El estudio fue
aprobado por el comité ético institucional del Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau y llevado a cabo de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki.

Las células HeLa se mantuvieron en medio DMEM con
100U/ml de penicilina G y 100 ng/ml de estreptomicina,
suplementado con un 10% de FBS.

Silenciamiento génico del LRP1 y HIF-1a mediante
ARN de interferencia

Para inhibir la expresion del LRP1 en CMLY humanas, las célu-
las se transfectaron transitoriamente con un ARN pequeno
de interferencia (siARN-LRP1) sintetizado por Ambion de
acuerdo con unas secuencias diana del LRP1 previamente
publicadas por nuestro grupo?>?*. El siARN-LRP1 se tra-
taba de un oligonucledtido de 15 pares de bases (pb),
5’-CGGCGGGGTCAGCAT-3’, complementario a los nucleoti-
dos comprendidos entre las posiciones 466 y 481 del ARN
mensajero (ARNm) del LRP1. Se utilizd un siARN-aleatorio
como control negativo (Ambion, AM 4636) en las transfec-
ciones celulares. El analisis Fasta en las bases de datos
génicas mediante el Genetic Computer Group Package indicd
que estas secuencias no deberian hibridar con otras secuen-
cias del LRP1 ni con secuencias de otros receptores de las
LDL. Para el silenciamiento de HIF-1a se utilizé un siARN
especifico (siARN-HIF-1a) de Applied Biosystems (siARN ID

42840). Las CMLV quiescentes se transfectaron con los
siARN mediante la técnica de nucleofeccion utilizando el
kit Human AoSMC Nucleofector de Amaxa de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La concentracion final de
los siARN para la transfeccion fue de 0,6 umol/l. Al cabo de
48 h después de la transfeccion, las células se expusieron a
normoxia o hipoxia durante los tiempos de estudio y se reco-
gieron mediante raspado en el reactivo TriPure (Roche) para
analisis de PCR y Western blot.

Aislamiento y modificacion de LDL

Las LDL humanas (LDL sin modificar o LDL nativas con
densidad entre dj g19-d1,063 8/ml) se obtuvieron a partir de
una mezcla de sueros de donantes normocolesterolémicos
mediante ultracentrifugaciones secuenciales. Las LDL se
dializaron y se determind la concentracion proteica utili-
zando el método del acido bicinconinico. La concentracion
de colesterol se determin6 con un kit comercial (Boehrin-
ger). Las LDL se utilizaron en los experimentos antes de
que pasasen 48h desde su aislamiento. La pureza de las
LDL se analizo con un gel de electroforesis (Paragon System,
Beckmann). Las LDLag se obtuvieron por agitacion intensa
de las LDL nativas (LDLn) diluidas en tampon fosfato salino
(PBS). La formacion de los agregados de LDL se monitori-
zaron por turbidimetria (absorbancia a 680nm), como ya
se habia descrito previamente®?. La ultraestructura de las
LDLag obtenidas por agitacion intensa fue similar a las LDL
modificadas por versican?*, uno de los principales proteo-
glicanos estructurales condroitin sulfato de la capa intima
arterial.

Determinacion del contenido intracelular
de colesterol libre, colesterol esterificado
y triglicéridos

Las CMLV quiescentes cultivadas en condiciones de normo-
xia o hipoxia durante 24 h se expusieron durante las Gltimas
12h a concentraciones crecientes de LDL. Después del
periodo de incubacion con las lipoproteinas, las células se
lavaron exhaustivamente: 2 veces con PBS, 2 veces con
PBS-1% albumina de suero bovino (BSA) y 2 veces con PBS-
1%BSA-100 U/ml heparina antes de ser recogidas en 1 ml de
NaOH 0,15 mol/l. La extraccion lipidica se realizé utilizando
el método de Bligh y Dyer** con algunas modificaciones
menores.3? Las muestras y concentraciones diferentes de
estandares (una mezcla de colesterol, triglicéridos y coles-
terol palmitato) se aplicaron en placas de cromatografia
en capa fina. Las placas se secaron y los puntos se tifieron
de acuerdo con Huber et al.?®. Los puntos de la placa cro-
matografica correspondientes al colesterol libre (FC), a los
triglicéridos (TG) y a los ésteres de colesterol (CE) se cuanti-
ficaron por densitometria mediante la utilizacion de la curva
de estandares y de un densitometro (Molecular Dynamics).

Mutagénesis dirigida en construcciones
del promotor LRP1

Para este estudio se construyé un plasmido con el pro-
motor del LRP1 unido al gen reportero de la luciferasa.
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Inicialmente se amplific6 por PCR un fragmento del
promotor del gen del LRP1 que contenia la secuencia
que va desde la posicion -1305 hasta +341 (conside-
rando que la transcripcion empieza en el nucledtido +1)
con los cebadores: 5i-CTGTTTCTGCCAAGGACAGACTGG-3’
y 5’-CTGGTGCGCTTTGCCGAAGGAAAGA-3’. El fragmento se
clono en el vector pGL3 (Promega) entre las zonas de res-
triccion Nhel-Hindlll. EL ADN para la PCR se obtuvo de células
humanas sanguineas. La secuencia del promotor comentada
anteriormente (Gl: 34338) y que contiene los lugares de
union para determinados factores de transcripcion se ana-
liz6 mediante el programa Matinspector (Genomatix). Este
programa mostré dos posibles secuencias HRE (HRE-1: desde
-1072 hasta -1069, y HRE-2: desde -695 hasta -692) dentro
del promotor del LRP1.

Para evaluar la relevancia de estas posibles secuencias
HRE en la modulacion del LRP1 por la hipoxia, realizamos
una serie de deleciones en la construccion del promotor del
LRP1 con el fin de eliminar la posible HRE-2 o las dos posibles
HRE. Las deleciones se realizaron con los siguientes cebado-
res directos: 5’-ACCCGCTGGTGACTCACCTCCTCCAA-3’ (que
elimina la HRE-2) o 5’-CCTAGAGTATGACACTGAGTTT-3’
(que elimina las dos secuencias HRE), y sus correspondientes
cebadores reversos complementarios. Para mutar la secuen-
cia HRE-1 en la posicion -1072 y la HRE-2 en la posicion -695
seleccionamos los siguientes cebadores directos:

5’-GGCTCCATCCCCGAGCCCTTTTCGGGCGGACAAGCTCC-
3’ y 5’-GGGGCAGTGACCAAAAGTTTTTTCACTGGCCCCTGGG-
AACCG-3’ (las bases mutadas aparecen subrayadas), y sus
correspondientes oligonucleoétidos reversos complementa-
rios. Se utilizo el kit de mutagénesis dirigida Quickchange
Il (Stratagene). Los plasmidos resultantes se aislaron y sus
secuencias se confirmaron por digestion con enzimas de
restriccion y secuenciacion del ADN.

Transfecciones transitorias para estudios de
actividad del promotor LRP1

Para estudiar la actividad transcripcional del promotor
humano del LRP1 en condiciones de hipoxia, se trans-
fectaron cultivos de células HelLa con las construcciones
truncadas, mutadas y wildtype descritas anteriormente, y
se sometieron a normoxia o hipoxia. Para comprobar que
el efecto de la hipoxia se debia a la accion de HIF-1q,
se realizaron experimentos de cotransfeccion en los que se
transfectd, ademas de las construcciones con el promotor,
un vector de sobreexpresion de HIF-1a (pHIF-1a, cedido por
el Dr. Luis del Peso, Departamento de Bioquimica de la Uni-
versidad Autonoma de Madrid) en condiciones de normoxia
0 un vector vacio (pcADN3). En las transfecciones se utilizd
el reactivo Lipofectamina-Plus (Invitrogen).

En los ensayos de cotransfeccion, las células se reco-
gieron en tampon de lisis y la sobreexpresion de HIF-1a se
analizd por Western blot. Las transfecciones se realizaron en
placas de 12 pocillos con 0,5 ug de ADN plasmidico/pocillo
y 2 ul de lipofectamina durante 3 h. Transcurridas las 3 h, se
cambi6 el medio y se incub6 durante 24h. Al dia siguiente
las células se llevaron a quiescencia durante 24 h mas y final-
mente se expusieron a normoxia o hipoxia durante 18h.
Los extractos celulares se recogieron segln las indicacio-
nes del kit Dual Luciferase assay (Promega). La lectura se

realizo utilizando un luminémetro de placas Berthold-Orion.
Los valores de la actividad luciferasa se normalizaron
respecto a la concentracion total de proteina. En las trans-
fecciones en las que se analizo la actividad basal realizamos
cotransfecciones con un plasmido que tiene clonado el gen
de la Renilla. En estos experimentos los valores de luciferasa
se normalizaron por la actividad Renilla.

Determinacion de la estabilidad del ARNm y de la
proteina del LRP1 en condiciones de normoxia
e hipoxia

Para determinar si la hipoxia podria alterar la estabilidad del
ARNm del LRP1, las CMLV quiescentes se expusieron durante
4h a normoxia o hipoxia. Después se anadieron a los cultivos
4,5 ng/ml de actinomicina D (un inhibidor de la transcripcion
celular) y se devolvieron a las concentraciones de O, en las
que se encontraban. Las células se recogieron en TriPure
(Roche) a diferentes tiempos (1, 2, 3, 6 y 12h) después de
la adicién de actinomicina D. Después de purificar el ARN
total, la estabilidad del ARNm del LRP1 se determiné por
PCR a tiempo real y se calculé como el porcentaje del ARNm
inicial que quedaba después de la exposicion a actinomicina
D.

Para determinar si la sobreexpresion del LRP1 por la
hipoxia dependia de la actividad transcripcional, las CMLV
controles y pretratadas con actinomicina D durante 4h se
expusieron a normoxia o hipoxia durante 16 h y se recogie-
ron en tampon de lisis (10 uM Tris-HCl pH7,5; 150 uM KCL;
5% Triton X-100) suplementado con el coctel de inhibidores
de proteasas Complete (Roche) para estudios de Western
blot.

Finalmente, para estudiar la estabilidad de la proteina
del LRP1 y determinar su vida media, los cultivos de CMLV
quiescentes se expusieron durante 18 h a normoxia o hipo-
xia. Después se anadieron 100 umol/l de cicloheximida (un
inhibidor de la sintesis proteica) a los cultivos y se expu-
sieron de nuevo a las concentraciones de O, en las que se
encontraban. Las células se recogieron en tampén de lisis a
diferentes tiempos (1, 2, 3, 6, 12y 32h) después de la adi-
cion de cicloheximida para la realizacion de Western blot.
La estabilidad de la proteina del LRP1 se calculé como la
proporcion de la proteina inicial restante después del trata-
miento con cicloheximida.

Estudios de expresion génica por PCR a tiempo real

Para la extraccion del ARN total, las células se lavaron con
PBS y se recogieron en el reactivo TriPure (Roche) siguiendo
las indicaciones del fabricante. Este método de aislamiento
se basa en la diferencia de solubilidad del ARN, del ADN y
de la proteina en distintos solventes organicos. La integri-
dad del ARN total se comprobé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 100 ug/ml. La
cuantificacion del ARN total se realizo leyendo la absorban-
cia de las muestras a la longitud de onda de 260nm en un
espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technolo-
gies).

La sintesis del ADN de cadena sencilla copia (cADN) del
ARNm presente en la célula se realizé a partir de ~1,5 pg
de ARN total por retrotranscripcion utilizando el kit High
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Capacity cADN Reverse Transcription (Applied Biosystems).
En este protocolo se utilizaron secuencias aleatorias como
cebadores y la enzima Multiscribe™ (incluida en el kit)
como transcriptasa reversa.

El analisis de la expresion génica se llevo a cabo por PCR
a tiempo real en el equipo PCR-7000%° Sequence Detection
System de ABIPRISM (Applied Biosystems).

La cuantificacion de la expresion génica por PCR se
realizo utilizando la TagMan Universal Master Mix (Applied
Biosystems) y una mezcla comercial de sonda y cebado-
res (Assays on Demand, Applied Biosystems) especifica para
cada gen de estudio. Los assays utilizados se detallan a con-
tinuacion: LRP1 (Hs00233899_.m1), receptor clasico de las
LDL o LDLR (Hs00181192_m1), SREBP-1 (Hs00231674.m1) y
SREBP-2 (Hs00190237-m1). El gen TBP (4326317E), factor de
transcripcion de union a cajas TATA del ADN, se us6 como
control enddgeno.

Andlisis proteico por Western blot

Para la extraccion de la proteina total las células se lava-
ron con PBS y se recogieron en el reactivo (Roche) TriPure
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se obtuvo la pro-
teina siguiendo el método de aislamiento del TriPure segun
las indicaciones del fabricante, al finalizar se resuspendio en
dodecilsulfato sodico (SDS) al 1% y se cuantificd mediante el
ensayo del acido bicinconinico. Las proteinas se separaron
en un gel de poliacrilamida al 10% desnaturalizante (con SDS)
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La mem-
brana se bloqueo y se incub6 con anticuerpos monoclonales
contra el LRP1 humano (cadena B del LRP1; Research Diag-
nostics, clon 8B8 RDI 61067, dilucién 1:40) o contra HIF-1«
humano (BD Biosciences, 610958, dilucion 1:500). El control
de la proteina total cargada en la electroforesis se realizd
mediante la tincion de Ponceau de las membranas y la detec-
cion del gen endogeno de la B-actina (Abcam, ab8226-100,
dilucién 1:5000).

Inmunocitoquimicas

Las CMLV se sembraron en cubres de vidrio, se cultivaron
y se sometieron a normoxia o hipoxia durante 18h. Las
células fijadas se permeabilizaron y se incubaron con un
anticuerpo primario de ratén anti-LRP1 humano (cadena-g,
Research Diagnostics, clon 8B8, RDI 61067, dilucion 1:5). Las
placas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio de cabra anti-IgG de ratén conjugado al fluoréforo FITC
(dilucion 1:100). Las imagenes de las células marcadas se
analizaron a través de un microscopio confocal invertido de
fluorescencia (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar) y se procesa-
ron con el programa informatico Leica Standard Software
TCS-AOBS. La superficie fluorescente se calculd usando el
programa NIH Image software (dominio publico, desarro-
llado por el Dr. Wayne Rasband, National Institutes of Health,
version 1.6, pixel?/célula).

Inmunohistoquimicas

Las arterias coronarias obtenidas de los corazones explanta-
dos se cortaron en secciones seriadas de 5pm de grosor.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron monoclonales
de raton: anti-LRP1 (PRO61067; Fitzgerald), anti-HIF-1a
(Abcam; ab8366) y anti-a-actina (Dako; M851). Después de
la incubacion con los anticuerpos, se lavaron las seccio-
nes, se suprimio la actividad peroxidasa con H,0, y se
bloquearon las uniones inespecificas con suero equino. Los
anticuerpos primarios se detectaron usando la técnica de
la inmunoperoxidasa gracias a la afinidad avidina-biotina.
Las secciones se incubaron con los anticuerpos secundarios
biotinilados apropiados (Vector®). El cromégeno usado fue
3,3’-diaminobenzidine. Se utilizé hematoxilina para las tin-
ciones nucleares.

Para los estudios de colocalizacion se aplicé un método de
inmunofluorescencia indirecta. Las secciones se incubaron
con anticuerpos primarios monoclonales de raton anti-HIF-
1a (Abcam, ab8366) y el monoclonal de conejo anti-LRP1
(Epitomics, 2703-1) durante 2h a temperatura ambiente.
Después de varios lavados con PBS (100 mM)/ Triton X-100
al 0,1%, las secciones se incubaron con FITC (515-095-003;
Jackson) y con TRITC (R156; Dako) durante 1 h a temperatura
ambiente. Entonces se lavaron con PBS 100 mmol/l, pH7,4y
se montaron con medio Glicergel® (Dako A/S). Las imagenes
se capturaron en el microscopio a mediante la camara Retiga
1300i Fast.

Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina

Para la realizacion de la inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP) se siguieron las indicaciones del kit ExactaChip de
R&D Systems (ECP19335). Las CMLV quiescentes y sometidas
a normoxia o hipoxia se fijaron durante 15min a tempera-
tura ambiente con formaldehido al 37% a una concentracion
final del 1%. La reaccion de fijacion se detuvo incubando con
glicina 5min a temperatura ambiente a una concentracion
final de 125 mM. A partir de aqui, las muestras se mantu-
vieron siempre en hielo y con una mezcla de inhibidores de
proteasas (10 wg/ml leupeptina, 10 ng/ml aprotininay 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride [PMSF]; todos de Roche).
Se lavaron las células tres veces con PBS e inhibidores de
proteasas, se recogieron en PBS y, después de centrifugar,
se lisaron con tampon de lisis (suministrado por el kit) mas
inhibidores de proteasas durante 10 min.

Los lisados celulares se sonicaron para fragmentar el ADN
en el bano del sonicador Bioruptor UCD-200 de Diagenode,
el cual esta asociado a un sistema de refrigeracion de agua
Neslab RTE7 de Thermo Scientific. Se usaron 4 ciclos de soni-
cacion de 15 min. A través de un gel de agarosa se comprobd
que los fragmentos de ADN obtenidos tras la sonicacion
tenian un tamano que iba desde los 800 a los 200 pb. Para
esto se cargo6 un 0,5% de cada muestra sonicada en el gel.

Una vez fragmentado el ADN, se centrifugaron las mues-
tras durante 10 min a 4°C, se descarto el pellet con los restos
celulares y se continud el ChIP con los sobrenadantes, que
es donde se encuentra el ADN. Se tomé una muestra de cada
sobrenadante (un 10% del volumen) como input o ADN total
de partida con el que se normalizaron los resultados fina-
les. Los sobrenadantes se diluyeron con tampén de dilucién
(suministrado por el kit) y se incubaron un minimo de 2h
a 4°C en un agitador orbital con 5 g del anticuerpo espe-
cifico anti-HIF-1a 0 1gG de cabra (control negativo), ambos
anticuerpos suministrados por el kit y biotinilados.
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Los fragmentos de ADN unidos a HIF-1a reconocidos por
el anticuerpo anti-HIF-1a se recuperaron anadiendo bolas
magnéticas (MAG999 de R&D con estreptavidina). Después
de sucesivos lavados con tampones suministrados por el
kit, se anadi6 una solucion de resina quelante (suminis-
trada en el kit) y se hirvieron las muestras durante 10 min
para liberar el ADN inmunoprecipitado de las bolas y de los
anticuerpos. Finalmente, se precipitaron las bolas unidas
a los anticuerpos y se recuperaron los sobrenadantes con
el ADN.

El ADN se purific6 mediante una extraccion con fenol-
cloroformo y realiz6é una PCR a tiempo real con SYBR green
de Roche en un equipo PCR-7900 Sequence Detection System
de ABIPRISM (Applied Biosystems) para las secuencias HRE.
Se usaron los siguientes cebadores:

Para la secuencia HRE-1 (-726/-529) el cebador
directo 5i-GGTACTAAGGTGGGCTCCAT-3’ y el reverso: 5i-
AGGCTGAGCTTTGATTTG GA-3’. Para la secuencia HRE-2
(-1192/-1035) el directo: 5’-GCTCCTTGAACTCTGACATGC-
3’ y el reverso: 5’-CCCACACGGGAATGATACTT-3’. Se ampli-
fico durante 40ciclos de 95°C 15s y 60°C 1min. Como
control positivo, se realiz6 una PCR a tiempo real
para el VEGF humano con cebadores suministrados por
el kit.

Los threshold cycle (Ct) de todas las muestras fueron
normalizados en funcion de los inputs de partida (ACt).
Finalmente, los resultados de las muestras inmunoprecipi-
tadas con el anticuerpo anti-HIF-1a se corrigieron por los
resultados de las IgG (AACt).

Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como la media+SEM y el
nimero de experimentos se mostro en cada caso. Las dife-
rencias estadisticas entre los controles y los grupos tratados
se analizaron por el test no paramétrico de Mann-Whitney
para datos pareados. Se considero6 significante un valor de p
igual o menor a 0,05.

Resultados

La hipoxia incrementa la expresion del LRP1 en
CMLV humanas

Los resultados de PCR a tiempo real (fig. 1A) demostraron
que la hipoxia inducia la expresion del ARNm del LRP1 en
CMLV de una forma dependiente del tiempo. La maxima
expresion del ARNm del LRP1 (1,8 veces aproximadamente)
se alcanzo después de 60 min de hipoxia y decayé después
de 16 h. El ARNm del LDLR se indujo levemente al cabo de
1h y decayd hasta niveles basales a partir de las 8h de
hipoxia (fig. 1B). Los niveles de expresion del ARNm del
SREBP-1 y del SREBP-2 fueron significativamente disminui-
dos, un 26 £3% y un 54+2,5%, respectivamente, después
de 16 h de hipoxia (tabla 1). Experimentos de microscopia
confocal demostraron que los niveles del LRP1 eran mas
elevados en el citoplasma de CMLY hipdxicas que en las célu-
las normoxicas (fig. 1C). La cuantificacion de la superficie
cubierta por la fluorescencia mostré que las CMLV hipoxi-
cas tenian aproximadamente 1,7 veces mas marcaje que las
células normoxicas (hipoxia: 250 4= 56 vs normoxia: 150 £ 22,

Tabla1 Efecto de la hipoxia sobre los niveles de expresion
del ARNm del SREBP-1 y SREBP-2 en células musculares lisas
vasculares (CMLV) humanas

Tiempo de SREBP-1 ARNm SREBP-2 ARNm
exposicion a

1%0; (horas)

0 1,35+0,20 63,104+4,12
4 1,31+0,13 65,224+1,42
8 1,34+0,16 51,00+ 3,43
16 1,02+0,31* 29,02+1,9°

CMLVs quiescentes se expusieron a normoxia (21% O3) o hipo-
xia (1% O;) a diferentes tiempos. Se cuantificaron los niveles
de expresion del ARNm del SREBP-1 y del SREBP-2 por PCR a
tiempo real a cada tiempo de estudio. Los datos de la PCR se
procesaron con un programa informatico especifico que utiliza
los valores de los Ct y los normaliza por el ARNm del gen endo-
geno (TBP). Los resultados se expresaron como la media + SEM
de 3 experimentos realizados por duplicado.
" p<0,05 vs controles.

pixel?/célula) (fig. 1D). Analisis por Western blot demos-
traron que la hipoxia incrementa los niveles proteicos del
LRP1 y de HIF-1a, aunque a diferentes tiempos (fig. 1E).
Los niveles de la proteina del LRP1 se incrementaron desde
1,35 a las 6hs hasta 2 a las 24h de hipoxia (fig. 1E-F).
Por el contrario, los niveles proteicos de HIF1-a alcanza-
ron el maximo a tiempos cortos (fig. 1E). Estos resultados
muestran diferencias a lo largo del tiempo en el incremento
celular del LRP1 y del HIF-1a en respuesta a situacion de
hipoxia.

La hipoxia no altera la estabilidad del ARNm ni
de la proteina del LRP1

Para comprobar si la hipoxia podria estar influyendo la
estabilidad del ARNm del LRP1, se trataron las CMLV con
actinomicina D, un inhibidor de la transcripcion celular.
Inicialmente se preexpusieron las células quiescentes a
normoxia o a hipoxia durante 4 h. Entonces se afadié actino-
micina D (4,5 ug/ml) y se devolvieron las células a normoxia
o hipoxia. Las células se recogieron a diferentes tiempos
después del tratamiento y se procesaron para analizar los
niveles de expresion del ARNm del LRP1. La expresion del
ARNm permanecid constante durante las 6 primeras horas
de tratamiento (datos no mostrados). Al cabo de 12 h desde
la adicion de la actinomicina D, el ARNm del LRP1 decayo
fuertemente tanto en normoxia como en hipoxia (normo-
xia: hasta un 69%=+0,5; hipoxia: hasta un 67% +5) (fig. 2A).
Para confirmar que el incremento de la proteina del LRP1
por la hipoxia dependia de la transcripcion, CMLV sin tra-
tar y tratadas con actinomicina D se expusieron a hipoxia.
Como se muestra en la figura 2B, el incremento hipo-
xico del LRP1 se previno completamente en presencia de
actinomicina D.

Para medir la estabilidad proteica, se preexpusieron
CMLV humanas a normoxia o hipoxia y seguidamente se
les adicion6 cicloheximida para bloquear la traduccion. La
expresion proteica del LRP1 permanecié constante durante
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Figura 1 Efecto de la hipoxia en la expresion del ARNm y de la proteina del LRP1 en CMLV humanas. Se expusieron CMLV a
normoxia o hipoxia durante tiempos crecientes. Se muestran los niveles de ARNm obtenidos por PCR a tiempo real del LRP1
(A) y del receptor de las LDL (LDLR) (B). Los datos se procesaron con un programa informatico especifico que utiliza los valo-
res de los Ct y se normalizaron por el ARNm del gen enddgeno (TBP). Los resultados estan expresados como la media 4 SEM de
3 experimentos independientes realizados por duplicado (* p<0,05 vs CMLV en normoxia). C) Las microfotografias de
microscopia confocal muestran el marcaje del LRP1 en CMLV cultivadas en condiciones de normoxia o hipoxia durante
18h. Las células se lavaron, se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con anticuerpos anti-LRP1 (escala de barra: 10 um).
D) El diagrama de barras muestra la cuantificacion de la superficie cubierta por la fluorescencia en las CMLV normoxicas e hipoxicas
(pixel?/célula). Los resultados se muestran como la media = SEM de 5 imagenes pertenecientes a 4 experimentos independientes.
E) Western blot del LRP1 y de HIF-1a en CMLV expuestas a normoxia o hipoxia a lo largo del tiempo. Los niveles de a-actina se mues-
tran como control de carga. F) Diagrama de barras de la cuantificacion de las bandas del LRP1 en CMLY normoxicas e hipdxicas. Los
resultados se expresan como la media & SEM de 3 experimentos independientes realizados en duplicado (* p < 0,05 vs células control).

las 12 primeras horas de tratamiento con cicloheximida
(datos no mostrados). Sin embargo, el porcentaje inicial
de la proteina del LRP1 decay6 fuertemente a partir de
las 12h (normoxia: hasta un 70% + 3,42; hipoxia: hasta un
69% +4,67) y hasta las 32 h (normoxia: hasta un 32% + 3,76;
hipoxia: hasta un 29% +4,45) (fig. 2C).

Estos resultados sugieren que la vida media de la pro-
teina del LRP1 es de 24 h, independientemente de que las
condiciones sean normoxicas o hipoxicas. De forma adi-
cional, estos resultados muestran que tanto la actividad
transcripcional como la translacional son necesarias para el
incremento del LRP1 por hipoxia.

La hipoxia incrementa los niveles de HIF-1«
y su union al promotor LRP1 en CMLV humanas

Se analizo el promotor del gen del LRP1 mediante la utiliza-
cion del programa Matinspector (Genomatix) y se detecto la
presencia de dos posibles secuencias HRE (CACG): HRE-1 y
HRE-2 en las posiciones -695/-692 y -1072/-1069 respecti-
vamente (fig. 3A).

Los resultados de Western blot mostraron que los nive-
les proteicos de HIF-1a de CMLV estaban significantemente
inducidos a los 30 min de exposicion a hipoxia, y que alcan-
zaban el maximo después de 2 h (fig. 3B).
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Figura 2 Efecto de la hipoxia en la estabilidad del ARNm
y de la proteina del LRP1. A) CMLV quiescentes se preexpu-
sieron a normoxia o hipoxia durante 4h. Después se anadio
actinomicina D (4,5 ug/ml) y se continud la exposicion de las
células a normoxia e hipoxia, respectivamente. Las células fue-
ron recogidas a los tiempos indicados y el ARNm fue analizado
por PCR a tiempo real. El valor de expresion del LRP1 a las
0h se establecido como el 100% y se utilizo para determinar el
porcentaje de ARNm del LRP1 restante después de la adicion
de la actinomicina D. Los resultados estan expresados como
la media+SEM de 2 experimentos independientes realizados
por triplicado. B) CMLV se incubaron en presencia o ausencia
de actinomicina D (4,5 ug/ml) y se expusieron a normoxia o
hipoxia durante 16 h. Las células se recogieron y se procesa-
ron para Western blot, como se explica en la metodologia. Los
resultados estan expresados como la media +SEM de 2 expe-
rimentos independiente realizados por triplicado (*p<0,05 vs
células en normoxia). C) CMLV se preexpusieron a normoxia o
hipoxia durante 24 h y seguidamente se incubaron con ciclohe-
ximida (100 wmol/l) durante los tiempos indicados. Las células
se recogieron y procesaron para Western blot. Los niveles de -
actina se muestran como control de carga. El grafico de lineas
muestra el porcentaje de proteina del LRP1 restante después
de la adicion de la cicloheximida. Los resultados estan expre-
sados como la media + SEM de 2 experimentos independientes
realizados por triplicado. Las flechas indican el tiempo en que
la proteina se encuentra reducida al 50% (vida media).

Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina rea-
lizados en CMLV demostraron que HIF-1a se une a las
secuencias HRE-1 y HRE-2 en el promotor del LRP1 in vivo
(fig. 3C). Aunque la union de HIF-1« a las dos secuencias
ya se detectaba a los 30 min de hipoxia, la maxima union a
ambos elementos se alcanzo transcurridas las 2 h de hipo-
xia. La union de HIF-1a a la secuencia HRE-2 fue superior
que a la HRE-1 a las 2 y a las 4h. Como era de esperar3®?7,

encontramos una union muy fuerte de HIF-1a al promotor
de VEGF (control positivo) después de 30min de hipoxia
(fig. 3C).

La hipoxia incrementa la actividad transcripcional
del promotor LRP1 a través de dos secuencias HRE

Para investigar el papel de las secuencias HRE-1 y HRE-2
en la modulacion hipoxica del promotor del LRP1, reali-
zamos transfecciones transitorias utilizando construcciones
del promotor del LRP1 con las dos secuencias HRE (de -1305
a +341), con la HRE-1 (de -803 a +341), sin secuencias HRE
(de -131 a +341) y con las dos secuencias HRE mutadas. Uti-
lizamos células HelLa debido a que son un modelo ideal para
realizar transfecciones®®3° y analizar los lugares de unién
del complejo HIF1 en el promotor de genes que se inducen
por la hipoxia. Como se muestra en la figura 4A, la hipo-
xia (24 h) increment6 3,5 veces la actividad transcripcional
del promotor salvaje del LRP1, y 2,6 veces la del promotor
con la HRE-1 mutada. La hipoxia, sin embargo, solo incre-
ment6é moderadamente la actividad del promotor mutado en
la HRE-2 (menos de 2 veces) y no ejercié ningln efecto en
la construccién sin secuencias HRE.

De acuerdo con estos resultados, la sobreexpresion de
HIF-1a que da lugar a una alta acumulacion de HIF-1a
(fig. 4B), multiplica por 2 la actividad transcripcional del
promotor salvaje del LRP1. Por el contrario, en los promo-
tores con las cajas HRE-1 y HRE-2 mutadas, solo incrementa
la actividad en 1,6 y 1,3 veces, respectivamente (fig. 4C).

Estos datos sugieren que ambas secuencias HRE juegan
un papel en el efecto inductor que la hipoxia ejerce sobre
el promotor del LRP1, aunque la secuencia localizada en
-1072/-1069 (HRE-2) parece ser mas relevante.

La hipoxia incrementa la captacion de LDL
agregadas mediada por el receptor LRP1 en CMLV
humanas

Para estudiar las consecuencias funcionales de la sobre-
expresion del LRP1 inducida por la hipoxia, analizamos el
efecto de la hipoxia en la captacion de LDLag, un ligando
del LRP1 en CMLV?2%4, Comparamos el efecto de concentra-
ciones crecientes de LDL nativas (LDLn) y LDLag (0, 25, 50
y 100 ug/ml) en el contenido intracelular de CE de CMLV
expuestas a condiciones de normoxia e hipoxia. La hipo-
xia incrementé la acumulacion de CE derivado de LDLag
(100 pwg/ml) desde 35,7 +0,7 hasta 50,5+ 1,6 wgCE/mg de
proteina (fig. 5B). Por el contrario, las condiciones hipdxi-
cas no alteraron significativamente la acumulacion de CE
derivado de LDLn a ninguna concentracion (fig. 5A). El FC
intracelular no varié como consecuencia del tratamiento
con lipoproteinas en CMLV ni en normoxia ni en hipoxia.
Sin embargo, el contenido intracelular de TG incrementé
significativamente 1,5 veces en CMLV hipdxicas, indepen-
dientemente de la presencia o no de LDL. Este resultado
podria explicarse por el efecto, previamente descrito en
macréfagos'!, que la hipoxia ejerce incrementando la bio-
sintesis de TG.

Para demostrar que el LRP1 es el responsable de la
sobreacumulacion de CE inducida por la hipoxia en CMLV
expuestas a LDLag, comparamos el cambio en el contenido
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Figura 3  Induccion de HIF-1« y de su union al promotor del LRP1 con el tiempo de exposicion de CMLY humanas a hipoxia. CMLV
quiescentes se expusieron tanto a normoxia como a hipoxia durante 0,5, 2, 4 y 8h. A) Representacion esquematica de la region
del promotor del LRP1 con 2 posibles secuencias HRE en las posiciones -1072/-1069 (HRE-2) y -695/-692 (HRE-1), indicadas con el
texto subrayado. B) Representacion de un Western blot que muestra los niveles proteicos de HIF-1a con el tiempo de exposicion de
CMLV a hipoxia. Los niveles de «-actina se muestran como controles de carga. C) El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina
muestra la asociacion relativa de HIF-1a a las secuencias HRE-1 y HRE-2 del promotor del LRP1 in vivo. La cromatina se rompid
por sonicacion y las inmunoprecipitaciones se realizaron con un anticuerpo anti-HIF-1a 0 con IgG no especificas de cabra como
control negativo. La union relativa de HIF-1a in vivo se cuantifico por PCR a tiempo real utilizando cebadores especificos para el
promotor del LRP1. También se realizaron PCR de los inputs (ADN total de partida). Los Ct de las muestras inmunoprecipitadas
con el anticuerpo especifico anti-HIF-1a y con las 1gG no especificas se normalizaron por los Ct de los inputs (ACt). Los resultados
obtenidos con el anticuerpo especifico se normalizaron por aquellos obtenidos con las IgG (AACt). Los resultados estan expresados
como la media + SEM de 3 experimentos realizados en duplicado (*p <0,01 vs controles en normoxia).

intracelular lipidico inducido por la hipoxia en células (fig. 6B). Como era de esperar, el incremento hipdxico

controles, nucleofectadas con un siARN aleatorio y nucleo- de los TG fue similar en las células tratadas tanto con
fectadas con un siARN especifico para el LRP1 (siARN-LRP1). el siARN aleatorio como con el especifico para el LRP1 e
Como se muestra en la figura 6A, el LRP1 se bloqued independientemente de la presencia o ausencia de LDLag

completamente con el tratamiento del siARN-LRP1. La (datos no mostrados). No se encontraron diferencias entre
hipoxia multiplicé la acumulacion de CE por 1,72 en las el contenido de colesterol intracelular de células control
células tratadas con el siARN aleatorio, pero no alterd (nucleofectadas sin siARN) y de células tratadas con el siARN
la acumulacion de CE en las tratadas con el siARN-LRP1 aleatorio.
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Figura4 Efecto de la hipoxia en la actividad del promotor LRP1. A) Diferentes regiones del promotor del LRP1 (de -1035 a +341, de
-183 a +341, y de +131 a +341) se clonaron en el vector pGL3, el cual posee el gen de la luciferasa, para generar construcciones con
secuencias HRE salvajes y mutadas. Se transfectaron células HelLa con estas construcciones del promotor del LRP1 (0,5 ng/well) y
después de 24 h las células se expusieron a normoxia (barras grises) o hipoxia (barras negras) durante 24 h mas. Los lisados celulares se
utilizaron para determinar la actividad de los promotores y se normalizaron por la actividad Renilla. Los resultados estan expresados
como la media & SEM de 4 experimentos realizados por triplicado (* p<0,05 vs controles). B) Las células HeLa se mantuvieron en
normoxia y se transfectaron con 100 ng del vector de expresion de HIF-1a (pHIF-1a) o el correspondiente vector pcADN3 vacio (como
control). Después de 24 h, se recogieron las células para determinar la expresion proteica y la actividad luciferasa. Los analisis de
Western blot muestran la sobreexpresion de HIF-1a en las células transfectadas con el pHIF-1a vs aquellas transfectadas con el
pcADN3. Los niveles de a-actina se muestran como controles de carga. C) Los lisados de las células transfectadas con pHIF-1a o
pcADN3 se utilizaron para determinar la actividad luciferasa y se normalizé por Renilla. Los resultados estan expresados como la
media £+ SEM de dos experimentos realizados por triplicado (* p <0,05 vs controles en normoxia).



La hipoxia estimula la expresion del receptor LRP1 a través del factor de transcripcion HIF-1«

125

A B

Normoxia Hipoxia
25 50 100 0 25 50 100

LDL nat 2 LDL ag
[ = == ==& &G

— - - — = = FC

Normoxia Hipoxia
0 25 50 100 0 25 50 100

- - - - & @ ct
[~ = o o o = o WG

-------!FC

60

W A O
& S o
>~

esterificado i
en CMLV(ug/mg proteina)

= n
o o

,,
o

0 20 40 60 80 100 120

LDL (ng/mL)
> - LDLag] .
=} normoxia
E <..¢-. LDLnaY
§ —e— LDLag hipoxia
20 ¥ * - —m— LDLnat
4b£: $ —3

(ug/mg proteina)

Triglicéridos i
o

20 40 60 80 100 120
LDL (pg/mL)

Figura 5 Comparacion del efecto de las LDL nativas y las
LDLag en el contenido intracelular de colesterol esterificado,
triglicéridos y colesterol libre en CMLV expuestas a normoxia
o hipoxia. Se expusieron CMLV quiescentes a condiciones de
normoxia o hipoxia durante 24h y durante las Gltimas 12h se
incubaron con 0, 25, 50 y 100 wg/ml de LDL nativas (LDLn)
(A) o LDLag (B). Las células se recogieron para realizar una
extraccion lipidica, como se explica en la metodologia. Los
lipidos se separaron en una cromatografia en capa fina y se
revelaron las bandas del contenido intracelular de colesterol
esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC). Los
resultados estan expresados como microgramos de colesterol
por miligramo de proteina y se muestra la media4SEM de
3 experimentos realizados por duplicado (* p <0,05 vs controles
normoxicos).

La hipoxia no incrementa la expresion del LRP1

ni la acumulacién de colesterol esterificado
derivado de LDL agregadas en CMLV deficientes en
HIF-1a

Para determinar la implicacion de HIF-1« en el incremento
hipdxico del LRP1, inhibimos la expresion de HIF-1a en CMLV
humanas mediante la nucleofeccion con un siARN especi-
fico para HIF-1a (siARN-HIF-1a). El siARN-HIF-1a, pero no el
siARN aleatorio, previno el incremento de los niveles protei-
cos de HIF-1a inducidos por la hipoxia (4,2 veces) (fig. 7A).
La hipoxia no ejerci6é ningln efecto ni en la expresion pro-
teica (fig. 7B) ni en la del ARNm del LRP1 (fig. 7C) en las
células deficientes en HIF-1a, pero si incremento la expre-
sion del LRP1 en las células controles y en las nucleofectadas
con el siARN aleatorio. En concordancia, la hipoxia incre-
mento6 en 1,8 veces el contenido de CE en CMLV controles
o transfectadas con el siARN aleatorio, pero no tuvo efecto
en las células deficientes para HIF-1a (fig. 7D). Como era
de esperar, el contenido de TG se incrementé en las células
controles o transfectadas con el siARN aleatorio, pero no en
las deficientes para HIF-1a.

Estos resultados demuestran que tanto el incremento del
LRP1 como la sobreacumulacion de CE derivado de LDLag,
ambos inducidos por la hipoxia, son dependientes de HIF-1a.
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Figura 6 Efecto del la inhibicion del LRP1 en la sobreacu-
mulacion de colesterol esterificado derivado de LDLag inducido
por la hipoxia. Las CMLV se nucleofectaron con un siARN-LRP1
o un siARN-aleatorio (0,6 wmol/l) como control. También se
utilizaron como control células nucleofectadas en ausencia de
siARN. Después de 48 h de transfeccion, las CMLV se expusieron
a normoxia (N) o hipoxia (H) y se recogieron al cabo de 24h
para evaluar la expresion del LRP1. A) El Western blot y el
diagrama de barras muestran la cuantificacion de la expre-
sion proteica del LRP1. Los niveles de «-actina se muestran
como controles de carga. Los resultados estan expresados como
la media+SEM de 2 experimentos realizados por triplicado
(*p<0,05 vs controles en normoxia). B) En los experimentos de
carga lipidica, CMLY quiescentes se nucleofectaron con el siARN-
LRP1 o el siARN-aleatorio (0,6 umol/l) y las células control se
nucleofectaron en ausencia de siARN. Después de 48 h de trans-
feccion, las CMLV se sometieron a normoxia o hipoxia durante
24h, de las cuales, las Ultimas 12 h también se incubaron con
LDLag (100 wg/ml). Las células se recogieron para realizar una
extraccion lipidica, como se explica en la metodologia. Los lipi-
dos se separaron en una cromatografia en capa fina, se revelaron
las bandas del contenido intracelular de colesterol esterificado
(CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC); los histogramas
muestran la cuantificacion de las bandas de las CMLV someti-
das a normoxia o hipoxia. Los resultados estan expresados como
microgramos de colesterol por miligramo de proteina y se mues-
tra la media &+ SEM de 3 experimentos realizados por triplicado
(* p<0,05 vs controles en normoxia).
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Figura 7 Efecto de la inhibicion del HIF-1a en la expresion del LRP1 inducida por la hipoxia. Las CMLV se nucleofectaron con
un siARN-HIF-1a o un siARN-aleatorio (0,6 wmol/l). Las células control se nucleofectaron en ausencia de siARN. Después de 48 h
de transfeccion, las CMLV se expusieron a normoxia (N) o hipoxia (H) y se recogieron a las 2h para evaluar la acumulacion de
HIF-1a, o a las 18 h para estudiar la expresion del LRP1 y el contenido de lipido intracelular. Esta representado el Western blot y el
diagrama de barras con la cuantificacion proteica de HIF-1a (A) y del LRP1 (B). Los niveles de a-actina se muestran como controles
de carga. Los resultados estan expresados como la media 4 SEM de 2 experimentos realizados por triplicado (* p <0,05 vs controles
normoxicos). C) Cuantificacion de los niveles de expresion del ARNm del LRP1 detectados por PCR a tiempo real. Los resultados de la
PCR se procesaron con un programa informatico especifico que utiliza los valores de los Ct normalizados por el gen endogeno (TBP).
Los resultados estan expresados como la media 4 SEM de 2 experimentos realizados por triplicado (* p<0,05 vs controles. D) En
los experimentos de carga lipidica, CMLV quiescentes fueron nucleofectadas con el siARN-LRP1 o el siARN-aleatorio (0,6 wmol/l). Las
células control se nucleofectaron en ausencia de siARN. Después de 48 h de transfeccion, las CMLV se sometieron a normoxia o hipoxia
durante 24 h, de las cuales las Gltimas 12 h también se incubaron con LDLag (100 pg/ml). Las células se recogieron para realizar una
extraccion lipidica, como se explica en la metodologia. Los lipidos se separaron en una cromatografia en capa fina, se revelaron las
bandas del contenido intracelular de colesterol esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC); los histogramas muestran
la cuantificacion de las bandas. Los resultados estan expresados como microgramos de colesterol por miligramo de proteina y se
muestra la media &= SEM de 3 experimentos realizados por triplicado (* p <0,05 vs controles en normoxia).

Asociacion entre el LRP1 y HIF-1a en CMLV inmunohistoquimicos. La figura 8A muestra una tincion tri-
de lesiones ateroscleroticas avanzadas humanas crémica de Masson de una lesion aterosclerética avanzada

y de una zona normal utilizada como control. Tanto el
Para saber si la regulacion al alza del LRP1 por HIF-1a factor de transcripcion HIF-1a como el receptor LRP1 esta-
se da en CMLV de placas de ateroma, realizamos analisis ~ ban altamente expresados en las zonas mas profundas de
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HIF-1a colocaliza con el LRP1 en CMLY de lesiones aterosclerdticas humanas avanzadas. A) Tincion tricromica de Masson

de lesiones ateroscleréticas avanzadas humanas (paneles superiores) y de zonas sin lesion (paneles inferiores). Se muestra el marcaje
representativo de la a-actina, el LRP1 y HIF-1a (i, intima; c, core lipidico). Los rectangulos indican las zonas seleccionadas para
el aumento. B) Las imagenes de microscopia de inmunofluorescencia muestran en amarillo la colocalizacion del LRP1 (en rojo)
y HIF-1a (en verde) en células vasculares de lesiones ateroscleroticas avanzadas.

la capa intima, coincidiendo con células positivas para la
a-actina (marcador especifico de CMLV). Por el contrario,
un leve marcaje para HIF-1a y LRP1 se observé en las
zonas control. En los experimentos de doble inmunofluo-
rescencia, el marcaje especifico para el LRP1 y para el
HIF-1a se solapaban en las células vasculares de las lesiones
(fig. 8B).

Discusion

El LRP1 es esencial para el desarrollo embrionario® y para
el mantenimiento de la integridad vascular*'. La expresion
del LRP1 en la pared vascular tiene un efecto protector al
limitar la sefalizacidon a través del receptor PDGF*4, En
placas aterosclerdticas ricas en lipido, el LRP1 podria con-
tribuir a la deposicion lipidica debido a su capacidad de
unir e internalizar LDLag retenidas en la matriz extracelular,
la principal forma de modificacion de las LDL en la intima
arterial*#. Los analisis por PCR a tiempo real y Western
blot de este estudio demuestran que la hipoxia induce fuer-
temente la expresion del ARNm y de la proteina del LRP1 en
CMLV humanas, de la misma manera que ya se habia visto
previamente en lineas celulares tumorales**, En las CMLV
humanas la induccion maxima del LRP1 por la hipoxia a nivel

de ARNm ocurre al cabo de 1h, y a nivel proteico a las 16 h.
La induccion mas retardada de la proteina de este receptor
por la hipoxia parece deberse a la larga vida media de la
proteina del LRP1 en CMLV humanas. Los datos de nuestros
experimentos con actinomicina D demuestran que la sobre-
expresion del LRP1 inducida por la hipoxia depende de la
transcripcion, ya que la actinomicina D previene completa-
mente este efecto de la hipoxia. La similitud entre el patréon
de expresion del ARNm del LRP1 a lo largo del tiempo y el
patron de acumulacion de la proteina de HIF-1a, ambos en
hipoxia, apoya nuestra hipdtesis de que HIF-1a modula la
transcripcion del promotor del LRP1. La inhibicidn especifica
de HIF-1a previene casi por completo la sobreexpresion del
LRP1 inducida por la hipoxia en CMLV humanas. El analisis de
laregion 5’ del promotor humano del LRP1 revelé la existen-
cia de dos posibles secuencias HRE que, de acuerdo con los
ensayos de ChIP, tienen la capacidad de unir HIF-1« in vivo.
La union maxima de HIF-1a a estas secuencias coincidié en el
tiempo con el maximo de acumulacion de HIF-1a. Los estu-
dios de actividad luciferasa demostraron que tanto la HRE-1
como la HRE-2 juegan un papel fundamental en la induccion
del promotor LRP1 que ejerce la hipoxia y la sobreacumula-
cion de HIF-1a, aunque la HRE-2 (-1072/-1069) parece mas
importante. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en el ChIP, los cuales muestran una mayor union in vivo de
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HIF-1a a la secuencia HRE-2 que a la HRE-1 en el promotor
del LRP1. Estos resultados obtenidos por diferentes aproxi-
maciones experimentales demuestran que HIF-1a media, al
menos en parte, el efecto de la hipoxia sobre la transcripcion
del LRP1.

De forma interesante, también encontramos que la hipo-
xia disminuia los niveles del SREBP-1 y del SREBP-2 en
las CMLV humanas. Mediante la disminucion de los nive-
les de los SREBP, la hipoxia causé una reduccion en la
expresion del receptor de las LDL y probablemente esto
también contribuy6 a incrementar el LRP1. Anteriormente
se habia demostrado en nuestro grupo que de forma con-
traria a lo que pasaba con el receptor de las LDL, el LRP1
se regulaba negativamente por los SREBP*"32, Hay resul-
tados controvertidos en la literatura en relacion al efecto
que la hipoxia ejerce sobre la expresion de los SREBP.
Mientras algunos autores han publicado que se da una
reduccion en los niveles de los SREBP#, otros muestran
resultados opuestos®®>', Estas discrepancias han sido expli-
cadas por una modulacion diferencial de los factores de
transcripcion por hipoxia, dependiendo del tipo celular’?>3.
De hecho, las diferencias en la modulaciéon de los SREBP
por la hipoxia explicaria por qué el LRP1 disminuye en
CMLV cerebrales®® mientras que se incrementa en CMLV
coronarias.

Nuestros resultados muestran que la inhibicion de HIF-
1a no solo previene la acumulacion de TG inducida por la
hipoxia'', sino también la sobreacumulacion de CE deri-
vado de la captacion de LDLag. Por lo tanto, ademas de
los SREBP?%:3":32 HIF-1a. también contribuye claramente
a modular la acumulacién lipidica intracelular derivada
de LDLag y mediada por el LRP1 en CMLV humanas. La
internalizacion de LDLag mediada por el LRP1 es uno de
los principales mecanismos que contribuye a la formacién
de células espumosas derivadas de CMLV en condiciones
de hiperlipidemia experimental e hipertensién?2242627  De
forma muy interesante, las células espumosas colocalizan
con la proteina de HIF-1a en zonas con lipido de lesiones ate-
rosclerdticas avanzadas humanas®“. Las células espumosas
no solo derivan de macrofagos, sino también de CMLV>>36,
Nuestros resultados inmunohistoquimicos muestran que el
LRP1y el HIF-1a colocalizan en placas ateroscleroticas avan-
zadas humanas enriquecidas en lipido. El incremento en la
expresion del LRP1 por un efecto combinado de la sobreacu-
mulacion de HIF-1a (inducida por la hipoxia) y la disminucion
de los SREBP (inducida por la presencia de lipido y por la
hipoxia) podria ser relevante in vivo, ya que las zonas hip6-
xicas estan frecuentemente asociadas con el lipido de las
lesiones ateroscleroticas avanzadas®*. El LRP1, ademas de
ser un receptor de membrana, es un transductor de senales
que se desplaza a las caveolas como respuesta a sefales
extracelulares®’-°8; de este modo, seria de interés saber
si la hipoxia podria alterar la distribucion subcelular del
LRP1.

En resumen, los resultados de este estudio muestran que
tanto HIF-1a como el LRP1 estan incrementados en las CMLV
hipdxicas, y que el marcaje proteico de HIF-1a y del LRP1
coinciden en CMLV de placas de ateroma avanzadas. Todos
estos resultados de forma conjunta demuestran que las CMLV
hipoxicas podrian contribuir a los elevados niveles de HIF-1a
asociados a las células espumosas en lesiones ateroscleroti-
cas avanzadas humanas®*.
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