
1 
 

 
 

.  
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 

 

« ESTUDIO DE LAS LIPOPROTEÍNAS DE ALTA DENSIDAD COMO 

VECTORES LÍPIDICOS PARA EL MANTENIMIENTO DE LA FUNCIÓN 

ENDOTELIAL » 

 

TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

DOCTORA EN CIENCIAS 

PRESENTA: 

M. en C. MÓNICA MUÑOZ VEGA 

TUTOR PRINCIPAL: 

DR. OSCAR ARMANDO PÉREZ MÉNDEZ 

FACULTAD DE MEDICINA 

COMITÉ TUTOR: 

DR. RAMÓN MAURICIO CORAL VÁZQUEZ 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 

DR. JAIME MAS OLIVA 

INSTITUTO DE FISIOLOGÍA CELULAR 

 

CUIDAD DE MÉXICO MAYO DE 2018 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Metabolismo de 
Lípidos que pertenece al Departamento de Biología Molecular del Instituto 
Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez”. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 
 

 
 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

Al Dr. Oscar Pérez Méndez por dejarme forma parte de su grupo de trabajo pese a la 
situación adversa, por su tutoría y la confianza depositada en mí y en mi trabajo. 

Al Dr. Felipe Massó Rojas y la Dra. Araceli Páez Arenas por su paciencia, apoyo y 
ayuda en cada una de las técnicas implementada para obtener los resultados aquí 
plasmados. 

A la Dra. Elizabeth Carreón Torres y a todos las personas que han formado parte del 
Laboratorio de Metabolismo de Lípidos en los últimos tres años, por su compañerismo 
y apoyo técnico. 

A los doctores Jaime Mas Oliva y Ramón Coral Vázquez por contribuir a través de la 
revisión y la crítica constructiva durante el desarrollo de mis estudios de doctorado. 

A los doctores Laurent Martinez y Souad Najib por su hospitalidad y por su 
colaboración a la parte técnica. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

DEDICATORIAS 

 

A mis padres, Ángeles  y Esteban, por su apoyo incondicional, por rodearme siempre 
de libros, música y amor. Por enseñarme el camino de la honestidad y tener pasión 
por lo que hago. 

A Juan Esteban, por su apoyo, su honestidad y por ser un ejemplo como hermano 
mayor. 

A mis abuelos, María Luisa y Juan Manuel, por las pláticas, la comida y las 
sobremesas interminables.  

A los amigos de toda la vida, que han estado hasta en los momentos más difíciles. 
Gracias. 

A los maestros que me inspiraron durante todos estos años con su ejemplo o con sus 
palabras, estoy segura que no soy la única. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 
 

ÍNDICE GENERAL 
ÍNDICE DE FIGURAS .......................................................................................................................... 7 

ABREVIATURAS .................................................................................................................................. 9 

RESUMEN ........................................................................................................................................... 11 

ABSTRACT .......................................................................................................................................... 13 

INTRODUCCIÓN ................................................................................................................................ 15 

Lipoproteínas de alta densidad (HDL) y protección contra el riesgo cardiovascular ........... 15 

El transporte reverso del colesterol (TRC) y los efectos ateroprotectores de las HDL ....... 16 

Evidencia contradictoria sobre el TRC: terapias farmacológicas y mutaciones en genes 
involucrados. ................................................................................................................................... 17 

Niacina ......................................................................................................................................... 17 

Inhibidores de CETP ................................................................................................................ 18 

Tiromiméticos ............................................................................................................................ 20 

Agonistas de PPAR-α .............................................................................................................. 20 

Apo AI Milano y Apo AI París ................................................................................................ 22 

Enfermedad de Tánger ............................................................................................................ 23 

Fish Eye Disease (FED) ........................................................................................................... 23 

Disfunción endotelial e inflamación: papel de la óxido nítrico endotelial (eNOS). ............... 24 

HDL y función endotelial ........................................................................................................ 26 

HDL e inhibición de moléculas de adhesión. .................................................................... 28 

HDL y la modulación del contenido lipídico membranal ............................................... 31 

JUSTIFICACIÓN ................................................................................................................................. 33 

HIPÓTESIS .......................................................................................................................................... 33 

OBJETIVO GENERAL ....................................................................................................................... 34 

OBJETIVOS PARTICULARES ......................................................................................................... 34 

METODOLOGÍA ................................................................................................................................. 35 

Donadores voluntarios de plasma para obtención de HDL ..................................................... 35 

Etapa 1 ......................................................................................................................................... 35 

Etapa 2 ......................................................................................................................................... 35 

Muestras ..................................................................................................................................... 35 

Aislamiento de HDL ................................................................................................................. 36 

Marcaje de HDL con Alexa Fluor 488 .................................................................................. 36 

Preparación de HDL reconstituídas con 25-NBD-colesterol y NBD-esfingomielina
 ....................................................................................................................................................... 36 

Cultivo de células endoteliales ............................................................................................. 37 



6 
 

Curva dosis-respuesta de TNF-alfa ..................................................................................... 37 

Cuantificación de moléculas de adhesión ......................................................................... 37 

Ensayo de internalización ...................................................................................................... 38 

Fosforilación de eNOS en la S1177 ..................................................................................... 39 

Citometría de flujo .................................................................................................................... 39 

Sistema de órgano aislado .................................................................................................... 40 

Análisis estadístico .................................................................................................................. 41 

RESULTADOS .................................................................................................................................... 42 

Caracterización de células HMEC-1 .................................................................................... 42 

Expresión de SR-BI en células HMEC-1 ............................................................................. 43 

Curva concentración-respuesta de TNF-alfa .................................................................... 45 

Efecto de las HDL sobre las células HMEC-1. .................................................................. 47 

Ensayo de internalización de HDL en células HepG2. ................................................... 51 

Ensayos de internalización del HDL en células endoteliales ....................................... 52 

Participación de SR-BI en la internalización de componentes de HDL ..................... 54 

Cinética de internalización de componentes de HDL ..................................................... 59 

Competencia C-HDL vs C-LDL .............................................................................................. 62 

Composición de HDL y expresión de moléculas de adhesión ..................................... 63 

Composición de HDL y activación de la eNOS ................................................................. 65 

PROYECTOS EN PARALELO ......................................................................................................... 67 

HDL aisladas de sujetos sanos y su efecto sobre el endotelio vascular. ................. 67 

Otros efectos de BLT-1 ........................................................................................................... 71 

DISCUSIÓN ......................................................................................................................................... 74 

CONCLUSIONES ............................................................................................................................... 83 

REFERENCIAS................................................................................................................................... 84 

ARTÍCULO PUBLICADO ................................................................................................................. 100 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



7 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 
 

  Pág. 

Figura1. Receptores con los que interactúan las HDL y la inducción de señales 
intracelulares en el endotelio 

28 

Figura 2 Las HDL inhiben la expresión de moléculas de adhesión 30 

Figura 3 Caracterización de línea celular HMEC-1 42 

Figura 4 Las células HMEC-1 expresan SR-BI. 44 

Figura 5 La expresión de SR-BI no se modifica por los estímulos utilizados 45 

Figura 6 Diagramas de puntos de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en HMEC-
1 

47 

Figura 7 HDL inhiben la expresión de ICAM-1 48 

Figura 8 HDL inhiben la expresión de VCAM-1 49 

Fgura 9 Expresión de ICAM-1 en células lavadas y con medio + HDL 50 

Figura 10 Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células incubadas con albúmina 
sérica humana VS control sin estímulo 

51 

Figura 11 Internalización de HDL en células HepG2 52 

Figura 12 Internalización de los componentes de HDL en HMEC-1. 53 

Figura 13 Internalización de los componentes de HDL en HUVEC 54 

Figura 14 Internalización de HDL marcadas con Alexa 488 en células 
endoteliales 

55 

Figura 15 Contribución de SR-BI a la internalización los componentes de HDL en 
células HMEC-1 

57 

Figura 16 Contribución de SR-BI en la internalización los componentes de HDL 
en células HUVEC 

58 

Figura 17 Internalización de colesterol y proteína de HDL. 60 

Figura 18 Internalización de colesterol y proteína de HDL 61 

Figura 19 Ensayo de competencia C-HDL vs C-LDL 63 

Figura 20 Inhibición de la expresión de moléculas de adhesión al estimular con 
rHDL preparadas con diferentes contenidos de lípidos y TNF-alfa 

64 



8 
 

Figura 21 Efecto de la composición de lípidos de HDL en la fosforilación de 
eNOS 

66 

Figura 22 Curvas dosis respuesta HDL tipo 1. 67 

Figura 23 Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 de los diferentes tratamientos en 
células HMEC-1. 

68 

Figura 24 Curvas dosis respuesta HDL tipo 2 68 

Figura 25 Morfología células HMEC-1 para los diferentes estímulos 69 

Figura 26 Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 de los diferentes tratamientos en 
células HMEC-1. 

70 

Figura 27 Curvas dosis respuesta HDL tipo 3. Las aortas de rata fueron 
estimuladas con acetilcolina y fenilefrina tras ser incubadas con las 
diferentes condiciones. 

70 

Figura 28 Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 de los diferentes tratamientos en 
células HMEC-1 

71 

Figura 29 Expresión de ICAM-1 en HMEC-1 tratadas con BLT-1 72 

Figura 30 Expresión de VCAM-1 en HMEC-1 tratadas con BLT-1 72 

Figura 31 Efecto de la inhibición de SR-BI en la estructura del citoesqueleto de 
vimentina en HMEC-1. 

73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

ABREVIATURAS 
 
ABCA1 Transportador Dependiente de ATP subfamilia A miembro 1 

ABCG1 Transportador Dependiente de ATP subfamilia G miembro 1 

ApoAI Apolipoproteína AI 

ApoAIV Apolipoproteína AIV 

ApoB Apolipoproteína B 

ApoE Apolipoproteína E 

CH Colesterol 

CETP Proteína de Transferencia de Ésteres de Colesterol 

C-HDL Colesterol HDL 

C-LDL Colesterol LDL 

eNOS Sintasa de Óxido Nítrico Endotelial 

ICAM-1 Molécula de Adhesión Intercelular 1 

IMC Índice de Masa Corporal 

HDL Lipoproteínas de Alta Densidad 

HDL 2 Lipoproteìnas de Alta Densidad Subclase 2 

HDL 3 Lipoproteìnas de Alta nesidad Subclase 3 

HMEC-1 Células Endoteliales de Microvasculatura Humana 

HUVEC Células Endoteliales de Vena Umbilical Humana 

LCAT Lecitin Colesterol Acil Transferasa 

LDLR Receptor de Lipoproteínas de Baja Densidad 

LH Lipasa Hepática 

mmHg Milímetros de mercurio 

MCP-1 Proteína Quimioatrayente de Monocitos 1 

NF-κB Factor Nuclear kappa B 

NO Óxido Nítrico 

P2Y Receptor Purinèrgico Acoplado a Proteìna G Familia P2Y 

PC Fosfatidilcolina 

PLTP Proteína de Transferencia de Fosfolípidos 

PPAR Receptor Proliferador Activado por Peroxisomas  



10 
 

S1P Esfingosina-1- Fosfato 

SM Esfingomielina 

SR-BI Receptor Scavenger Clase B Tipo 1 

rHDL HDL reconstituídas 

TNF-alfa Factor de Necrosis Tumoral Alfa 

TRC Transporte Reverso de Colesterol 

VCAM-1 Molécula de Adhesión Vascular Celular 1 

VLDL Lipoproteínas de Muy Baja Densidad 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



11 
 

RESUMEN 
 

Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) han sido asociadas positivamente con la 
protección del riesgo cardiovascular. Durante décadas, el Transporte Reverso del 
Colesterol (TRC), un mecanismo por el cual las HDL recuperan el colesterol excedente 
de las células periféricas para su excreción por vía biliar, se postuló como su principal 
actividad biológica y fue relacionado directamente con su actividad antiaterosclerosa, 
principalmente en el endotelio. 

Sin embargo, numerosa evidencia tanto farmacológica como de estudios genéticos 
apunta a que el papel protector de las HDL no puede ser totalmente explicado por el 
TRC lo que sugiere mecanismos adicionales.  

En la década de 1970, se demostró que las HDL pueden ser internalizadas por el 
endotelio aórtico pero los mecanismos asociados a este fenómeno no se estudiaron 
hasta muy recientemente. Adicionalmente, se sabe que la mayor parte del colesterol 
es sintetizado en el hígado, al igual que las HDL y que el único receptor caracterizado 
para este tipo de partículas, el Receptor Scavenger clase B, tipo 1 (SR-BI) es 
expresado en la mayor parte de los tejidos. Todo lo anterior sugiere que las HDL 
podrían tener un papel como vectores. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la relevancia del influjo de colesterol y el 
efecto que tienen los componentes  lipídicos (colesterol y esfingomielina) sobre la 
función endtelial y su participación en la regulación de la actividad enzimática de la 
sintasa de óxido nìtrico endotelial (eNOS) mediante ensayos en cultivos de células 
endoteliales.   

Para ello, se validó a las Células Endoteliales de Microvasulatura Humana (HMEC-1) 
como modelo de endotelio utilizando a las Células Endoteliales de Vena Umbilical 
Humana (HUVEC) como modelo de referencia. Se determinó que las HMEC-1 
expresan a SR-BI así como otros marcadores típicos de endotelio como VCAM-1 y 
endoglina de manera semejante a las HUVEC. Se demostró que ambos modelos de 
endotelio tienen morfologías, tamaño y granularidad similares, por lo que se determinó 
que HMEC-1  es un modelo útil para el estudio de las interacciones entre las  HDL y 
el endotelio. 

Se realizaron ensayos de internalización con HDL aisladas de plasma de donadores 
sanos y marcadas con Alexa Fluor 488 en su porción proteica así como con HDL 
reconstituídas (rHDL) preparadas con 25-NBD-colesterol o NBD- esfingomielina para 
determinar localización subcelular y cinética de cada componente de las HDL. 
Además se incubaron las células con el Bloqueador de Transporte de Lípidos 1 (BLT-
1), un inhibidor no reversible de SR-BI para determinar la participación de este 
receptor en la internalización de cada componente de las  HDL. La determinación de 
fluorescencia se realizó utilizando citometría de flujo o microscopía confocal.  
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El colesterol y  la proteína de HDL siguen cinéticas y localizaciones subcelulares 
distintas. En el caso de la esfingomielina esta sigue un comportamiento similar a la 
proteína. 

SR-BI participa sólo parcialmente en la internalización de la proteína de HDL, pero no 
se observó efecto sobre la entrada de colesterol o esfingomielina al utilizar diferentes 
concentraciones de BLT-1.  

Para determinar la relevancia fisiológica de la internalización de colesterol HDL (C-
HDL) se realizó un ensayo de competencia con  colesterol LDL (C-LDL) y se determinó 
que incluso al utilizar una concentración de este último 20 veces mayor que la 
fisiológica, el C-HDL continúa ingresando a las células endoteliales. 

Con la finalidad de conocer el papel de la composición lipídica de las HDL sobre la 
expresión de VCAM-1 e ICAM-1  así como la fosforilación de eNOS en la S1177, se 
utilizaron rHDL con la Apolipoproteína AI (ApoAI) y fosfatidil colina y concentraciones 
variables de esfingomielina (5, 11 y 16 %) o bien 5% de colesterol.  

Se observó que las rHDL preparadas con esfingomielina inhiben significativamente 
mejor la  expresión de ICAM-1 que las partículas que no contienen este lípido. De 
manera interesante este efecto no se observa sobre la expresión de VCAM-1.  

Las rHDL con 5%  de esfingomielina fueron las que activaron significativamente más 
la fosforilación de eNOS en la S1177, lo que significa una mayor activación de la 
enzima. Sin embargo, las rHDL con mayores concentraciones de esfingomielina no 
lograron incrementar la fosforilación de eNOS. 

Algunos datos preliminares revelan que las HDL provenientes de sujetos sanos 
presentan diferencias en la capacidad de inhibir la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, lo 
cual podría estar asociado a la composición de las partículas. 

En conclusión, el presente estudio valida el uso de la línea celular HMEC-1 como 
modelo de endotelio,  confirma la relevancia fisiológica de la internalización de HDL 
en las células endoteliales así como la importancia de la composición de lípidos de 
estas partículas sobre la expresión de ICAM-1 y la activación de eNOS. Además, 
proporciona evidencia sobre las diferencias en cuanto a localización y comportamiento 
cinético de los componentes de las HDL en las células endoteliales y sugiere la 
existencia de mecanismos adicionales a SR-BI para modular la entrada de proteína, 
colesterol y esfingomielina provenientes de las  partículas HDL hacia el endotelio. 
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ABSTRACT 
 

High density lipoproteins (HDL) have been positively associated with protection of 
cardiovascular risk. For decades, Reverse Cholesterol Transport (RCT), a mechanism 
by which exceeding cholesterol from peripheral cell is captured in HDL structure and 
then secreted by biliary pathway, has been proposed as its main biological activity and 
directly related with anti-atherogenic activity of HDL, particularly in vascular 
endothelium. 

However, a numerous pharmacologic and genetic evidence is supporting that 
cardioprotective role of HDL cannot be totally explained by RCT suggesting additional 
mechanisms. 

In the 1970 decade, one study showed that HDL can be internalized by aortic 
endothelium but the associated mechanisms to this phenomenon have only recently 
been studied. In addition, we know that most of the cholesterol is synthetized by the 
liver as HDL and the only characterized HDL receptor, named Scavenger Receptor 
Class B, type I (SR-BI), is expressed in most of the tissues. All of these evidence 
combined suggest that HDL could be lipid vectors and that role contributes to 
atheroprotective activity. 

The aim of this work is to demonstrate the participation of HDL as lipid vectors, the 
subcellular location of the main components of this kind of particles, their kinetic 
behavior, as well as the effect of lipid delivery in endothelial function like the expression 
of Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) and Vascular Cell Adhesion Molecule 1 
(VCAM-1) and phosphorylation of Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) S1177.  

We validated Human Microvascular Endothelial Cells (HMEC-1) as endothelium model 
using Human Umbillical Vein Endothelial Cells (HUVEC) as reference model. We 
determined that HMEC-1 can express SR-BI and other typical endothelial markers as 
VCAM-1 and endoglin resembling to HUVEC. We demonstrated that both endothelial 
models have similar morphologies, size and granularity and HMEC-1 is a useful model 
to study HDL-endothelium interactions. 

We performed internalizations assay using HDL isolated from plasma of healthy 
donors  and  fluorescently labeled with Alexa Fluor 488 in their protein portion as well 
as reconstituted HDL (rHDL) synthetized with 25-NBD-cholesterol or NBD-
sphingomyelin to determine subcellular location and kinetic of each HDL component. 
In addition, we incubated cells with Blocking Lipid Transport 1 (BLT-1), an irreversible 
inhibitor of SR-BI to measure the participation of this receptor in the internalization of 
HDL components. Fluorescence determinations were performed using flow cytometry 
and confocal microscopy. 

Cholesterol and protein from HDL had different kinetics and subcellular locations. 
Sphingomyelin behaved similarly to protein. 



14 
 

SR-BI partially participated in HDL protein internalization but we did not observed any 
effect over cholesterol of sphingomyelin uptake when incubated with different 
concentrations of BLT-1. 

To determine physiological relevance of HDL cholesterol (C-HDL) uptake we designed 
a competition assay with LDL cholesterol (C-LDL) and we demonstrated that even 
when we used C-LDL 20 times more concentrated than physiologic level, C-HDL is still 
internalized by endothelial cells. 

To assess the role of lipid composition of HDL over VCAM-1 and ICAM-1 and 
phosphorylation in S1177 of eNOS, we synthetized rHDL with Apolipoprotein AI 
(ApoAI) and phosphatidylcholine and variable concentrations of sphingomyelin (5, 11 
and 16 %) or alternatively, 5% of cholesterol. 

We demonstrated that rHDL prepared with sphingomyelin can inhibit more efficiently 
the expression of ICAM-1 than the particles that did not contained that lipid. 
Interestingly, we did not observed such effect in VCAM-1 expression. 

rHDL with 5% of sphingomyelin enhance significantly the phosphorylation of S1177 
position in eNOS, which means more activation of the enzyme. In contrast, rHDL with 
higher concentrations of sphingomyelin did not enhance the activation of eNOS. 

Some preliminary data showed that HDL from healthy donors have differences the 
ability of inhibition of the ICAM-1 and VCAM-1 inhibition, this effect maybe is 
associated to lipid composition  of HDL particles. 

In summary, this study validates the use of HMEC-1 cell line as endothelial model, 
confirms the physiological relevance of HDL internalization in endothelial cells and the 
importance of lipid composition of the particles in ICAM-1 expression and eNOS 
activation. Also provides evidence about location differences and kinetic behavior of 
HDL components in endothelial cells and suggest the existence of additional 
mechanisms to SR-BI for the regulation of protein, sphingomyelin and cholesterol 
uptake from HDL to endothelium. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Lipoproteínas de alta densidad (HDL) y protección contra el riesgo 

cardiovascular 

 

Las lipoproteínas de alta densidad o HDL son complejos macromoleculares 

pseudomicelares formados por lípidos y proteínas que conforman la porción 

lipoproteica más densa del plasma [1]. Su composición es muy heterogénea y algunos 

estudios calculan que una partícula de HDL normalmente contiene de 2 a 5 moléculas 

de apolipoproteina  AI (Apo AI) la cual constituye hasta un 70 % del contenido proteico 

total, por lo que es considerada su principal componente [2]. Sin embargo, estudios 

proteómicos proponen que las HDL son capaces de asociar a más de 80 proteínas 

distintas [3, 4] . 

Además, se calcula que cada partícula de HDL contiene alrededor de 100 moléculas 

de fosfatidilcolina, la cual es responsable de mantener una superficie antipática y 

donde pueden ser embebidas las moléculas de colesterol no esterificado, todo ello 

rodeando un núcleo de lípidos insolubles al agua, principalmente ésteres de colesterol 

[2, 5]. Los estudios más recientes revelan que las HDL también pueden fungir como 

vehículos de microRNAs [6]. Todo lo anterior sugiere que las HDL juegan un 

importante papel como vectores en el plasma de una gran diversidad de moléculas. 

Se ha propuesto que todos los componentes mencionados no son únicamente 

transportados de manera pasiva por las HDL sino que son responsables de las 

múltiples actividades biológicas que han sido descritas, es por ello que su papel como 

vectores adquiere gran relevancia [7]. Las variaciones en concentraciones y 

proporción en dichos componentes son las responsables de la gran heterogeneidad 

estructural de estas liporpoteínas, y sugiere fuertemente que también son 

responsables de la variabilidad  en las funciones de las HDL ya que ninguno de ellos 

se distribuye de manera homogénea en la población total de partículas [8]. 

Las enfermedades cardiacas y en particular las de origen isquémico son la principal 

causa de muerte en México y el mundo [9, 10] . En diversos estudios epidemiológicos 

se ha demostrado una asociación negativa entre la concentración del colesterol 

asociado a las HDL  (C-HDL) y el riesgo cardiovascular [11]. En este contexto, algunos 
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estudios postulan que un incremento de 1 mg/dL en la concentración de C-HDL 

disminuye en un 3% el riesgo cardiovascular [12]. 

Sin embargo, propuestas recientes ponen en duda que el contenido de C-HDL refleje 

el número de partículas o su saturación con lípidos [13]. Sin embargo, hasta el 

momento la determinación del C-HDL sigue siendo la única manera aceptada, aunque 

indirecta, de expresar la concentración de partículas HDL en el plasma. 

 

El transporte reverso del colesterol (TRC) y los efectos ateroprotectores de las 

HDL 

 

Con base en los resultados de los estudios epidemiológicos, se han intentado describir 

experimentalmente los mecanismos por los cuales las HDL tienen actividad 

ateroprotectora. El Transporte Reverso del Colesterol (TRC), la función más 

ampliamente aceptada y documentada de las HDL, parecía responder la mayoría de 

las preguntas respecto a sus funciones antiaterosclerosas [14].  

El TRC comienza con la secreción hepática de Apo AI pobre en lípidos, la cual forma 

partículas HDL discoidales que migran en la fracción pre-beta del plasma. Las 

partículas pre-beta son muy afines al colesterol libre excedente de las células, el cual 

se asocia a ellas a través del eflujo de colesterol mediado por el transportador de 

membrana ABCA1, dando lugar a las partículas denominadas HDL3 [15]. 

El colesterol contenido en las HDL3  es sustrato de la Lecitin Colesterol Acil 

Transferasa (LCAT), enzima plasmática que esterifica el colesterol libre ubicado en la 

superficie de la lipoproteína. Los ésteres de colesterol producidos migran hacia el 

interior de la partícula formando el núcleo hidrofóbico de la partícula denominada 

HDL2 [16]. Las partículas HDL2 pueden seguir al menos dos rutas metabólicas 

alternativas. La primera de ellas es que sus ésteres de colesterol sean reconocidos 

por el receptor hepático SR-BI, uno de los pocos receptores identificados para las 

HDL. Se ha propuesto que la pérdida de ésteres de colesterol debida a la interacción 

con el SR-BI, regenera la partícula HDL3 inicial que ingresa nuevamente al ciclo de 

captación de colesterol [15, 17].  La otra alternativa es que la partícula HDL2 sea 

sustrato de la proteína de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) cuya actividad 

consiste en el intercambio de estas moléculas presentes en las HDL2 por triglicéridos 
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provenientes de las lipoproteínas que contienen apolipoproteína B (Apo B) [16]. El 

intercambio de lípidos genera partículas HDL2 enriquecidas con triglicéridos las cuales 

pueden ser modificadas por  la lipasa hepática (LH)  y lipasa endotelial. De manera 

sinérgica a la acción de las lipasas, los fosfolípidos de la lipoproteína remanente se 

redistribuyen por acción de la proteína de transferencia de fosfolípidos (PLTP), dando 

lugar a una partícula pre-beta y una partícula HDL3 que se reincorporan nuevamente 

al ciclo de captación de colesterol [18]. Por medio de esta ruta metabólica 

intravascular, las HDL recuperarían el colesterol excedente del ateroma evitando o 

retardando su desarrollo. 

Debido a que las HDL se encuentran en constante remodelación y a que existe gran 

heterogeneidad en su estructura, se han propuesto diferentes subclasificaciones de 

estas lipoproteínas. Por ejemplo, las HDL se han agrupado de manera arbitraria en 

cinco subclases de acuerdo con su tamaño. En orden decreciente podemos enlistarlas 

como sigue: HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y  HDL3c [19]. Sin embargo, los estudios 

funcionales realizados con las subclases no han mostrado resultados concluyentes 

sobre si existe diferencia en la actividad biológica de alguna de ellas [20]. 

 

Evidencia contradictoria sobre el TRC: terapias farmacológicas y mutaciones 

en genes involucrados. 

 

Con base en la hipótesis del TRC como principal actividad antiaterosclerosa de las 

HDL, era plausible proponer que aumentar las concentraciones plasmáticas de C-HDL 

resultaría en un incremento de la protección cardiovascular. Esta fue la justificación 

para desarrollar fármacos cuyo objetivo terapéutico primario era aumentar las HDL, 

así como buscar una nueva prescripción para el uso de fármacos como la niacina y 

los agonistas de PPARalfa y gama. Usando esta premisa probaron distintos grupos 

de moléculas los cuales se describen brevemente a continuación. 

 

Niacina  
La niacina es un nutriente esencial para el humano que incrementa las 

concentraciones de HDL cuando se consume a dosis altas. Se han propuesto varios 

mecanismos sobre su actividad farmacológica los cuales involucran las funciones de 
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Apo AI, CETP y ABCA1. Este último es mencionado con mayor interés debido a que 

la niacina incrementa el eflujo de colesterol incrementando la transcripción de ABCA1 

[21]. 

Su administración incrementa el C-HDL hasta en un 25%. Sin embargo, también 

disminuye las concentraciones del  C-LDL y de triglicéridos, por lo que fue propuesta 

como un fármaco que podría prevenir eventos cardiovasculares. A este respecto, un 

seguimiento de pacientes a los cuales se les administró niacina durante cuatro años, 

reveló que no existe una disminución significativa de eventos cardiovasculares 

mayores. [22] 

Llama la atención, además de su falta de eficacia, la gran cantidad de efectos 

adversos relacionados con la administración del fármaco que comprenden desde 

efectos cutáneos, gastrointestinales, musculo esqueléticos, infecciosos así como 

sangrados y complicaciones en el control de glucemia en los individuos diabéticos [23, 

24]. 

Algunos autores recientemente declararon que el perfil de toxicidad de la niacina es 

inaceptable para la mayoría de los pacientes y no debería ser usada de manera 

rutinaria a menos que cumplan con tres requisitos: que presenten riesgo alto de 

presentar eventos cardiovasculares, en los casos en los que las estatinas estén 

contraindicadas y que además presenten niveles altos de C-LDL [25]. 

 

Inhibidores de CETP 
La inhibición de CETP como blanco farmacológico fue propuesta después de la 

publicación de un estudio en el que individuos portadores de mutaciones para pérdida 

de función en CETP presentaban un incremento notable de los niveles de C-HDL [26]. 

Un estudio posterior reveló que esto se debía a un incremento en el eflujo de colesterol 

en un mecanismo mediado por Apo E y ABCA1 [27-29]. Además, existen estudios 

genéticos que demostraron una disminución en el riesgo de eventos coronarios 

asociada a varios polimorfismos de pérdida de función del gen CETP [30, 31]. Por otra 

parte, los roedores como la rata y el ratón, carecen de actividad CETP y son malos 

modelos de aterosclerosis [32]. A partir de  entonces se sintetizaron varios 

compuestos con actividad inhibitoria de esta proteína. Sin embargo, ninguno de ellos 
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ha probado su eficacia como protector ante eventos cardiovasculares pese a la 

modificación de los perfiles de lípidos de los pacientes estudiados [33]. Por esta razón, 

se ha cuestionado el mecanismo farmacológico como medida eficaz para la protección 

ante el riesgo cardiovascular. A continuación se mencionan las características 

principales de los inhibidores de CETP que se han probado incluso en fase III hasta 

el momento [34]. 

  

Torcetrapib  
Es un inhibidor competitivo de CETP que incrementa los niveles de C-HDL. Su uso no 

se asoció a modificaciones en los niveles de triglicéridos o  C-LDL [35, 36]. A pesar 

de que el torcetrapib incrementaba la concentración plasmática de C-HDL, incluso al 

doble de la concentración inicial, estudios realizados en pacientes demostraron un 

incremento en el riesgo coronario asociado a su administración y un incremento 

discreto, pero significativo, de la presión arterial por estimulación de la sintasa de 

aldosterona [33, 37-39]. Debido a estos efectos adversos, los ensayos fase III fueron 

suspendidos [40]. 

 

Dalcetrapib 
Se trata de un fármaco denominado modulador de la actividad CETP; incrementa la 

eliminación de ácidos biliares por vía fecal y los niveles de C-HDL hasta en un 23%,  

y no afecta la producción de aldosterona [36, 41, 42]. Sin embargo, el uso de 

dalcetrapib fue fútil debido a que no presentó una disminución significativa en la 

incidencia, riesgo o desenlace de infartos, isquemia, paro cardíaco o angina inestable 

por lo que el uso comercial del fármaco se descartó definitivamente [43].  Cabe 

destacar que se observó un pequeño incremento en la presión sistólica (alrededor de 

0.6 mmHg) en los pacientes a los que se les administró dalcetrapib así como de la 

proteína C reactiva [44, 45]. 

 

Anacetrapib 
Esta molécula posee mayor capacidad de inhibición de la CETP que el torcetrapib. 

Los sujetos que recibieron este fármaco tuvieron incremento en los niveles de C-HDL 
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mayores al 100% y disminución de C-LDL hasta en un 40% [46, 47].  El efecto en la 

modulación de los lípidos sanguíneos se propone que es causado por el incremento 

en el eflujo de colesterol. Adicionalmente, se encontró una disminución en la señal 

proinflamatoria inducida por TNF-α, es decir, disminución en la expresión de VCAM-

1, ICAM-1, MCP-1 y E-selectina [48-50]. Sin embargo, no se demostró una diferencia 

significativa en la incidencia de eventos cardiovasculares hasta el momento [51]. El 

ensayo clínico REVEAL (Evaluación Aleatorizada de los Efectos del Anacetrapib a 

través de la Modificación de los Lípidos) brindará mayor información acerca de la 

eficacia del fármaco. 

 

Evacetrapib 
Muy recientemente un ensayo fase III fue suspendido debido a la falta de eficacia de 

este fármaco entre los individuos con alto riesgo cardiovascular [52]. En estudios 

anteriores se encontró un incremento  en los niveles de C-HDL y la disminución del C-

LDL y que además no presentaba respuesta hipertensiva [53]. 

 

Tiromiméticos 
Los tiromiméticos son fármacos que simulan la actividad de la hormona T3 o 

triyodotironina. Su administración provoca un incremento en la expresión del receptor 

de LDL (LDLR) y de Apo AI lo cual provoca una disminución del C-LDL e incremento 

C-HDL debido al aumento del catabolismo de las lipoproteínas. Sin embargo, las dosis 

a las cuales se observan estos efectos tienen efectos cardiovasculares adversos por 

lo que su uso ha sido cuestionado y descontinuado [54]. 

 

Agonistas de PPAR-α 
Este grupo de fármacos actúan sobre el receptor proliferador activado por 

peroxisomas alfa (PPAR-α). Comúnmente se les denomina fibratos y son una clase 

de ácidos carboxílicos anfipáticos que fueron inicialmente sintetizados como derivados 

del ácido oxisobutírico en la década de los 1950’s [55]. 

En numerosos estudios se ha demostrado la eficacia de la monoterapia con fibratos 

en la disminución de los triglicéridos y es considerado su efecto principal [56-59]. 

Algunos meta análisis han reportado que la terapia con fibratos reduce los niveles de 
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triglicéridos hasta un 36% y que incrementa los niveles de C-HDL hasta en un 10%. 

Sin embargo, éste último no se considera como uno de los efectos principales de los 

fibratos [60]. Adicionalmente, se han observado disminuciones de alrededor del 8% 

en el C-LDL pero este efecto depende del nivel de hipertrigliceridemia del paciente 

[61, 62]. 

Los fibratos disminuyen la secreción de VLDL ricas en triglicéridos e incrementan el 

catabolismo de lipoproteínas con alto contenido de los mismos. Esto tiene como 

consecuencia un incremento en el tamaño de las LDL y HDL con la disminución en la 

densidad de partícula [63-65]. Sin embargo, es controversial si la modificación en las 

subclases de LDL podría ser un factor para predecir el riesgo cardiovascular [66]. 

Los resultados sobre prevención de eventos cardiovasculares en general han sido 

inconsistentes. El gemfibrozil posee un efecto significativo en la prevención de eventos 

coronarios [57, 59]. En contraste, en el Estudio de Prevención de Infarto con 

Bezafibrato (BIP) y el Estudio de Intervención y Disminución de Eventos en Diabetes 

con Fenofibrato (FIELD), no mostraron un beneficio significativo en los efectos 

primarios de infarto al miocardio y muerte súbita o eventos coronarios, 

respectivamente [56, 58]. 

La prescripción de los fibratos para incrementar farmacológicamente los niveles de 

colesterol-HDL surgió del hecho que el gen de la Apo AI tiene un elemento de 

respuesta para PPAR-α en su promotor [67]. De esta manera, era válido postular que 

al elevar la cantidad de Apo AI disminuyera el riesgo cardiovascular. No obstante, la 

evidencia sobre el beneficio clínico del uso de fibratos se reduce a pacientes con 

triglicéridos elevados que además poseen características del síndrome metabólico, y 

no se asocia con las elevaciones de C-HDL [68]. Es por esta razón que en las guías 

terapéuticas actuales, se recomienda el uso de fenofibrato combinado con estatinas 

aunque este tratamiento tampoco ha arrojado resultados concluyentes sobre su 

efectividad ante la prevención de eventos cardiovasculares [69-71]. 

A pesar de la evidencia que demuestra que el incremento en los niveles de C-HDL no 

se traduce en una disminución en el riesgo cardiovascular, se suman los niveles de 

HDL drásticamente disminuidos observados en sujetos que presentan mutaciones en 

genes involucrados en el metabolismo o estructura de las HDL, sin que esto suponga 
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necesariamente un aumento en el riesgo cardiovascular de los individuos portadores. 

A continuación se describen algunos de estos casos.  

 
Apo AI Milano y Apo AI París 
La primera mutación reportada en el gen Apo AI fue la mutación no sinónima de 

arginina por  cisteína en la posición 173, llamada Apo AI Milano. Posteriormente se 

reportó una nueva sustitución de arginina por cisteína pero en la posición 151, 

denominada Apo AI París. Ambas son mutaciones que ocurren naturalmente en los 

humanos y se han reportado muy pocos casos en el mundo, todos ellos heterocigotos 

[72, 73]. 

Los portadores de estas mutaciones presentan niveles extremadamente bajos de 

HDL-C, un incremento en la tasa de catabolismo de la Apo AI, e hipertrigliceridemia 

moderada, lo cual, como ya se mencionó anteriormente, podría estar considerado 

asociado a un alto riesgo cardiovascular [57, 74]. Además, ambas proteínas mutadas 

tienen una marcada tendencia a formar homodímeros y heterodímeros con Apo AII y 

apo AIV [75-77]. Sin embargo, los individuos portadores no presentan ninguna 

diferencia en el grosor de la íntima-media de la carótida cuando son comparados con 

individuos sanos que viven bajo las mismas condiciones ambientales y tampoco han 

presentado enfermedad cardiovascular prematura [78]. 

Lo anterior sugiere cierto grado de protección cardiovascular en los portadores y se 

ha llegado a proponer que la Apo AI Milano es una mutación con ganancia de función 

[79, 80]. Numerosos estudios funcionales se han llevado a cabo para comprender los 

mecanismos por los que esto ocurre; la primera propuesta es que la generación de 

partículas inusuamente pequeñas, las cuales son el signo característico para ambas 

mutaciones, son aceptores potentes del colesterol celular y esto contribuiría a su 

actividad ateroprotectora [81, 82]. También se sugiere que estas partículas pequeñas 

sufren mayor degradación proteolítica y presentan una deficiencia para asociarse a 

LCAT, lo que resulta en una baja relación entre los ésteres de colesterol y los 

triglicéridos presentes en su núcleo [83-86].  

El uso de los proteoliposomas basados en Apo AI Milano recombinante como medida 

terapéutica para reducir las lesiones aterosclerosas se ha probado en algunos 

estudios con humanos [87-89]. A pesar de que los primeros resultados demostraron 
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en un número reducido de pacientes no sólo un arresto en el crecimiento de la placa 

aterosclerosa, sino una disminución en el volumen de la misma, estas observaciones 

no se pudieron comprobar en estudios posteriores que utilizaron una muestra 

poblacional de mayo tamaño [90]. Así, el uso de Apo AI Milano como tratamiento de 

la aterosclerosis sigue bajo debate debido a resultados contradictorios tanto en 

estudios en humanos como en modelos animales. 

 
Enfermedad de Tánger 
Mutaciones en el gen que codifica para el transportador ABCA1 se han reportado 

como causales de la enfermedad de Tánger, una enfermedad autosómica recesiva 

que se caracteriza por niveles bajos de C-HDL, o incluso indetectables en los 

individuos homocigotos, deposición de ésteres de colesterol en el sistema retículo 

endotelial y tráfico celular aberrante [91-93]. Lo anterior tiene como resultado un 

incremento del tamaño de las amígdalas, esplenomegalia y en algunos casos 

neuropatía periférica [11, 94]. 

Debido a su perfil lipídico modificado, se ha puesto especial atención en la posible 

implicación el gen ABCA1 y la progresión de la aterosclerosis, más que en cualquier 

otra característica clínica de la enfermedad [95]. Se han llevado a cabo diversos 

estudios para determinar si los individuos portadores de las mutaciones presentan un 

mayor riesgo cardiovascular, comparados con individuos controles con niveles de C-

HDL normales a altos. Los resultados hasta el momento no son concluyentes, ya que 

sólo algunos pacientes con enfermedad de Tánger presentan una progresión rápida 

de la placa ateroesclerosa mientras que otros no lo hacen [96-98]. Recientemente se 

ha propuesto que ABCA1 podría tener otras funciones en el tráfico vesicular de las 

células además de su papel en el eflujo de colesterol, lo cual explicaría en parte esta 

diversidad de resultados [99]. Independientemente del verdadero papel del ABCA1, la 

inconsistencia de eventos cardiovasculares en los pacientes con enfermedad de 

Tánger no  es congruente con el TRC.  

 

Fish Eye Disease (FED) 
Esta enfermedad se caracteriza por niveles de C-HDL muy bajos, además de la 

presencia de depósitos de colesterol en sitios específicos como: riñón, eritrocitos, 
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médula ósea y córnea, por lo que ésta última se torna opaca [100].  Consiste en una 

mutación en el gen en que codifica para la enzima LCAT, la cual habitualmente es 

parcial ya que sólo se pierde la actividad de alfa-LCAT pero se conserva la de beta-

LCAT. Es decir, no se esterifican los ésteres de colesterol de las HDL, pero sí de VLDL 

y LDL [101, 102]. Los pacientes con FED son hipoalfalipoproteinémicos, con niveles 

de colesterol-HDL alrededor de 5 mg/dL, hecho que debería manifestarse por un 

desarrollo acelerado de aterosclerosis a luz del TRC [57]. Sin embargo, no ha sido 

descrito ningún caso con enfermedad arterial coronaria prematura en pacientes con 

FED [103]. 

Debido a lo anterior, no se ha establecido una relación directa entre la deficiencia de 

LCAT y la aterosclerosis. En otros estudios han informado que no existe relación entre 

la aterosclerosis y mutaciones en el gen LCAT, y hasta el momento, los estudios 

animales no han sido concluyentes al respecto [104]. 

Toda esta evidencia remarca el hecho de que la hipótesis del TRC no explica la 

función ateroprotectora de las HDL. El TRC no hace predicciones correctas, 

sugiriendo que el paradigma de que las HDL protegen contra la aterosclerosis porque 

eliminan el colesterol excedente de las células periféricas es incorrecto o incompleto. 

Otro dato que debe considerarse es que una gran parte del colesterol es sintetizado 

en el hígado y es precisamente este órgano el sitio donde las HDL son sintetizadas 

[105]. El mecanismo de secreción de partículas HDL expuesto con anterioridad podría 

ser afín a la idea de que estas partículas son las principales acarreadoras del 

colesterol hepático en el plasma, sin que hasta el momento se conozcan las 

implicaciones de ello sobre los tejidos periféricos.  Por lo tanto, se han comenzado a 

explorar otros posibles mecanismos, principalmente el papel del endotelio vascular, 

como el sitio donde se establece la lesión aterosclerosa, así como las interacciones 

de éste con las lipoproteínas. 

 

Disfunción endotelial e inflamación: papel de la óxido nítrico endotelial 

(eNOS). 

 

El endotelio es una monocapa celular que recubre a los vasos sanguíneos y linfáticos. 

Más allá de su función como barrera mecánica en el tejido vascular, se ha demostrado 
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que el endotelio regula procesos diversos; modula el proceso de trombogénesis, 

controla la tonicidad vascular y la capacidad de proliferación tanto propia como del 

músculo liso de los vasos y es fundamental durante los procesos de migración y 

diapédesis de neutrófilos y monocitos [106-109]. 

La perturbación de las funciones del endotelio se denomina disfunción endotelial. Si 

bien algunos autores la interpretan como la activación de endotelio, es considerado al 

evento temprano y central en la aparición de la aterosclerosis [110-112]. 

La disfunción endotelial se caracteriza por la disminución en la disponibilidad  de óxido 

nítrico (NO). Este fenómeno es el resultado del aumento de la degradación o bien la 

disminución en la actividad de la eNOS [109, 113].  

La eNOS es una enzima que cataliza la producción de NO, a partir de la L-arginina. 

Casi todas las funciones endoteliales antes mencionadas dependen en alguna medida 

de la integridad del sistema L-arginina-eNOS-NO. Además, la actividad de la eNOS 

es el punto donde convergen numerosas vías de señalización; su alteración provoca 

modificaciones en casi todos los aspectos de la función endotelial [114, 115]. La eNOS 

está localizada en el aparato de Golgi y las vesículas citoplasmáticas dentro de las 

células endoteliales y tiene una expresión constitutiva [116]. Es en ese organelo donde 

la enzima sufre modificación postraduccional a través de la adición de grupos 

palmitoilo de manera reversible y demás se miristoila de manera irreversible [117]. 

Ambas modificaciones se realizan de manera simétrica en las dos subunidades que 

conforman a la eNOS y son las responsables de su estabilización en la membrana 

plasmática [118]. Ya en la membrana, se ubica en caveolas, que son microdominios 

membranales caracterizados por su alto contenido de colesterol [119]. Además de su 

característica composición lipídica, la caveolina 1 es el componente proteíco principal 

de las caveolas y forma estructuras oligoméricas de alto peso molecular [120]. Las 

células endoteliales también regulan a eNOS a través de modificaciones 

postraduccionales, destacando las fosforilaciones en los residuos de treonina 495 y 

los de serina 114, 615, 633 y 1177. Esta última se considera un sitio importante de 

activación de la enzima a través de diversas cinasas como Akt, AMPk, CAMK-2, PKA 

y PKG lo que ha sido asociado a una gran cantidad de efectos terapéuticos en el tejido 

vascular [121]. La eNOS interactúa directamente con la caveolina una vez ubicada en 

las caveolas y esta interacción se encuentra regulada mediante la fosforilación de los 
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sitios antes mencionados. Esta interacción inhibe la actividad de la eNOS, pero puede 

ser revertida rápidamente mediante el aumento en la concentración del complejo Ca2+/ 

calmodulina [122].  

 

HDL y función endotelial 
Actualmente hay un interés creciente para entender los efectos de las HDL en el tejido 

vascular, lo cuales se ha propuesto sean potencialmente antiaterogénicos y que 

podrían ser independientes al TRC. A este respecto, en algunos estudios se han 

demostrado que las HDL inhiben la oxidación de las LDL, la migración de las células 

de músculo liso, la agregación plaquetaria y disminuyen los efectos asociados a la 

disfunción endotelial. Esto último se atribuye a que las HDL estimulan la proliferación 

y supervivencia celular, la síntesis de NO y a que inhiben la expresión de moléculas 

de adhesión como la Molécula  de Adhesión Intercelular 1 (ICAM-1) y la Molécula de 

Adhesión Vascular Celular 1 (VCAM-1) [123-125]. Es necesario mencionar que los 

efectos antes mencionados son muy variables en individuos con enfermedad 

coronaria, lo cual podría deberse a cambios en la estructura, en la función de las HDL 

o ambas [126-128].  

La mayor parte de los estudios actuales sobre la función de las HDL se han centrado 

en el papel de las proteínas que las conforman. Sin embargo, el papel de los lípidos 

permanece elusivo. En el presente trabajo está enfocado al papel de éstos últimos y 

su impacto en la funcionalidad de las partículas HDL. 

La esfingomielina es el segundo fosfolípido más abundante en la estructura de las 

HDL; ha sido poco estudiado a pesar de su abundancia y un pequeño número de 

trabajos sugieren un papel anti-inflamatorio e incluso que podría revertir el tamaño de 

la lesiones aterosclerosas en ratones deficientes de Apo E [129] . Los mecanismos 

moleculares para explicar estos efectos no se han descrito completamente pero existe 

numerosa evidencia sobre un metabolito de esfingomielina, la esfingosina-1-fosfato 

(S1P) que podría  proporcionar pistas  a este respecto. Algunas de las funciones mejor 

estudiadas de la S1P sobre las HDL son descritas a continuación. 

Recientemente se demostró que un componente común de las HDL, S1P, que se 

acumula principalmente en las fracciones HDL3, participa en la relajación inducida por 
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las HDL a través de la activación de la eNOS en un modelo de arteria de ratón a través 

de sus receptores membranales S1P, S1P3 [130, 131]. Esta evidencia sugiere que la 

S1P podría jugar un papel importante dentro de los mecanismos antiaterogénicos de 

las HDL. 

Otro receptor clave en la función de las HDL es SR-BI, una proteína transmembranal 

que también se ubica en las caveolas y que se propone como uno de los receptores 

de HDL; se ha propuesto que este receptor de membrana  internaliza ésteres de 

colesterol provenientes de las HDL [17]. Además, estudios previos han demostrado 

que las HDL modulan la actividad de la eNOS a través de la señalización inducida por 

SR-BI [132, 133]. Es decir, la señalización inducida por SR-BI y S1P a través de sus 

receptores S1P1 y S1P3, convergen en la activación de la eNOS como se esquematiza 

en la figura 1. 

Si bien se han realizado numerosos estudios acerca de las posibles funciones del 

receptor SR-BI, sigue siendo una molécula de la cual no se conocen datos como su 

estructura cristalográfica o los posibles mecanismos moleculares  mediante los cuales 

capta ésteres de colesterol o partículas de HDL. Por lo tanto, es necesario el estudio 

de las características bioquímicas y celulares del SR-BI, para comprender mejor la 

actividad de las HDL. 
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Figura 1. Receptores con los que interactúan las lipoproteínas de alta densidad (HDL) y la 

inducción de señales intracelulares en el endotelio. La esfingosina-1-fosfato (S1P) interactúa 

con el receptor para esfingosina-1-fosfato tipo 3 (SIP3) activando a la cinasa de fosfatidil 

inositol (PI3K) que a su vez activa a la vía de proteína cinasa b (Akt) y  las proteiína cinasas 

activadas por mitógeno (MAPK). Ambas vías convergen en la fosforilación de la sintasa de 

óxdo nítrico endotelial (eNOS). Además, las HDL pueden interactuar con el receptor 

scavenger clase B, tipo I (SR-BI), lo que fosforila a la cinasa de tirosina del tipo Src y 

nuevamente a PI3K y las vías antes mencionadas, es decir, la eNOS es una molécula clave 

en la señalización inducida por las HDL y éstas tienen varios mecanismos que redundan en 

su activación y por consecuencia en la producción de óxido nítrico (NO). 

 

HDL e inhibición de moléculas de adhesión. 
La expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales se considera el 

primer paso para la migración de los monocitos hacia el espacio subendotelial o la 

íntima de las paredes en las etapas tempranas del establecimiento de la lesión 

aterosclerosa [134, 135]. Numerosos estudios indican que las HDL provenientes de 
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sujetos sanos inhiben la expresión de moléculas de adhesión en cultivos de células 

endoteliales [136].  

Por otra parte, una vez más se ha observado que S1P es el mediador de las 

respuestas de sobrevivencia celular y de migración inducidas por las HDL sobre las 

células endoteliales mediante la inhibición de las moléculas de adhesión. Se ha 

propuesto que sus receptores S1P1 y S1P3, son claves en este proceso [137-139]. 

Sin embargo, los efectos de la S1P sobre el endotelio no son fáciles de explicar, ya 

que cuando la S1P es agregada al medio de cultivo, induce la expresión de VCAM-1 

e ICAM-1 a través de la activación del Factor Nuclear κB  (NF-κB) [140]. Lo anterior 

podría sugerir que se requiere que la S1P se encuentre asociada a las HDL para que 

se observe su efecto inhibidor de las moléculas de adhesión [140]. 

Adicionalmente, la activación de la eNOS es un potencial mecanismo adicional en la 

inhibición de la expresión de moléculas de adhesión (figura 2), sugiriendo que varios 

procesos inducidos por las HDL convergen en un mismo efecto [139, 141]. 

Recientemente se  reportó que el uso de un ARN pequeño de interferencia específico 

para el gen que codifica a SR-BI revierte el efecto inhibidor de las HDL sobre la 

expresión de ICAM-1 y VCAM-1 [140]. Nuevamente, la señalización inducida por SR-

BI y S1P convergen en las funciones antiinflamatorias de las HDL, sugiriendo que 

todas ellas son moléculas clave para comprender la actividad de estas lipoproteínas 

sobre el endotelio y los eventos tempranos de la aterosclerosis. 
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Figura 2. Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) inhiben la expresión de moléculas de 

adhesión. Panel A: cuando un estímulo proinflamatorio como el factor de necrosis tumoral 

(TNF-alfa) es recibido por las células endoteliales, éstas incrementan la expresión de 

moléculas de adhesión como E-selectina y la moléculas de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), 

además de inducir la expresión de moléculas propias de la activación endotelial como la 

moléculas de adhesión vascular celular (VCAM-1). Todas ellas promueven los fenómenos de 

rodamiento de los leucocitos circulantes que implica una adhesión débil. Más tarde se provoca 

adhesión sostenida lo cual culminará con la diapédesis de estas células hacia el espacio 

subendotelial. Panel B: en presencia del mismo estímulo proinflamatorio más HDL, se ha 

demostrado que estas inhiben la expresión del RNA mensajero (mRNA) de las moléculas de 

adhesión antes mencionadas. Se propone que lo anterior ocurre a través de un mecanismo 

que involucra la inactivación de la esfingosina cinasa, la disminución en la producción de 

esfingosina-1-fosfato y la regulación a la baja del factor de transcripción factor nuclear κB (NF-

κB), responsable de modular la expresión de moléculas de adhesión y citocinas 

proinflamatorias. 
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HDL y la modulación del contenido lipídico membranal 
Además de las funciones mencionadas anteriormente, se ha propuesto que las HDL 

también modulan el contenido lipídico de la membrana celular, principalmente de 

colesterol, lo que remodelaría microdominios como las caveolas, indispensables para 

la estabilización de proteínas membranales clave como eNOS y SR-BI [142].  

Debido a que SR-BI fue el único receptor conocido para HDL, desde hace tiempo 

existe un interés sobre describir nuevos receptores de estas lipoproteínas. Algunos 

estudios en ratones deficientes del receptor SR-BI y los transportadores ABCA1 y 

ABCG1 se observó que la captación de colesterol por parte de las HDL no se 

eliminaba por completo [143, 144]. 

Se ha propuesto que la ecto-F1-ATPasa como un receptor para Apo AI [145]. El 

complejo enzimático de la ecto-F1-ATPasa está ubicado habitualmente dentro de la 

mitocondria como parte de la cadena respiratoria. Sin embargo, se demostró que 

también puede ser expresada de manera ectópica en la membrana plasmática de las 

células endoteliales, donde funciona en sentido contrario al descrito cuando se localiza 

en la mitocondria [145, 146]. Se propone que la unión de Apo AI a  la ecto-F1-ATPase 

estimula la hidrólisis de ATP extra celular en ADP y fosfato. El ADP producido induce 

la activación de los receptores purinérgicos P2Y y de esta manera se induce la 

señalización intracelular que induce transcitosis de HDL y Apo AI pobre en lípidos 

[146]. De manera interesante, las células endoteliales expresan varios tipos de 

receptores P2Y-ADP, lo cual sugiere que podrían llevar a cabo el mecanismo antes 

descrito [147]. 

También se ha descrito que las HDL pueden ser internalizadas para luego realizar  

transcitosis en el endotelio y que son liberadas en la íntima arterial [148, 149]. El 

fenómeno de transcitosis o transporte transendotelial se ha propuesto también como 

alternativa a la internalización de partículas. Algunos autores proponen que podría ser 

un mecanismo para evitar la formación de depósitos de colesterol en el espacio 

subendotelial; sin embargo esta hipótesis no ha sido comprobada hasta el momento 

[150]. 

Como se ha mencionado, existen evidencias que no apoyan al TRC como el 

mecanismo que explique las propiedades antiaterosclerosas de las HDL. Es por ello 

que la internalización de las partículas de HDL, un fenómeno descubierto desde la 
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década del 1970, y sus posibles implicaciones en la homeostasis celular sean una 

opción para explicar dicha evidencia contradictoria [151]. Para tal efecto, es necesario 

plantear que las HDL son vectores que podrían regular el  equilibrio lipídico de las 

membranas celulares; a continuación se mencionan las evidencias que soportan esta 

hipótesis. 

La mayor parte de colesterol que estructura las células del organismo es sintetizado 

en el hígado. En vista de que este colesterol hepático debe ser transportado a las 

células periféricas a través del plasma en el cual es insoluble, se requiere de una 

lipoproteína que sirva como vector.  Dado además que las HDL también son 

sintetizadas en el hígado, es probable que las HDL participen como acarreadoras o 

vectores del colesterol hepático para llevarlo a los tejidos periféricos [105]. 

Por otra parte, el receptor SR-BI es uno de los pocos receptores conocidos para las 

HDL y actualmente se sabe que es expresado no sólo por los tejidos esteroidogénicos, 

sino en general por todos los tejidos [152]. La expresión tan ubicua del SR-BI sugiere 

que la movilización de colesterol desde o hacia  todos los tejidos es indispensable. En 

el mismo contexto, cuando se coincuban HDL con células CHO de ovario de hámster, 

la interacción de las HDL con el SR-BI de la membrana celular da lugar a una 

reducción del tamaño de las partículas después del tiempo de incubación [153]. Esto 

sugiere que las HDL podrían depositar parte de sus lípidos en el interior de la célula, 

lo cual podría tener efectos que aún no se han estudiado. 

Tomando todo lo anterior como antecedente, el presente trabajo aborda el fenómeno 

de la internalización de los diferentes componentes de las HDL, su localización 

intracelular y comportamiento cinético, con énfasis en los componentes lipídicos como 

el colesterol y la esfingomielina así como la participación del receptor SR-BI en este 

proceso. En vista de que una posible entrega de lípidos a la célula por parte de la HDL 

podría repercutir en las funciones de esta última, exploraremos el papel de la 

composición de lípidos de las HDL sobre la modulación de la expresión de moléculas 

de adhesión y la activación de la eNOS de células endoteliales en cultivo.  
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JUSTIFICACIÓN 
 

Desde el descubrimiento del receptor de LDL (receptor Apo B/E), los paradigmas que 

se han generado a través de la investigación en el metabolismo de lipoproteínas han 

coincidido en que la actividad antiaterosclerosa de las HDL se debe al TRC. Sin 

embargo, el colesterol es sintetizado casi exclusivamente por el hígado y debe ser 

transportado en el plasma hacia las células periféricas, por lo que es necesario un 

mecanismo de transporte en el plasma. Es probable que dicho transporte plasmático 

del colesterol sea llevado a cabo por las HDL. 

 

A este respecto, se ha demostrado que las HDL son internalizadas por las células 

endoteliales, sin que hasta el momento se conozca la relevancia biológica de este 

proceso. Debido a que muchas de las células periféricas tienen receptores para HDL 

como el SR-BI, surge la posibilidad de que estas lipoproteínas sean un muy buen 

candidato para entregar los lípidos hepáticos a las células.  

 

Lo anterior plantea una idea opuesta al paradigma actual; las HDL realizarían la 

función de transporte de colesterol del hígado hacia las células periféricas. Esta 

propuesta podría explicar por qué los resultados de estudios de intervención dirigidos 

hacia las HDL no han arrojado respuestas concluyentes sobre el papel de estas 

lipoproteínas en la prevención del riesgo cardiovascular. 

HIPÓTESIS 
 

 La internalización de colesterol y esfingomielina de las HDL es un proceso 

fisiológicamente relevante que puede modular el contenido de lípidos de la célula 

endotelial y así generar cambios en la activación de la eNOS y la expresión de las 

moléculas de adhesión. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la relevancia del influjo de colesterol y el efecto que tienen los componentes 

lipídicos (esfingolípidos y colesterol) sobre la función endotelial y su participación en 

la regulación de la actividad enzimática de eNOS mediante ensayos en cultivos de 

células endoteliales. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 Generar y caracterizar cultivo de células endoteliales humanas de la línea 

HMEC-1. 

 Analizar la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1, y VCAM, inducida 

por TNFα en células HMEC-1 en cultivo en presencia de HDL empleando un 

ensayo de citofluorometría. 

 Estandarizar el método para determinar el influjo de lípidos de las HDL hacia 

las células endoteliales utilizando marcadores fluorescentes. 

 Determinar el influjo de colesterol promovido por las HDL aisladas de sujetos 

control y HDL reconstituídas (rHDL) en células HMEC-1 así como el papel de 

SR-BI en este proceso. 

 Determinar cómo la composición lipídica de las rHDL modulan la expresión de 

moléculas de adhesión y la fosforilación de la eNOS en la S1177. 
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METODOLOGÍA 
 

Donadores voluntarios de plasma para obtención de HDL 

Etapa 1 
Sujetos clínicamente sanos (n=3), con índice de masa corporal (IMC) no mayor a 24.9 

kg/m2, sin antecedentes de enfermedad coronaria, con perfil de lípidos normal 

(colesterol total <200 mg/dL, triglicéridos <150 mg/dL), sin hábito de tabaquismo 

activo, que no estén bajo tratamiento farmacológico de ningún tipo, que no hayan sido 

expuestos a cirugía en las últimas 6 semanas, sin antecedentes familiares de diabetes 

mellitus, o enfermedades cardiovasculares y que laboran en el departamento de 

Biología Molecular del Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” (INC). 

Criterios de exclusión: Anomalías en el perfil bioquímico que sugieran enfermedad 

hepática, renal o tiroidea, desconocida por el donador.   

 

Etapa 2 
Sujetos sanos (n=81 divididos en 4 lotes), con índice de masa corporal (IMC) no mayor 

a 29.9 kg/m2, sin antecedentes de enfermedad coronaria, con perfil de lípidos normal 

(colesterol total <200 mg/dL, triglicéridos <150 mg/dL), sin hábito de tabaquismo 

activo, que no estén bajo tratamiento farmacológico de ningún tipo, que no hayan sido 

expuestos a cirugía en las últimas seis semanas, sin antecedentes familiares de 

diabetes mellitus o enfermedades cardiovasculares, reclutados del servicio de 

consulta externa del INC y los controles del banco de sangre del mismo Instituto. 
Criterios de exclusión: Anomalías en el perfil bioquímico que sugieran enfermedad 

hepática, renal o tiroidea, desconocida por el donador. 

 

Muestras 
Se obtuvieron muestras de sangre venosa (6 mL) de los voluntarios sanos en ayuno 

en tubos con EDTA como anticoagulante. Se separó el suero o plasma del paquete 

globular y fue procesado de inmediato para el análisis de lípidos, y aislamiento de HDL. 
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Aislamiento de HDL 
Las HDL se separaron por ultracentrifugación secuencial (Beckman Optima TLX)  a 

partir de plasma, de acuerdo al siguiente esquema: A) Ajuste de densidad del plasma 

a 1.063 g/mL con KBr sólido y ultracentrifugación durante 2:30 h a 100000 rpm. B) 

Ajuste de densidad a 1.21 g/mL con KBr sólido. Ultracentrifugación por 3 h a 100000 

rpm  C) Ajuste del sobrenadante con solución de KBr a densidad 1.25 g/mL. En este 

paso se disminuyó la cantidad de albúmina residual que está presente con las HDL. 

Posterior al aislamiento, las HDL se dializaron en  solución PBS pH=7.5. Se cuantificó 

colesterol, fosfolípidos y proteína para realizar el ajuste de concentración a los 

experimentos posteriores.  

 
Marcaje de HDL con Alexa Fluor 488 
Se preparó una solución de HDL dializadas en PBS a una concentración final de 2 

mg/mL. Esta tinción se realiza sobre las proteínas de las partículas de HDL aisladas 

de plasma o rHDL. Se utilizó el kit MOLECULAR PROBES Alexa 488 (Life 

Technologies, Waltham, MA USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las HDL 

marcadas se concentraron en una unidad de filtración para centrífuga (con un tamaño 

de poro de 30 kD)  agregando 1 mL de PBS y centrifugando a 3000 g a 4º C. Se repitió 

el lavado tres veces. 

 

 

Preparación de HDL reconstituídas con 25-NBD-colesterol y NBD-esfingomielina 
Se agregó a un tubo de vidrio el equivalente a 1 mg/mL de colesterol en hexano; se 

añadieron 10 mg/mL de  fosfatidil colina más el lípido marcado en diferentes 

proporciones de masa total de lípidos. 

 

Se evaporaron los solventes con N2 mientras se agitaba en un vórtex a velocidad 

media. Posteriormente se agregaron 500 mg de Apo AI humana y se adicionó gota a 

gota solución de colato de sodio mientras se continuaba con la agitación y se obtenía 

una solución transparente. Se dializó con PBS-SSI cambiando constantemente la 

solución para eliminar las sales. 

 

En el caso de requerir marcaje doble, las rHDL y dializadas se sometieron a marcaje 

con Alexa Fluor 568, como se indicó en el apartado anterior. 
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Cultivo de células endoteliales 
Se cultivaron células endoteliales de microvasculatura de la línea HMEC-1 con medio 

MCDB-131 suplementado con 10 mM de glutamina, 1 µg/mL de hidrocortisona, 20 

µg/mL de factor de crecimiento endotelial y 15% de suero fetal bovino según las 

recomendaciones de la ATCC. Se cultivaron en frascos de 74 cm2 a 37ºC y 7% de 

pCO2 hasta obtener confluencia de 70-80%.  

 

Como modelo control se utilizaron células endoteliales de vena umbilical humana 

(HUVEC) las cuales fueron aisladas de donadores sin antecedentes heredofamiliares 

de enfermedades metabólicas o cardiovasculares. El aislamiento se realizó usando 

colagenasa tipo II al 0.2 % y cultivadas con medio de cultvo M-199 suplementado con 

20% de suero fetal bovino. Durante los experimentos se utilizó un pool de células 

provenientes de 3 cordones umbilicales diferentes con la finalidad de que nuestros 

resultados fueran más representativos de la población control. 

 
Curva dosis-respuesta de TNF-alfa 
Una vez cultivadas bajo las condiciones antes mencionadas, las células se 

recuperaron utilizando tripsina-EDTA y se colocaron 150 000 células por pozo en una 

placa de 24 pozos. Se incubaron durante toda la noche. Al día siguiente se incubó con 

medio MCDB-131 suplementado con 7% suero pobre en lípidos y se agregó TNF-alfa 

en los pozos en un rango de concentraciones de 15 ng/mL a 37.5 ng/mL. 

 

La células se incubaron durante cinco horas bajo las mismas condiciones temperatura 

y pCO2 después de lo cual se recuperaron las células de cada pozo de la placa 

mediante tratamiento con colagenasa. A continuación se fijaron con FIX & PERM Cell 

fixation and permeabilization kit (INVITROGEN, Thermo Fisher Scientific laboratories, 

Austria) y se resuspendieron en solución PBS-BSA-azida de sodio para proceder a su 

tinción con anticuerpos y posterior análisis por citimetría de flujo. 

 
Cuantificación de moléculas de adhesión 
Las células HMEC-1 se recuperaron mediante tratamiento con tripsina-EDTA y se 

colocaron 100000 células por pozo en placas de 24. Una vez en los pozos las células 

se incubaron durante 4h con 7% suero fetal bovino pobre en lípidos y/o HDL 50 mg/dL 

o rHDL equivalentes a 100 µg/ mL de proteína Algunos experimentos se realizaron en 
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presencia de HDL agregando TNF-alfa 10 ng/mL directamente al pozo. En otros 

casos, se realizó un lavado con medio de cultivo antes de agregar el TNF-alfa. En 

ambos casos se incubó durante 5 h con el estímulo. 

  

Posteriormente, se recuperaron las células de cada pozo mediante tratamiento con 

colagenasa. A continuación se fijaron con FIX & PERM Cell fixation and 

permeabilization kit (INVITROGEN, Thermo Fisher Scientific Laboratories, Austria) y 

se resuspendieron en solución PBS-BSA-azida de sodio para proceder a su tinción 

con anticuerpos. 

 

Se realizó una variante de este ensayo utilizando BLT-1, el inhibidor específico e 

irreversible para SR-BI. El inhibidor se incubó durante 1h y se colocó a 

concentraciones finales de 100, 150 y 300 µM para luego continuar con el tratamiento 

con HDL y TNF-alfa como fue mencionado con anterioridad. 

 
Ensayo de internalización 
Se preparó una placa de 24 pozos colocando en el fondo de cada uno, un cubreobjetos 

redondo de 12 mm de diámetro recubierto de poli-L-lisina. Posteriormente las células 

HMEC-1 o HepG2 se resuspendieron mediante un tratamiento con tripsina EDTA y se 

colocaron 100 000 células por pozo. Se incubaron toda la noche con medio MCDB- 

131 suplementado después de lo cual se reemplazó por medio con 7% de suero fetal 

bovino deslipidado. 

 

Las células se incubaron en estas condiciones durante 1 h a 37ºC después de lo cual 

se agregó BLT-1 en DMSO a una concentración de 100 µM en los pozos 

correspondientes. Una vez trascurrida esta incubación, se agregaron HDL o rHDL  

según el caso usando una concentración final de 100 µg/mL Los pozos que fueron 

utilizados como control se estiularon además con HDL sin marca a una concentración 

25 veces mayor, cuidando que cada condición tuviese un duplicado para realizar todos 

los controles necesarios. Se incubaron las células a 37ºC durante 20 minutos, 

posteriormente se realizó un lavado con medio de cultivo sin suplementar y se 

incubaron durante 1 h a 4ºC. Se realizaron tres lavados con PBS y se agregó  a cada 

pozo paraformalheído al 4% para fijar las células. Una vez fijadas se recuperaron los 

cubreobjetos colocados en el fondo de cada pozo y se agregaron 70 µL DAPI a una 
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concentración de 5 µg/mL. Se incubaron durante cinco minutos y se lavaron tres veces 

con PBS. Finalmente se montaron los cubreobjetos en un portaobjetos utilizando 

resina y se realizó su lectura en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700.  

 

El análisis de los datos fue realizado mediante el cálculo de la fluorescencia total 

corregida (CFCF) = Densidad integrada – (Área de la célula seleccionada x 

fluorescencia media del fondo). El cálculo se realizó de manera manual célula por 

célula hasta contabilizar el total de las imágenes obtenidas utilizando el programa 

ImageJ y definiendo una medición del fondo adyacente a cada célula contabilizada. 

 

Adicionalmente, la técnica se adaptó para su lectura mediante citometría de flujo. En 

este caso no se utilizaron cubreobjetos redondos en el fondo del pozo y al finalizar la 

incubación las células se trataron con colagenasa y se resuspendieron en PBS para 

su lectura. 

 

Fosforilación de eNOS en la S1177 
Posterior al ensayo de internalización como el descrito anteriormente, se agregaron 

anticuerpos anti-eNOS humana hecho en ratón y anti-peNOS S1177 humana hecho 

en conejo (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Se incubaron durante 1 h y se agregaron 

los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo asociado a FITC y anti-IgG de ratón 

marcado con Alexa 405. Las imágenes fueron se obtuvieron a través de microscopía 

confocal y el análisis de las mismas se realizó de la manera descrita. 

 

 

Citometría de flujo 
Las células fijadas se distribuyeron de manera homogénea en tres series de tubos 

para citometría para cada ensayo. A la primera serie no se le agregó marca, y los 

cinco tubos se utilizaron como control del experimento. 

 

A la serie número dos se agregaron anticuerpos anti-ICAM-1 conjugado con FITC y 

anti-VCAM-1 conjugado con ficoeritrina (PE), ambos con e IgGk de ratón, reactividad 

anti-humano (Biolegend, San Diego, EUA) a una concentración 1:500. 
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A la serie número 3 se agregó anticuerpo anti-SR-BI sin conjugar, con reactividad anti 

humano hecho en conejo (Novus, CO, EUA) a una dilución 1:200 y anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo hecho en ratón marcado con PE (Biolegend, San Diego, 

EUA) diluido 1:200.  

 

Adicionalmente, en un experimento independiente se usó anticuerpo anti-CD105 

acoplado a aloficocianina (APC) usando el volumen sugerido por el fabricante 

(Biolegend, San Diego EUA). 

 

Todos los anticuerpos se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente 

protegidos de la luz. Posteriormente se lavaron con solución PBS-BSA-azida de sodio 

y se resuspendieron para su análisis por citofluorometría en un equipo FACSCalibur 

(Beckton Dickinson, San Jose, EUA). Se utilizó el software CellQuest Pro (BD 

Biosciences, San Jose, EUA) para la obtención de los datos crudos de cada 

experimento. 

 

Sistema de órgano aislado 
Se sacrificaron ratas Wistar macho (n=7) mediante administración intraperitoneal de 

pentobarbital. Se realizó la disección de la arteria aorta torácica, se lavó con solución 

de Krebs y se limpió cuidadosamente del tejido conectivo remanente. A continuación 

se cortaron cuatro anillos de aproximadamente 5 mm de grosor. 
 

Dos de ellos se colocaron en tubos, uno correspondiente al control con solución de 

Krebs y otro correspondiente a HDL a una concentración de 50 mg/dL en solución 

Krebs ambos en un volumen final de 300 µL. Se incubaron a Baño María con una 

temperatura constante de 37ºC y oxigenación regular durante 4h . Los dos anillos de 

aorta restantes  se utilizaron como control del ensayo y se montaron en dos cámaras 

para órgano aislado con 10 mL de solución de Krebs a 37ºC.  

 

Se ajustó la tensión gancho-transductor de manera que su tensión basal fuera de 1 g 

(40 mm del papel milimétrico utilizado para realizar el registro); la tensión se mantuvo  

constante durante todo el experimento. Se realizaron lavados con solución de Krebs 

a cada una de las cámaras a intervalos de 15 minutos durante 1h y finalmente se dejó 

estabilizar el tejido durante 15 minutos. Se agregaron 15 µL de fenilefrina (Phe) 1 mM 
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para inducir una precontracción en el tejido y así poder evaluar la relajación inducida 

por la acetilcolina. 

Cuando el registro alcanzó la meseta, se agregó acetilcolina (Ach) en dosis crecientes, 

de 50 µM  hasta 100 mM. 

 

Se obtuvo el registro correspondiente y se lavó el tejido tres veces seguidas para 

eliminar el fármaco después de lo cual se dejó estabilizar el tejido durante 15 minutos. 

 

Una vez transcurrido el tiempo se procedió a realizar una curva de Phe, agregando 

las soluciones de fármaco en dosis crecientes, 50 µM  hasta 100 mM. 

 

Se obtuvo el registro correspondiente. Al terminar el tiempo de incubación del anillo 

de aorta con la solución control y con la solución HDL 50 mg/dL, se realizó el montaje 

de los tejidos en las cámaras de órgano aislado y se repitió el procedimiento de lavado 

y estimulación como se describió anteriormente. 

 

Se obtuvieron los registros correspondientes a los anillos de aorta que fueron 

incubados y se realizó la curva concentración-respuesta correspondiente usando el 

programa GraphPad Prism versión 6.0. 

 

Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS versión 21.0 (IBM). Se 

realizaron pruebas de estadística descriptiva y se descartó que las variables 

analizadas se comportaban de acuerdo a una distribución normal por lo que se 

utilizaron pruebas no paramétricas en la mayor parte de los casos: U de Mann-Whitney 

para dos muestras independientes y Kruskall-Wallis para k muestras independientes. 

En los casos en los que se observó una distribución normal se utilizaron las pruebas 

paramétricas t de Student y ANOVA de una vía. 
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RESULTADOS 
 
Caracterización de células HMEC-1 
 
Después de establecer el cultivo de la línea celular HMEC-1 se compararon sus 

características con las células HUVEC, el modelo de endotelio de referencia. 

Verificamos la morfología celular a través de microscopía de campo claro y 

adicionalmente revisamos que el tamaño y granularidad fueran semejantes usando 

citometría de flujo. En la figura 3, se observa que las características morfológicas son 

similares.  

 
HMEC-1 

 
Figura 3. Comparación entre células HMEC-1 y HUVEC. Se establecieron los parámetros de 

tamaño y granulosidad propios  las células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-

1)  en comparación con las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) ello con 

la finalidad de establecer los controles de calidad necesarios para los ensayos realizados 

mediante citofluorometría, así como la expresión de marcadores endoteliales típicos como la 

molécula de adhesión vascular celular (VCAM-1) y endoglina en ambos tipos celulares. 

 

Posteriormente, cuantificamos la expresión de marcadores endoteliales típicos como 

endoglina (CD 105) y la inducción de VCAM-1 después de un estímulo de TNF-alfa. 

Ambos tipos celulares expresan endoglina de manera similar (Figura 3). Además, 

ambas expresan VCAM-1 al ser estimuladas con TNF-alfa pero la expresión de 

VCAM-1 en HUVEC fue más heterogénea posiblemente debido a la variación 

interindividual propia de un cultivo primario. 

HUVEC 
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Expresión de SR-BI en células HMEC-1 
 
Debido a que no existen informes de la expresión de SR-BI en las células HMEC-1, 

en una primera etapa se determinó por citometría de flujo que las células 

efectivamente expresan esta proteína. Para este ensayo se utilizaron células 

mononucleares de sangre periférica como control negativo de expresión de SR-BI; 

como control positivo, se utilizaron células HUVEC. En la figura 4 se presentan los 

resultados representativos y se observa que las células HMEC-1 y HUVEC expresan 

en la misma medida el receptor SR-BI. Cuando se llevó a cabo el análisis del 

histograma obtenido, hay ligeras diferencias debido a que las células HMEC-1 son 

más heterogéneas en morfología en comparación con las células HUVEC. Sin 

embargo, la intensidad de fluorescencia es la misma en ambos casos. 

 

Adicionalmente se probó si la expresión de SR-BI se modificaba por alguno de los 

tratamientos utilizados en los ensayos; los resultados se muestran en la figura 5; se 

observa que no existen diferencias en la expresión de SR-BI entre las células del pozo 

control con respecto de las células provenientes de los tratamientos. 
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 .

 
Figura 4. Las células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) expresan al 

receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI). A) y B) Tinción de células mononucleares de sangre 

periférica con anticuerpo anti-SR-BI como se observa en el diagrama de puntos e histograma 

como control negativo. C) Tinción de las células endoteliales de vena umbilical humana 

(HUVEC) usando el mismo anticuerpo. D) Tinción de las células ( HMEC-1). E) Histograma 

que representa las tinciones C y D, se muestran los controles sin anticuerpo y la tinción para 

ambos tipos celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 
 

Figura 5. La expresión del receptor scavenger Clase B tipo I (SR-BI) no se modifica por los 

estímulos utilizados. Histogramas del análisis por citofluorometría. A) Control. B) Células 

tratadas con  factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) 15 ng/µL. C) Células preincubadas con 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) a una concentración de 50 mg/dL. D) Células 

preincubadas con HDL a una concentración de 50 mg/dL y tratadas posteriormente con TNF-

alfa 15 ng/µL. E) Gráfica resultados, se muestran las medianas. P de prueba de Kruskal-

Wallis, n=7. Las barras de error representan un IC del 95%. 

 

Curva concentración-respuesta de TNF-alfa 
 
Con la finalidad de evaluar la concentración óptima para inducir la expresión de ICAM-

1 y VCAM-1 en las células HMEC-1 y HUVEC para estandarizar el resto de nuestros 

experimentos, se realizó una curva dosis respuesta con cuatro concentraciones 

diferentes de TNF-alfa. La expresión de ambas moléculas se evaluó mediante los 

datos obtenidos a través del programa Cell Quest Pro.  
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En la figura 6 se observa que la concentraciones de 15 y 22.5 ng/mL son las que mejor 

inducen la expresión de ambas moléculas de adhesión en las células HMEC-1, 

determinado mediante el incremento de células dobles positivas (cuadrante superior 

derecho) y corroborado con los datos de intensidad media de fluorescencia. A partir 

de lo anterior, se determinó usar la primera concentración (15 ng/mL) en los 

experimentos posteriores. Cabe mencionar que las concentraciones de 30 y 37.5 

ng/mL de TNF-alfa no incrementan la expresión de ICAM-1 o VCAM-1 de manera 

significativa, ello puede deberse a la saturación de receptores para TNF-alfa en la 

superficie celular (Figura 6). 

 

Por lo tanto las concentraciones de TNF-alfa usadas para las HMEC-1 produjeron 

muerte celular con las concentraciones, por esa razón la curva de TNF-alfa fue de 

menor concentración para las HUVEC. Por lo que se realizó la curva dosis-respuesta 

de TNF-alfa para HUVEC, utilizando un rango más bajo de concentraciones: 0.75, 1.5, 

2.25 y 5 ng/mL.. De igual manera, se cuantificaron ICAM-1 y VCAM-1 y se observó 

una expresión más heterogénea de ambos marcadores en las HUVEC cuando se 

compara el diagrama de puntos con los obtenidos para HMEC-1 (Fig. 6). 

En este caso se determinó que la concentración óptima de TNF-alfa es 0.75 ng/mL, 

ya que la expresión de ambas moléculas de adhesión no cambia significativamente al 

incrementarse la dosis del estímulo. 

 

 

 

. 
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Figura 6. Diagramas de puntos de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en HMEC-1 (A) y 

HUVEC (B) en respuesta a dosis crecientes de TNF-alfa.  En la parte inferior se presentan 

las. Curvas dosis-respuesta construidas a partir de las intensidades medias de fluorescencia 

para cada caso en células HMEC-1 (C) y HUVEC (D). 

 
 

Efecto de las HDL sobre las células HMEC-1. 
 
Los ensayos globales de células HMEC-1 incubadas con HDL aisladas de plasma de 

donadores sanos y TNF-alfa fueron analizados a partir de los datos estadísticos 

provistos por el programa CellQuest Pro, como se indicó en la sección de métodos. Al 

analizar los datos de expresión de ICAM-1 para cada uno de los ensayos se obtuvieron 

los resultados mostrados en la figura 7; se observa un incremento, estadísticamente 

significativo, en la expresión de ICAM-1 en las células que fueron tratadas con TNF-

alfa [15 ng/mL]. Además, las células tratadas con HDL [50 mg/dL de colesterol] tienen 

una expresión significativamente diferente con respecto a las células tratadas con 

TNF-alfa [10 ng/µL]. 

Las células tratadas con HDL [50 mg/dL] expresan una menor cantidad de ICAM-1 

que las controles. Adicionalmente, las células que recibieron tanto HDL [50 mg/dL] 

como TNF-alfa [10 ng/µL] expresaron menos ICAM-1 que las células únicamente 
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tratadas con TNF-alfa, lo que sugiere que las HDL presentan una actividad inhibitoria 

sobre la activación del endotelio tras un estímulo pro-inflamatorio. El comportamiento 

descrito se observa de igual manera con la expresión de VCAM-1 (figuras 7 y 8). 
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Figura 7.HDL inhiben la expresión de ICAM-1. La gráfica muestra el número de células que 

expresan ICAM-1 para cada tratamiento. P de U de Mann-Whitney <0.05. n=7, las barras de 

error representan un IC de 95%. 
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Figura 8.HDL inhiben la expresión de VCAM-1. La gráfica muestra el número de células que 

expresan ICAM-1 para cada tratamiento. P de U de Mann-Whitney. N=7, las barras de error 

representan un IC de 95%. 

 

 

 

Una de las posibles explicaciones del efecto inhibidor de la actividad de TNF-alfa las 

HDL es que éstas ejerzan una función directamente sobre las células endoteliales o 

bien, que las partículas de HDL únicamente interactúen físicamente con el TNF-alfa 

impidiendo que éste se una al receptor membranal. Para probar cuál de éstas dos 

alternativas se lleva a cabo en nuestro modelo, se decidió agregar una condición en 

la que las HDL son eliminadas del medio de cultivo previo a agregar el TNF-alfa; estos 

pozos los identificamos como “lavados”. La figura 9 muestra los resultados obtenidos 

en el ensayo; no existe diferencia en la expresión de ICAM-1 al realizar el 

procedimiento de lavado, indicando que el efecto de inhibición de la expresión que 

ejercen las HDL sobre de las moléculas de adhesión probadas no se debe a que las 

lipoproteínas arresten el TNF-alfa. 
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Figura 9. Expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) en células lavadas y 

con medio + HDL. Se graficaron las medianas ± DE para cada grupo y al no se observó 

diferencia estadísticamente significativa tras realizar una prueba U de Mann-Whitney.  

 

Por otra parte, debido a que un contaminante frecuente del aislamiento de HDL es la 

albúmina sérica, se realizó un ensayo incubando células HMEC-1 con albúmina sérica 

humana para descartar que parte de la actividad inhibitoria de las moléculas de 

adhesión se atribuyera a este factor común a los diferentes lotes de HDL.  En la figura 

10 se observa que  no existe diferencia en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 entre 

las células control y las tratadas con albúmina, por lo que el efecto observado en las 

células tratadas con HDL no se debe a la albúmina presente. 
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Figura 10. Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células incubadas con albúmina sérica humana 

VS control sin estímulo. Se muestra el diagrama de puntos y el histograma obtenido mediante 

citoflurometría. 

 

 

Ensayo de internalización de HDL en células HepG2. 
Con el fin de estandarizar la técnica en la cual se evalúa la internalización de HDL, se 

utilizó un cultivo de la línea celular de hepatocarcinoma HepG2. Debido a que se sabe 

que las HDL son internalizadas por los hepatocitos, utilizamos estos ensayos como 

controles positivos. 

La figura 11 ilustra los resultados obtenidos al marcar la porción proteica de las HDL 

con Alexa Fluor, la cual se observa en el canal rojo. Con el fin de normalizar la 

fluorescencia, se marcó en el canal azul a los núcleos celulares usando DAPI. En 

dicha imagen se puede observar que las células control internalizan menos partículas 

que las células tratadas. A partir de dicha técnica se realizaron modificaciones para 

llevar a cabo los ensayos de internalización en los dos tipos de células endoteliales 

empleados como modelo de estudio. 
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Figura 11. Internalización de lipoproteínas de alta densidad (HDL) en células HepG2. HDL 

marcada con Alexa Fluor 58, núcleos celulares teñidos con DAPI. 

 

 

Ensayos de internalización del HDL en células endoteliales 
Posteriormente, se realizó la misma técnica en células HMEC-1 y HUVEC. Usando 

HDL marcadas con Alexa Fluor o bien, rHDL con 25-NBD-colesterol o NBD-

esfingomielina, observamos la internalización de cada componente de las partículas 

de manera independiente. En la figura 12 se presentan los resultados representativos 

de los ensayos de internalización de proteína, colesterol y esfingomielina de HDL en 

células HMEC-1 y puede observarse que los tres componentes se encontraron en el 

interior de las células después de un periodo de incubación de 20 minutos. 

Es importante remarcar el hecho de que este proceso se lleva a cabo en un periodo 

corto, mucho menor que el utilizado en ensayos de eflujo e colesterol que es de hasta 

4h.  

De manera interesante, la proteína de HDL se ubica en gránulos discretos en la región 

perinuclear mientras ambos lípidos utilizados, colesterol y esfingomielina, tienen una 

distribución mucho más difusa en el citoplasma. Lo anterior sugiere diferentes tipos 

de transporte y diferente destino para los componentes de la partícula HDL completa. 
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Figura 12. Internalización de los componentes de HDL en HMEC-1. Las  HDL aisladas de 

donadores sanos se marcaron con Alexa Fluor 488 (verde) en su porción proteica (A). Se 

utilizaron también rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde)  (B) o NBD-esfingomielina 

(verde) (C) con el fin de observar la distribución de cada componente. Todos los núcleos 

celulares fueron teñidos con DAPI (azul). Imágenes representativas de microscopía confocal. 

 

Por otra parte, en la figura 13 se presentan imágenes representativas obtenidas a 

través de microscopía confocal de los ensayos de internalización en HUVEC, el 

modelo endotelial de referencia. El comportamiento de los componentes de HDL es 

prácticamente el mismo que el de las HMEC-1, lo cual apoya a la validación de nuestro 

modelo propuesto. 
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Figura 13. Internalización de los componentes de HDL en HUVEC. Las  HDL aisladas de 

donadores sanos se marcaron con Alexa Fluor 488 (verde) en su porción proteica (A). Se 

utilizaron también rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde)  (B) o NBD-esfingomielina 

(verde) (C) con el fin de observar la distribución de cada componente. Todos los núcleos 

celulares fueron teñidos con DAPI (azul). Imágenes representativas de microscopía confocal. 

 

Participación de SR-BI en la internalización de componentes de HDL 
Con la finalidad de evaluar la participación del receptor SR-BI en el proceso de 

internalización de los diferentes componentes de las HDL se realizaron ensayos 

usando el inhibidor BLT-1, el cual se propone como específico y de unión irreversible. 

En la figura 14 se presenta la internalización de la porción proteica de HDL en células 

HUVEC cuando se utiliza de BLT-1 (100 μM), así como otras dos concentraciones 

superiores (150 y 300 μM) para descartar que los efectos observados se debieran a 

una subdosis del fármaco. 
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El análisis célula por célula de la fluorescencia total corregida mostró datos con una 

alta variabilidad, debido tanto a la presencia de distintos planos focales en las 

imágenes obtenidas en el microscopio, como a la variación entre células del mismo 

campo. 

Los datos globales obtenidos a través de dicho análisis, después de realizar una 

normalización, tomando en cuenta la condición sólo con HDL marcadas como el 100% 

de la respuesta y nos brindan una aproximación hacia el comportamiento de cada uno 

de los grupos experimentales (Fig. 14).  

 

Figura 14. Internalización de HDL marcadas con Alexa 488 en células endoteliales. 

Comparación realizada con datos del análisis célula por célula en las imágenes obtenidas por 

microscopía confocal. 

. 

Para obtener datos cuantitavos, la técnica se modificó para realizar la lectura a través 

de citometría de flujo. Siguiendo con el esquema de los ensayos anteriores, se 

utilizaron HDL aisladas de sujetos sanos y marcadas con Alexa 488 o bien, rHDL 

preparadas con 25-NBD-colesterol o NBD-esfingomielina y tres concentraciones 

distintas de BLT-1 utillizando HMEC-1 como modelo y luego corroborando el 

comportamiento con HUVEC. 
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En la figura 15 se presentan los resultados para las HMEC-1. La primera fila 

corresponde a la internalización de proteína de HDL; las células internalizan en 

diferente proporción el contenido proteíco de las partículas marcadas. 

 

Al agregar BLT-1 a 100 μM la proporción de células que internaliza menos cantidad 

de proteína HDL aumenta, mientras que el de células que internalizan más proteína 

marcada disminuye. Este comportamiento se puede interpretar como el efecto 

inhibitorio de BLT-1 ya que la entrada neta de partículas disminuye.  

De manera interesante, al incrementar la dosis de inhibidor, el subgrupo de células 

que es capaz de internalizar más proteína HDL se incrementa, perdiendo el efecto de 

inhibición antes observado y este comportamiento se hace aún más notorio cuando 

se usó 300 μg/ml de BLT-1. 

En cuanto al colesterol y la esfingomielina, observamos que BLT-1 no tiene efecto 

sobre su internalización a ninguna de las dosis empleadas.  

Adicionalmente utilizamos HUVEC para validar los resultados anteriores, y 

observamos el mismo comportamiento como se observa en la figura 16. 
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Figura 15. Contribución de SR-BI a la internalización los componentes de HDL en células HMEC-1 A) Efecto del BLT-1 sobre la internalización 

de proteína HDL marcada con Alexa 488. (B) Efecto de BLT-1 en la internalización de colesterol después de incubar a las HMEC-1 con rHDL 

preparadas con 25-NBD-colesterol. C) Efecto de BLT-1 en la internalización de esfingomielina usando rHDL sintetizadas con NBD-esfingomielina. 
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Figura 16. Contribución de SR-BI en la internalización los componentes de HDL en células HMEC-1. A) Efecto del BLT-1 sobre la internalización 

de proteína HDL marcada con Alexa 488. B) Efecto de BLT-1 en la internalización de colesterol después de incubar a las HUVEC con rHDL 

preparadas con 25-NBD-colesterol. 
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Cinética de internalización de componentes de HDL 
Para establecer si los componentes de las partículas de HDL se internalizan 

simultáneamente, se prepararon rHDL marcadas con 25-NBD-colesterol y en su 

porción proteica con Alexa 568.  

En la figura 17 se presentan los resultados de un ensayo de internalización utilizando 

rHDL con doble marca después de 20 minutos de incubación. Las imágenes revelan 

que la porción proteica fue internalizada por las células endoteliales siguiendo un 

patrón completamente distinto al del colesterol marcado. El análisis de imagen 

demostró que el coeficiente de colocalización fue de 0.006. Este comportamiento se 

confirmó mediante el seguimiento de la fluorescencia en ambos canales en intervalos 

de diez y veinte minutos utilizando citometría. 

Además se presenta  la fluorescencia total para colesterol y proteína (figura 17). La 

marca de colesterol puede ingresar a la célula de manera independiente a la de la 

proteína o bien de manera conjunta. Esta última fue interpretada como internalización 

de partículas HDL completas, mientras que la entrada de colesterol no-asociado a 

proteína se graficó de manera independiente y se observa en el panel B. Además, la 

internalización de colesterol no asociado a la proteína HDL comienza rápidamente a 

partir de los primeros 10 minutos, a diferencia de la entrada de colesterol asociado a 

proteína HDL, que es significativa después de 30 minutos. 

Otro aspecto a considerar es que el proceso de internalización no llega a una meseta 

dentro de la primera hora de incubación. Además, no se observa un decaimiento de 

la marca fluorescente, sugiriendo que las células conservan tanto el colesterol como 

la proteína que han internalizado, al menos durante los periodos estudiado.
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Figura 17. Internalización de colesterol y proteína de HDL. A) Localización intracelular de las rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde) y 

marcadas con Alexa 568 (rojo) en su porción proteica y núcleos celulares teñidos con DAPI (azul) utilizando microscopía confocal. B) 

Internalización de rHDL a través del tiempo usando citometría de flujo. Se muestra fluorescencia total para cada uno de los tiempos. Se determinó 

la fluorescencia de 25-NBD-Colesterol y Alexa 568. Los resultados se presentan como mediana de tres experimentos independientes. 
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Figura 18. Internalización de colesterol y proteína de HDL. A) Localización intracelular de las rHDL preparadas con NBD-esfingomielina y 
marcadas con Alexa 568 en su porción proteica y núcleos teñidos con DAPI (azul)  utilizando microscopía confocal. B) Internalización de rHDL 
a través del tiempo usando citometría de flujo. Se muestra fluorescencia total para cada uno de los tiempos. Se determinó la fluorescencia de 
NBD-esfingomielina y Alexa 568. Los resultados se presentan como mediana de tres experimentos independientes.
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A diferencia del colesterol presente en las HDL, las imágenes sugieren que la 

esfingomielina sigue un patrón de distribución intracelular similar a la proteína HDL. 

Lo anterior se corroboró mediante el cálculo del coeficiente de colocalización, el cual 

tuvo un valor de 0.999. Posteriormente se realizó un curso temporal de esfingomielina 

y proteína HDL. Es importante mencionar que no existen informes previos en la 

literatura acerca de la internalización de la esfingomielina presente en las HDL a través 

de marcas fluorescentes o utilizando cursos temporales. De igual manera se realizó 

una cinética para ambos componentes. El comportamiento de la esfingomielina con 

respecto a la proteína fue muy similar; a los 30 minutos la señal de fluorescencia fue 

significativa y la marca fluorescente continuó ingresando a las células a los sesenta 

minutos (figura 18B). 

 

Competencia C-HDL vs C-LDL 
Una vez demostrada la internalización de colesterol, esfingomielina y proteína 

proveniente de partículas de HDL la siguiente pregunta a responder es si este proceso 

tiene una relevancia fisiológica. En condiciones normales, el C-HDL y el C-LDL se 

encontrarían en circulación disponibles para que las células del endotelio los 

internalizaran. Para evaluar si las células endoteliales tienen preferencia por el 

colesterol proveniente de alguno de estos dos tipos de lipoproteínas, llevamos a cabo 

un ensayo de competencia utilizando rHDL con 25-NBD-colesterol a concentración 

constante, equivalente a las concentraciones fisiológicas de colesterol (50 mg/dL) y 

LDL sin marcar, aisladas de individuos sanos, en concentraciones crecientes desde 

50 mg/dL y hasta 2000 mg/dL. 

Los resultados de dicho ensayo se presentan en la figura 19 en la que podemos 

observar que hay un comportamiento lineal en la intensidad de fluorescencia 

proveniente de las HDL con respecto a la concentración de LDL. Sin embargo, a pesar 

de usar 20 veces la concentración fisiológica de C-LDL, se sigue observando señal de 

entrada de C-HDL.  
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Figura 19. Ensayo de competencia entre el colesterol de lipoproteínas de alta densidad (C-

HDL) vs el colesterol de lipoproteínas de baja densidad  (C-LDL). Se cuantificó la entrada de 

25-NBD-colesterol al agregar concentraciones variables de LDL sin marcar. Los resultados se 

presentan como media de tres experimentos independientes ± DE. P<0.05 con respecto a 

HDL 50 mg/mL usando ANOVA de una vía. 

 

Composición de HDL y expresión de moléculas de adhesión 
A continuación analizamos si los cambios en la composición de lípidos de las HDL  

afectan su capacidad de inhibir la expresión de moléculas de adhesión. Para ello 

utilizamos rHDL con  composiciones variables de lípidos, todas ellas partiendo de una 

composición primaria basada en fosfatidilcolina (PC) y Apo AI. En algunas 

preparaciones se agregó colesterol (CH) 5%, o colesterol 5% y esfingomielina (SM) 

en proporciones crecientes del 5 %, 11 % o 16.5 % de la masa total de lípidos. Todas 

ellas fueron puestas a incubar con las HMEC-1 durante cuatro horas, de la misma 

forma en que se describió el método para HDL aisladas de plasma seguido de un 

estímulo con TNF-α. Cabe mencionar que 5% y 11% corresponden a una 

concentración fisiológica mientras que 16.5% representaría un exceso de 

esfingomielina en la HDL. 
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En la figura 20 se presentan los resultados expresados como porcentaje de inhibición 

en la expresión de la proteína ICAM-1 para los diferentes tratamientos. Todas las 

preparaciones indujeron inhibición en la expresión de ICAM-1; sin embargo, las rHDL 

que contienen esfingomielina la inhiben en mayor medida sin importar en qué 

porcentaje. 

De manera interesante, no se observó un efecto significativo en la inhibición de VCAM-

1 al cambiar la cantidad de esfingomielina en las rHDL. Sin embargo, observamos un 

efecto ligero al utilizar rHDL con colesterol el cual es menor que el obtenido para  la 

misma preparación sobre la inhibición de ICAM-1 (figura 20). 
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Figura 20. Inhibición de la expresión de moléculas de adhesión al estimular con lipoproteínas 

de alta densidad reconstituídas (rHDL) preparadas con diferentes contenidos de lípidos y  

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). Se detectó la moléculas de adhesión intercelular 1 

(ICAM-1) marcado con FITC mediante citometría de flujo. PC: fosfatidilcolina, SM: 

esfingomielina, CH: colesterol. P de Kruskall Wallis <0.005 con respecto a 100 PC/ ApoAI. 
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Composición de HDL y activación de la eNOS 
Una vez demostrado el papel de la composición de lípidos de las HDL, se diseñó un 

ensayo para evaluar el efecto de la composición sobre la activación de eNOS a través 

de la fosforilación en la S1177. Para ello se realizó la tinción de la eNOS total y la 

pS1177 utilizando anticuerpos, como se mencionó en la sección de métodos. En la 

figura 21 se observan los resultados representativos. Es importante mencionar que la 

forma fosforilada y la forma no fosforilada de la enzima se encontraban en dos planos 

focales distintos. 

Se realizó la cuantificación de la fluorescencia para ambos anticuerpos y se calculó la 

relación de la enzima fosforilada en S1177 contra la enzima total después de la 

estimulación. Los resultados se muestran en la figura 21C en la que se observa que 

las rHDL con 5% son las que más estimularon la fosforilación de la S1177 de eNOS. 

A estas le siguen las que contenían 15.5%, que de manera interesante, fosforilaron 

menos a la enzima y representan un contenido de esfingomielina mayor al fisiológico, 

sugiriendo un efecto dependiente de la dosis sobre la eNOS. 

El resto de los tratamientos no presentó diferencia significativa a los resultados 

obtenidos para la preparación primaria, únicamente con Apo AI y lecitina.  
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Figura 21.  Efecto de la composición de lípidos de lipoproteínas de alta densidad (HDL) en la 

fosforilación de la sintaa de óxido nítrico endotelial (eNOS). Imágenes representativas 

obtenidas por microscopía confocal, A) eNOS total teñida con Alexa 405 (azul) y pS1177-

eNOS con FITC 488 (verde).  B) Relación de enzima fosforilada contra el total, datos obtenidos 

a través de análisis de imagen. PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina, CH: colesterol. P< 

0.05 con respecto al control, prueba Kruskall Wallis. 
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PROYECTOS EN PARALELO 
 

HDL aisladas de sujetos sanos y su efecto sobre el endotelio vascular. 
Como ya se mostró anteriormente se realizó un estudio sobre los efectos funcionales 

de rHDL preparadas con diferentes composiciones de lípidos. Una pregunta obligada 

al observar los resultados es qué ocurre con las HDL aisladas de sujetos sanos. Para 

resolverla llevamos a cabo algunos experimentos a manera de primer acercamiento 

sobre el tema. 

Al realizar un análisis de los efectos de las HDL aisladas de diferentes individuos para 

cada experimento, tanto en cultivo de células HMEC-1 como al ser incubadas con 

anillos de aorta de rata, se observaron tres comportamientos distintos posiblemente 

de manera dependiente de la procedencia de la muestra.  A continuación se describen 

los tipos de respuesta  observados en las muestras analizadas. 

TIPO 1 
Las curvas dosis-respuesta elaboradas al estimular las aortas de rata con fenilefrina 

y acetilcolina después de ser incubadas con este tipo de HDL no presentaron 

diferencias con respecto del control (Figura 22). 

 

Figura 22. Curvas dosis respuesta con lipoproteínas de alta densidad (HDL) tipo 1. Las aortas 

de rata fueron estimuladas con acetilcolina y fenilefrina tras ser incubadas con las diferentes 

condiciones. Curva obtenida mediante la ecuación de Hill. n=3. 

 

La expresión de ICAM-1 inducida por el tratamiento con TNF-alfa, es inhibida de 

manera muy sutil, mientras que la expresión de  VCAM-1 no se inhibe por la 

incubación con el mismo tipo de HDL (Figura 23). 
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Figura 23. Expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y  la moléculas de 

adhesión vascular celular (VCAM-1) de los diferentes tratamientos en células endoteliales de 

microvasculatura humana (HMEC-1). Izquierda ICAM-1 marcada con FITC, derecha VCAM-1 

marcada con PE. n=3. 

 

TIPO 2  
Para este tipo de HDL las curvas dosis respuesta, revelan que la incubación con HDL 

seguida de una precontracción con fenilefrina y estimulación con acetilcolina generan 

contracción sostenida de los anillos de aorta de rata, la cual no observó relajación con 

ninguna de las concentraciones de acetilcolina administradas. En el caso de la curva 

de fenilefrina, el cambio es menor, sin embargo también puede observarse que la 

aorta se contrae en mayor medida que el control. Lo anterior puede observarse en la 

figura 24. 

 

Figura 24. Curvas dosis respuesta HDL tipo 2. Las aortas de rata fueron estimuladas con 

acetilcolina y fenilefrina tras ser incubadas con las diferentes condiciones. Curva obtenida 

mediante la ecuación de Hill. n=1 
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De manera interesante, al incubar a las células HMEC-1 con este tipo de HDL pudimos 

notar que la morfología de las mismas cambiaba notablemente al ser incubadas con 

HDL, a diferencia del tipo anteriormente descrito el cual no induce ningún cambio 

morfológico en las células (datos no mostrados). En la figura 25 se aprecia que en el 

control así como el tratamiento con TNF-alfa, las células presentan su morfología 

típica en forma de huso, y se observan bien adheridas a la placa de cultivo. Sin 

embargo, las células tratadas con HDL y HDL+ TNF-alfa  se observan con un borde 

redondeado y un mayor número de células que parecían flotando en el medio de 

cultivo. Lo anterior no se observó con los otros tipos de HDL. 

 

 

Figura 25. Morfología células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-) para 

los diferentes estímulos. Se observa una diferencia notable en aquellas tratadas con 

lipoproteínas de alta densidad (HDL). n=1. 

La tinción para ICAM-1 y VCAM-1 en las mismas células reveló un mayor porcentaje 

de inhibición de la expresión de estas moléculas, inducidas por TNF-alfa, cuando las 

células fueron tratadas con HDL de este tipo. Lo anterior se ilustra en la figura 26.  
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Figura 26. Expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y  la 

moléculas de adhesión vascular celular (VCAM-1) de los diferentes tratamientos en 

células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1). Izquierda ICAM-1 

marcada con FITC, derecha VCAM-1 marcada con PE. n=1. 

TIPO 3 
El último comportamiento observado es el ilustrado por la figura 27, en la que se 

muestra que el anillo de aorta incubado con HDL de este tipo se relaja en mayor 

medida que el control. Nuevamente este efecto es más notable en la curva de 

acetilcolina, sin embargo, a curva de fenilefrina también  muestra aparente 

disminución en la contracción del tejido. 

 

Figura 27. Curvas dosis respuesta HDL tipo 3. Las aortas de rata fueron estimuladas con 

acetilcolina y fenilefrina tras ser incubadas con las diferentes condiciones. Curva obtenida 

mediante la ecuación de Hill. n=1. 

 

Las HDL de este tipo inducen una inhibición leve sobre la expresión de ICAM-1 

inducida por TNF-alfa, mientras que no se observa inhibición alguna en la expresión 

de VCAM-1 en células HMEC-1 (Figura 28). 
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Figura 28. Expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y  la moléculas 

de adhesión vascular celular (VCAM-1) de los diferentes tratamientos en células 

endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1). Izquierda ICAM-1 marcada con 

FITC, derecha VCAM-1 marcada con PE. n=1. 

 

Otros efectos de BLT-1 
BLT-1 y  la expresión de moléculas de adhesión 
Como antecedente meramente observacional, asociamos el comportamiento de las 

HDL de tipo 2, capaces de inhibir la expresión de moléculas de adhesión con la 

morfología presentada en la figura 25. Al tratar a nuestras células con BLT-1 

observamos el mismo comportamiento y se realizó un pequeño ensayo para probar 

este concepto. 

Para ello se estimuló a las células endoteliales con HDL aisladas de sujetos sanos y 

TNF-α en presencia del inhibidor. Se utilizaron células HMEC-1 incubadas con TNF-

alfa y una combinación de TNF-alfa y diferentes concentraciones de BLT-1 (100, 150 

y 300 mM). El resultado final fue  una marcada tendencia a la inhibición de la expresión 

tanto de ICAM-1 como VCAM-1 aunque sin significancia estadística (figuras 29 y 30).  
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  Figura 29. Expresión de la molécula de adhesión intercelular (ICAM-1) en las células 

endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) tratadas con el bloqueador de transporte 

de lípidos 1 (BLT-1). Se agregó una concentración constante de factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-alfa) 10 ng/mL y una combinación de éste más  BLT-1 a 100, 150 y 300 mM. Se 

presenta la mediana de fluorescencia total para FITC detectada mediante citometría de flujo. 
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Figura 30. Expresión de la molécula de adhesión vascular celular (VCAM-1) en las células 

endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) tratadas con el bloqueador de transporte 

de lípidos 1 (BLT-1). Se agregó una concentración constante de factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-alfa) 10 ng/mL y una combinación de éste más  BLT-1 a 100, 150 y 300 mM. Se 

presenta la mediana de fluorescencia total para FITC detectada mediante citometría de flujo. 
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BLT-1 y modificaciones del citoesqueleto 
Posteriormente y en  la misma línea de evidencia observacional decidimos evaluar si 

el cambio de morfología (figura 25) estaba acompañado con diferencias en la 

organización de los filamentos del citoesqueleto. SE llevó a cabo una tinción de 

vimentina con un anticuerpo asociado a FITC. La vimentina es una proteína de 

citoesqueleto, particularmente del citoesqueleto de filamentos intermedios, específica 

de ciertos tipos celulares que incluyen al endotelio. La incubación de HMEC-1 con 

BTL-1 sugiere un cambio en la organización de los filamentos de vimentina que se 

manifiesta por su agregación en la región media de las células en vez de extenderse 

de polo a polo de las mismas como se observa en el control (figura 31, arriba).  

La incubación con HDL revierte el efecto sobre el citoesqueleto y éste vuelve a 

observarse en su configuración filamentosa recorriendo todo lo largo de la célula, 

como en el control (figura 31 abajo). 

 

Figura 31. Efecto de la inhibición del receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI) en la estructura 

del citoesqueleto de vimentina en  células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-

1). Las células se incubaron con de bloqueador del transporte de lípidos (BLT-1) 100 mM y 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) aisladas de un sujeto sano en diferentes combinaciones. 

La vimentina se marcó con FITC, los núcleos semarcaron con DAPI. Imágenes obtenidas a 

través de microscopía confocal. 
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DISCUSIÓN 
 

En el presente estudio pusimos de manifiesto que las HDL son internalizadas a las 

células endoteliales en cultivo y que dicha internalización se asocia con 

modificaciones tanto de la estructura como de la función celular. Los efectos en la 

célula son en parte dependientes del contenido de lípidos de las HDL, pero constructos 

tan sencillos como proteoliposomas de apo AI, fosfatidilcolina y colesterol son capaces 

de modificar la función celular. Otro de los resultados más destacables del presente 

estudio es que el colesterol contenido en las HDL se integra a la célula endotelial de 

manera independiente a la proteína y a la esfingomielina-HDL.   

En una primera etapa caracterizamos a las células HMEC-1 como un modelo para el 

estudio de la funcionalidad de las HDL. Con base en la intensidad media de 

fluorescencia emitida por el mismo número de células, se demostró que la línea celular 

HMEC-1 expresa el receptor SR-BI en la misma medida que las células HUVEC. Lo 

anterior no había sido reportado previamente en la literatura. Esta característica 

constituye una ventaja del cultivo de la línea celular HMEC-1 como modelo de estudio 

de SR-BI, con respeto a la utilización de los cultivos primarios de HUVEC, en los 

cuales se obtiene un número limitado de células y los ensayos están sujetos a la 

variabilidad interindividual [154]. 

A continuación demostramos  que la expresión de SR-BI permanece constante en las 

células HMEC-1, independientemente de los tratamientos. Estos resultados también 

representan una novedad, ya que a nuestro conocimiento, este aspecto no se había 

reportado previamente. Debido a que existe poca información funcional, estructural o 

de regulación de la expresión del receptor SR-BI, estos resultados representan un 

campo novedoso para la investigación. 

Los ensayos sobre actividad anti inflamatoria de las HDL, traducida como la inhibición 

de  la expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales HMEC-1 

también fueron llevados a cabo. Nuestros resultados demuestran que las HDL 

aisladas de sujetos sanos inhiben la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 inducida por 

TNF-alfa en la membrana de células endoteliales. Estos resultados son consistentes 

con lo reportado por estudios previos [155, 156]; ICAM-1 y VCAM-1 son moléculas  
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involucradas en la inflamación, en particular en el proceso de arresto y anclaje de 

leucocitos en los vasos sanguíneos  [157].  

La asociación inversa entre los niveles plasmáticos de colesterol-HDL y la incidencia 

de enfermedad aterosclerosa presupone una relación causal entre ambas. El TRC ha 

sido la explicación más aceptada al papel antiaterogénico de las HDL. Sin embargo, 

con base en el TRC no ha sido posible disminuir el riesgo cardiovascular. El TRC 

también es incompatible con la baja incidencia o ausencia de enfermedad 

aterosclerosa coronaria en los sujetos portadores de mutaciones que resultan en 

niveles extremadamente bajos de HDL en plasma. Por lo tanto, el papel 

antiaterogénico de las HDL debe estar relacionado con otras funciones de estas 

lipoproteínas que no se han explorado. En el presente trabajo de investigación, 

nuestra hipótesis central fue que la función de HDL es la de entregar lípidos a las HDL. 

Los fundamentos que sustentan nuestra hipótesis son: 1) la mayor parte del colesterol 

del organismo se sintetiza en el hígado [105], hecho que presupone un vector para su 

transporte en el plasma. El hígado sintetiza sólo dos tipos de lipoproteínas capaces 

de transportar el colesterol de síntesis de novo, VLDL y HDL; aunque es aceptado que 

las células que no sintetizan su propio colesterol lo adquieren a través de las LDL 

(formadas intravascularmente a partir de las VLDL), no hay argumentos para descartar 

a las HDL como vectores de ese colesterol de síntesis de novo. 2) La mayoría de las 

células del organismo expresan SR-BI, el único receptor HDL reconocido hasta ahora 

[152]. 3) Algunos estudios tempranos y relativamente recientes han demostrado que 

las HDL se internalizan a las células musculares [151], hepáticas [158] y endoteliales  

[150]. 4) Las circunstancias patológicas relacionadas con daño a tejidos tienden a 

tener un mal desenlace cuando las HDL plasmáticas se encuentran en niveles muy 

bajos [159-161]. Estas observaciones pueden estar relacionadas con el hecho que 

para la reparación del tejido se requieren moléculas de síntesis in situ y de colesterol 

hepático, el cual no puede ser entregado eficientemente por la baja concentración de 

HDL.  

Para empezar a explorar nuestra hipótesis, analizamos la internalización de las HDL 

en nuestro modelo de células endoteliales previamente validado [publicación anexa]. 

Con este fin, adaptamos un método de marcado fluorescente en la parte proteica de 

las HDL anteriormente empleada en hepatocitos [162]. Observamos que la porción 

proteica de las HDL es internalizada y veinte minutos más tarde se observa delimitada 
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en gránulos cercanos al núcleo celular, que según una publicación previa, no expresa 

ningún marcador de organelos de la vía secretoria [163] ni de degradación [150].  

En estudios previos se había demostrado esta misma internalización en células 

endoteliales, asumieron que se debía a un proceso de transcitosis [150]. Sin embargo, 

cuando analizamos el comportamiento del colesterol contenido en las HDL utilizando 

un lípido fluorescente, demostramos que el colesterol se distribuye de manera 

diferente en la célula; en consecuencia, la internalización de la proteína-HDL no es 

sólo transcitosis, sino que existe una interacción célula-lipoproteína. Además, este 

proceso de entrega de colesterol a la célula por parte de las HDL es más rápidos y 

sigue una cinética distinta a la internalización de la proteína HDL, como lo 

demostramos por citometría de flujo. En el mismo sentido, el colesterol y la proteína 

marcados con fluorescencia no cofocalizan en la imagen del microscopio. En su 

conjunto, estos hallazgos indican que la partícula HDL entrega de colesterol a la célula 

endotelial y posteriormente la partícula es internalizada al citoplasma.  

Además de colesterol, las HDL contienen otros lípidos que pueden afectar la función 

celular; en este contexto, la esfingomielina es esencial para formar las caveolas, y es 

precursor de ceramidas y de S1P, ambas moléculas implicadas con funciones 

celulares diversas[164, 165]. Por esta razón, exploramos la posibilidad de que las HDL 

entregaran esfingomielina a la célula endotelial de la misma manera que el colesterol. 

Nuestros resultados demuestran que la esfingomielina se internaliza en la célula 

endotelial siguiendo una cinética que emula a la cinética de proteína. Asimismo, la 

proteína y la esfingomielina marcadas cofocalizan con un coeficiente muy alto. Estos 

resultados demuestran que la esfingomielina se internaliza en la célula endotelial, pero 

a diferencia del colesterol, ingresa a la célula principalmente asociada a la partícula 

HDL. La importante cofocalización de la esfingomielina y la proteína HDL en las 

células después de incubarlas con rHDL marcadas tanto en la fracción proteica como 

en la esfingomielina, dan un soporte adicional a esta interpretación.  

Por lo anterior, nuestros resultados demuestran que las HDL entregan selectivamente 

colesterol a la células, y se internalizan al citoplasma acarreando en este proceso 

esfingomielina. Sabiendo que el SR-BI es el único receptor de HDL reconocido sin 

ambigüedad, exploramos la posible contribución del SR-BI en la internalización de las 

HDL usando BLT-1 como inhibidor específico [166]. A la concentración comúnmente 
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utilizada de BLT-1 (100 mM), hubo una disminución importante de la señal de las 

células que contienen la marca de la proteína fluorescente; por lo tanto, el SR-BI está 

implicado en el proceso de internalización de las partículas HDL al citoplasma de las 

células endoteliales. No obstante, al utilizar concentraciones crecientes BLT-1 en el 

medio de cultivo, no observamos un efecto exacerbado de la inhibición de la 

internalización de partículas HDL en las células HMEC-1, sino al contrario, una 

subpoblación celular internalizó mayores cantidades de HDL marcadas en su fracción 

proteica, en función de la concentración de BLT-1. Lo anterior apunta fuertemente a 

la presencia de mecanismos adicionales de internalización que compensan el bloqueo 

de SR-BI, que en el caso de las células HMEC-1 cobra gran relevancia; el bloqueo de 

SR-BI permite la entrada, tal vez desregulada, de partículas HDL al citoplasma de la 

célula.   

Esta última observación podría ser congruente con el papel de SR-BI como sensor de 

colesterol membranal, que al ser inhibido, la célula pierde regulación y permite su 

entrada [167]. Sin embargo, la internalización de colesterol y esfingomielina presentes 

en partículas HDL no fue afectada por el uso de BLT-1. Estas observaciones tienen 

dos posibles implicaciones; la primera es que el SR-BI no es la principal vía de entrada 

de colesterol, y posiblemente tampoco de esfingomielina proveniente de estas 

lipoproteínas. La segunda, que la esfingomielina se internaliza a la célula no sólo 

asociada a la partícula HDL, sino también de manera independiente; en otras 

palabras, una fracción de la esfingomielina-HDL se disocia de la partícula y se integra 

a la célula endotelial y otra fracción se internaliza asociada a la partícula HDL.  

Respecto a las otras posibles vías de entrada de colesterol a la célula endotelial 

independientes de SR-BI, la ecto-F1-ATPasa podría ser una pieza clave, ya que se 

propone que,  el ADP producido por esta enzima, acoplada a la producción a la 

actividad del receptor P2Y13 está directamente asociada a la endocitosis de partículas 

HDL [168].  

Una cuestión importante es que la internalización aumenta con respecto al tiempo 

hasta llegar a una hora, y durante ese transcurso no se aprecia una fase de meseta 

que pudiese indicar una saturación del o los sistemas involucrados ni una pérdida de 

la fluorescencia. Un reporte previo al respecto [150], menciona que la entrada de 

partículas de HDL continúa durante tres horas. Se requieren más ensayos para 
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conocer el destino del material internalizado, un aspecto sobre el cual no se ha llegado 

a un consenso. 

A continuación, analizamos las posibles implicaciones de la internalización de las HDL 

en la función celular. Se ha asumido durante mucho tiempo que las células periféricas 

obtienen el colesterol para estructurar sus membranas de las LDL [169]. Por lo tanto, 

en una primera etapa era necesario demostrar que la entrega de colesterol por parte 

de las HDL a las células endoteliales tiene relevancia fisiológica. En este sentido, el 

ensayo sobre la competencia entre el colesterol asociado a las HDL contra el asociado 

a las LDL, representa un dato fundamental para soportar que la internalización de C-

HDL es un mecanismo fisiológicamente relevante. Usando concentraciones 

fisiológicas de HDL (50 mg/dL de colesterol en el medio de cultivo), nuestros 

resultados demuestran que la célula internaliza el colesterol-HDL a pesar de que el C-

LDL alcance una concentración 20 veces mayor que la fisiológica. Estas 

observaciones sugieren que la principal fuente de colesterol para las células 

endoteliales es el asociado a las HDL, soportando la idea de que estas lipoproteínas 

son un vector de lípidos para las células extra hepáticas.  

La función antinflamatoria de las HDL a través de regulación de la expresión de 

moléculas de adhesión ha sido descrita previamente [170]. Para establecer si esta 

función está ligada a la entrega de lípidos a la célula, utilizamos rHDL estructuradas 

con fosfatidilcolina, colesterol, Apo AI y esfingomielina en diferentes porcentajes con 

respecto a la masa total de lípidos. Nuestros resultados demostraron que la inhibición 

de expresión de ICAM-1 después de estimular a las células HMEC-1 con TNF-alfa, es 

dependiente de la presencia de esfingomielina en el proteoliposoma. En su conjunto, 

estos datos indican que la regulación de ICAM-1 sólo depende de la presencia de 

esfingomielina en el proteoliposoma; una posible explicación a esta inhibición es que 

la entrega de esfingosina a la célula provoca una alteración de los microdominios 

membranales necesarios para el anclado de la ICAM-1 [171]. En efecto, existe 

evidencia acerca de que la expresión de ICAM-1 en la membrana está asociada a 

dominios ricos en esfingomielina y en esfingomielinasa [172, 173]. Esta última podría 

jugar un papel importante en la endocitosis mediada por ICAM-1, lo cual podría afectar 

las funciones de la barrera endotelial pero se requieren más estudios para conocer 

más detalles sobre este mecanismo.  
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 Otra posibilidad es la generación de derivados de la esfingomielina in situ, como 

ceramida [172] o esfingosilfosforilcolina [174] que afectan la expresión ICAM-1 en la 

membrana.  

En contraste, la expresión de VCAM-1 no fue inhibida por la esfingomielina de las 

rHDL, indicando que ICAM-1 y VCAM-1 responden a diferencialmente a estímulos de 

regulación de su expresión como se ha sugerido previamente [175]. Diversos estudios 

han demostrado la inhibición de VCAM-1 por HDL aisladas de plasma, usando células 

en cultivo estimuladas con TNF-alfa; estas evidencias sugieren que las HDL aisladas 

de plasma contienen algún otro componente que regula la expresión de esta molécula 

de adhesión, p.e. microRNAs, del cual carecen las rHDL que usamos en este trabajo 

[136]. Por otra parte, los dominios ricos en esfingomielina podrían jugar un papel 

importante en la endocitosis mediada por ICAM-1, lo cual podría afectar las funciones 

de la barrera [173, 176]. La regulación diferencial de ICAM-1 y VCAM-1 mediada por 

las HDL puede ser clave para entender el papel antiaterogénico real de estas 

lipoproteínas y surge como una línea de estudio derivada del presente trabajo de 

investigación. 

La señalización intracelular inducida por las HDL se conoce muy poco pero se cree 

que puede activar a la eNOS, y por lo tanto favorecer la función endotelial, a través de 

la fosforilación del residuo S1177 [177]. Para determinar si la entrega de lípidos-HDL 

a la célula tiene impacto a nivel de la actividad eNOS, determinamos la fosforilación 

de la enzima por microscopía confocal. Al utilizar las rHDL para probar el efecto del 

contenido de lípidos en la fosforilación de la S1177 de eNOS, observamos que los 

proteoliposomas que contienen esfingomielina, producen un aumento significativo del 

grado de fosforilación de la enzima; el contenido fisiológico de esfingomielina en las 

HDL es el que indujo la mayor respuesta, mientras que los proteoliposomas con mayor 

contenido del lípido indujeron en menor medida la fosforilación de la eNOS. Esto 

sugiere que el contenido de esfingomielina no debe exceder ciertos límites para 

favorecer una respuesta óptima en cuanto a activación de la eNOS. Las rHDL 

constituyen un modelo simplificado de la complejidad estructural de las HDL con un 

número limitado de componentes; este modelo reproduce en gran medida la actividad 

de modulación de moléculas de adhesión y la activación de la eNOS. Lo anterior 

plantea la posibilidad de que existan pocos componentes relevantes en las HDL y el 
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resto de sus respuestas obedezcan a efectos de sinergismo e interacción entre 

moléculas que forma parte de estos complejos. 

Existen reportes que demuestran que el metabolismo de esfingolípidos puede inducir 

la producción de NO, la cual está ligada a la estimulación de la expresión de moléculas 

de adhesión a través de la estimulación con TNF-α. Es decir, el contenido de 

esfingolípidos en la célula es importante para regular estas respuestas [178, 179]. En 

este sentido, hemos demostrado previamente que la disminución de un 25% en la 

concentración plasmática de esfingomielina-HDL ocurre concomitantemente con una 

disminución de la presión arterial [180] en pacientes obesos que fueron sometidos a 

una dieta hipocalórica; la mejoría de otros componentes del síndrome metabólico 

también se asociaron estadísticamente con la disminución de esfingomielina-HDL. 

Asimismo, existen estudios que demuestran que el contenido de esfingomielina 

disminuye durante la fase aguda de la respuesta inflamatoria [181]. En su conjunto, 

estas evidencias sugieren que la esfingomielina de las HDL puede tener un impacto 

fisiológico muy importante a nivel de la función vascular y su determinación podría ser 

más relevante que la determinación del colesterol-HDL en la evaluación del riesgo 

cardiovascular.   

Con la finalidad de observar si existen diferencias claras entre las respuestas de las 

HDL aisladas de individuos sanos y las rHDL que evaluamos realizamos ensayos de 

órganos aislado con aortas de rata  así como la estimulación de células  HMEC-1 para 

determinar le efecto sobre las moléculas de adhesión. El análisis individual de los 

experimentos realizados reveló que existen diferencias entre los efectos ejercidos por 

las HDL aisladas de distintos donadores sanos. Si bien es conocido que se atribuye a 

las partículas de HDL las funciones anti inflamatoria y vasodilatadora de manera 

simultánea, nuestros experimentos sugieren que ambos efectos se muestran en 

manera independiente. Lo anterior podría deberse a que cada una de las actividades 

atribuidas a las HDL son llevadas a cabo por un componente distinto de las mismas y 

que dichos componentes son variables en cantidad y actividad entre los individuos 

incluso si todos ellos son considerados clínicamente sanos. 

Un punto interesante sobre el planteamiento anterior, es que la combinación de 

efectos ejercidos por las HDL genera patrones que aparecieron de manera aleatoria 

a lo largo los siete lotes de lipoproteínas aisladas. Una parte importante en el 
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reconocimiento de estos patrones fue la observación de la morfología celular, 

fenómeno que ocurre únicamente en el grupo de HDL que inhiben mayormente la 

expresión de moléculas de adhesión pero provocan contracción vascular. La causa 

en los cambios en la morfología celular no es clara, pero una posible explicación es 

precisamente la inhibición de moléculas de adhesión.  

En resumen de esta primera etapa exploratoria, las HDL pueden ejercer actividades 

que favorecen la función del endotelio vascular como se ha reportado previamente. 

No obstante, dichos efectos presentan patrones que difieren en función del individuo. 

Por esta razón, una buena parte de los estudios posteriores se realizaron usando HDL 

reconstituídas (rHDL). Estos proteoliposomas se han usado previamente en otros 

estudios [129]  y tienen la ventaja de que se puede controlar su composición lipídica 

y de proteína [182].  

Adicional a lo anterior se realizaron experimentos sobre efectos poco estudiados del 

BLT-1 basados en evidencia observacional sobre la morfología de las células. En 

primero lugar observamos una tendencia de BLT-1 a inhibir la expresión de moléculas 

de adhesión, este dato requiere de mayor estudio. Por otro lado, la  inhibición de SR-

BI con este compuesto induce cambios en el citoesqueleto de filamentos intermedios, 

particularmente los filamentos de vimentina, y origina una pérdida de la estructura 

reticular de los mismos. Esto podría relacionarse con la capacidad de endocitosis de 

las células y de transporte intracelular pero requiere de estudios más detallados para 

ser confirmado [183]. 

De manera interesante podemos apreciar que esta modificación del citoesqueleto es 

revertida por la incubación con HDL posterior al tratamiento con BLT-1.  

Cabe mencionar que son necesarios más estudios sobre el efecto de las HDL en la 

reorganización del citoesqueleto, ya que es posible que este comportamiento sea 

modificado de acuerdo con las diferencias interindividuales en la composición de las 

HDL propuestas previamente en este trabajo. Sin embargo, aún no se conoce si existe 

relación entre los efectos del BLT-1 descritos. 

Todos los resultados mostrados en el presente trabajo porporcionan información 

novedosa que demuestra el papel de la internalización de las HDL en la función 

endotelial, poniendo especial énfasis en la composición de lípidos de las partículas. 
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Ello sugiere que además del TRC, como paradigma actual en el estudio de las 

funciones antiaterosclerosas de las HDL, existen mecanismos adicionales que 

contribuyen al correcto funcionamiento del endotelio y que requieren ser investigados. 

Si bien ya varios autores han sugerido que más que los niveles de HDL, la 

composición podría ser clave en el entendimiento de sus funciones, los resultados 

aquí plasmados demuestran el papel fundamental de las proporciones de lípidos, 

especialmente la esfingomielina, en la modulación de la expresión de ICAM-1 y 

VCAM-1 y la fosforilación de la eNOS. 
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CONCLUSIONES 
 

 Las células HMEC-1 son un buen modelo para evaluar la función de las HDL 

en el endotelio. Lo anterior se validó a través de la expresión de marcadores 

endoteliales típicos, morfología, tamaño y complejidad con respecto a las 

células HUVEC, el modelo de endotelio más utilizado. 

 La porción proteica y lipídica de las HDL son internalizadas por la célula 

endotelial bajo diferentes patrones de localización subcelular y distintos 

comportamientos cinéticos. El C-HDL tiene una entrada rápida e independiente 

de la entrada de la porción proteica. Por otra parte, la esfingomielina colocaliza 

casi totalmente con la proteína sugiriendo una mayor interacción entre ambos 

componentes. 

 La inhibición de SR-BI afecta parcialmente la internalización de proteína y no 

así la del colesterol y  la esfingomielina, esto podría deberse a la existencia de 

mecanismos distintos y específicos para la internalización de cada 

componente. 

 La internalización de C-HDL es un evento fisiológicamente relevante ya que 

tiene lugar incluso cuando existe un exceso de C-LDL disponible en el medio 

extracelular. 

 El contenido de esfingomielina de las rHDL internalizadas modula la expresión 

de ICAM-1 y la activación de eNOS, lo cual sugiere su importancia en la función 

de las células endoteliales. 

 Al analizar HDL provenientes de individuos sanos, las actividades anti 

inflamatoria y vasodilatadora de las HDL parecen ser dos propiedades 

independientes que varían en función del individuo y muy posiblemente en de  

su composición. 
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Abstract 

Background: Primary cultures endothelial cells have been used as models of endothelial related diseases such 
atherosclerosis. Biok>gical behavior of primary cultures is donor-dependent and data could not be easily 
reproducible; endothelial cell lires are emerging options, particularly, human dermal microvasclJar endothelial 
cells (HMEC-l), that srould be validated to substitute prirnary cultures for the stu::ly of HOL functions. 

Method s: Morphology, size and granularity of cells were assessed by phase contrast microscopy and f\ow 
cytometry of Hf-JéC-l. The adhesion molecules, ICAM-land VCAM- l after lNF-a stimulation, and endothelial 
markers C0105 endoglin, as well as HDL receptor SR-BI were determined by fIow cytometry. Internalization el 
HOL protein was demonstrated by confocal microscopy using HOL labeled with Alexa Fluor 488. HUVECs 
were used as reference to compared the characteristics with HMEC-l. 

Resu lt s: HMEC-l and HUVEC had similar morphologies, size and granularity. HMEC-l expressed endothelial 
markers as HLNECs, as well as fundional SR-BI receptor since the cell line was able to internalize HOL 
partides. HMEC-l effecti'Vely increased ICAM-l and VCAM- l expression after TNF-a stimulation. HLNECs 
showed more sensibility lO TNF-a stimulus but the rarge of ICAM-l and VCAM- l expression was 1ess 
homogeneous than in HMEC-l , probably due to bidogical variation of the former. Finally, the express ion of 
adhesion molecules in HMEC-I was attenuated by co-incubation with HOL. 

ConcJusion: HMEC-l possess characteristics of endothelial ce lis, similar to HUVECs, being a cell line suitable to 
evaluate the functionality of HDL vis-a-vis the endothelium 

Keywords: Ha.., HLNEC, Adhesion molecules, Inflammation, Endoglin, Atherosclerosis 

Background 
Endothelium has bccn rocuscd as thc site or initiation or 
atherosclerosis (1 - 6); endothe.1ial cells pcrform import m t 
inOammatory, apoptotic and thrombotic activities in order 
to maintain vascular homcostasis (7- 10). To elucKl.ate thc 

cellular and mole rular Il1t'Chanisms o( pathologics rc1atcd 
with the cndothelium such as athcrosck't"osis, primary cul
tures or bovine aortic endo&clial cclls (BAECs) or hwnan 
umbilical vcin endothc1ial cclls (HUVEú) have bccn used 

- Cor~pondenc;e o~(Dm 
'Mole<:ul.1t Bi~ Oepan~t, l""titulO 1Ucioml de Ca-dobgía 'lg1ado 
CM~, Juan Badi.1no 1, SI!o::lón lM, 14OB) Mexico Ot}'. Mexi:::o 
Fui 1st el altncr ilfolf'l'lali:1O Is avallble at the end el the anide 

as modek. Howewr, the biological responses or cndothclial 
cc11s to differcnt stimulus are donor-dcpcndcnt [11-15], 
thus the achicvcment of reproouci>le results bccomes 
challenging. This i.., one or thc major disadvantagcs of thcse 
primary cukurcs and strcsscs the validity of amclusiofL'> 00-
taincd with HUvrc or BAECs. In addition, endothclial cell 
conscrvation, isolation, as well as a nutritional rcquircmcnts 
make thcse primary cultures tcchnica1ly dcmanding [15]. 
Bcsidcs thc biological variability, and thc cconomic and 
technical disadvantagcs, cthical consida-ations and Icgisla
tions in sorne COW1triCS make difticult the donation or um
bilical cords to isolate HUVECs. Howevcr, HUVECs are 

( ) BioMed Central 
CI The Aulhol{!.). ."!l18 D,»n Ac.ceK Thrt. anide 5 dilll"bJwI unde" Ihi! ~ d Ihi!C~~\'eCommons AllñbtJoo4.0 
l,.ematicrlall.iUrue tlttpJl~ .. ~CJ"g.1~,",OJ), wNdI pmncIs 1.IOIeiIr1ae:lt«, dilll"bJtIOO, oJnd 
~pn:ld\.aoon fI any 1I'Id\lT\. ~ded 'PJ gM! "PPfOPIIa~ ~t 10 Ihi! origo'Wll .... 1hoIú.l oJnd 11M! SOU~ 1lfO"Ide. link 10 
the ~'¡IM! ÚlfTlmCn!¡ ~ M"d indic.a~ '~_e md. The ~"tHe ÚlfTlmCn!¡ f\JbIIc. OomiIn Dedic.alion w_ 
(hl! plICJeJn~publicdom.Jntl:eroIl.D.1 ¡ppIoes 10 Ihi! data made...."QbIe in t"~atlt~ unes ot!le!w!ie SUte:!. 
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. .... )" WCfT pc"',.,.,.,d '" dul'ritd bcfo r~ [19] wllh 
, Iigl,( u,wif,,->IM.o, .. , 8"...ay, <en. ~< .. < ..... "'j .. ,J ~"-U' 

b't<d in ..u >t"", ~f!he """-)' 10ilb mM~" rr. MCDB "'" 
M· l '19. ,",CU f-.1 U>i , ".iIJ,....,ti '~, <u,,"'~,;.~ ~ uI ~~id 
~ ......... " ... ,r ... nom, "" , •• " ... w"'~~ " .,," PH, ....1 
¡""'f e> """~ ob c::.in.d .". mnl'oc>l rr. icro5l<"P)' u>ing • 
L~1_7W u ;" c"lu;~,,, ... ul (Ik.!de,~ "'~<u~""""!<>_ 

l "'t i"i"l.n"I'''' 
Roou"" ... ",,~ =p","od .. """'. f..,,,,,,, • ...,. mttn, ..... 

obtoino.l ofu>r 'naIr«' cf 5rol .","'~ Oxnl",;;':'n be 
,,.,,,,,, S'\""~' "'' 1"',luf"'..J "''''I! ]<; , ... ,.u. W.u;, ,ce ... _ 
~ .... me",.. "' .. ".nR ""r" T'><l Pnvn 'iJ) ...n... ,~ 

Ro!.~. 

t.lor¡>hol~, 0iK an<l ~ra <IJ IIrity wtrr ,in'l 1M f~r b<Jth, 
HMEC·¡ .".1 HUVEC. I F ..... 1 ~ \'('~ d ..... u"''',J ti .. "1";' 
m&l ooo<cntnlÍon d T'lF-a ro indutt K:AM-j lIOd 
VCA.\I_l, L~ .. cl""".,~~, ,,,, cu ... IFig. 2~ ". ",,,,,,"f<.1 
, .... '~'fY>n" ' ''' ',>" h ~ ... r ~"" '" ... ,"" ~ f '1' ''''''1y ,,( Mln. 
lCAM 1 and VC."M 1 "'1"'"'...:1 .. cl ""b!e pooitl>-< <<l!. 
[ ,,~,t u~ 'I",<I< .. ,t.\ k.o H!.It0 1 [h •. 'lA > .ud H \J\IU'; 

(Rf. n ) 11>< "r'; m,1 ""f"' ...... '" H\lFC-l tn TN'F-<'I .... , 
r"""hed ",hh , ,on<~ tn<ion ~f 15 n¡¡¡mL [FiJ, le,: 

• 

. . ... ' 011 

high« 00.", <i TNF·" dio! MI Indo« . sr"''''' oxF'=ion 
",,JI,,,,,,,,, ,u'¡"""b. 11",,1u ........... .1 ti .. <"'"'''H''~' 
ti"" <i 15 ng¡mL o/ TNF ... bt /llrII><r oxpcrlmml> , 

Cu'H" úo.og HUVIC •• ti., <lvt ~I", • • hu....-J " ~óde , 

"'"g' el n.-r·~·,~ "...,.¡ .'l' ..... ,~" ni j("~M·1 .~ 
VCAM 1 (Fe" n~ 'c"P"n~ w~e ob<.e,n.J from d=. 
" U.:>'> "":',,,1 ul ·J'M·" uut ~'" J'-".·',,"~U H'" cif",-, 
... ,,, n'" .. "1l"1or '" In. HM EC_ L W, "".i O l~ "!;o.l. 
<;l DJF·" ro nOdltnoon lo. ,t., . ub .... u<nt <xp<rim<nti 
... -Ir" Hl)'iEC • . 

W. fu rtbet- ""mh lo. ,bo e~pr< ;o;i~n 01 "'CAM·j :md 
CDl (1';, 0.1 >0 """"d ~, el ........... ""'",, of "..!oth.· 
b l é~1s. W~ oIurvNl ,<o ""F r'<S"~n o/ ..,CAM 1 :md 
en,lugliu i" ~", h 'ti'" ul .. Rluth.1O.o.l ... .¡j. ¿te, ·J'M ... 
• ,,,,,,,,,.,n. F • ..l",,-~," ,,~, ,",~A m , ........... ...-tr"' 
in bo<l1 typ<'< o/ d!.o and hi""S"UTl' "' .... VftJ' "",i1::r 
r . .,.. . CnO"",,"W- 0."'0' (r;,., ~). lo ""n',,". \'r~M _ L 
.""" ""p r<s>ro in • broOO =~o in HUVIC I"'al ~f 3 

"'01'1»' d""", ... too ", ... och 'xp""""" ..... "" .. ~ 
h<>rr.OjIrnrou, tn H.\j[C-1 ceU, (Rg, ; 1, 

W, fu,u", ... , .. " w"'J ",.""" ,,, .. SR·BL (E .. ; 1, loutl, 
HLIVr.r • ...-I llMr" I w ..... r .... 'h' ... f.-.. rh" .... .". ...... 

similar I,-,,~k o, o.'F.<'O>i<Jn (F~ ,~ T~ ap¡'", fun< 
ti-o n.1 o<p<"<" ~ f Hm , ,... ...... "' .... h"m ~"'c,,"" .. ,,~ 

·" "t . , """""''''''''''"''''--<- 1 .. =""",, .... , ><J''''- I&; """,,,,"IY ""'=:<1'- rt» >: "'-=~ ra,,"ov.. I<tl""'''''' ¡¡c:""""¡.::f.:CI 
,uLu", __ "" '" ro.. ,.,.,..-..,. .. ,;.;. _ .. .... . -_ ¡'~n "-<u" .. _ m<",ux-" L ".,, _ 10 ,~ .... ,_ ,."'~ po·r ..... ""_ 

. '" •• .,..¡" 00-,,,_ ,,,. ,. 
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ln c"t.1tM 111.111; ·1 ... ot. ? ,M"" n' II DI, r<""k, .• ' "11 '·". 
U .. ldIL IC.U,j·j . ,.1 VCA).; · ! ""td..l tu loe ~.<~''''',.] 
lo el .... tl \~ 1.0&>1. b'~!. « u".ti(uti", ~'I" _"'~ ",h .. , ,dl. 
"' ... '" ÍO<\lbotod ""ct> HDI.. , hIl, che dillo .... ""'" did no< 
",.<:1\ . ttll>tioal , i,'lufi::&I\O<, In ",ntr..t. HDL ''8''ifLC&ntl~ 
' rn'nontM m~ " [" .. ~' ... n .... · I NI ' ... ·;n.i" .... <I VI;"M·I, 

.. 1"" " .. lCA Y.· ! HDL "J\iLó,"", J.J , ....... ,..d, .(,ti, ... ...! 
, i¡¡ncf'c;¡n« IH~, ~ •. 

, R·Bl <XF'<" 'M ln HMEC· l .. . doo""'t lo <O,m, 01 
HDL rndothd ioJ fun~!loc\alir.Y' prrvioo • .rud i'" ' 2(), 211 
" .. n~ P" ""' 'Y .. "k,,, .. , .... m~n"''''NI , .... )IDT. •• ~ on"" · 
" .d'",,] l.) e"d",hdi.d <elb. l1""~r,,,, ·~ , ,,~ I"'rioo·","] 
HDL int"",>Iiz;¡¡" "n ""')~ lo HMEC· l N.]. ",d Hl)V[Co 
u;in. HDL proté'ln lab olo<! wlth Al""" Rour '¡SS. Conloral 
m l' ....... "[Tf , ....... "" 'o '" HMFC;·I . n.I Hl T\"Fr . .... . hi~ 

tu ;' ,le",.J"" HUL (fi JO. ~ •. ~ 'le"~úo.OKly, t..;.U, ~ • .J",h"(¡>1. 
,,,00.,(, ,.¡ ... " ,,.¡ ( lo" Hl.IL 1"""".' ",6 Ivaot.."¡., .1;",,,,,, 
~,molot; i ", OJ~ t n" <")" "1'1 .. ",_ 

Di<o:u<>iDn 
In !h;' ,""d v "'" d . 'M .... .... d !h u IIM L<::l po." " 
, irnil" proporu.. th>n HUVEO vio·'·Y[. HDl in", ,· 
, crlon, HlJVECo 110"" b".n ex<I'n'¡~y ...".¡ ". !h~ 
" ud¡' ti III"'P""" in pr~portl" wIlh .. p..d ,a ffidatbol ial 
<d io. How"""" the "'" al HUVlCo r<."¡I,.,.." U .. ,,,,o d ",· 
.d.. n'.II'" f".ti<u! .. 1Y ,du...! ". ,t.~ "'p~Wity, du~ 

lu~", ~"","·~d i ·,iolu .d h l.,."",1 ~ .. '.loil~y Ill - L41 .. 01 
t«hni, aI comp:aity. fu, tItE. in tito I"~t ,,'D" ".~ 

prop" "", !lIo u"'" al HMEC· L • a ll hn< of ondolh ol .. m 
.. ' u". .... ,;".. ~f I II IV I '( -,. 

W .. ~ r<' .......... "',,,tM 'M ' M 'O ",11 tvrw'" o .... , .", ;1>, 

' '''' ,,,rl ..... 'uu, ily; "Le .,01 g"ouuuúly . .. ~ ,w,.Li< [."'. 
,,"'''',.., to id,ntily e<U 'YP"" G.anobri' y ¡, o m,aoo •• 
al con comp:C>.iry .mol dcp<ndl al nuolou, , ¡¿o ond !he 

, C ..... , Inhlbi~ on 
, 

; 

fl 
• • '-

1- t t .:r-• .. 
I ... . #' 

"" 
.. .-. ,-

" ? 

r,.. ......... ' '" ... , tfipl.' '''' lc ~'l'o' n,II~, MN1 ... ~ ..... ~ T IY ... • 
t ... ~, (1", ."',,", tu,, .. 01 <", ,, ~Ie~,,~ ul HMEC·I .. 01 
HUVEC . .. '~ .... " Y"'" .... Ie. ¡,~"" ... , ¡,' ,¡l~ , HMEC· ! " .. ~ 
mo r<? h.:Jmog''''''''' thon HVVECs lo 'er"", ul ,w, and 
sronolaril)', ' ,,""'!ir\¡¡ 1"", variobUII)' ~I expenmontal 
rl . '. "OrA;"'" witl. tI. .. , .... 11. . 

LCA).;· ! ", 01 \ 'CAY.·¡ .. '~ ""~ ..JI"" .... , "...t..~·ub 

0"l""""'¡ Iry' ttw;, .ndothe!nm " j !h ropo""" role< lo ""n 
mign.tion dorlng lnt\!mmo,l<",. LCA M-I '" c.<pr"lICd con· 
-\Clr _ """,p:Iy lndu<cd by nlrnul", I;ke Th"F· ... 
.. 'IY,,, , " CAM · I l, "",,,Iy ""1""'~v.1 .n .. , ,IY 1""" 
" 01 .. ," ,,.,,,,) ,úo. .. .,¡u. 122 , 231. 1" ~"" o;u.,le"¡, HMIC- l 

•• x-t..d , mulmum O<pr'l'<""" of lCA Y.·! "'~ llCAM· l 
,,1th ¡; rWml DlF «. :tnd such ""P=1on remalned 
... N~ ..... o hltIY, ~""""",."""" . d TI., .... l n M ...... ", 
H UV U .:. ,I.,·....,¡ . ...... w. ...... , ... """ , ...... ', ..... ~,,~ du.o.-. 

uf ~'" . úo.,...tu •. ·11", ;" .... ·;.,.)¡,OJual , .... bw:'~ ul H UV ti: , 
""l' [.., ~ ~ al ttw;, 1.,.. M""'9"'I'Olli _ · ... PO'"'"' 
01 HVVI:O in th_ ""pe<lm' o'O, '"'''' 1/ ..... uo¡o a pool 01 
,,'" ¡';hc~ 1 ..... " h I.<n. tI. ....... rl ' ll<-.... n' ÑntI ... ,,, ""' .. n "'~ .... 
'~"" ", ... lu th.on u."." o«.inbd .. .;u, <iD0:I< ~ grr""', Th..., oo.",·n rnn¡ .upport!h. ide. t/t¡¡( HY.EC · 

1 rulrure; ~ r..!plul., aboln m"'" ,"prooudb:~ ~t~ 
H","",'o< t should be ""'~~ thaI the HMOC I ~ 
I~ •• ,,\,,""" ta olimolw, tito omoun! ti T'IF-<r. !O ",..eh a 

.....nmorn ~'" in .... . ""out. IO tin" .... th~ ",""'nI .. • 
ti"" .. '"!u¡,,.] r", HlI"'I:C. , 11 ,,,,,, .. ~uLt. . h .. ul.J Lo. .... "OJ· 

o,..,.¡ "hm u.:ro¡; HMEC! to <~.,.¡U ]., mdott>o!"" "''1'"'''''' 
to Lnllamma!ory , ltn>Jlu" 

!In .. ~f ' h , ' ;n" d 'O" "" ~y l, I~ rl"',.., m · ,,~ 

..orlt..-, 111.11:1;· ) " , ",;"o l ~ fM ' v. lo .. ,;"" ,~m~ 

HDL ¡'O' ul""'·ti .... ", itL, ,~ ~ .. d (u "" J OI I",Ii.l , .,(L,; tu 

!he be" 01 00' m.,wled¡¡e, !h",e ar. no' p",·,io"" '" 
p or .. ",Ith t hl! p u'1"'"'" Lnlc r""¡M ~ I HDl ... lt h 

Vc.lM,1 "'hbl!ion , -
l -

., 
J. .;¡;. .;¡;. , 

,,' ~ ~<!1' <~ 
/' ,/ , , 

~ 
lREA,"""NT 

. ;~ . .. CIJ.~1 .·d '.-;: . .... . od;lt ,,· '" Ha. ... ffo,'[C· t ",-""" ~~ • .,. "" ... d ;) """ ')"'_~ .>hJ. "K"""\ ..,....~ >:;;.M-1 • • obod, 
:»j, ~o ......... ."""''''' "'_ "- / pool> '" "' ... _ '~ ( U,"', ~I ",,,,- .... , .""",,,,,,, ""_ "'" 0lfI',)" cA """ 
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