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RESUMEN

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) han sido asociadas positivamente con la
proteccion 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 excrecién por via biliar, se postulé como su principal
actividad biologica y fue relacionado directamente con su actividad antiaterosclerosa,
principalmente en el endotelio.

Sin embargo, numerosa evidencia tanto farmacolégica 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 demostré que las HDL pueden ser internalizadas por el
endotelio adrtico pero los mecanismos asociados a este fendbmeno no se estudiaron
hasta muy recientemente. Adicionalmente, se sabe que la mayor parte del colesterol
es sintetizado en el higado, al igual que las HDL y que el unico receptor caracterizado
para este tipo de particulas, 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
podrian 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 lipidicos (colesterol y esfingomielina) sobre la
funcién endtelial y su participacion en la regulacion de la actividad enzimatica de la
sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) mediante ensayos en cultivos de células
endoteliales.

Para ello, se valido 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 determind que las HMEC-1
expresan a SR-Bl asi como otros marcadores tipicos de endotelio como VCAM-1 y
endoglina de manera semejante a las HUVEC. Se demostré6 que ambos modelos de
endotelio tienen morfologias, tamano y granularidad similares, por lo que se determiné
que HMEC-1 es un modelo util para el estudio de las interacciones entre las HDL y
el endotelio.

Se realizaron ensayos de internalizacién con HDL aisladas de plasma de donadores
sanos y marcadas con Alexa Fluor 488 en su porcidn proteica asi como con HDL
reconstituidas (rHDL) preparadas con 25-NBD-colesterol o NBD- esfingomielina para
determinar localizacion subcelular y cinética de cada componente de las HDL.
Ademas se incubaron las células con el Bloqueador de Transporte de Lipidos 1 (BLT-
1), un inhibidor no reversible de SR-Bl para determinar la participaciéon de este
receptor en la internalizacion de cada componente de las HDL. La determinacion de
fluorescencia se realiz6 utilizando citometria de flujo o microscopia confocal.
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El colesterol y la proteina de HDL siguen cinéticas y localizaciones subcelulares
distintas. En el caso de la esfingomielina esta sigue un comportamiento similar a la
proteina.

SR-BI participa sélo parcialmente en la internalizacion de la proteina de HDL, pero no
se observo efecto sobre la entrada de colesterol o esfingomielina al utilizar diferentes
concentraciones de BLT-1.

Para determinar la relevancia fisiologica de la internalizacién de colesterol HDL (C-
HDL) se realizé un ensayo de competencia con colesterol LDL (C-LDL) y se determino
que incluso al utilizar una concentracion de este ultimo 20 veces mayor que la
fisiologica, el C-HDL continuia ingresando a las células endoteliales.

Con la finalidad de conocer el papel de la composicion lipidica de las HDL sobre la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1 asi como la fosforilacion de eNOS en la S1177, se
utilizaron rHDL con la Apolipoproteina Al (ApoAl) y fosfatidil colina y concentraciones
variables de esfingomielina (5, 11y 16 %) o bien 5% de colesterol.

Se observo que las rHDL preparadas con esfingomielina inhiben significativamente
mejor la expresién de ICAM-1 que las particulas que no contienen este lipido. De
manera interesante este efecto no se observa sobre la expresion de VCAM-1.

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

Algunos datos preliminares revelan que las HDL provenientes de sujetos sanos
presentan diferencias en la capacidad de inhibir la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, lo
cual podria estar asociado a la composicion de las particulas.

En conclusion, el presente estudio valida el uso de la linea celular HMEC-1 como
modelo de endotelio, confirma la relevancia fisiolégica de la internalizacién de HDL
en las células endoteliales asi como la importancia de la composicion de lipidos de
estas particulas sobre la expresion de ICAM-1 y la activacién de eNOS. Ademas,
proporciona evidencia sobre las diferencias en cuanto a localizacién y comportamiento
cinético de los componentes de las HDL en las células endoteliales y sugiere la
existencia de mecanismos adicionales a SR-BIl para modular la entrada de proteina,
colesterol y esfingomielina provenientes de las particulas 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 | (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.
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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 Al
(ApoAl) 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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INTRODUCCION

Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y proteccion contra el riesgo
cardiovascular

Las lipoproteinas de alta densidad o HDL son complejos macromoleculares
pseudomicelares formados por lipidos y proteinas que conforman la porcion
lipoproteica mas densa del plasma [1]. Su composicidn es muy heterogénea y algunos
estudios calculan que una particula de HDL normalmente contiene de 2 a 5 moléculas
de apolipoproteina Al (Apo Al) la cual constituye hasta un 70 % del contenido proteico
total, por lo que es considerada su principal componente [2]. Sin embargo, estudios
protedmicos proponen que las HDL son capaces de asociar a mas de 80 proteinas
distintas [3, 4] .

Ademas, se calcula que cada particula de HDL contiene alrededor de 100 moléculas
de fosfatidilcolina, la cual es responsable de mantener una superficie antipatica y
donde pueden ser embebidas las moléculas de colesterol no esterificado, todo ello
rodeando un nucleo de lipidos insolubles al agua, principalmente ésteres de colesterol
[2, 5]. Los estudios mas recientes revelan que las HDL también pueden fungir como
vehiculos 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 unicamente
transportados de manera pasiva por las HDL sino que son responsables de las
multiples actividades biolégicas que han sido descritas, es por ello que su papel como
vectores adquiere gran relevancia [7]. Las variaciones en concentraciones y
proporcion en dichos componentes son las responsables de la gran heterogeneidad
estructural de estas liporpoteinas, 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 poblacion total de particulas [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 epidemiologicos
se ha demostrado una asociacion negativa entre la concentracién del colesterol

asociado alas 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 concentracion 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 numero de particulas o su saturacion con lipidos [13]. Sin embargo, hasta el
momento la determinacion del C-HDL sigue siendo la unica manera aceptada, aunque

indirecta, de expresar la concentracion de particulas 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 epidemiolégicos, se han intentado describir
experimentalmente los mecanismos por los cuales las HDL tienen actividad
ateroprotectora. El Transporte Reverso del Colesterol (TRC), la funcion mas
ampliamente aceptada y documentada de las HDL, parecia responder la mayoria de

las preguntas respecto a sus funciones antiaterosclerosas [14].

El TRC comienza con la secrecion hepatica de Apo Al pobre en lipidos, la cual forma
particulas HDL discoidales que migran en la fraccién pre-beta del plasma. Las
particulas 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 particulas denominadas HDL3 [15].

El colesterol contenido en las HDL3 es sustrato de la Lecitin Colesterol Acil
Transferasa (LCAT), enzima plasmatica que esterifica el colesterol libre ubicado en la
superficie de la lipoproteina. Los ésteres de colesterol producidos migran hacia el
interior de la particula formando el nucleo hidrofébico de la particula denominada
HDL2 [16]. Las particulas HDL2 pueden seguir al menos dos rutas metabdlicas
alternativas. La primera de ellas es que sus ésteres de colesterol sean reconocidos
por el receptor hepatico SR-BI, uno de los pocos receptores identificados para las
HDL. Se ha propuesto que la pérdida de ésteres de colesterol debida a la interaccion
con el SR-BI, regenera la particula HDL3 inicial que ingresa nuevamente al ciclo de
captacion de colesterol [15, 17]. La otra alternativa es que la particula HDL2 sea
sustrato de la proteina 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 lipoproteinas que contienen apolipoproteina B (Apo B) [16]. El
intercambio de lipidos genera particulas HDL2 enriquecidas con triglicéridos las cuales
pueden ser modificadas por la lipasa hepatica (LH) y lipasa endotelial. De manera
sinérgica a la accion de las lipasas, los fosfolipidos de la lipoproteina remanente se
redistribuyen por accion de la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP), dando
lugar a una particula pre-beta y una particula HDL3 que se reincorporan nuevamente
al ciclo de captacion de colesterol [18]. Por medio de esta ruta metabdlica
intravascular, las HDL recuperarian el colesterol excedente del ateroma evitando o

retardando su desarrollo.

Debido a que las HDL se encuentran en constante remodelacion y a que existe gran
heterogeneidad en su estructura, se han propuesto diferentes subclasificaciones de
estas lipoproteinas. Por ejemplo, las HDL se han agrupado de manera arbitraria en
cinco subclases de acuerdo con su tamafo. 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 biologica de alguna de ellas [20].

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

Con base en la hipétesis del TRC como principal actividad antiaterosclerosa de las
HDL, era plausible proponer que aumentar las concentraciones plasmaticas de C-HDL
resultaria en un incremento de la proteccién cardiovascular. Esta fue la justificacion
para desarrollar farmacos cuyo objetivo terapéutico primario era aumentar las HDL,
asi como buscar una nueva prescripcion para el uso de farmacos como la niacina y
los agonistas de PPARalfa y gama. Usando esta premisa probaron distintos grupos

de moléculas los cuales se describen brevemente a continuacion.

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 farmacoldgica los cuales involucran las funciones de
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Apo Al, CETP y ABCA1. Este ultimo es mencionado con mayor interés debido a que
la niacina incrementa el eflujo de colesterol incrementando la transcripcion de ABCA1
[21].

Su administracion incrementa el C-HDL hasta en un 25%. Sin embargo, también
disminuye las concentraciones del C-LDL vy de triglicéridos, por lo que fue propuesta
como un farmaco que podria prevenir eventos cardiovasculares. A este respecto, un
seguimiento de pacientes a los cuales se les administré niacina durante cuatro afios,
reveldé que no existe una disminucion significativa de eventos cardiovasculares

mayores. [22]

Llama la atencién, ademas de su falta de eficacia, la gran cantidad de efectos
adversos relacionados con la administracion del farmaco que comprenden desde
efectos cutaneos, gastrointestinales, musculo esqueléticos, infecciosos asi 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 mayoria de los pacientes y no deberia 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 ademas presenten niveles altos de C-LDL [25].

Inhibidores de CETP
La inhibicion de CETP como blanco farmacolégico fue propuesta después de la

publicacion de un estudio en el que individuos portadores de mutaciones para pérdida
de funcion en CETP presentaban un incremento notable de los niveles de C-HDL [26].
Un estudio posterior revel6 que esto se debia a un incremento en el eflujo de colesterol
en un mecanismo mediado por Apo E y ABCA1 [27-29]. Ademas, existen estudios
genéticos que demostraron una disminucidén en el riesgo de eventos coronarios
asociada a varios polimorfismos de pérdida de funcion del gen CETP [30, 31]. Por otra
parte, los roedores como la rata y el ratén, carecen de actividad CETP y son malos
modelos de aterosclerosis [32]. A partir de entonces se sintetizaron varios

compuestos con actividad inhibitoria de esta proteina. Sin embargo, ninguno de ellos
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ha probado su eficacia como protector ante eventos cardiovasculares pese a la
modificacion de los perfiles de lipidos de los pacientes estudiados [33]. Por esta razén,
se ha cuestionado el mecanismo farmacoldgico como medida eficaz para la proteccion
ante el riesgo cardiovascular. A continuacion se mencionan las caracteristicas
principales de los inhibidores de CETP que se han probado incluso en fase Ill hasta

el momento [34].

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

se asocid a modificaciones en los niveles de triglicéridos o C-LDL [35, 36]. A pesar
de que el torcetrapib incrementaba la concentracion plasmatica de C-HDL, incluso al
doble de la concentracion inicial, estudios realizados en pacientes demostraron un
incremento en el riesgo coronario asociado a su administracion y un incremento
discreto, pero significativo, de la presion arterial por estimulacion de la sintasa de
aldosterona [33, 37-39]. Debido a estos efectos adversos, los ensayos fase Il fueron

suspendidos [40].

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

eliminacion de acidos biliares por via fecal y los niveles de C-HDL hasta en un 23%,
y no afecta la producciéon de aldosterona [36, 41, 42]. Sin embargo, el uso de
dalcetrapib fue futil debido a que no presentd una disminucion significativa en la
incidencia, riesgo o desenlace de infartos, isquemia, paro cardiaco o angina inestable
por lo que el uso comercial del farmaco se descarté definitivamente [43]. Cabe
destacar que se observé un pequefio incremento en la presién sistolica (alrededor de
0.6 mmHg) en los pacientes a los que se les administré dalcetrapib asi como de la

proteina C reactiva [44, 45].

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

Los sujetos que recibieron este farmaco tuvieron incremento en los niveles de C-HDL

19



mayores al 100% y disminucion de C-LDL hasta en un 40% [46, 47]. El efecto en la
modulacién de los lipidos sanguineos se propone que es causado por el incremento
en el eflujo de colesterol. Adicionalmente, se encontré una disminucion en la senal
proinflamatoria inducida por TNF-a, es decir, disminucién en la expresién de VCAM-
1, ICAM-1, MCP-1 y E-selectina [48-50]. Sin embargo, no se demostrd una diferencia
significativa en la incidencia de eventos cardiovasculares hasta el momento [51]. El
ensayo clinico REVEAL (Evaluacion Aleatorizada de los Efectos del Anacetrapib a
través de la Modificacion de los Lipidos) brindara mayor informacion acerca de la

eficacia del farmaco.

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

este farmaco entre los individuos con alto riesgo cardiovascular [52]. En estudios
anteriores se encontro un incremento en los niveles de C-HDL y la disminucion del C-

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

Tiromiméticos

Los tiromiméticos son farmacos que simulan la actividad de la hormona Ts o
triyodotironina. Su administraciéon provoca un incremento en la expresion del receptor
de LDL (LDLR) y de Apo Al lo cual provoca una disminucion del C-LDL e incremento
C-HDL debido al aumento del catabolismo de las lipoproteinas. 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-a
Este grupo de farmacos actuan sobre el receptor proliferador activado por

peroxisomas alfa (PPAR-a). Comunmente se les denomina fibratos y son una clase
de acidos carboxilicos anfipaticos que fueron inicialmente sintetizados como derivados

del acido oxisobutirico en la década de los 1950’s [55].

En numerosos estudios se ha demostrado la eficacia de la monoterapia con fibratos
en la disminucion de los triglicéridos y es considerado su efecto principal [56-59].

Algunos meta andlisis 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 ultimo 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 secrecion de VLDL ricas en triglicéridos e incrementan el
catabolismo de lipoproteinas con alto contenido de los mismos. Esto tiene como
consecuencia un incremento en el tamafio de las LDL y HDL con la disminucion en la
densidad de particula [63-65]. Sin embargo, es controversial si la modificacion en las

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

Los resultados sobre prevencion de eventos cardiovasculares en general han sido
inconsistentes. El gemfibrozil posee un efecto significativo en la prevencion de eventos
coronarios [57, 59]. En contraste, en el Estudio de Prevencion de Infarto con
Bezafibrato (BIP) y el Estudio de Intervencion y Disminucion de Eventos en Diabetes
con Fenofibrato (FIELD), no mostraron un beneficio significativo en los efectos
primarios de infarto al miocardio y muerte subita o eventos coronarios,

respectivamente [56, 58].

La prescripcion de los fibratos para incrementar farmacolégicamente los niveles de
colesterol-HDL surgié del hecho que el gen de la Apo Al tiene un elemento de
respuesta para PPAR-a en su promotor [67]. De esta manera, era valido postular que
al elevar la cantidad de Apo Al disminuyera el riesgo cardiovascular. No obstante, la
evidencia sobre el beneficio clinico del uso de fibratos se reduce a pacientes con
triglicéridos elevados que ademas poseen caracteristicas del sindrome metabdlico, y
no se asocia con las elevaciones de C-HDL [68]. Es por esta razén que en las guias
terapéuticas actuales, se recomienda el uso de fenofibrato combinado con estatinas
aunque este tratamiento tampoco ha arrojado resultados concluyentes sobre su

efectividad ante la prevencion 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 disminucion en el riesgo cardiovascular, se suman los niveles de
HDL drasticamente 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 continuacion se describen algunos de estos casos.

Apo Al Milano y Apo Al Paris
La primera mutacién reportada en el gen Apo Al fue la mutacién no sinénima de

arginina por cisteina en la posicion 173, llamada Apo Al Milano. Posteriormente se
reportd una nueva sustitucion de arginina por cisteina pero en la posicién 151,
denominada Apo Al Paris. 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 Al, e hipertrigliceridemia
moderada, lo cual, como ya se menciond anteriormente, podria estar considerado
asociado a un alto riesgo cardiovascular [57, 74]. Ademas, ambas proteinas mutadas
tienen una marcada tendencia a formar homodimeros y heterodimeros con Apo All y
apo AlV [75-77]. Sin embargo, los individuos portadores no presentan ninguna
diferencia en el grosor de la intima-media de la carétida 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 proteccion cardiovascular en los portadores y se
ha llegado a proponer que la Apo Al Milano es una mutacién con ganancia de funcion
[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 generacion de
particulas inusuamente pequefas, las cuales son el signo caracteristico para ambas
mutaciones, son aceptores potentes del colesterol celular y esto contribuiria a su
actividad ateroprotectora [81, 82]. También se sugiere que estas particulas pequenas
sufren mayor degradacién proteolitica y presentan una deficiencia para asociarse a
LCAT, lo que resulta en una baja relacion entre los ésteres de colesterol y los

triglicéridos presentes en su nucleo [83-86].

El uso de los proteoliposomas basados en Apo Al 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 numero reducido de pacientes no soélo un arresto en el crecimiento de la placa
aterosclerosa, sino una disminucion en el volumen de la misma, estas observaciones
no se pudieron comprobar en estudios posteriores que utilizaron una muestra
poblacional de mayo tamaio [90]. Asi, el uso de Apo Al Milano como tratamiento de
la aterosclerosis sigue bajo debate debido a resultados contradictorios tanto en

estudios en humanos como en modelos animales.

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

como causales de la enfermedad de Tanger, una enfermedad autosémica recesiva
que se caracteriza por niveles bajos de C-HDL, o incluso indetectables en los
individuos homocigotos, deposicién de ésteres de colesterol en el sistema reticulo
endotelial y trafico celular aberrante [91-93]. Lo anterior tiene como resultado un
incremento del tamafo de las amigdalas, esplenomegalia y en algunos casos

neuropatia periférica [11, 94].

Debido a su perfil lipidico modificado, se ha puesto especial atencion en la posible
implicacion el gen ABCA1 y la progresion de la aterosclerosis, mas que en cualquier
otra caracteristica clinica 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
s6lo algunos pacientes con enfermedad de Tanger presentan una progresion rapida
de la placa ateroesclerosa mientras que otros no lo hacen [96-98]. Recientemente se
ha propuesto que ABCA1 podria tener otras funciones en el trafico vesicular de las
células ademas de su papel en el eflujo de colesterol, lo cual explicaria en parte esta
diversidad de resultados [99]. Independientemente del verdadero papel del ABCA1, la
inconsistencia de eventos cardiovasculares en los pacientes con enfermedad de

Tanger no es congruente con el TRC.

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

presencia de depodsitos de colesterol en sitios especificos como: riidn, eritrocitos,
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médula ésea y cornea, por lo que ésta ultima se torna opaca [100]. Consiste en una
mutacion en el gen en que codifica para la enzima LCAT, la cual habitualmente es
parcial ya que sélo 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 si de VLDL
y LDL [101, 102]. Los pacientes con FED son hipoalfalipoproteinémicos, con niveles
de colesterol-HDL alrededor de 5 mg/dL, hecho que deberia manifestarse por un
desarrollo acelerado de aterosclerosis a luz del TRC [57]. Sin embargo, no ha sido
descrito ningun caso con enfermedad arterial coronaria prematura en pacientes con
FED [103].

Debido a lo anterior, no se ha establecido una relacion directa entre la deficiencia de
LCAT y la aterosclerosis. En otros estudios han informado que no existe relacion 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 hipétesis del TRC no explica la
funcién ateroprotectora de las HDL. EI 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 higado y es precisamente este 6rgano el sitio donde las HDL son sintetizadas
[105]. EI mecanismo de secrecion de particulas HDL expuesto con anterioridad podria
ser afin a la idea de que estas particulas son las principales acarreadoras del
colesterol hepatico 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 lesion aterosclerosa, asi como las interacciones

de éste con las lipoproteinas.

Disfuncion endotelial e inflamacion: papel de la 6xido nitrico endotelial
(eNOS).

El endotelio es una monocapa celular que recubre a los vasos sanguineos y linfaticos.

Mas alla de su funcién como barrera mecanica 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 proliferacion tanto propia como del
musculo liso de los vasos y es fundamental durante los procesos de migracion y

diapédesis de neutrdfilos y monocitos [106-109].

La perturbacion de las funciones del endotelio se denomina disfuncion endotelial. Si
bien algunos autores la interpretan como la activacion de endotelio, es considerado al

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

La disfuncién endotelial se caracteriza por la disminucion en la disponibilidad de 6xido
nitrico (NO). Este fendmeno es el resultado del aumento de la degradacion o bien la
disminucién en la actividad de la eNOS [109, 113].

La eNOS es una enzima que cataliza la produccion 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. Ademas, la actividad de la eNOS
es el punto donde convergen numerosas vias de sefializacion; su alteracion provoca
modificaciones en casi todos los aspectos de la funcion endotelial [114, 115]. La eNOS
esta localizada en el aparato de Golgi y las vesiculas citoplasmaticas dentro de las
células endoteliales y tiene una expresion constitutiva [116]. Es en ese organelo donde
la enzima sufre modificacién postraduccional a través de la adiciéon de grupos
palmitoilo de manera reversible y demas 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 estabilizacion en la membrana
plasmatica [118]. Ya en la membrana, se ubica en caveolas, que son microdominios
membranales caracterizados por su alto contenido de colesterol [119]. Ademas de su
caracteristica composicion lipidica, la caveolina 1 es el componente proteico 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 ultima se considera un sitio importante de
activacion 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 interactua directamente con la caveolina una vez ubicada en

las caveolas y esta interaccién se encuentra regulada mediante la fosforilacion de los
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sitios antes mencionados. Esta interaccion inhibe la actividad de la eNOS, pero puede
ser revertida rapidamente mediante el aumento en la concentracién del complejo Ca?*/

calmodulina [122].

HDL y funcién 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
podrian ser independientes al TRC. A este respecto, en algunos estudios se han
demostrado que las HDL inhiben la oxidacion de las LDL, la migracion de las células
de musculo liso, la agregacion plaquetaria y disminuyen los efectos asociados a la
disfuncion endotelial. Esto ultimo se atribuye a que las HDL estimulan la proliferacion
y supervivencia celular, la sintesis de NO y a que inhiben la expresion de moléculas
de adhesién como la Molécula de Adhesién Intercelular 1 (ICAM-1) y la Molécula de
Adhesion 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 podria deberse a cambios en la estructura, en la funcién de las HDL
0 ambas [126-128].

La mayor parte de los estudios actuales sobre la funcion de las HDL se han centrado
en el papel de las proteinas que las conforman. Sin embargo, el papel de los lipidos
permanece elusivo. En el presente trabajo esta enfocado al papel de éstos ultimos y

su impacto en la funcionalidad de las particulas HDL.

La esfingomielina es el segundo fosfolipido mas abundante en la estructura de las
HDL,; ha sido poco estudiado a pesar de su abundancia y un pequefio numero de
trabajos sugieren un papel anti-inflamatorio e incluso que podria revertir el tamafio 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 podria proporcionar pistas a este respecto. Algunas de las funciones mejor

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

Recientemente se demostré que un componente comun de las HDL, S1P, que se

acumula principalmente en las fracciones HDL3, participa en la relajacion inducida por
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las HDL a través de la activacién de la eNOS en un modelo de arteria de raton a través
de sus receptores membranales S1P, S1P3[130, 131]. Esta evidencia sugiere que la
S1P podria jugar un papel importante dentro de los mecanismos antiaterogénicos de
las HDL.

Otro receptor clave en la funcion de las HDL es SR-BI, una proteina 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]. Ademas, estudios previos han demostrado
que las HDL modulan la actividad de la eNOS a través de la senalizacion inducida por
SR-BI [132, 133]. Es decir, la sefializacién inducida por SR-Bl y S1P a través de sus
receptores S1P1y S1P3, convergen en la activacion 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 cristalografica o los posibles mecanismos moleculares mediante los cuales
capta ésteres de colesterol o particulas de HDL. Por lo tanto, es necesario el estudio
de las caracteristicas bioquimicas y celulares del SR-BI, para comprender mejor la
actividad de las HDL.
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Figura 1. Receptores con los que interactuan las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la
induccioén de senales intracelulares en el endotelio. La esfingosina-1-fosfato (S1P) interactua
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 via de proteina cinasa b (Akt) y las proteiina cinasas
activadas por mitégeno (MAPK). Ambas vias convergen en la fosforilacion de la sintasa de
oxdo nitrico endotelial (eNOS). Ademas, las HDL pueden interactuar con el receptor
scavenger clase B, tipo | (SR-BI), lo que fosforila a la cinasa de tirosina del tipo Src y
nuevamente a PI3K y las vias antes mencionadas, es decir, la eNOS es una molécula clave
en la senfalizacion inducida por las HDL y éstas tienen varios mecanismos que redundan en

Su activacion y por consecuencia en la produccion de oxido nitrico (NO).

HDL e inhibicién de moléculas de adhesion.
La expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales se considera el

primer paso para la migracion de los monocitos hacia el espacio subendotelial o la
intima de las paredes en las etapas tempranas del establecimiento de la lesion

aterosclerosa [134, 135]. Numerosos estudios indican que las HDL provenientes de

28



sujetos sanos inhiben la expresién de moléculas de adhesion en cultivos de células
endoteliales [136].

Por otra parte, una vez mas se ha observado que S1P es el mediador de las
respuestas de sobrevivencia celular y de migracion inducidas por las HDL sobre las
células endoteliales mediante la inhibicion de las moléculas de adhesiéon. Se ha

propuesto que sus receptores S1P1y S1Ps3, son claves en este proceso [137-139].

Sin embargo, los efectos de la S1P sobre el endotelio no son faciles de explicar, ya
que cuando la S1P es agregada al medio de cultivo, induce la expresién de VCAM-1
e ICAM-1 a través de la activacidon del Factor Nuclear kB (NF-kB) [140]. Lo anterior
podria sugerir que se requiere que la S1P se encuentre asociada a las HDL para que

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

Adicionalmente, la activacién de la eNOS es un potencial mecanismo adicional en la
inhibicidon de la expresion de moléculas de adhesion (figura 2), sugiriendo que varios
procesos inducidos por las HDL convergen en un mismo efecto [139, 141].
Recientemente se reporté que el uso de un ARN pequenio de interferencia especifico
para el gen que codifica a SR-BI revierte el efecto inhibidor de las HDL sobre la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1 [140]. Nuevamente, la sefalizacion inducida por SR-
Bl y S1P convergen en las funciones antiinflamatorias de las HDL, sugiriendo que
todas ellas son moléculas clave para comprender la actividad de estas lipoproteinas

sobre el endotelio y los eventos tempranos de la aterosclerosis.
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Figura 2. Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) inhiben la expresion de moléculas de
adhesion. Panel A: cuando un estimulo proinflamatorio como el factor de necrosis tumoral
(TNF-alfa) es recibido por las células endoteliales, éstas incrementan la expresion de
moléculas de adhesion como E-selectina y la moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),
ademas de inducir la expresion de moléculas propias de la activacion endotelial como la
moléculas de adhesion vascular celular (VCAM-1). Todas ellas promueven los fenébmenos de
rodamiento de los leucocitos circulantes que implica una adhesion débil. Mas tarde se provoca
adhesion sostenida lo cual culminara con la diapédesis de estas células hacia el espacio
subendotelial. Panel B: en presencia del mismo estimulo proinflamatorio mas HDL, se ha
demostrado que estas inhiben la expresion del RNA mensajero (mRNA) de las moléculas de
adhesion antes mencionadas. Se propone que lo anterior ocurre a través de un mecanismo
que involucra la inactivacion de la esfingosina cinasa, la disminucién en la produccion de
esfingosina-1-fosfato y la requlacion a la baja del factor de transcripcion factor nuclear kB (NF-
kB), responsable de modular la expresion de moléculas de adhesion y citocinas

proinflamatorias.
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HDL y la modulacién del contenido lipidico membranal
Ademas de las funciones mencionadas anteriormente, se ha propuesto que las HDL

también modulan el contenido lipidico de la membrana celular, principalmente de
colesterol, lo que remodelaria microdominios como las caveolas, indispensables para

la estabilizacion de proteinas membranales clave como eNOS y SR-BI [142].

Debido a que SR-BI fue el unico receptor conocido para HDL, desde hace tiempo
existe un interés sobre describir nuevos receptores de estas lipoproteinas. Algunos
estudios en ratones deficientes del receptor SR-BIl y los transportadores ABCA1 y
ABCG1 se observé que la captacion 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 Al [145]. El
complejo enzimatico de la ecto-F1-ATPasa esta ubicado habitualmente dentro de la
mitocondria como parte de la cadena respiratoria. Sin embargo, se demostré que
también puede ser expresada de manera ectdpica en la membrana plasmatica de las
células endoteliales, donde funciona en sentido contrario al descrito cuando se localiza
en la mitocondria [145, 146]. Se propone que la uniéon de Apo Al a la ecto-F1-ATPase
estimula la hidrélisis de ATP extra celular en ADP y fosfato. EI ADP producido induce
la activacion de los receptores purinérgicos P2Y y de esta manera se induce la
sefalizacion intracelular que induce transcitosis de HDL y Apo Al pobre en lipidos
[146]. De manera interesante, las células endoteliales expresan varios tipos de
receptores P2Y-ADP, lo cual sugiere que podrian 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 intima arterial [148, 149]. El
fendmeno de transcitosis o transporte transendotelial se ha propuesto también como
alternativa a la internalizacion de particulas. Algunos autores proponen que podria ser
un mecanismo para evitar la formacién de depdsitos de colesterol en el espacio
subendotelial; sin embargo esta hipétesis 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 internalizacién de las particulas de HDL, un fendmeno descubierto desde la
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década del 1970, y sus posibles implicaciones en la homeostasis celular sean una
opcién para explicar dicha evidencia contradictoria [151]. Para tal efecto, es necesario
plantear que las HDL son vectores que podrian regular el equilibrio lipidico de las
membranas celulares; a continuacion se mencionan las evidencias que soportan esta

hipotesis.

La mayor parte de colesterol que estructura las células del organismo es sintetizado
en el higado. En vista de que este colesterol hepatico debe ser transportado a las
células periféricas a través del plasma en el cual es insoluble, se requiere de una
lipoproteina que sirva como vector. Dado ademas que las HDL también son
sintetizadas en el higado, es probable que las HDL participen como acarreadoras o

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

Por otra parte, el receptor SR-BIl es uno de los pocos receptores conocidos para las
HDL y actualmente se sabe que es expresado no solo por los tejidos esteroidogénicos,
sino en general por todos los tejidos [152]. La expresion tan ubicua del SR-BI sugiere
que la movilizacion de colesterol desde o hacia todos los tejidos es indispensable. En
el mismo contexto, cuando se coincuban HDL con células CHO de ovario de hamster,
la interaccién de las HDL con el SR-Bl de la membrana celular da lugar a una
reduccion del tamafio de las particulas después del tiempo de incubacion [153]. Esto
sugiere que las HDL podrian depositar parte de sus lipidos en el interior de la célula,

lo cual podria tener efectos que aun no se han estudiado.

Tomando todo lo anterior como antecedente, el presente trabajo aborda el fenomeno
de la internalizacién de los diferentes componentes de las HDL, su localizacion
intracelular y comportamiento cinético, con énfasis en los componentes lipidicos como
el colesterol y la esfingomielina asi como la participacion del receptor SR-BI en este
proceso. En vista de que una posible entrega de lipidos a la célula por parte de la HDL
podria repercutir en las funciones de esta ultima, exploraremos el papel de la
composicion de lipidos de las HDL sobre la modulacion de la expresion de moléculas

de adhesién y la activacion de la eNOS de células endoteliales en cultivo.
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JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento del receptor de LDL (receptor Apo B/E), los paradigmas que
se han generado a través de la investigacion en el metabolismo de lipoproteinas han
coincidido en que la actividad antiaterosclerosa de las HDL se debe al TRC. Sin
embargo, el colesterol es sintetizado casi exclusivamente por el higado 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 plasmatico

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 biolégica 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 lipoproteinas sean un muy buen

candidato para entregar los lipidos hepaticos a las células.

Lo anterior plantea una idea opuesta al paradigma actual; las HDL realizarian la
funcién de transporte de colesterol del higado hacia las células periféricas. Esta
propuesta podria explicar por qué los resultados de estudios de intervencion dirigidos
hacia las HDL no han arrojado respuestas concluyentes sobre el papel de estas

lipoproteinas en la prevencion del riesgo cardiovascular.

HIPOTESIS

La internalizacion de colesterol y esfingomielina de las HDL es un proceso
fisiolégicamente relevante que puede modular el contenido de lipidos de la célula
endotelial y asi generar cambios en la activacion de la eNOS y la expresion de las

moléculas de adhesion.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relevancia del influjo de colesterol y el efecto que tienen los componentes
lipidicos (esfingolipidos y colesterol) sobre la funcidon endotelial y su participacion en
la regulacion de la actividad enzimatica de eNOS mediante ensayos en cultivos de

células endoteliales.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Generar y caracterizar cultivo de células endoteliales humanas de la linea
HMEC-1.

e Analizar la expresion de las moléculas de adhesiéon ICAM-1, y VCAM, inducida
por TNFa en células HMEC-1 en cultivo en presencia de HDL empleando un
ensayo de citofluorometria.

e Estandarizar el método para determinar el influjo de lipidos de las HDL hacia
las células endoteliales utilizando marcadores fluorescentes.

e Determinar el influjo de colesterol promovido por las HDL aisladas de sujetos
control y HDL reconstituidas (rHDL) en células HMEC-1 asi como el papel de
SR-BI en este proceso.

e Determinar como la composicion lipidica de las rHDL modulan la expresion de

moléculas de adhesion y la fosforilacion de la eNOS en la S1177.
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METODOLOGIA

Donadores voluntarios de plasma para obtencion de HDL

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

kg/m?, sin antecedentes de enfermedad coronaria, con perfil de lipidos normal
(colesterol total <200 mg/dL, triglicéridos <150 mg/dL), sin habito de tabaquismo
activo, que no estén bajo tratamiento farmacolégico de ningun tipo, que no hayan sido
expuestos a cirugia en las ultimas 6 semanas, sin antecedentes familiares de diabetes
mellitus, o enfermedades cardiovasculares y que laboran en el departamento de
Biologia Molecular del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INC).

Criterios de exclusion: Anomalias en el perfil bioquimico que sugieran enfermedad

hepatica, renal o tiroidea, desconocida por el donador.

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

a 29.9 kg/m?, sin antecedentes de enfermedad coronaria, con perfil de lipidos normal
(colesterol total <200 mg/dL, triglicéridos <150 mg/dL), sin habito de tabaquismo
activo, que no estén bajo tratamiento farmacoldgico de ningun tipo, que no hayan sido
expuestos a cirugia en las ultimas 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 exclusiéon: Anomalias en el perfil bioquimico que sugieran enfermedad

hepatica, 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 separo el suero o plasma del paquete
globular y fue procesado de inmediato para el analisis de lipidos, y aislamiento de HDL.
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Aislamiento de HDL
Las HDL se separaron por ultracentrifugacion 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 solido y ultracentrifugaciéon durante 2:30 h a 100000 rpm. B)
Ajuste de densidad a 1.21 g/mL con KBr sélido. Ultracentrifugacion por 3 h a 100000
rom C) Ajuste del sobrenadante con solucién de KBr a densidad 1.25 g/mL. En este
paso se disminuyo la cantidad de albumina residual que esta presente con las HDL.
Posterior al aislamiento, las HDL se dializaron en solucion PBS pH=7.5. Se cuantificd
colesterol, fosfolipidos y proteina para realizar el ajuste de concentracion a los

experimentos posteriores.

Marcaje de HDL con Alexa Fluor 488
Se prepard una solucion de HDL dializadas en PBS a una concentracién final de 2

mg/mL. Esta tincidn se realiza sobre las proteinas de las particulas de HDL aisladas
de plasma o rHDL. Se utilizé 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 filtracion para centrifuga (con un tamafio
de poro de 30 kD) agregando 1 mL de PBS y centrifugando a 3000 g a 4° C. Se repitio

el lavado tres veces.

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

anadieron 10 mg/mL de fosfatidil colina mas el lipido marcado en diferentes

proporciones de masa total de lipidos.

Se evaporaron los solventes con N2 mientras se agitaba en un vortex a velocidad
media. Posteriormente se agregaron 500 mg de Apo Al humana y se adicioné gota a
gota solucion de colato de sodio mientras se continuaba con la agitacion y se obtenia
una solucion transparente. Se dializd con PBS-SSI cambiando constantemente la

solucién 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 indico en el apartado anterior.
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Cultivo de células endoteliales
Se cultivaron células endoteliales de microvasculatura de la linea HMEC-1 con medio

MCDB-131 suplementado con 10 mM de glutamina, 1 pg/mL de hidrocortisona, 20
pug/mL de factor de crecimiento endotelial y 15% de suero fetal bovino segun las
recomendaciones de la ATCC. Se cultivaron en frascos de 74 cm? a 37°C y 7% de

pCO:2 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 metabdlicas o cardiovasculares. El aislamiento se realizé6 usando
colagenasa tipo Il al 0.2 % y cultivadas con medio de cultvo M-199 suplementado con
20% de suero fetal bovino. Durante los experimentos se utilizé un pool de células
provenientes de 3 cordones umbilicales diferentes con la finalidad de que nuestros

resultados fueran mas representativos de la poblacion 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 dia siguiente se incub6 con
medio MCDB-131 suplementado con 7% suero pobre en lipidos y se agregd 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 continuacion se fijaron con FIX & PERM Cell
fixation and permeabilization kit (INVITROGEN, Thermo Fisher Scientific laboratories,
Austria) y se resuspendieron en solucion PBS-BSA-azida de sodio para proceder a su

tincion con anticuerpos y posterior analisis por citimetria de flujo.

Cuantificacion de moléculas de adhesion
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 lipidos y/o HDL 50 mg/dL

o rHDL equivalentes a 100 ug/ mL de proteina 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 realizé un lavado con medio de cultivo antes de agregar el TNF-alfa. En

ambos casos se incubd durante 5 h con el estimulo.

Posteriormente, se recuperaron las células de cada pozo mediante tratamiento con
colagenasa. A continuacion se fijaron con FIX & PERM Cell fixation and
permeabilization kit (INVITROGEN, Thermo Fisher Scientific Laboratories, Austria) y
se resuspendieron en solucion PBS-BSA-azida de sodio para proceder a su tincion

con anticuerpos.

Se realizé una variante de este ensayo utilizando BLT-1, el inhibidor especifico e
irreversible para SR-Bl. El inhibidor se incub6é durante 1h y se colocé a
concentraciones finales de 100, 150 y 300 uM para luego continuar con el tratamiento

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

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

redondo de 12 mm de diametro 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 reemplazé por medio con 7% de suero fetal

bovino deslipidado.

Las células se incubaron en estas condiciones durante 1 h a 37°C después de lo cual
se agregé BLT-1 en DMSO a una concentracion de 100 pM en los pozos
correspondientes. Una vez trascurrida esta incubacién, se agregaron HDL o rHDL
segun el caso usando una concentracion final de 100 pg/mL Los pozos que fueron
utilizados como control se estiularon ademas con HDL sin marca a una concentracion
25 veces mayor, cuidando que cada condicion tuviese un duplicado para realizar todos
los controles necesarios. Se incubaron las células a 37°C durante 20 minutos,
posteriormente se realizé un lavado con medio de cultivo sin suplementar y se
incubaron durante 1 h a 4°C. Se realizaron tres lavados con PBS y se agregdé a cada
pozo paraformalheido al 4% para fijar las células. Una vez fijadas se recuperaron los

cubreobjetos colocados en el fondo de cada pozo y se agregaron 70 uyL DAPI a una
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concentracion de 5 ug/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 realizd su lectura en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700.

El andlisis de los datos fue realizado mediante el calculo de la fluorescencia total
corregida (CFCF) = Densidad integrada — (Area de la célula seleccionada x
fluorescencia media del fondo). El calculo se realiz6 de manera manual célula por
célula hasta contabilizar el total de las imagenes obtenidas utilizando el programa

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

Adicionalmente, la técnica se adapto para su lectura mediante citometria de flujo. En
este caso no se utilizaron cubreobjetos redondos en el fondo del pozo y al finalizar la
incubacion las células se trataron con colagenasa y se resuspendieron en PBS para

su lectura.

Fosforilacion de eNOS en la $1177
Posterior al ensayo de internalizacion como el descrito anteriormente, se agregaron

anticuerpos anti-eNOS humana hecho en raton 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-lgG de raton
marcado con Alexa 405. Las imagenes fueron se obtuvieron a través de microscopia

confocal y el andlisis de las mismas se realiz6 de la manera descrita.

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

para citometria para cada ensayo. A la primera serie no se le agregé marca, y los

cinco tubos se utilizaron como control del experimento.
A la serie numero dos se agregaron anticuerpos anti-ICAM-1 conjugado con FITC y

anti-VCAM-1 conjugado con ficoeritrina (PE), ambos con e IgGk de raton, reactividad
anti-humano (Biolegend, San Diego, EUA) a una concentracion 1:500.
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A la serie numero 3 se agrego anticuerpo anti-SR-BI sin conjugar, con reactividad anti
humano hecho en conejo (Novus, CO, EUA) a una dilucion 1:200 y anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo hecho en raton marcado con PE (Biolegend, San Diego,
EUA) diluido 1:200.

Adicionalmente, en un experimento independiente se us6 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 solucién PBS-BSA-azida de sodio
y se resuspendieron para su analisis por citofluorometria en un equipo FACSCalibur
(Beckton Dickinson, San Jose, EUA). Se utilizd6 el software CellQuest Pro (BD
Biosciences, San Jose, EUA) para la obtencién de los datos crudos de cada

experimento.

Sistema de 6rgano aislado
Se sacrificaron ratas Wistar macho (n=7) mediante administracién intraperitoneal de

pentobarbital. Se realizé la diseccidn de la arteria aorta toracica, se lavé con solucion
de Krebs y se limpi6 cuidadosamente del tejido conectivo remanente. A continuacién

se cortaron cuatro anillos de aproximadamente 5 mm de grosor.

Dos de ellos se colocaron en tubos, uno correspondiente al control con solucion de
Krebs y otro correspondiente a HDL a una concentracion de 50 mg/dL en solucion
Krebs ambos en un volumen final de 300 pL. Se incubaron a Bafio Maria con una
temperatura constante de 37°C y oxigenacion regular durante 4h . Los dos anillos de
aorta restantes se utilizaron como control del ensayo y se montaron en dos camaras

para organo aislado con 10 mL de solucién de Krebs a 37°C.

Se ajusté la tensidon gancho-transductor de manera que su tensién basal fuerade 1 g
(40 mm del papel milimétrico utilizado para realizar el registro); la tensidon se mantuvo
constante durante todo el experimento. Se realizaron lavados con solucion de Krebs
a cada una de las camaras a intervalos de 15 minutos durante 1h y finalmente se dejo

estabilizar el tejido durante 15 minutos. Se agregaron 15 pL de fenilefrina (Phe) 1 mM
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para inducir una precontraccion en el tejido y asi poder evaluar la relajacion inducida
por la acetilcolina.

Cuando el registro alcanzé la meseta, se agrego6 acetilcolina (Ach) en dosis crecientes,
de 50 yM hasta 100 mM.

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

eliminar el farmaco después de lo cual se dejo estabilizar el tejido durante 15 minutos.

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

las soluciones de farmaco en dosis crecientes, 50 yM hasta 100 mM.

Se obtuvo el registro correspondiente. Al terminar el tiempo de incubacion del anillo
de aorta con la solucion control y con la soluciéon HDL 50 mg/dL, se realiz6é el montaje
de los tejidos en las camaras de érgano aislado y se repitio el procedimiento de lavado

y estimulacién como se describié anteriormente.

Se obtuvieron los registros correspondientes a los anillos de aorta que fueron
incubados y se realizd la curva concentracion-respuesta correspondiente usando el

programa GraphPad Prism version 6.0.

Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS version 21.0 (IBM). Se

realizaron pruebas de estadistica descriptiva y se descartd que las variables
analizadas se comportaban de acuerdo a una distribucion 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 observo una distribucion normal se utilizaron las pruebas

paramétricas t de Student y ANOVA de una via.
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RESULTADOS

Caracterizacion de células HMEC-1

Después de establecer el cultivo de la linea celular HMEC-1 se compararon sus
caracteristicas con las células HUVEC, el modelo de endotelio de referencia.
Verificamos la morfologia celular a través de microscopia de campo claro y
adicionalmente revisamos que el tamafo y granularidad fueran semejantes usando

citometria de flujo. En la figura 3, se observa que las caracteristicas morfologicas son

similares.
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Figura 3. Comparacion entre células HMEC-1 y HUVEC. Se establecieron los parametros de
tamario y granulosidad propios las células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-
1) en comparacion 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 citofluorometria, asi como la expresion de marcadores endoteliales tipicos como la

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

Posteriormente, cuantificamos la expresion de marcadores endoteliales tipicos como
endoglina (CD 105) y la induccion de VCAM-1 después de un estimulo de TNF-alfa.
Ambos tipos celulares expresan endoglina de manera similar (Figura 3). Ademas,
ambas expresan VCAM-1 al ser estimuladas con TNF-alfa pero la expresion de
VCAM-1 en HUVEC fue mas heterogénea posiblemente debido a la variacion

interindividual propia de un cultivo primario.
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Expresion de SR-Bl en células HMEC-1

Debido a que no existen informes de la expresion de SR-BI en las células HMEC-1,
en una primera etapa se determind por citometria de flujo que las células
efectivamente expresan esta proteina. Para este ensayo se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica como control negativo de expresién 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-Bl. Cuando se llevd a cabo el analisis del
histograma obtenido, hay ligeras diferencias debido a que las células HMEC-1 son
mas heterogéneas en morfologia en comparacién con las células HUVEC. Sin

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

Adicionalmente se probo si la expresion de SR-Bl 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 expresién 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 | (SR-BI). A) y B) Tincién de células mononucleares de sangre
periférica con anticuerpo anti-SR-Bl como se observa en el diagrama de puntos e histograma
como control negativo. C) Tincién de las células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) usando el mismo anticuerpo. D) Tincién de las células ( HMEC-1). E) Histograma
que representa las tinciones C y D, se muestran los controles sin anticuerpo y la tincion para

ambos tipos celulares.
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Figura 5. La expresion del receptor scavenger Clase B tipo | (SR-Bl) no se modifica por los
estimulos utilizados. Histogramas del analisis por citofluorometria. A) Control. B) Células
tratadas con factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) 15 ng/uL. C) Células preincubadas con
lipoproteinas de alta densidad (HDL) a una concentracion de 50 mg/dL. D) Células
preincubadas con HDL a una concentracion de 50 mg/dL y tratadas posteriormente con TNF-
alfa 15 ng/uL. E) Grafica resultados, se muestran las medianas. P de prueba de Kruskal-

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

Curva concentraciéon-respuesta de TNF-alfa

Con la finalidad de evaluar la concentracion 6ptima para inducir la expresion de ICAM-
1y VCAM-1 en las células HMEC-1 y HUVEC para estandarizar el resto de nuestros
experimentos, se realiz0 una curva dosis respuesta con cuatro concentraciones
diferentes de TNF-alfa. La expresién de ambas moléculas se evalué6 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 15y 22.5 ng/mL son las que mejor
inducen la expresion de ambas moléculas de adhesion 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 determin6é usar la primera concentracion (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 expresién de ICAM-1 o VCAM-1 de manera
significativa, ello puede deberse a la saturacion 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 razén la curva de TNF-alfa fue de
menor concentracién para las HUVEC. Por lo que se realizd la curva dosis-respuesta
de TNF-alfa para HUVEC, utilizando un rango mas 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 observé
una expresion mas 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 determin6 que la concentracién éptima de TNF-alfa es 0.75 ng/mL,
ya que la expresion de ambas moléculas de adhesion no cambia significativamente al

incrementarse la dosis del estimulo.
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Figura 6. Diagramas de puntos de la expresiéon 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 estadisticos
provistos por el programa CellQuest Pro, como se indic6 en la seccion de métodos. Al
analizar los datos de expresion de ICAM-1 para cada uno de los ensayos se obtuvieron
los resultados mostrados en la figura 7; se observa un incremento, estadisticamente
significativo, en la expresién de ICAM-1 en las células que fueron tratadas con TNF-
alfa [15 ng/mL]. Ademas, las células tratadas con HDL [50 mg/dL de colesterol] tienen
una expresion significativamente diferente con respecto a las células tratadas con
TNF-alfa [10 ng/uL].

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/uL] expresaron menos ICAM-1 que las células unicamente
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tratadas con TNF-alfa, lo que sugiere que las HDL presentan una actividad inhibitoria
sobre la activacidon del endotelio tras un estimulo pro-inflamatorio. EI comportamiento

descrito se observa de igual manera con la expresiéon de VCAM-1 (figuras 7 y 8).
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Figura 7.HDL inhiben la expresion de ICAM-1. La grafica muestra el nimero 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 expresion de VCAM-1. La grafica muestra el nimero 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 funcién directamente sobre las células endoteliales o
bien, que las particulas de HDL unicamente interactuen fisicamente con el TNF-alfa
impidiendo que éste se una al receptor membranal. Para probar cual de éstas dos
alternativas se lleva a cabo en nuestro modelo, se decidié agregar una condicion 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 expresion de ICAM-1 al realizar el
procedimiento de lavado, indicando que el efecto de inhibicidn de la expresién que
ejercen las HDL sobre de las moléculas de adhesién probadas no se debe a que las

lipoproteinas arresten el TNF-alfa.
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Figura 9. Expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) en células lavadas y
con medio + HDL. Se graficaron las medianas + DE para cada grupo y al no se observd

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

Por otra parte, debido a que un contaminante frecuente del aislamiento de HDL es la
albumina sérica, se realizé un ensayo incubando células HMEC-1 con albumina sérica
humana para descartar que parte de la actividad inhibitoria de las moléculas de
adhesion se atribuyera a este factor comun a los diferentes lotes de HDL. En la figura
10 se observa que no existe diferencia en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 entre
las células control y las tratadas con albumina, por lo que el efecto observado en las

células tratadas con HDL no se debe a la albumina presente.

50



§- vg_ 2 b4
28 21 ¥ 3
[=]
851 I, wad | | ¢®1 n CONTROL
ETS 5-7 N “}, uz 2o] T 2
: > i1 B
— "
gg_ 23 - /‘/J ) 2{ B,
=7 M o,
o e ' I Pl
0 200 400 600 €00 1660 a < r T 0 ] "2 T3 q
TAMANG 1 10 100 |01 IIJZ 103 |U4 10 10 IC1AUM-I 10 10
VCAMH
g E & s
E’ =3
83 ] 3 A .
L - - we ALBUMINA
g% It i ] u2 E: ] e M2
s 2 2] 3
28 3__ S& | S ‘J{h J
= = = ", 2 ! I,
@3] - =4 = J|1 L9
: hy, / o,
- e~ ey @ e @ S
B0 40 600 £00 1000 A T L T T A 1) 10 ' w0t w0 ' w0 10f 10* 10
TAMANO ICAM- YCAMH ICAM-

Figura 10. Expresioén de ICAM-1 y VCAM-1 en células incubadas con albumina sérica humana
VS control sin estimulo. Se muestra el diagrama de puntos y el histograma obtenido mediante

citoflurometria.

Ensayo de internalizacién de HDL en células HepG2.
Con el fin de estandarizar la técnica en la cual se evalla la internalizacion de HDL, se

utilizé un cultivo de la linea 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 porciéon proteica de las HDL
con Alexa Fluor, la cual se observa en el canal rojo. Con el fin de normalizar la
fluorescencia, se marco en el canal azul a los nucleos celulares usando DAPI. En
dicha imagen se puede observar que las células control internalizan menos particulas
que las células tratadas. A partir de dicha técnica se realizaron modificaciones para
llevar a cabo los ensayos de internalizacion en los dos tipos de células endoteliales

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

marcada con Alexa Fluor 58, nucleos celulares tenidos con DAPI.

Ensayos de internalizaciéon del HDL en células endoteliales
Posteriormente, se realizé 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 internalizacion de cada componente de las particulas
de manera independiente. En la figura 12 se presentan los resultados representativos
de los ensayos de internalizacion de proteina, 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 incubacion 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 proteina de HDL se ubica en granulos discretos en la region
perinuclear mientras ambos lipidos utilizados, colesterol y esfingomielina, tienen una
distribucion mucho mas difusa en el citoplasma. Lo anterior sugiere diferentes tipos

de transporte y diferente destino para los componentes de la particula HDL completa.
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Figura 12. Internalizacion de los componentes de HDL en HMEC-1. Las HDL aisladas de
donadores sanos se marcaron con Alexa Fluor 488 (verde) en su porcion proteica (A). Se
utilizaron también rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde) (B) o NBD-esfingomielina
(verde) (C) con el fin de observar la distribucion de cada componente. Todos los ntcleos

celulares fueron tefidos con DAPI (azul). Imagenes representativas de microscopia confocal.

Por otra parte, en la figura 13 se presentan imagenes representativas obtenidas a
través de microscopia confocal de los ensayos de internalizacion en HUVEC, el
modelo endotelial de referencia. El comportamiento de los componentes de HDL es
practicamente el mismo que el de las HMEC-1, lo cual apoya a la validacion de nuestro

modelo propuesto.
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Figura 13. Internalizacion de los componentes de HDL en HUVEC. Las HDL aisladas de
donadores sanos se marcaron con Alexa Fluor 488 (verde) en su porcion proteica (A). Se
utilizaron también rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde) (B) o NBD-esfingomielina
(verde) (C) con el fin de observar la distribucion de cada componente. Todos los nucleos

celulares fueron tefidos con DAPI (azul). Imagenes representativas de microscopia confocal.

Participacion de SR-BI en la internalizacion de componentes de HDL
Con la finalidad de evaluar la participacion del receptor SR-Bl en el proceso de

internalizacién de los diferentes componentes de las HDL se realizaron ensayos

usando el inhibidor BLT-1, el cual se propone como especifico y de union irreversible.

En la figura 14 se presenta la internalizacion de la porcién proteica de HDL en células
HUVEC cuando se utiliza de BLT-1 (100 uM), asi como otras dos concentraciones
superiores (150 y 300 uM) para descartar que los efectos observados se debieran a

una subdosis del farmaco.
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El analisis célula por célula de la fluorescencia total corregida mostré datos con una
alta variabilidad, debido tanto a la presencia de distintos planos focales en las
imagenes obtenidas en el microscopio, como a la variacion entre células del mismo

campo.

Los datos globales obtenidos a través de dicho analisis, después de realizar una
normalizacion, tomando en cuenta la condicidn sélo con HDL marcadas como el 100%
de la respuesta y nos brindan una aproximacién hacia el comportamiento de cada uno

de los grupos experimentales (Fig. 14).

Internalizaciéon de Proteina de HDL

[N
N
(@]

100 100
:5 100
o
© 80
N 60.09
= 52.89
g 60
9]
E 20 29.65 y
0
2 ) - 3 3 A
& * H < < 5
S X - 3 5 -
a - ® a 4 o
5 5 3 5 3 3
a a X o a 5
T T Ll T T i
+ - + o
I < I =
) N [m) i
T a T 5,
T I
HUVEC HMEC-1
Ensayo

Figura 14. Internalizacion de HDL marcadas con Alexa 488 en células endoteliales.
Comparacién realizada con datos del analisis célula por célula en las imagenes obtenidas por

microscopia confocal.

Para obtener datos cuantitavos, la técnica se modifico para realizar la lectura a través
de citometria 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 utilizando 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 internalizacién de proteina de HDL; las células internalizan en

diferente proporcion el contenido proteico de las particulas marcadas.

Al agregar BLT-1 a 100 uM la proporcion de células que internaliza menos cantidad
de proteina HDL aumenta, mientras que el de células que internalizan mas proteina
marcada disminuye. Este comportamiento se puede interpretar como el efecto

inhibitorio de BLT-1 ya que la entrada neta de particulas disminuye.

De manera interesante, al incrementar la dosis de inhibidor, el subgrupo de células
gue es capaz de internalizar mas proteina HDL se incrementa, perdiendo el efecto de
inhibicion antes observado y este comportamiento se hace aun mas notorio cuando
se uso6 300 pyg/ml de BLT-1.

En cuanto al colesterol y la esfingomielina, observamos que BLT-1 no tiene efecto

sobre su internalizacidon 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. Contribucién de SR-BI a la internalizacién los componentes de HDL en células HMEC-1 A) Efecto del BLT-1 sobre la internalizacion
de proteina HDL marcada con Alexa 488. (B) Efecto de BLT-1 en la internalizacién de colesterol después de incubar a las HMEC-1 con rHDL

preparadas con 25-NBD-colesterol. C) Efecto de BLT-1 en la internalizacién de esfingomielina usando rHDL sintetizadas con NBD-esfingomielina.
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Figura 16. Contribucion de SR-BI en la internalizacion los componentes de HDL en células HMEC-1. A) Efecto del BLT-1 sobre la internalizacion
de proteina HDL marcada con Alexa 488. B) Efecto de BLT-1 en la internalizaciéon de colesterol después de incubar a las HUVEC con rHDL

preparadas con 25-NBD-colesterol.
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Cinética de internalizacién de componentes de HDL
Para establecer si los componentes de las particulas de HDL se internalizan

simultaneamente, se prepararon rHDL marcadas con 25-NBD-colesterol y en su

porcion proteica con Alexa 568.

En la figura 17 se presentan los resultados de un ensayo de internalizacién utilizando
rHDL con doble marca después de 20 minutos de incubacién. Las imagenes revelan
que la porcion proteica fue internalizada por las células endoteliales siguiendo un
patréon completamente distinto al del colesterol marcado. El analisis de imagen
demostrd que el coeficiente de colocalizacion fue de 0.006. Este comportamiento se
confirmd mediante el seguimiento de la fluorescencia en ambos canales en intervalos

de diez y veinte minutos utilizando citometria.

Ademas se presenta la fluorescencia total para colesterol y proteina (figura 17). La
marca de colesterol puede ingresar a la célula de manera independiente a la de la
proteina o bien de manera conjunta. Esta ultima fue interpretada como internalizacién
de particulas HDL completas, mientras que la entrada de colesterol no-asociado a
proteina se graficé de manera independiente y se observa en el panel B. Ademas, la
internalizacién de colesterol no asociado a la proteina HDL comienza rapidamente a
partir de los primeros 10 minutos, a diferencia de la entrada de colesterol asociado a

proteina HDL, que es significativa después de 30 minutos.

Otro aspecto a considerar es que el proceso de internalizacion no llega a una meseta
dentro de la primera hora de incubacion. Ademas, no se observa un decaimiento de
la marca fluorescente, sugiriendo que las células conservan tanto el colesterol como

la proteina que han internalizado, al menos durante los periodos estudiado.
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Figura 17. Internalizacién de colesterol y proteina de HDL. A) Localizacion intracelular de las rHDL preparadas con 25-NBD-colesterol (verde) y
marcadas con Alexa 568 (rojo) en su porcion proteica y nucleos celulares tefiidos con DAPI (azul) utilizando microscopia confocal. B)
Internalizacion de rHDL a través del tiempo usando citometria de flujo. Se muestra fluorescencia total para cada uno de los tiempos. Se determiné

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. Internalizacién de colesterol y proteina de HDL. A) Localizacion intracelular de las rHDL preparadas con NBD-esfingomielina y
marcadas con Alexa 568 en su porcién proteica y nucleos tefiidos con DAPI (azul) utilizando microscopia confocal. B) Internalizacién de rHDL
a través del tiempo usando citometria de flujo. Se muestra fluorescencia total para cada uno de los tiempos. Se determiné 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 imagenes sugieren que la
esfingomielina sigue un patrén de distribucion intracelular similar a la proteina HDL.
Lo anterior se corrobordé mediante el calculo del coeficiente de colocalizacion, el cual
tuvo un valor de 0.999. Posteriormente se realizé un curso temporal de esfingomielina
y proteina HDL. Es importante mencionar que no existen informes previos en la
literatura acerca de la internalizacién de la esfingomielina presente en las HDL a través
de marcas fluorescentes o utilizando cursos temporales. De igual manera se realizé
una cinética para ambos componentes. El comportamiento de la esfingomielina con
respecto a la proteina fue muy similar; a los 30 minutos la sefial de fluorescencia fue
significativa y la marca fluorescente continu6 ingresando a las células a los sesenta

minutos (figura 18B).

Competencia C-HDL vs C-LDL
Una vez demostrada la internalizacion de colesterol, esfingomielina y proteina

proveniente de particulas de HDL la siguiente pregunta a responder es si este proceso
tiene una relevancia fisiolégica. En condiciones normales, el C-HDL y el C-LDL se
encontrarian en circulaciéon 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 lipoproteinas, llevamos a cabo
un ensayo de competencia utilizando rHDL con 25-NBD-colesterol a concentracién
constante, equivalente a las concentraciones fisiolégicas 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 concentracién de LDL. Sin embargo, a pesar
de usar 20 veces la concentracion fisioldgica de C-LDL, se sigue observando sefial de
entrada de C-HDL.
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Figura 19. Ensayo de competencia entre el colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-
HDL) vs el colesterol de lipoproteinas de baja densidad (C-LDL). Se cuantific 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 via.

Composicion de HDL y expresion de moléculas de adhesién
A continuacion analizamos si los cambios en la composicidon de lipidos de las HDL

afectan su capacidad de inhibir la expresion de moléculas de adhesién. Para ello
utilizamos rHDL con composiciones variables de lipidos, todas ellas partiendo de una
composiciéon primaria basada en fosfatidilcolina (PC) y Apo Al. En algunas
preparaciones se agregé colesterol (CH) 5%, o colesterol 5% y esfingomielina (SM)
en proporciones crecientes del 5 %, 11 % 0 16.5 % de la masa total de lipidos. Todas
ellas fueron puestas a incubar con las HMEC-1 durante cuatro horas, de la misma
forma en que se describié el método para HDL aisladas de plasma seguido de un
estimulo con TNF-a. Cabe mencionar que 5% y 11% corresponden a una
concentracion fisiologica mientras que 16.5% representaria un exceso de

esfingomielina en la HDL.
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En la figura 20 se presentan los resultados expresados como porcentaje de inhibicidon
en la expresion de la proteina ICAM-1 para los diferentes tratamientos. Todas las
preparaciones indujeron inhibicién en la expresion 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 observoé un efecto significativo en la inhibiciéon 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 preparacion sobre la inhibicion de ICAM-1 (figura 20).
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Figura 20. Inhibicién de la expresion de moléculas de adhesion al estimular con lipoproteinas
de alta densidad reconstituidas (rHDL) preparadas con diferentes contenidos de lipidos y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). Se detectd la moléculas de adhesion intercelular 1
(ICAM-1) marcado con FITC mediante citometria de flujo. PC: fosfatidilcolina, SM:
esfingomielina, CH: colesterol. P de Kruskall Wallis <0.005 con respecto a 100 PC/ ApoAl.
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Composicion de HDL y activacién de la eNOS
Una vez demostrado el papel de la composicion de lipidos de las HDL, se disefié un

ensayo para evaluar el efecto de la composicién sobre la activacion de eNOS a través
de la fosforilacion en la S1177. Para ello se realiz6 la tincién de la eNOS total y la
pS1177 utilizando anticuerpos, como se menciond en la seccion 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 realiz6 la cuantificacion de la fluorescencia para ambos anticuerpos y se calculé la
relacion de la enzima fosforilada en S1177 contra la enzima total después de la
estimulacion. Los resultados se muestran en la figura 21C en la que se observa que
las rHDL con 5% son las que mas estimularon la fosforilacion de la S1177 de eNOS.
A estas le siguen las que contenian 15.5%, que de manera interesante, fosforilaron
menos a la enzima y representan un contenido de esfingomielina mayor al fisiolégico,

sugiriendo un efecto dependiente de la dosis sobre la eNOS.

El resto de los tratamientos no presentd diferencia significativa a los resultados

obtenidos para la preparacion primaria, unicamente con Apo Al y lecitina.
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Figura 21. Efecto de la composicion de lipidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en la
fosforilaciéon de la sintaa de Oxido nitrico endotelial (eNOS). Imagenes representativas
obtenidas por microscopia confocal, A) eNOS total tefiida con Alexa 405 (azul) y pS1177-
eNOS con FITC 488 (verde). B) Relacion de enzima fosforilada contra el total, datos obtenidos
a través de anadlisis de imagen. PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina, CH: colesterol. P<

0.05 con respecto al control, prueba Kruskall Wallis.



PROYECTOS EN PARALELO

HDL aisladas de sujetos sanos y su efecto sobre el endotelio vascular.
Como ya se mostré anteriormente se realizdé un estudio sobre los efectos funcionales

de rHDL preparadas con diferentes composiciones de lipidos. 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 analisis 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 continuacion 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 lipoproteinas 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 ecuacién de Hill. n=3.

La expresion de ICAM-1 inducida por el tratamiento con TNF-alfa, es inhibida de
manera muy sutil, mientras que la expresiéon de VCAM-1 no se inhibe por la

incubacion con el mismo tipo de HDL (Figura 23).
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Figura 23. Expresién de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la moléculas de
adhesion 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 incubacién con HDL

seguida de una precontraccion con fenilefrina y estimulacién con acetilcolina generan
contraccion sostenida de los anillos de aorta de rata, la cual no observo relajacion 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 ecuacion 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 morfologia de las mismas cambiaba notablemente al ser incubadas con
HDL, a diferencia del tipo anteriormente descrito el cual no induce ningun cambio
morfoldgico en las células (datos no mostrados). En la figura 25 se aprecia que en el
control asi como el tratamiento con TNF-alfa, las células presentan su morfologia
tipica 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 numero de células que parecian flotando en el medio de

cultivo. Lo anterior no se observé con los otros tipos de HDL.

Figura 25. Morfologia células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-) para
los diferentes estimulos. Se observa una diferencia notable en aquellas tratadas con
lipoproteinas de alta densidad (HDL). n=1.

La tincién para ICAM-1 y VCAM-1 en las mismas células revelé un mayor porcentaje
de inhibicion de la expresion 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. Expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la
moléculas de adhesion 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 dltimo 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 mas notable en la curva de
acetilcolina, sin embargo, a curva de fenilefrina también muestra aparente

disminucién en la contraccion 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 ecuacion de Hill. n=1.

Las HDL de este tipo inducen una inhibicidon leve sobre la expresion de ICAM-1
inducida por TNF-alfa, mientras que no se observa inhibicion alguna en la expresion
de VCAM-1 en células HMEC-1 (Figura 28).
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Figura 28. Expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la moléculas
de adhesion 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-1y la expresion de moléculas de adhesion
Como antecedente meramente observacional, asociamos el comportamiento de las

HDL de tipo 2, capaces de inhibir la expresion de moléculas de adhesion con la
morfologia presentada en la figura 25. Al tratar a nuestras células con BLT-1
observamos el mismo comportamiento y se realizdé un pequefio ensayo para probar

este concepto.

Para ello se estimul6 a las células endoteliales con HDL aisladas de sujetos sanos y
TNF-a en presencia del inhibidor. Se utilizaron células HMEC-1 incubadas con TNF-
alfa y una combinacion de TNF-alfa y diferentes concentraciones de BLT-1 (100, 150
y 300 mM). El resultado final fue una marcada tendencia a la inhibicién de la expresién

tanto de ICAM-1 como VCAM-1 aunque sin significancia estadistica (figuras 29 y 30).
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Figura 29. Expresion de la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) en las células
endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) tratadas con el bloqueador de transporte
de lipidos 1 (BLT-1). Se agregé una concentraciéon constante de factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-alfa) 10 ng/mL y una combinacion de éste mas BLT-1 a 100, 150 y 300 mM. Se
presenta la mediana de fluorescencia total para FITC detectada mediante citometria de flujo.
N=3.

Inhibicion VCAM-1
200000+

150000 I

100000 m

50000

i
)

Fluorescencia Total

Tratamientos

Figura 30. Expresion de la molécula de adhesion vascular celular (VCAM-1) en las células
endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) tratadas con el bloqueador de transporte
de lipidos 1 (BLT-1). Se agregd una concentracion constante de factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-alfa) 10 ng/mL y una combinacion de éste mas BLT-1 a 100, 150 y 300 mM. Se
presenta la mediana de fluorescencia total para FITC detectada mediante citometria de flujo.
N=3.
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BLT-1 y modificaciones del citoesqueleto
Posteriormente y en la misma linea de evidencia observacional decidimos evaluar si

el cambio de morfologia (figura 25) estaba acompafiado con diferencias en la
organizacion de los filamentos del citoesqueleto. SE llevé a cabo una tincion de
vimentina con un anticuerpo asociado a FITC. La vimentina es una proteina de
citoesqueleto, particularmente del citoesqueleto de filamentos intermedios, especifica
de ciertos tipos celulares que incluyen al endotelio. La incubacion de HMEC-1 con
BTL-1 sugiere un cambio en la organizacion de los filamentos de vimentina que se
manifiesta por su agregacion en la region 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 incubacion con HDL revierte el efecto sobre el citoesqueleto y éste vuelve a
observarse en su configuracion filamentosa recorriendo todo lo largo de la célula,

como en el control (figura 31 abajo).

Figura 31. Efecto de la inhibicién del receptor scavenger clase B tipo | (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 lipidos (BLT-1) 100 mM y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) aisladas de un sujeto sano en diferentes combinaciones.
La vimentina se marcé con FITC, los nucleos semarcaron con DAPI. Imagenes obtenidas a

través de microscopia confocal.
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DISCUSION

En el presente estudio pusimos de manifiesto que las HDL son internalizadas a las
células endoteliales en cultivo y que dicha internalizacion se asocia con
modificaciones tanto de la estructura como de la funcion celular. Los efectos en la
célula son en parte dependientes del contenido de lipidos de las HDL, pero constructos
tan sencillos como proteoliposomas de apo Al, fosfatidilcolina y colesterol son capaces
de modificar la funcion celular. Otro de los resultados mas destacables del presente
estudio es que el colesterol contenido en las HDL se integra a la célula endotelial de

manera independiente a la proteina 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 numero de células, se demostrd que la linea celular
HMEC-1 expresa el receptor SR-Bl en la misma medida que las células HUVEC. Lo
anterior no habia sido reportado previamente en la literatura. Esta caracteristica
constituye una ventaja del cultivo de la linea celular HMEC-1 como modelo de estudio
de SR-BI, con respeto a la utilizaciéon de los cultivos primarios de HUVEC, en los
cuales se obtiene un numero limitado de células y los ensayos estan sujetos a la
variabilidad interindividual [154].

A continuacion demostramos que la expresion de SR-Bl 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 habia
reportado previamente. Debido a que existe poca informacion funcional, estructural o
de regulacion de la expresion del receptor SR-BI, estos resultados representan un

campo novedoso para la investigacion.

Los ensayos sobre actividad anti inflamatoria de las HDL, traducida como la inhibicion
de la expresion de moléculas de adhesién en las células endoteliales HMEC-1
también fueron llevados a cabo. Nuestros resultados demuestran que las HDL
aisladas de sujetos sanos inhiben la expresién 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 inflamacion, en particular en el proceso de arresto y anclaje de

leucocitos en los vasos sanguineos [157].

La asociacion inversa entre los niveles plasmaticos de colesterol-HDL y la incidencia
de enfermedad aterosclerosa presupone una relacion causal entre ambas. ElI TRC ha
sido la explicacién mas aceptada al papel antiaterogénico de las HDL. Sin embargo,
con base en el TRC no ha sido posible disminuir el riesgo cardiovascular. EI 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
lipoproteinas que no se han explorado. En el presente trabajo de investigacion,
nuestra hipotesis central fue que la funcion de HDL es la de entregar lipidos a las HDL.
Los fundamentos que sustentan nuestra hipotesis son: 1) la mayor parte del colesterol
del organismo se sintetiza en el higado [105], hecho que presupone un vector para su
transporte en el plasma. El higado sintetiza solo dos tipos de lipoproteinas capaces
de transportar el colesterol de sintesis 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 sintesis de novo. 2) La mayoria de las
células del organismo expresan SR-BI, el unico 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], hepaticas [158] y endoteliales
[150]. 4) Las circunstancias patoldgicas relacionadas con dafo a tejidos tienden a
tener un mal desenlace cuando las HDL plasmaticas se encuentran en niveles muy
bajos [159-161]. Estas observaciones pueden estar relacionadas con el hecho que
para la reparacion del tejido se requieren moléculas de sintesis in situ y de colesterol
hepatico, el cual no puede ser entregado eficientemente por la baja concentracién de
HDL.

Para empezar a explorar nuestra hipotesis, analizamos la internalizacion de las HDL
en nuestro modelo de células endoteliales previamente validado [publicacion anexal.
Con este fin, adaptamos un método de marcado fluorescente en la parte proteica de
las HDL anteriormente empleada en hepatocitos [162]. Observamos que la porcion

proteica de las HDL es internalizada y veinte minutos mas tarde se observa delimitada
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en granulos cercanos al nucleo celular, que segun una publicacion previa, no expresa

ningun marcador de organelos de la via secretoria [163] ni de degradacion [150].

En estudios previos se habia demostrado esta misma internalizacion en células
endoteliales, asumieron que se debia a un proceso de transcitosis [150]. Sin embargo,
cuando analizamos el comportamiento del colesterol contenido en las HDL utilizando
un lipido fluorescente, demostramos que el colesterol se distribuye de manera
diferente en la célula; en consecuencia, la internalizacién de la proteina-HDL no es
solo transcitosis, sino que existe una interaccion célula-lipoproteina. Ademas, este
proceso de entrega de colesterol a la célula por parte de las HDL es mas rapidos y
sigue una cinética distinta a la internalizacion de la proteina HDL, como lo
demostramos por citometria de flujo. En el mismo sentido, el colesterol y la proteina
marcados con fluorescencia no cofocalizan en la imagen del microscopio. En su
conjunto, estos hallazgos indican que la particula HDL entrega de colesterol a la célula

endotelial y posteriormente la particula es internalizada al citoplasma.

Ademas de colesterol, las HDL contienen otros lipidos que pueden afectar la funcion
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 razon, 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 proteina. Asimismo, la
proteina 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 particula
HDL. La importante cofocalizacion de la esfingomielina y la proteina HDL en las
células después de incubarlas con rHDL marcadas tanto en la fraccion proteica como

en la esfingomielina, dan un soporte adicional a esta interpretacion.

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 unico receptor de HDL reconocido sin
ambigledad, exploramos la posible contribucién del SR-BI en la internalizacién de las

HDL usando BLT-1 como inhibidor especifico [166]. A la concentracidon comunmente
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utilizada de BLT-1 (100 mM), hubo una disminucion importante de la sefal de las
células que contienen la marca de la proteina fluorescente; por lo tanto, el SR-BI esta
implicado en el proceso de internalizacion de las particulas 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 inhibicion de la
internalizacion de particulas HDL en las células HMEC-1, sino al contrario, una
subpoblacién celular internalizé mayores cantidades de HDL marcadas en su fraccion
proteica, en funcion de la concentracion de BLT-1. Lo anterior apunta fuertemente a
la presencia de mecanismos adicionales de internalizacion 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 particulas HDL al citoplasma de la

célula.

Esta ultima observacion podria ser congruente con el papel de SR-Bl como sensor de
colesterol membranal, que al ser inhibido, la célula pierde regulacién y permite su
entrada [167]. Sin embargo, la internalizacion de colesterol y esfingomielina presentes
en particulas 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 via de entrada
de colesterol, y posiblemente tampoco de esfingomielina proveniente de estas
lipoproteinas. La segunda, que la esfingomielina se internaliza a la célula no sélo
asociada a la particula HDL, sino también de manera independiente; en otras
palabras, una fraccion de la esfingomielina-HDL se disocia de la particula y se integra

a la célula endotelial y otra fraccién se internaliza asociada a la particula HDL.

Respecto a las otras posibles vias de entrada de colesterol a la célula endotelial
independientes de SR-BI, la ecto-F1-ATPasa podria ser una pieza clave, ya que se
propone que, el ADP producido por esta enzima, acoplada a la produccion a la
actividad del receptor P2Y13 esta directamente asociada a la endocitosis de particulas
HDL [168].

Una cuestidn importante es que la internalizacion 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 saturacion del o los sistemas involucrados ni una pérdida de
la fluorescencia. Un reporte previo al respecto [150], menciona que la entrada de

particulas de HDL continia durante tres horas. Se requieren mas 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 continuacién, analizamos las posibles implicaciones de la internalizacién de las HDL
en la funcién 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 fisiologica. 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 internalizacion de C-
HDL es un mecanismo fisiolégicamente relevante. Usando concentraciones
fisiologicas 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 concentracion 20 veces mayor que la fisioldgica. 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 lipoproteinas

son un vector de lipidos para las células extra hepaticas.

La funcion antinflamatoria de las HDL a través de regulacion de la expresién de
moléculas de adhesién ha sido descrita previamente [170]. Para establecer si esta
funcién esta ligada a la entrega de lipidos a la célula, utilizamos rHDL estructuradas
con fosfatidilcolina, colesterol, Apo Al y esfingomielina en diferentes porcentajes con
respecto a la masa total de lipidos. Nuestros resultados demostraron que la inhibicién
de expresion 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 regulacion de ICAM-1 s6lo depende de la presencia de
esfingomielina en el proteoliposoma; una posible explicacion a esta inhibicién es que
la entrega de esfingosina a la célula provoca una alteracién de los microdominios
membranales necesarios para el anclado de la ICAM-1 [171]. En efecto, existe
evidencia acerca de que la expresion de ICAM-1 en la membrana esta asociada a
dominios ricos en esfingomielina y en esfingomielinasa [172, 173]. Esta ultima podria
jugar un papel importante en la endocitosis mediada por ICAM-1, lo cual podria afectar
las funciones de la barrera endotelial pero se requieren mas estudios para conocer

mas detalles sobre este mecanismo.
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Otra posibilidad es la generacion de derivados de la esfingomielina in situ, como
ceramida [172] o esfingosilfosforilcolina [174] que afectan la expresion ICAM-1 en la

membrana.

En contraste, la expresién de VCAM-1 no fue inhibida por la esfingomielina de las
rHDL, indicando que ICAM-1 y VCAM-1 responden a diferencialmente a estimulos de
regulacion de su expresion como se ha sugerido previamente [175]. Diversos estudios
han demostrado la inhibicién 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 algun otro componente que regula la expresion de esta molécula
de adhesion, p.e. microRNAs, del cual carecen las rHDL que usamos en este trabajo
[136]. Por otra parte, los dominios ricos en esfingomielina podrian jugar un papel
importante en la endocitosis mediada por ICAM-1, lo cual podria afectar las funciones
de la barrera [173, 176]. La regulacién diferencial de ICAM-1 y VCAM-1 mediada por
las HDL puede ser clave para entender el papel antiaterogénico real de estas
lipoproteinas y surge como una linea de estudio derivada del presente trabajo de

investigacion.

La sefializacién intracelular inducida por las HDL se conoce muy poco pero se cree
que puede activar a la eNOS, y por lo tanto favorecer la funcion endotelial, a través de
la fosforilacion del residuo S1177 [177]. Para determinar si la entrega de lipidos-HDL
a la célula tiene impacto a nivel de la actividad eNOS, determinamos la fosforilacion
de la enzima por microscopia confocal. Al utilizar las rHDL para probar el efecto del
contenido de lipidos en la fosforilacion de la S1177 de eNOS, observamos que los
proteoliposomas que contienen esfingomielina, producen un aumento significativo del
grado de fosforilacion de la enzima; el contenido fisiologico de esfingomielina en las
HDL es el que indujo la mayor respuesta, mientras que los proteoliposomas con mayor
contenido del lipido indujeron en menor medida la fosforilacion de la eNOS. Esto
sugiere que el contenido de esfingomielina no debe exceder ciertos limites para
favorecer una respuesta 6ptima en cuanto a activacion de la eNOS. Las rHDL
constituyen un modelo simplificado de la complejidad estructural de las HDL con un
numero limitado de componentes; este modelo reproduce en gran medida la actividad
de modulacion de moléculas de adhesion y la activacion de la eNOS. Lo anterior

plantea la posibilidad de que existan pocos componentes relevantes en las HDL vy el
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resto de sus respuestas obedezcan a efectos de sinergismo e interaccion entre

moléculas que forma parte de estos complejos.

Existen reportes que demuestran que el metabolismo de esfingolipidos puede inducir
la produccion de NO, la cual esta ligada a la estimulacion de la expresion de moléculas
de adhesion a través de la estimulacion con TNF-a. Es decir, el contenido de
esfingolipidos en la célula es importante para regular estas respuestas [178, 179]. En
este sentido, hemos demostrado previamente que la disminucién de un 25% en la
concentracion plasmatica de esfingomielina-HDL ocurre concomitantemente con una
disminucién de la presion arterial [180] en pacientes obesos que fueron sometidos a
una dieta hipocaldrica; la mejoria de otros componentes del sindrome metabdlico
también se asociaron estadisticamente con la disminucién 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
fisiologico muy importante a nivel de la funcion vascular y su determinacion podria ser
mas relevante que la determinacién del colesterol-HDL en la evaluacion 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
organos aislado con aortas de rata asi como la estimulacién de células HMEC-1 para
determinar le efecto sobre las moléculas de adhesion. El andlisis individual de los
experimentos realizados reveld que existen diferencias entre los efectos ejercidos por
las HDL aisladas de distintos donadores sanos. Si bien es conocido que se atribuye a
las particulas de HDL las funciones anti inflamatoria y vasodilatadora de manera
simultanea, nuestros experimentos sugieren que ambos efectos se muestran en
manera independiente. Lo anterior podria 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 clinicamente sanos.

Un punto interesante sobre el planteamiento anterior, es que la combinacion de
efectos ejercidos por las HDL genera patrones que aparecieron de manera aleatoria

a lo largo los siete lotes de lipoproteinas aisladas. Una parte importante en el
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reconocimiento de estos patrones fue la observacion de la morfologia celular,
fendbmeno que ocurre unicamente en el grupo de HDL que inhiben mayormente la
expresion de moléculas de adhesion pero provocan contraccion vascular. La causa
en los cambios en la morfologia celular no es clara, pero una posible explicacion es

precisamente la inhibicion de moléculas de adhesion.

En resumen de esta primera etapa exploratoria, las HDL pueden ejercer actividades
que favorecen la funcion del endotelio vascular como se ha reportado previamente.
No obstante, dichos efectos presentan patrones que difieren en funcién del individuo.
Por esta razén, una buena parte de los estudios posteriores se realizaron usando HDL
reconstituidas (rHDL). Estos proteoliposomas se han usado previamente en otros
estudios [129] y tienen la ventaja de que se puede controlar su composicion lipidica

y de proteina [182].

Adicional a lo anterior se realizaron experimentos sobre efectos poco estudiados del
BLT-1 basados en evidencia observacional sobre la morfologia de las células. En
primero lugar observamos una tendencia de BLT-1 a inhibir la expresién de moléculas
de adhesidn, este dato requiere de mayor estudio. Por otro lado, la inhibicién de SR-
Bl 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 podria relacionarse con la capacidad de endocitosis de
las células y de transporte intracelular pero requiere de estudios mas detallados para

ser confirmado [183].

De manera interesante podemos apreciar que esta modificacion del citoesqueleto es

revertida por la incubaciéon con HDL posterior al tratamiento con BLT-1.

Cabe mencionar que son necesarios mas estudios sobre el efecto de las HDL en la
reorganizacion del citoesqueleto, ya que es posible que este comportamiento sea
modificado de acuerdo con las diferencias interindividuales en la composicién de las
HDL propuestas previamente en este trabajo. Sin embargo, aun no se conoce si existe

relaciéon entre los efectos del BLT-1 descritos.

Todos los resultados mostrados en el presente trabajo porporcionan informacién
novedosa que demuestra el papel de la internalizacién de las HDL en la funcién
endotelial, poniendo especial énfasis en la composicion de lipidos de las particulas.
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Ello sugiere que ademas 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 mas que los niveles de HDL, la
composicidn podria ser clave en el entendimiento de sus funciones, los resultados
aqui plasmados demuestran el papel fundamental de las proporciones de lipidos,
especialmente la esfingomielina, en la modulacion de la expresiéon de ICAM-1 vy
VCAM-1 vy la fosforilacién de la eNOS.
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CONCLUSIONES

Las células HMEC-1 son un buen modelo para evaluar la funcién de las HDL
en el endotelio. Lo anterior se valido a través de la expresion de marcadores
endoteliales tipicos, morfologia, tamafo y complejidad con respecto a las
células HUVEC, el modelo de endotelio mas utilizado.

La porcion proteica y lipidica de las HDL son internalizadas por la célula
endotelial bajo diferentes patrones de localizacion subcelular y distintos
comportamientos cinéticos. EI C-HDL tiene una entrada rapida e independiente
de la entrada de la porcion proteica. Por otra parte, la esfingomielina colocaliza
casi totalmente con la proteina sugiriendo una mayor interaccion entre ambos
componentes.

La inhibicion de SR-BI afecta parcialmente la internalizacion de proteina y no
asi la del colesterol y la esfingomielina, esto podria deberse a la existencia de
mecanismos distintos y especificos para la internalizacion de cada
componente.

La internalizacién de C-HDL es un evento fisiolégicamente 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 expresion
de ICAM-1 vy la activacion de eNOS, lo cual sugiere su importancia en la funcién
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 varian en funcion del individuo y muy posiblemente en de

su composicion.
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Abstract

Background: Primary cultures endothelial cells have been used as models of endothelial related diseases such
atherosclerosis. Biological behavior of primary cultures is donor-dependent and data could not be easily
reproducible; endothelial cell lines are emerging options, particularly, human dermal microvascular endothelial
cells (HMEC-1), that should be validated to substitute primary cultures for the study of HDL functions.

Methods: Morphology, size and granularity of cells were assessed by phase contrast microscopy and flow
cytometry of HMEC-1. The adhesion molecules, ICAM-1and VCAM-1 after TNF-a stimulation, and endothelial
markers CD105 endoglin, as well as HDL receptor SR-Bl were determined by flow cytometry. Internalization of
HDL protein was demonstrated by confocal microscopy using HDL labeled with Alexa Fluor 488. HUVECs
were used as reference to compared the characteristics with HMEC-1.

Results: HMEC-1 and HUVEC had similar morphologies, size and granularity. HMEC-1 expressed endothelial
markers as HUVECs, as well as functional SR-B1 receptor since the cell line was able to internalize HDL
particles. HMEC-1 effectively increased ICAM-1 and VCAM-1 expression after TNF-a stimulation. HUVECs
showed more sensibility to TNF-a stimulus but the range of ICAM-1 and VCAM-1 expression was less
homogeneous than in HMEC-1, probably due to biological variation of the former. Finally, the expression of
adhesion molecules in HMEC-1 was attenuated by co-incubation with HDL.

Conclusion: HMEC-1 possess characteristics of endothelial cells, similar to HUVECs, being a cell line suitable to
evaluate the functionality of HDL vis-a-vis the endothelium.

Keywords: HDL, HUVEC, Adhesion molecules, Inflammation, Endoglin, Atherosclerosis

Background
Endothelium has been focused as the site of initiation of

as models. However, the biological responses of endothelial
cells to different stimulus are donor-dependent [11-15],

atherosclerosis [1-6); endothelial cells perform important
inflammatory, apoptotic and thrombotic activities in order
to maintain vascular homeostasis [7-10]. To elucidate the
cellular and molecular mechanisms of pathologies related
with the endothelium such as atherosclerosis, primary cul-
tures of bovine aortic endothelial cells (BAECs) or human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) have been used
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thus the achievement of reproducible results becomes
challenging, This is one of the major disadvantages of these
primary cultures and stresses the validity of conclusions ob-
tained with HUVEC of BAECs. In addition, endothelial cell
conservation, isolation, as well as a nutritional requirements
make these primary cultures technically demanding [15].
Besides the biological variability, and the economic and
technical disadvantages, ethical considerations and legisla-
tions in some countries make difficult the donation of um-
bilical cords to isolate HUVECs. However, HUVECs are
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