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ABREVIATURAS 
 

ABCA-1  Receptor ATP-binding cassette 1 

ACAT   Acil CoA colesterol acil transferasa 

AG   Ácido graso 

Apo   Apolipoproteína 

Apo ER2  Receptor 2 de la apolipoproteína E 

ATP   Adenosina trifosfato 

AVC  Accidente vascular cerebral 

BCA  Ácido bicinconínico 

BSA  Albúmina de suero bovino 

CCF  Cromatografía en capa fina 

CE   Éster de colesterol o colesterol esterificado 

CEPT   Proteína de transferencia de ésteres de colesterol 

CSPG   Proteoglicano condroitín sulfato 

Ct  Threshold cycle (ciclo umbral) 

Cx  Conexina 

DHPR  Canal de calcio tipo L o receptor de dihidropiridina 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

DSPG   Proteoglicano dermatán sulfato 

ECG  Electrocardiograma 

EGF   Factor de crecimiento epidérmico 

EPO   Eritropoyetina 

FBS  Suero bovino fetal 

FT  Factor tisular 

h  Hora 

HDL   Lipoproteína de alta densidad 

Hg   Mercurio 

HIF   Factor de transcripción inducible por la hipoxia 
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HMG-CoA  3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A 

HRE   Elemento de respuesta a la hipoxia 

HSPG   Proteoglicano heparán sulfato 

ICM  Cardiomiopatía isquémica  

IDL   Lipoproteína de densidad intermedia 

IFN- γ   Interferón gamma 

IL   Interleuquina 

kDa  Kilo Dalton 

L   Litro 

LCAT   Lecitina colesterol acil transferasa 

LDL   Lipoproteína de baja densidad 

LDLag  LDL agregadas 

LDLn     LDL nativa 

LDLR   Receptor de las LDL 

LPL   Lipoproteína lipasa o lipasa lipoproteica 

LPS  Lipopolisacarido 

LRP1   Low density lipoprotein receptor-related protein 1 

M-CSF  Factor estimulante de colonias de macrófagos 

MCP-1  Proteína quimiotáctica de monocitos-1 

MDA  Malondialdehido 

MEGF7  Multiple epidermal growth factor-like domains 7 

min  Minuto 

mL   Mililitro 

mm   Milímetro 

MMP   Metaloproteasa de matriz extracelular 

mRNA  RNA mensajero 

NCX   Sistema de intercambio Na+-Ca2+ del sarcolema 

NF-ĸb   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

nm  Nanómetro 

NO   Óxido nítrico 
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NRVM  Neonatal Rat Venticular Myocyte (Cardiomiocito ventricular de rata 

neonata) 

O2   Oxígeno 

pb  Pares de bases 

PBS  Tampón fosfato salino 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PG   Proteoglicano 

PHD   Prolil hidrolasa dependiente de oxígeno 

PKA  Proteína quinasa A 

QM   Quilomicrón 

Q-RT-PCR PCR a tiempo real (cuantitativa) 

QSPG   Proteoglicano queratán sulfato 

RNA  Ácido ribonucleico 

ROS   Especies reactivas de oxígeno 

RT-PCR Reverso transcripción-Reacción en cadena de la polimerasa 

RyR   Receptor de rianodina 

s  Segundo 

SDS  Dodecilsulfato sódico 

SERCA ATPasa del retículo sarcoplásmico que transfiere Ca2+ 

siRNA  Small interference RNA (pequeño RNA de interferencia) 

SR  Retículo sarcoplásmico 

SREBP Proteína de unión a elementos reguladores de esteroles 

T.A.  Temperatura Ambiente 

TBA  Ácido tiobarbitúrico 

TG   Triglicérido 

TGF-β   Factor de crecimiento transformante beta 

Th   Linfocito T-helper 

TNF   Factor de necrosis tumoral 

VCAM-1  Proteína de adhesión de células vasculares 1 
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VEGF   Factor de crecimiento endotelial vascular 

VLDL   Lipoproteína de muy baja densidad 

VLDLR  Receptor de las VLDL 

VSMC   Célula muscular lisa de pared vascular 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



INTRODUCCIÓN
 

 

21 

INTRODUCCIÓN 
 

1. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR  

 

 Las enfermedades cardiovasculares (ECV), es decir, del corazón y de los 

vasos sanguíneos, son hoy por hoy según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), la principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcula que en 2008 

murieron por esta causa 17,3 millones de personas, lo cual representa un 30% de 

todas las muertes registradas en el mundo, y se prevé que en 2030 morirán cerca de 

25 millones de personas por ECV, sobre todo por cardiopatías coronarias y 

accidentes cerebro vasculares (AVC). 

 

 En España, según el Instituto Nacional de Estadística (INE), las patologías 

cardiovasculares continúan siendo la principal causa de muerte a pesar de que su 

incidencia haya bajado respecto a datos de 2009 debido a una mayor conciencia 

social respecto a los factores de riesgo y a las mejoras médicas respecto a los 

tratamientos [1]. 

 

 Los ataques al corazón y los accidentes cerebro vasculares (AVC) suelen ser 

fenómenos que se deben sobre todo a obstrucciones del flujo sanguíneo hacia el 

corazón o el cerebro, y la causa más frecuente es por la formación de depósitos de 

grasa en las paredes de los vasos. Pero además de las cardiopatías coronarias y AVC 

existen otras ECV como son la arteriopatía periférica, la cardiopatía congénita, la 

cardiopatía reumática y la trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.  
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1.1 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR  

 

 Las ECV son enfermedades multifactoriales para las que se han descrito un 

gran número de factores de riesgo asociados con su prevalencia. Las causas más 

importantes de cardiopatía y AVC son una alimentación no saludable, la inactividad 

física, el consumo de tabaco y el consumo abusivo de alcohol [2]. Todos estos 

factores de riesgo son modificables y por tanto prevenibles, y además son 

responsables de aproximadamente un 80% de los casos de cardiopatía coronaria y 

enfermedad cerebrovascular. Existen otros factores de riesgo modificables 

importantes como son la elevada presión sanguínea, asociada con ictus, la obesidad 

y la diabetes. Factores sociales y de comportamiento como la depresión, el estrés e 

incluso el nivel socioeconómico bajo aumentan también el riesgo de sufrir ECV. 

 

 Los niveles plasmáticos elevados de colesterol procedente de LDL 

habitualmente se asocian con niveles bajos de lipoproteínas de alta densidad (HDL) 

y constituyen el principal factor de riesgo cardiovascular [3-5]. A la vez, altos 

niveles de triglicéridos en plasma también se asocian con enfermedad arterial 

coronaria [6, 7]. Además patologías como la diabetes y la obesidad se asocian 

también con problemas de hiperlipidemias que aumentan el riesgo de ECV. 

 

 Existen otros factores de riesgo clasificados como no modificables que 

también juegan un rol importante en el desarrollo de una ECV como son la edad 

avanzada, la heredabilidad por parte de algún pariente directo con ECV, el sexo y la 

raza o etnia. 
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2. ATEROSCLEROSIS Y TROMBOSIS 

 

 Arteriosclerosis es el término general que se utiliza para abarcar diversas 

enfermedades caracterizadas por el remodelado y engrosamiento de las paredes 

arteriales que pierden así su elasticidad. La más prevalente de estas enfermedades es 

la aterosclerosis, donde especialmente en arterias de mediano y gran calibre se 

produce la disfunción del endotelio debido a una lesión inicial que altera su 

permeabilidad y que permite la difusión pasiva al espacio subendotelial de material 

lipídico, tejido fibroso, depósitos de calcio y otros productos sanguíneos [8]. Esto 

provoca la formación de la placa de ateroma mediante un engrosamiento de la capa 

íntima de las arterias y una disminución del diámetro del lumen arterial.  

 

Las lesiones ateroscleróticas progresan de forma asintomática durante 

décadas haciendo que estos vasos se vuelvan menos flexibles y reduciendo aún más 

el lumen arterial con lo que disminuye el flujo sanguíneo pudiendo llegar a 

ocasionar episodios isquémicos locales ó distales de la zona de estrechamiento, ya 

sea en el corazón (arterias coronarias), en el cerebro (carótidas, cerebrales y 

vertebrales) o en las extremidades inferiores (aorta, iliaca y femorales). Los 

episodios donde se reduce la luz del vaso drásticamente por erosión de la placa o 

rotura y la formación de un trombo por efecto de la exposición a ciertos factores 

procoagulantes al torrente sanguíneo, tienen repercusiones clínicas tan importantes 

como el infarto de miocardio y cerebral o la claudicación y gangrena de las 

extremidades inferiores [9]. 

 

El concepto de aterotrombosis, engloba las dos manifestaciones, tanto el 

remodelado y engrosamiento de la pared arterial con formación de placas de 

ateroma, como la formación del trombo por rotura de la placa, mostrando los ligadas 

que se hayan en la enfermedad vascular. 
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En el corazón, la aterosclerosis en las arterias coronarias y los trombos 

según ocluyan de forma transitoria o de forma estable, pueden producir eventos 

isquémicos provocando anginas de pecho o infartos agudos de miocardio. Además, 

la reducción del suministro de oxígeno y nutrientes en la pared de las arterias 

coronarias y en el tejido cardiaco puede generar necrosis y alteraciones en el 

metabolismo celular. 

 

2.1 LA PARED VASCULAR 

 
 La estructura de la pared arterial normal está compuesta por tres capas: 

íntima, media y adventicia (Figura 1.). 

 

La capa más interna de la arteria es la capa íntima y está constituida por una 

monocapa de células endoteliales, que revisten la luz del vaso llamada endotelio, y 

una matriz subendotelial, compuesta principalmente por proteoglicanos y colágeno. 

Debajo, la capa íntima está rodeada por una lámina elástica interna. El endotelio 

funciona como una barrera selectiva al ser una capa semipermeable manteniendo la 

homeostasis vascular, regulando el intercambio de moléculas y el tono vascular [10]. 

 

 
 

Figura 1. Esquema de la estructura de la pared vascular. [11]. 
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Más externa que la íntima y separada della por la lámina elástica interna se 

encuentra la capa media, que está compuesta por células musculares lisas vasculares 

(VSMC). Esta capa también está formada por una matriz extracelular compuesta por 

colágeno, elastina y proteoglicanos que rodea las células. Las células VSMC se 

encargan de mantener el tono vascular y sostener la pared arterial. Esta capa está 

limitada exteriormente por la lámina elástica externa que permite el paso en ambas 

direcciones. 

 

La adventicia es la capa más externa y está formada por fibroblastos, 

colágeno, proteoglicanos y algunas VSMC. A esta capa de tejido conjuntivo llegan 

los vasos sanguíneos para el aporte de nutrientes y el metabolismo de la pared. 

 

2.2 FISIOPATOLOGÍA DE LA ATEROSCLEROSIS 

 

El origen y las causas de la enfermedad aterosclerótica han intentado ser 

explicados a lo largo del tiempo mediante diferentes teorías e hipótesis como la 

hipótesis trombogénica o la hipótesis lipídica. Actualmente la hipótesis de respuesta 

crónica al daño formulada por Ross y Glomset en 1976 es la más extendida. Ésta 

hipótesis explica la aparición de las lesiones ateroscleróticas como consecuencia a 

una lesión en el endotelio vascular [11, 12]. 

 

Hoy en día, los investigadores están de acuerdo en que los factores claves en 

el desarrollo y progresión de la enfermedad aterotrombótica son la inflamación 

crónica, la disfunción endotelial y la hiperlipidemia [13, 14]. 
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2.2.1 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 

 

La disfunción endotelial está determinada por la aparición y exposición 

continuada a distintos factores que pueden alterar la homeostasis y la función normal 

del endotelio. La disfunción aparece a nivel local principalmente en zonas donde hay 

cambios de velocidad y turbulencia del torrente sanguíneo, así como estrés 

oxidativo, y se promueve por la presencia de factores de riesgo cardiovascular como  

el tabaco, la hipertensión o los altos niveles de colesterol en sangre [15]. 

 

La pérdida de la función del endotelio se caracteriza por un incremento en la 

permeabilidad del mismo, la producción de citoquinas, la disminución de la 

producción del vasodilatador óxido nítrico (NO) y el incremento en la síntesis de 

vasoconstrictores como la endotelina-1 o la angiotensina II. Debido a la disfunción 

también las lipoproteínas circulantes se infiltran en la íntima y pueden sufrir 

procesos de modificación. La reducción de la biosíntesis del vasodilatador NO 

además, impide la inhibición por parte de esta molécula de eventos clave en el 

desarrollo de la aterosclerosis como la adhesión y agregación de plaquetas, adhesión 

y migración de leucocitos y células musculares, originando procesos inflamatorios 

que si no se neutralizan continuarán indefinidamente [16-18]. 

 

2.2.2 INICIO DE LA LESIÓN 

 

 La lesión aterosclerótica comienza como una estría grasa o depósito inicial 

de lípidos y células blancas en la zona de la íntima arterial debido al aumento en la 

permeabilidad del endotelio (Figura 2.) [19]. Los lugares donde se interrumpe el 

flujo normal sanguíneo debido a una curvatura o ramificación arterial suelen 

presentar mayor predisposición a la disfunción endotelial y a la formación de 

lesiones ya que las modificaciones del flujo que presentan provocan un aumento de 

las moléculas de adhesión endotelial [20]. La disfunción del endotelio permite el 
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paso de las LDL circulantes al espacio subendotelial, donde retenidas por la acción 

de los proteoglicanos de la matriz extracelular [21], sufren modificaciones como la 

oxidación o agregación. Entre otras cosas, las LDL modificadas además estimulan la 

producción de citoquinas y quimioatrayentes por las células endoteliales, como la 

proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1) o la IL-8 [22-24], que median una 

respuesta inflamatoria que produce la migración de los leucocitos, como los 

monocitos o los linfocitos T, hacia el espacio subendotelial. Los linfocitos T migran 

tras un posible contacto con células dendríticas en los nódulos linfáticos locales que 

les presentan antígenos relacionados con la aterosclerosis [25]. En modelos animales 

también se observó que dietas ricas en colesterol y triglicéridos promueven la 

inflamación al inducir VCAM-1, importante molécula de adhesión para monocitos y 

linfocitos T en las placas de ateroma nacientes [26]. 

 

 
 

Figura 2. Inicio y progresión de la lesión aterosclerótica. 

 

 Los monocitos en la íntima se diferencian a macrófagos, por la presencia de 

moléculas como el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) [27, 28], 

que internalizan y acumulan el colesterol esterificado (CE) de lipoproteínas 

modificadas a través de sus receptores scavenger, como scavengerA y CD36, que 

los convierten en células espumosas [29]. Además los macrófagos maduros 
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incrementan también la expresión de receptores Toll-like que reconocen patrones 

moleculares asociados a patógenos y estimulan respuestas inflamatorias [30]. Las 

células espumosas secretan citoquinas proinflamatorias (interleuquinas IL-1β e IL-6, 

y el factor de necrosis tumoral (TNF)), mediadores vasoactivos (NO) y especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que perpetúan el proceso inflamatorio local [31].  

 

 Los linfocitos T en la íntima interaccionan con los macrófagos que les 

presentan antígenos. Pueden reconocer patrones derivados de lipoproteínas 

modificadas y asumir entonces dos tipos de activación, proinflamatoria o 

antiinflamatoria. La activación proinflamatoria es llevada a cabo por los linfocitos 

T-helper 1 (Th1) que suelen predominar en las lesiones ateroscleróticas [32] pues 

pueden migrar y activar macrófagos mediante la secreción de interferón γ (IFN- γ) 

para promover la inflamación. Por el contrario las citoquinas IL-4 e IL-13 propias de 

los linfocitos T-helper 2 (Th2) inducirían una activación alternativa de los 

macrófagos de carácter antiinflamatorio. 

 

 La progresión de la placa de ateroma vendrá controlada por el balance entre 

actividad proinflamatoria y antiinflamatoria pues a pesar de la importancia de las 

citoquinas proinflamatorias en la aterogénesis existen otras citoquinas como la IL-10 

[33] o el TGF-β [34] que presentan actividad antiinflamatoria y son producidos por 

los linfocitos T-reguladores así como los anticuerpos con actividad 

antiaterosclerótica producidos por los linfocitos B [35]. 

 

2.2.3 PROGRESIÓN DE LA LESIÓN 

 

 La estría grasa evoluciona y progresa a placa de ateroma si los factores que 

promueven su formación persisten, principalmente la inflamación, la migración de 

las VSMC y la acumulación lipídica en macrófagos y VSMC. 
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 La presencia de células espumosas y lipoproteínas en la pared vascular 

desencadena mecanismos inmunitarios como el reclutamiento de linfocitos T que 

perpetúan la respuesta inflamatoria gracias a la liberación de citoquinas, 

metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP) y factores procoagulantes como el 

factor tisular (FT) [36]. 

 

Las VSMC migran hacia la íntima, inducidas también por las citoquinas de 

las células proinflamatorias, y proliferan generando matriz extracelular (colágeno, 

glucoproteínas, proteoglicanos y elastina [37] en el subendotelio y formando una 

capa fibrosa [38]. La migración de las VSMC también está favorecida por las MMP 

que secretan los macrófagos que eliminan la barrera de la lámina basal [39]. La 

matriz extracelular  generada favorece además la retención y modificación de las 

lipoproteínas, que las VSMC captan y acumulan en su interior convirtiéndose en 

células espumosas [40]. Además la sobreexpresión de ciertos receptores por parte de 

las VSMC las lleva a captar LDL agregadas (LDLag) a través del receptor de las 

LDL-1 (LRP1) [41] o las LDL oxidadas (LDLox) a través del receptor de las LDLox 

tipo lectinas-1 (LOX-1) [42]. Pese a contribuir a la formación del núcleo lipídico al 

internalizar el colesterol de las lipoproteínas, las VSMC también presentan un papel 

estabilizador de la placa importante al producir una cápsula fibrosa alrededor del 

núcleo lipídico que lo puede proteger de rotura [43]. Por otro lado la proliferación y 

síntesis de tejido conectivo disminuye la luz del vaso. Las VSMC producen MMP 

que degradan la matriz extracelular y permiten la migración y proliferación de las 

VSMC. 

 

2.2.4 COMPLICACIÓN DE LA LESIÓN 

 

 El proceso aterosclerótico se complica con la posible rotura de la placa de 

ateroma dando lugar a la liberación del material del núcleo lipídico, que es altamente 

trombogénico, al torrente sanguíneo [8]. 
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 La estabilidad de la placa está comprometida a su composición. Las que 

presentan mayor contenido en lípido son las que presentan más complicaciones 

clínicas al resultar menos estables pues cuanto mayor es el componente lipídico de la 

placa, menor es el grosor de la cubierta fibrosa, aumentando así su vulnerabilidad 

[44]. Sin embargo las que presentan menor contenido lipídico suelen ser más 

fibrosas y por tanto de mayor resistencia a rotura.  

 

 Si la rotura de la placa ocurre, se activa la vía extrínseca de la coagulación 

que rápidamente inicia la adhesión y activación plaquetar sobre la lesión, 

desencadenando un trombo. El trombo es una estructura heterogénea compuesta 

entre otras cosas por fibrina, eritrocitos, plaquetas, leucocitos e incluso restos de 

células apoptóticas procoagulantes La rotura puede ser oclusiva y tener 

consecuencias clínicas al producir procesos isquémicos en diferentes órganos, o ser 

no oclusiva y asintomática pudiendo llegar a reabsorberse el trombo mediante una 

trombolisis endógena donde las VSMC proliferan  y generan matriz extracelular 

dando a la lesión un carácter mas fibroso y haciéndola más estable [36]. 
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3. LIPOPROTEÍNAS 

 

 Las lipoproteínas son complejos macromoleculares compuestos por una 

parte lipídica y una parte proteica (apolipoproteína) que se encargan de transportar 

lípidos en la sangre por el organismo. Son estructuras esféricas formadas por un 

núcleo interno hidrófobo de colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG), y una 

cubierta externa compuesta por fosfolípidos, colesterol libre y apolipoproteínas. Las 

diferentes apoproteínas tienen un papel muy importante en el metabolismo lipídico, 

pues aparte de estabilizar los lípidos en un entorno acuoso como es la sangre, sirven 

para que los diferentes receptores lipoproteicos reconozcan e identifiquen las 

lipoproteínas (Figura 3.). 

 

 
 

Figura 3. Composición y estructura de una lipoproteína. Los fosfolípidos, colesterol libre y apolipoproteínas se 

localizan en el exterior de la partícula. En el interior se encuentran los triglicéridos y ésteres de colesterol. 

 

 Existen cuatro tipos principales diferentes de lipoproteínas según su 

composición lipídica y proteica, lipoproteínas de alta densidad (HDL), lipoproteínas 

de baja densidad (LDL), lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y 

quilomicrones (QM). Aunque existe un quinto tipo de lipoproteína con densidad 

intermedia (IDL), habitualmente se engloba dentro de las VLDL. Los dos tipos de 

TG y CE 

Colesterol 

Fosfolípidos 

Apolipoproteínas 
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lipoproteínas más abundantes en el plasma son las LDL y las HDL, que se encargan 

de la mayor parte del transporte de colesterol. Los QM y las VLDL son las 

principales lipoproteínas transportadoras de TG (Tabla 1.). 

 
FRACCIÓN QM VLDL LDL HDL 

APOLIPOPROTEINAS A-I, A-II, B-48, C-I,    
C-II, C-III, E 

B-100, C-I, C-II,       
C-III, E B-100 A-I, A-II, C-I, C-II,     

C-III, D, E 

% 2 7 21 46 
TRIGLICÉRIDOS % 81 52 9 8 

COLESTEROL % 9 22 47 19 
FOSFOLÍPIDOS % 8 19 23 27 
DIÁMETRO (mm) Hasta 500 25-70 20-25 8-11 
DENSIDAD (g/mL) <0,96 0,96-1,019 1,019-1,063 1,063-1,210 

ORIGEN Lípidos de la dieta Lípidos hepáticos A partir de las VLDL Lípidos de los tejidos 

FUNCIÓN Transporta los TG de 
la dieta 

Transporta los TG 
sintetizados por el 

hígado 

Transporta el 
colesterol a tejidos 

periféricos 

Transporte reverso del 
colesterol al hígado 

     
Tabla 1. Clasificación, composición y función de las lipoproteínas. 

 

3.1 METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEÍNAS 

 

 El metabolismo de las lipoproteínas puede ser a través de dos vías 

diferentes: exógena y endógena. La vía exógena se encarga de la captación de los 

lípidos procedentes de la dieta y de su distribución a los diferentes tejidos del 

organismo. La vía endógena, por su parte, es la responsable del transporte de los 

lípidos sintetizados por el propio organismo en estado de ayuno. 

 

3.1.1 QUILOMICRONES 

 

Los lípidos procedentes de la dieta, tras ser hidrolizados parcialmente por 

enzimas lipolíticas en la luz del intestino, son absorbidos por las células intestinales 

o enterocitos y empaquetados en QM. Estas partículas de gran tamaño, 

principalmente formadas por triglicéridos de origen exógeno, se secretan en un 
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primer momento al sistema linfático y posteriormente entran en la circulación 

sanguínea [45, 46]. Los QM secretados presentan apo B-48 y apo A, y en circulación 

adquieren apo C y apo E de las HDL. 

 

En los tejidos, la enzima lipoproteína lipasa (LPL) endotelial hidroliza los 

TG, procedentes de los QM, liberando los ácidos grasos (AG) [47] que atraviesan el 

endotelio y son captados por las células como fuente de energía (corazón y músculo 

esquelético) o para su almacenamiento (tejido adiposo) (Figura 4.) [45]. La 

internalización celular de AG puede ocurrir a través de receptores, como el CD36 

[48], o mediante difusión [45, 49, 50]. 

 

Como consecuencia de la hidrólisis de los TG, los QM se transforman en 

remanentes de QM, que presentan un tamaño menor y ceden apo A y C a las HDL. 

Además, los QM remanentes, a diferencia de los QM, están enriquecidos en CE, apo 

B48 y apo E. Los remanentes de quilomicrones finalizan su catabolismo en el 

hígado gracias a la lipasa hepática y la LPL que media la interacción entre los 

remanentes y sus receptores, entre los que están los proteoglicanos heparán sulfato 

(HSPG), el receptor de las LDL (LDLR, receptor de apo B-100 y apo E) y el LDL 

receptor-related protein-1 (LRP1, receptor de apo E) [45, 51-54]. La apo E es 

esencial para el aclaramiento de remanentes por parte del hígado ya que en estudios 

con ratones apo E-/- se observó una acumulación masiva de remanentes [55] y sus 

residuos con carga positiva facilitan su captación por los receptores hepáticos [45] 

[51, 56]. El receptor scavenger-B1 participa también en el reconocimiento inicial de 

los remanentes de QM y facilita su captación e internalización por receptores como 

el LDLR (Figura 5.) [57, 58]. 
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3.1.2 LIPOPROTEÍNAS DE MUY BAJA DENSIDAD (VLDL) 

 

 Las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) se generan en el hígado 

[59] y son las responsables del transporte de lípidos de síntesis endógena en el 

hígado. Las VLDL se caracterizan por la apolipoproteína principal que las forma, la 

apo B-100 y su componen lipídico fundamental, los TG. Las VLDL secretadas a la 

circulación desde el hígado adquieren apo C y apo E de las HDL, al igual que los 

QM, y transportan sus TG hacia los tejidos extrahepáticos donde serán hidrolizados 

a AG por la LPL endotelial [47] e internalizados en las células a través del receptor 

CD36 [48]. 

 

 
 

Figura 4. Esquema del metabolismo de las lipoproteínas. El intestino absorbe las grasas de la dieta y las 

empaqueta en forma de QM, que son transportados a los tejidos periféricos a través de la sangre. En el músculo y 

tejido adiposo la LPL hidroliza los QM a ácidos grasos para su captación. Los remanentes de QM son finalmente 

metabolizados en el hígado. Las VLDL son producidas en el hígado y transportan colesterol de síntesis endógena. 

Las VLDL se transformarán en LDL por medio de la LPL en tejidos extrahepáticos. Las LDL serán captadas por el 

hígado vía el LDLR. Las HDL generadas en el hígado captan colesterol en tejidos periféricos a través del 

transportador ABCA-1. El colesterol de las partículas HDL nacientes se esterifica por la acción de la LCAT, 

originando la HDL madura. Las HDL también transfieren colesterol a las VLDL y LDL con el enzima CEPT. 

Finalmente las HDL son recaptadas por el hígado a través del receptor SR-BI [60]. 
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Las proteínas de transferencia de ésteres de colesterol (CEPT) median el 

intercambio de TG de las VLDL por CE de las HDL (Figura 4.). Además, las VLDL 

también ceden apo C a las HDL. La acción combinada de la LPL y de las CEPT 

transforma las VLDL en VLDL remanentes o lipoproteínas de densidad intermedia 

(IDL). Las IDL se encuentran enriquecidas en CE, y conservan la apo B-100, la apo 

C y la apo E. Una parte de estos remanentes atravesarán la barrera endotelial gracias 

a su pequeño tamaño y serán captados en el hígado, gracias a la apo E, mediante los 

receptores LDLR, LRP1, o los HSPG (Figura 5.) [56, 61], tal y como ocurría con los 

remanentes de los QM, y otra parte seguirán en circulación, perderán la apo E y C y 

se harán más densas transformándose en LDL. 

 

Célula EndotelialCélula Endotelial

HEPATOCITO

CAPILAR
Remanente de QM/VLDL

LDLR

HSPG

HSPG

LRP1

apoE apoB-48

 
 

Figura 5. Esquema de la eliminación hepática de lipoproteínas remanentes. El ligando apo E permite que las 

lipoproteínas remanentes se una rápidamente al LDLR, al HSPG o a la colaboración HSPG-LRP1. 
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3.1.3 LIPOPROTEÍNAS DE BAJA DENSIDAD (LDL) 

 

 Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) contienen sólo la apo B-100 como 

única apolipoproteína y son ricas en colesterol libre y colesterol esterificado. La 

mayoría de las células pueden sintetizar el colesterol, pero su producción se da a 

nivel hepático normalmente, desde donde es distribuido por las LDL al resto del 

organismo. Estas lipoproteínas, en condiciones normales, son captadas por las 

células a través del receptor de las LDL gracias a la apo B-100. La acumulación 

intracelular de colesterol está regulada en función de las necesidades de la célula. La 

captación de LDL por el LDLR, liberando el colesterol dentro de la célula, inhibe la 

síntesis endógena de colesterol mediante la inhibición de la HMG-CoA reductasa, y 

regulando a la baja la transcripción del LDLR para la autorregulación del contenido 

de colesterol celular. Dentro de la célula el colesterol libre promueve la actividad de 

la enzima acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT) que lo esterifica para su 

almacenamiento. Las LDL son finalmente eliminadas de la circulación al ser 

captadas, a través del LDLR, por el hígado [62, 63]. 

 

 Existe una porción del colesterol LDL que sufre procesos de modificación 

que transforma las lipoproteínas. Estas modificaciones hacen que estas LDL 

modificadas sean captadas por receptores diferentes al LDLR y que no están 

regulados negativamente por el colesterol intracelular, jugando un papel crucial de 

patologías como la aterosclerosis. 

 

3.1.4 LIPOPROTEÍNAS DE ALTA DENSIDAD (HDL) 

 

 Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) son sintetizadas y secretadas en el 

hígado y en el intestino, y participan en el transporte reverso de colesterol desde los 

tejidos hasta el hígado [64]. En su forma naciente o inicial están constituidas por apo 

A-I, lecitinas y en menor proporción por colesterol y triglicéridos. Las HDL 
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nacientes se dirigen hacia los tejidos extrahepáticos para captar colesterol libre 

mediante el receptor ABCA-1 (ATP-binding cassette-1) e incrementar su tamaño. El 

colesterol recogido se esterifica por la acción de la enzima lecitina colesterol acil 

transferasa (LCAT) y se acumula originando la HDL madura. El colesterol de las 

partículas HDL maduras puede regresar al hígado a través de su transferencia hacia 

las VLDL y LDL gracias a la CEPT, o mediante su captación selectiva por el 

receptor scavenger-B1 [65]. Una vez las HDL están libres de CE pueden comenzar 

el ciclo de nuevo. 

 

3.2 HIPERLIPIDEMIA 

 

Hoy en día, los investigadores están de acuerdo en que uno de los factores 

de riesgo en el desarrollo y progresión de la enfermedad aterotrombótica es la 

alteración de la homeostasis lipídica y la hiperlipidemia [13]. 

 

3.2.1 HIPERCOLESTEROLEMIA 

 

La hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo 

cardiovascular relacionado con la aterosclerosis. El organismo obtiene colesterol a 

través de dos vías: la vía exógena y la vía endógena. En la endógena, aunque la 

mayoría de las células pueden sintetizar colesterol, éste suele ser de origen hepático 

principalmente, y en la exógena proviene de los alimentos presentes en la dieta. 

 

Las lipoproteínas LDL son las principales transportadoras de colesterol en el 

organismo y su concentración en plasma se correlaciona positivamente con la 

incidencia y riesgo de enfermedad cardiovascular [3-5]. De hecho, en modelos 

animales, la hipercolesterolemia es suficiente para inducir aterosclerosis sin 

necesidad de otros factores de riesgo adicionales [66, 67]. En condiciones de 
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hipercolesterolemia, las LDL se acumulan en la circulación sanguínea al estar 

cubiertas las necesidades celulares de colesterol.  

 

Los niveles de colesterol intracelular se regulan negativamente por los 

factores de transcripción SREBP (sterol regulatory element binding proteína) [68]. 

Cuando el colesterol se acumula en las células, se inhibe la actividad de los SREBP 

y la transcripción de sus genes diana [69, 70]. El LDLR está regulado positivamente 

por los SREBP de tal forma que la acumulación de colesterol por las células inhibe 

la expresión del LDLR [71]. Por otro lado los SREBP regulan negativamente al 

receptor LRP1 [72], que es capaz de captar el CE de las lipoproteínas y acumularlo 

en el interior celular [73]. Debido a esto, en situaciones de hipercolesterolemia, la 

inhibición de los SREBP induce la sobreexpresión de receptores como el LRP1 que 

conlleva a una sobreacumulación de colesterol. 

 

En el caso de las HDL, existe una relación inversa entre sus niveles 

plasmáticos y la incidencia de enfermedad arterial coronaria que podría deberse a su 

función de transporte reverso del colesterol, eliminándolo de los tejidos periféricos y 

transportándolo hacia el hígado [64]. 

 

3.2.2 HIPERTRIGLICERIDEMIA 

 

 El término hipertrigliceridemia se emplea para denominar el exceso de 

triglicéridos en sangre. La hipertrigliceridemia incrementa la acumulación en plasma 

de remanentes derivados del procesamiento lipolítico de las VLDL y los QM. Los 

remanentes son partículas ricas en colesterol extremadamente aterogénicas [55], 

cuya eliminación de la circulación depende del reconocimiento por receptores como 

los HSPG, el LDLR, o el LRP1 [46, 61]. Modelos animales deficientes en apo E 

presentan una acumulación de remanentes en plasma que induce la aterosclerosis 
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[66]. Además, la acumulación de los remanentes de QM y VLDL en la circulación 

[46] se asocia con el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular [47]. 

 

3.2.3 LDL MODIFICADAS 

 

Existen un gran número de moléculas y enzimas capaces de llevar a cabo 

diferentes modificaciones de las partículas lipoproteicas. Las dos principales 

modificaciones identificadas en la pared arterial son la oxidación y la agregación de 

las LDL. 

 

Las lipoproteínas LDL circulantes en la sangre pueden infiltrarse en la pared 

arterial y ser retenidas en la capa íntima por componentes de la matriz extracelular  

como los proteoglicanos (PG) [74]. Este nuevo ambiente promueve la modificación 

química de las lipoproteínas que principalmente se agregan u oxidan [75]. La 

agregación debe su existencia al efecto que ejercen los diferentes tipos de 

proteoglicanos (PG) de la matriz extracelular al interaccionar electrostáticamente 

con las LDL. Los PG están formados por cadenas de glicosaminoglicanos y en 

función de éstas se clasifican en condroitín sulfato (CSPG), dermatán sulfato 

(DSPG), heparán sulfato (HSPG) y queratán sulfato (QSPG). Los 

glicosaminoglicanos de los PG presentes en la matriz extracelular poseen una 

elevada carga negativa que les permite interaccionar con la apo B-100 de las 

lipoproteínas cargada positivamente, aumentando su tiempo de retención en la 

íntima arterial y fomentando la formación de agregados, con estructura y tamaño 

diferente a las formas nativas. Las enzimas de la íntima junto con los proteoglicanos, 

modifican el núcleo lipídico y proteico [75-77], facilitando no sólo la formación de 

los agregados, sino también la de los radicales libres, y la retención y oxidación de 

las LDL [78]. 
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Las LDL modificadas son captadas por receptores scavenger que son 

capaces de internalizarlas en los macrófagos y las VSMC [75] en las placas en 

formación, originando células espumosas con un alto contenido lipídico intracelular 

que promueven el desarrollo de la lesión. Las VSMC procedentes de la capa media 

producen la mayor parte de los PG, colágeno y elastina de la matriz extracelular en 

la íntima durante la progresión de la placa. Nuestro grupo demostró que la 

interacción de las LDL con el versicán, uno de los principales CSPG de matriz, 

inducía a la fusión de las LDL [79] con características semejantes a las LDL 

agregadas (LDLag) obtenidas a través de agitación intensa (Figura 6.) [80]. También 

demostró que la exposición a LDLag en VSMC incrementa la expresión del receptor 

LRP1 [81] que capta el colesterol esterificado derivado de estas lipoproteínas 

modificadas [80] potenciando la sobreacumulación de lípido y originando la 

formación de células espumosas derivadas de las VSMC.  

 

 

    
 

Figura 4. Modificaciones estructurales de las LDL. Diferencias estructurales entre LDL nativas (LDLn) [A], 

LDLag (modificadas por agitación) [B] y LDLag (modificadas por contacto con versicán) [C] [80]. 

A

B C



INTRODUCCIÓN 
 

 

41 

4. RECEPTORES LIPOPROTEICOS 

 

 La captación de lípido arterial se produce a través de al menos cuatro tipos 

de receptores: los receptores scavenger (ScR), el LRP1, el LDLr y el receptor de las 

VLDL. Todos salvo el receptor de LDL están sobrexpresados en la aterosclerosis. 

Mientras los ScR están principalmente sobrexpresados en macrófagos, el LRP1 está 

más implicado en la captación de lípido en VSMC [41, 82, 83]. 

 

4.1 RECEPTORES SCAVENGER 

 

 La familia de receptores scavenger consta de diferentes clases (A, B, C, D, E 

y F) y son capaces de reconocer una gran variedad de ligandos entre los que 

destacan LDL oxidadas, células apoptóticas y distintos patógenos. Las clases A, B y 

E se expresan de forma elevada en placas ateroscleróticas. El receptor CD36, 

receptor scavenger de clase B, destaca por su importante papel en la aterosclerosis y 

trombosis [84]. 

 

4.1.1 CD36 

 

El CD36 es un receptor scavenger de tipo B que se encuentra como una 

proteína glicosilada en la membrana de distintos tipos celulares como las células 

endoteliales, las plaquetas, los adipocitos, los miocitos cardíacos y esqueléticos, los 

monocitos, los fagocitos, las células epiteliales intestinales, etc.  

 

El CD36 tiene un papel muy importante en la captación de AG libres hacia 

el interior de las células. Ésta función tiene especial relevancia en el caso de los 

miocitos, donde sirve para aportar una fuente de energía vital para la β-oxidación, 

mientras que en los adipocitos sirve para la acumulación y reserva de lípidos [85]. 
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Estudios llevados a cabo por Bharadwaj et al mostraron la participación de CD36 en 

la captación de TG procedentes de VLDL en el miocardio [86]. Además el CD36 

también se sobreexpresa en hipoxia [87] y contribuye a la captación de ácidos grasos 

(AG) y acumulación de TG en situaciones de isquemia. Sin embargo Perman et al 

[88] afirmaron que el CD36 no juega ningún papel en la captación incrementada de 

TG en condiciones de hipoxia y señalaron al VLDLR como el receptor esencial para 

la acumulación de TG en cardiomiocitos hipóxicos. 

 

En el sistema inmune innato median la captación y degradación de 

moléculas derivadas de patógenos, de lipoproteínas modificadas, y de componentes 

de superficie de células apoptóticas entre otras cosas.  

 

En la aterosclerosis, el CD36 media la captación y degradación de 

lipoproteínas proaterogénicas como las LDL oxidadas [89] y está implicado en la 

formación de células espumosas al retroalimentarse positivamente su expresión en 

presencia de LDLn y modificadas [90]. Las LDL oxidadas además inducen la 

hiperactividad de las plaquetas en una vía de señalización dependiente del CD36, 

que promueve la trombosis [91]. Este receptor también está implicado en la 

retención de los macrófagos en la placa, al modular la dinámica del citoesqueleto 

[92]. Además, distintos estudios en modelos animales han demostrado que el CD36 

se sobreexpresa a medida que la lesión aterosclerótica progresa [93]. 

 

4.1.2 RECEPTOR DE LAS LDL (LDLR) 

 

 En los años 70, Joseph L. Goldstein y Michael S. Brown identificaron el 

primer receptor lipoproteico, el receptor de las LDL (LDLR), por lo que recibieron 

el premio Nobel en 1985 [94]. El LDLR es un proteína de membrana con cinco 

dominios diferenciados, tres extracelulares, uno citoplasmático y otro de anclaje a la 

membrana. Aunque presenta afinidad por la apo E, el ligando principal del LDLR es 
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la apolipoproteína apo B-100, presente en las lipoproteínas VLDL y sobretodo en las 

LDL.  

 

Salvo alguna excepción, todas las células tienen este receptor que les 

permite abastecerse de colesterol. El hígado es el órgano más importante en la 

eliminación de las LDL en plasma a través de la actividad del LDLR. Defectos en 

este receptor originan la denominada hipercolesterolemia familiar. Las estatinas son 

el principal fármaco utilizado para controlar los altos niveles elevados de colesterol 

plasmático. Estos fármacos inhiben competitivamente la HMG-CoA reductasa y por 

tanto la síntesis endógena de colesterol, que en consecuencia induce al alza la 

expresión del LDLR a través de los factores de transcripción SREBP. Pues tal y 

como se ha mencionado anteriormente, la acumulación de colesterol 

intracelular regula a la baja al LDLR a través de los factores SREBP [68]. En 

concreto, el SREBP-2 regula positivamente la expresión del LDLR [68, 71], 

y por eso la captación de LDLag en VSMC humanas, que inducen una alta 

acumulación de colesterol intracelular, reducen la expresión de SREBP-2 y 

del LDLR [81]. 
 

 Existe otra serie de proteínas de membrana análogas al LDLR que 

constituyen la familia del receptor de las LDL [95]. Esta familia de glicoproteínas 

está formada por los receptores de membrana LDLR, VLDLR, LRP1, LRP1B, 

LRP2/Megalina, LRP3, LRP4/MEGF7 (multiple epidermal growth factor-like 

domains 7), LRP5, LRP6, LRP8/ApoER2 (receptor 2 de la apo E) y LR11/sorLA-1 

(Figura 7.). Los receptores de esta familia presentan una funcionalidad y estructura 

semejantes pero con ligandos muy diferentes [96]. Además, la parte citoplasmática 

de los receptores les sirve en procesos de señalización intracelular tras la endocitosis 

de los ligandos. Todos los receptores tienen en común los ligandos apo E y RAP 

(Proteína Asociada al Receptor) [96]. 
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Figura 7. Familia de receptores de las LDL. [97]. 

 

4.1.3 RECEPTOR DE LAS VLDL (VLDLR) 

 

 El receptor de las VLDL (VLDLR) es una proteína de membrana que 

presenta una gran homología estructural con el LDLR. Se expresa de forma discreta 

en el hígado, pero lo hace principalmente en los tejidos extrahepáticos como el 

músculo, el corazón, el tejido adiposo o el cerebro. 

 

 Su ligando principal es la apo E y en menor medida también la apo B. Por 

ello, media la captación y eliminación de remanentes con apo B y apo E derivados 

de lipoproteínas ricas en TG. Estas lipoproteínas circulantes pierden TG por la 

acción de la LPL en los tejidos extrahepáticos, convirtiéndose en partículas 

remanentes más pequeñas que son endocitadas por el VLDLR a través de la apo E 

[98, 99]. La supresión del gen del VLDLR en animales conduce a un incremento en 

los TG plasmáticos  

 

El VLDLR se expresa abundantemente en la pared vascular de células 

endoteliales, VSMC y macrófagos, tanto en vasos normales como en placas 
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ateroscleróticas [100]. También ha sido implicado en la acumulación de lípido y la 

formación de células espumosas derivadas de macrófagos [101, 102] y en el 

desarrollo de placa inducida por hipercolesterolemia [103]. Estos resultados junto al 

hecho de que su expresión no está regulada a la baja por los niveles de colesterol 

intracelular, sugieren su papel aterogénico facilitando la captación de lipoproteínas 

ricas en TG en la pared vascular [100]. 

 

4.1.4 LDL RECEPTOR-RELATED PROTEIN 1 (LRP1) 

 

 El Low density lipoprotein receptor-related proteína 1 (LRP1) es un 

receptor transmembrana multiligando y multifuncional perteneciente a la familia del 

receptor de las LDL [104], que se identificó en 1988 por su gran expresión en el 

hígado y su estrecha similitud estructural y bioquímica con el LDLR [105]. 

 

El LRP1 se estructura en cuatro dominios extracelulares, un dominio 

transmembrana y otro dominio intracelular. Los dominios extracelulares están 

compuestos por repeticiones ricas en cisteínas y repeticiones del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), que se encuentran separados por regiones 

espaciadoras β-propeller. El LRP1 puede captar alrededor de 40 ligandos, 

principalmente a través de los dominios II y IV por las repeticiones de cisteínas 

(Figura 8.). Por ser multiligando, está implicado en numerosas funciones como el 

metabolismo lipídico, la homeostasis de proteasas y sus inhibidores, la activación de 

enzimas lisosomales o la transducción de señales a través de la unión de proteínas 

adaptadoras a la cola citoplasmática [106]. 

 

 El LRP1 se sintetiza en el retículo endoplasmático (RE) como una proteína 

transmembrana glicosilada de unos 600 kDa. Una vez llega al aparato de Golgi sufre 

un corte proteolítico dando lugar a dos subunidades de 515 y 85 kDa que quedarán 

unidas por un enlace no covalente [107]. La proteína RAP, una chaperona del RE es 
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requerida para un correcto plegamiento y transporte del LRP1 a la membrana y para 

prevenir la unión prematura de determinados ligandos [108]. 

 

 
 

Figura 8. Estructura del receptor LRP1 en dominios. Los nombres de ligandos y proteínas adaptadoras aparecen 

debajo de cada dominio extracelular e intracelular. 

 

 Desde su hallazgo, el LRP1 es capaz de interactuar con una gran variedad de 

ligandos (Tabla 2.), involucrándolo en múltiples procesos biológicos [109]. Destaca 

el papel del LRP1 en la pared vascular, su implicación en la eliminación de 

lipoproteínas remanentes de la circulación hacia el hígado, así como sus 

contribuciones en diferentes aspectos de la función hepática, la respuesta inmune, la 

migración celular, la inflamación, la fagocitosis, la modulación de la barrera 

hematoencefálica, o la enfermedad de Alzheimer [104]. 
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PROTEÍNAS DEL METABOLISMO PROTEICO 
Lipasa hepática Lipoproteína lipasa 
β-VLDL Proteína activadora de esfingolípidos 
Apolipoproteínas ricas en Apo-E  LDL agregadas 
(remanentes de QM y VLDL)  

PROTEÍNAS INTRACELULARES 
RAP Proteína Tat HIV 
Calreticulina   

PROTEÍNAS DE MATRIZ EXTRACELULAR 
Trombospondina-1, 2 Fibronectina 

FACTORES DE CRECIMIENTO 
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) Factor de crecimiento transformante β (TGF-β) 
Midkina Connective tissue growth factor (CTGF) 

PROTEASAS/COMPLEJO INHIBIDOR DE PROTEASAS 
APP-β Proteasa/inhibidor de proteína C 
MMP9, MMP13 Trombospondina 2 (TSP-2)/MMP2 
α-2 Macroglobulina activada TFPI 
Aprotinina fVIII/fVIIIa 
Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) Tissue type plasminogen activator(tPA),  
Pro-uPA (Urokinase plasminogen activator),  tPA/PAI-1 
uPA, uPA/PAI-1 Trombina/Heparina cofactor II 
Trombina/PAI-1, Trombina/antitrombina III Neuroserpina 
Factor IXa Elastasa/α1-antitripsina 
Proteína precursora del β-amiloide C1s/Inhibidor C1q 
Factor IXa/proteasa nexin-1 Trombina/proteasa nexin-1 

OTRAS 
Lactoferrina Complemento C3 
Gentamicina Colectina (Vía calreticulina) 
Polimixina B Péptido β-amiloide 
Ricina A Proteína del Circunsporozoito 
Exotoxina A de Pseudomonas Rinovirus 
Saposina   
  

Tabla 2. Ligandos conocidos del LRP1 [104]. 
 

 El LRP1, además de ser un receptor de membrana en la superficie celular, es 

un transductor de señales que se desplaza a las caveolas como respuesta a señales 

extracelulares [110] interaccionando con proteínas adaptadoras citoplasmáticas que 

implican al LRP1 en distintas vías de señalización a través de su dominio 

citoplasmático [111]. 
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 Papel del LRP1 en la aterosclerosis 

 

 El LRP1 se encuentra altamente expresado en placas ateroscleróticas 

avanzadas de modelos animales [112] y humanos [113, 114], principalmente en 

VSMC y macrófagos. De acuerdo con estos trabajos nuestro grupo demostró que el 

LRP1 se sobreexpresaba en lesiones ateroscleróticas humanas en estado avanzado y 

ricas en lípido [115]. 

 

 El papel proaterogénico del LRP1 está demostrado al ser las LDL 

modificadas por agregación (LDLag) uno de sus ligandos de captación selectiva en 

VSMC [80]. Este receptor es el responsable de la captación de colesterol 

esterificado, derivado de estas lipoproteínas modificadas [73]. Las LDLag in vitro 

[81] y la hipercolesterolemia in vivo [115] incrementan la expresión del LRP1 en las 

lesiones ateroscleróticas, y la internalización de las LDLag conduce a una 

importante acumulación lipídica intracelular  que contribuye a la transformación de 

las VSMC en células espumosas [40]. 

 

 En las VSMC humanas nuestro grupo también demostró que los factores de 

transcripción SREBP-1 y SREBP-2 (proteínas que se unen a los elementos 

regulados por esteroles) están involucrados en la regulación del LRP1. La captación 

de CE derivado de las LDLag in vitro y la hipercolesterolemia in vivo reducen los 

niveles del SREBP-2 y del LDLR, e incrementa la expresión del LRP1 [116]. Estos 

efectos se pueden prevenir manteniendo elevados los niveles de SREBP-2 [81]. 
 

 Este receptor lipoproteico presenta también un papel importante en la 

aterotrombosis. Nuestro grupo demostró que el LRP1 al captar las LDLag en VSMC 

favorece la actividad procoagulante y la liberación del factor tisular en el núcleo 

lipídico de la placa, en forma de micropartículas [117, 118], el cual es altamente 

trombogénico [119]. 
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 También nuestro grupo demostró que la Angiotensina II (AngII), 

involucrada en el desarrollo de la aterosclerosis al ser un agente vasopresor que 

induce la infiltración lipídica en lesiones, incrementa la expresión del LRP1 en 

ausencia de LDL. El empleo de un antagonista del receptor de la angiotensina II o el 

silenciamiento del LRP1 consiguió prevenir la acumulación de colesterol 

intracelular [120]. 

 

 A pesar de estos resultados que muestran al LRP1 con función 

proaterosclerótica, su inhibición podría ser letal puesto que se ha demostrado que 

este receptor juega un papel fundamental en la integridad de la pared vascular y en la 

proliferación y migración de las VSMC al inhibir la activación del receptor del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) [104, 121]. La delección del 

LRP1 en macrófagos resultó en un incremento de las lesiones en diferentes modelos 

murinos de aterosclerosis sin llegar a alterar los perfiles lipídicos de los modelos 

[122, 123]. Este receptor también participa en la atenuación de la respuesta 

inflamatoria del TGF-β [124] y en la eliminación de la circulación del 

proaterogénico factor fVIII que daría explicación al papel ateroprotector del LRP1 

en el hígado de modelos animales [125]. 
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5. EL MIOCARDIO Y SU CONTRACCIÓN 

 

5.1 ORGANIZACIÓN DEL MÚSCULO CARDIACO 

 

 Los cardiomiocitos en el miocardio contienen un gran número de 

miofilamentos que se organizan en una matriz regular de estrías cruzadas. Las estrías 

transversales del miocardio reflejan la organización de las proteínas contráctiles en 

filamentos gruesos rodeados de filamentos delgados. Los filamentos gruesos están 

formados por miosina (conforman la banda A) y los filamentos finos están 

compuestos de actina y las proteínas reguladoras tropomiosina y troponina 

(conforman la banda I). Una densa banda M se encuentra en el centro de cada banda 

A, mientras que las bandas I son atravesadas por líneas Z. La unidad fundamental 

morfológica es el sarcómero, que se define como la región entre dos líneas Z (Figura 

9.) [276].  

 

 
 

Figura 9. Organización de miofibrillas y miofilamentos en el cardiomiocito. 
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 Los miocitos adyacentes se encuentran conectados por canales o poros en la 

membrana que conectan las células para la formación de las fibras musculares del 

miocardio [126]. Estos canales denominados uniones gap conforman uniones de 

baja resistencia eléctrica que permiten la rápida conducción de los potenciales de 

acción de una célula a otra para la sincronización de la actividad contráctil de las 

fibras musculares del tejido cardiaco [127]. Los canales gap, están formados por la 

unión de canales intercelulares llamados conexones que a su vez están formados por 

una familia de proteínas llamadas conexinas (Cx). Los conexones pueden estar 

formados por un mismo tipo de conexinas o por diferentes tipos [128]. En las 

aurículas humana se encuentran predominantemente la Cx40 y la Cx43, y en menor 

cantidad la Cx45 [129]. Pero en los ventrículos predomina sólo la Cx43 y en menor 

medida la Cx45 [128]. 

 

5.2 LA CONTRACCIÓN CARDIACA 

 

 La contracción cardíaca está impulsada por la interacción cíclica de la 

proteína miosina con el filamento de actina, que consume ATP como fuente de 

energía para producir tensión o acortamiento de la fibra muscular [276]. El proceso 

eléctrico de excitación-contracción de los cardiomiocitos consta de los procesos que 

involucran la activación por calcio (Ca2+) de proteínas para la contracción y la 

subsecuente liberación del calcio que conlleva la relajación [130]. 

 

 Durante el potencial de acción cardiaco, el Ca2+ entra en la célula a través de 

los canales de calcio tipo L (DHPR) y en menor cantidad por el sistema de 

intercambio Na+-Ca2+ del sarcolema (NCX) (Figura 10.) [130]. La entrada de calcio 

en la célula desencadena también la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico 

(SR) a través de los receptores de rianodina (RyR) [130]. El SR, equivalente del 

retículo endoplasmático, tiene como función principal almacenar calcio para la 

contracción de los miofilamentos.  
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Figura 10. Esquema de la movilización del calcio durante el potencial de acción. [131]. 

 

 El resultante incremento de la concentración intracelular del calcio provoca 

que el calcio liberado se una a la troponina de los filamentos finos, que modifica la 

posición de la tropomiosina, descubriendo la región de la actina en la que esta 

proteína se puede unir con la miosina. Los filamentos finos son atraídos hacia el 

centro del sarcómero por los movimientos de la miosina que se une con la actina, y 

establece puentes cruzados entre los filamentos finos y gruesos haciendo que estos 

se deslicen entre sí, lo que produce acortamiento de la fibra muscular y la 

contracción muscular o sístole [131] [276]. 

 

 La disminución de la concentración intracelular de calcio mediante la 

recaptación del Ca2+ desde el sarcolema hasta el SR a través de Ca2+-ATPasa del SR 

(SERCA2) y el sistema NCX, la Ca2+-ATPasa del sarcolema y el uniporte de Ca2+ 
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mitocondrial causa la disociación del Ca2+ de la troponina C resultando en la 

relajación cardiaca o diástole [130]. 

 

 El calcio intracelular es el regulador central de la contractibilidad cardiaca 

[131, 132] y las alteraciones en su regulación causan disfunción contráctil y 

arritmias en condiciones patológicas. SERCA2 tiene un papel clave en la regulación 

del Ca2+ en el cardiomiocito [133]. En modelos experimentales y en corazones 

humanos con insuficiencia cardiaca hay una reducción en la expresión de SERCA2 

[134-136] y un incremento en la expresión de NCX [137-140] que producen una 

disminución de la concentración del calcio intracelular. Estos cambios tienden a 

reducir en contenido de Ca2+ en el SR, limitando su liberación y dando lugar a un 

déficit contráctil sistólico en la insuficiencia cardiaca  

 

 La actividad de SERCA2 se inhibe por la proteína endógena Fosfolamban en 

estado defosforilado. Cuando Fosfolamban se fosforila por la proteína quinasa A 

(PKA), su acción inhibidora disminuye y aumenta la actividad de SERCA2 [141]. 

En la insuficiencia cardiaca, aunque los niveles de Fosfoslamban en los 

cardiomiocitos no varían, la proporción de esta proteína fosforilada es menor y esto 

resulta en un incremento de la inhibición de la actividad de SERCA2 [141]. 

 

 La entrada de Ca2+ a través de los DHPR durante el potencial de acción se 

limita mediante una inactivación dependiente de Ca2+. Es una inactivación de efecto 

local mediada por la unión de la calmodulina en el extremo carboxilo terminal de los 

canales [142, 143]. Los DHPR se localizan principalmente en las zonas de 

confluencia entre el sarcolema y el SR, donde están los RyR [144]. Durante el 

proceso de excitación y contracción, la liberación de Ca2+ por parte del SR mediante 

los RyR también contribuye a la inactivación de la entrada de calcio dependiente de 

calcio [145, 146]. 

 



INTRODUCCIÓN
 

 

54 

 En la contracción cardiaca, la velocidad de conducción de la activación 

eléctrica y la sincronización están determinadas en gran parte por las uniones gap 

[147, 148]. Las conexinas, responsables de la formación de los conexones que a su 

vez forman las uniones gap, son una familia de proteínas con un alto grado de 

homología pero con diferentes propiedades funcionales [149, 150] que según sus 

niveles relativos de expresión influyen en las propiedades de conducción en el 

miocardio y en la predisposición a las arritmias [148, 151]. De hecho, en diferentes 

modelos animales, se comprobó como la carencia de la Cx40 era determinante para 

una bajada en la velocidad de conducción de señales intercelulares y la 

predisposición a las arritmias atriales [152, 153]. 
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6. METABOLISMO LIPÍDICO DE LOS CARDIOMIOCITOS 

 

6.1 METABOLISMO DE ÁCIDOS GRASOS  

 

 El corazón, para mantener su función contráctil, requiere un suministro 

energético continuo y abundante que es aportado, en su mayoría, por la β-oxidación 

de ácidos grasos (AG) y, en menor medida, por la glucosa, el ácido láctico y los 

cuerpos católicos [154]. La energía química almacenada en estos componentes es 

transformada en energía mecánica, para su empleo en la interacción entre actina y 

miosina a nivel de las miofibrillas. Los AG circulantes metabolizados por los 

cardiomiocitos pueden ser AG libres (no esterificados), formando complejos con la 

albúmina derivados de la lipólisis del tejido adiposo, y AG esterificados como TG, 

contenidos en partículas lipoproteicas como VLDL o QM, y liberados por la acción 

de la LPL. 
 

 La LPL, situada principalmente en la superficie luminal del endotelio unida 

a proteoglicanos, media la lipólisis de lipoproteínas ricas en TG. También se ha 

observado su presencia activa en la superficie de los cardiomiocitos, importante para 

la posible captación de lípidos procedentes de lipoproteínas remanentes pequeñas 

capaces de atravesar la barrera endotelial [155]. 

 

 La captación por las células de AG libres puede ser por difusión pasiva o a 

través de receptores como el CD36. Según los resultados obtenidos por Bharadwaj 

et al. [86] en un modelo in vivo, la LPL y el CD36 trabajan en conjunto para mediar 

la captación de AG procedentes de las VLDL. La lipólisis de los TG por la LPL 

genera concentraciones adecuadas de AG libres para su posible captación por el 

receptor CD36. Sin embargo para la internalización de los AG derivados de los QM 

sólo se requeriría a la LPL, pues la hidrólisis de los QM por la enzima genera 
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concentraciones más altas de AG que no son asimilables a través del CD36 y son 

captadas por difusión pasiva. 

 

 La deficiencia específica de LPL en el corazón murino conlleva disfunción 

cardiaca y su delección total resulta en hipertrigliceridemia severa y muerte en 

estado neonatal [156, 157]. 
 

6.2 METABOLISMO DEL COLESTEROL  

 

 Los mecanismos que participan en la transferencia de colesterol en el 

corazón son poco conocidos. El corazón necesita lípidos como el colesterol para su 

funcionamiento normal, aunque su síntesis y su captación, a partir de lipoproteínas 

ricas en CE como las LDL, son mínimas en este tejido [158]. Las VLDL y los QM 

pueden ser fuentes no sólo de TG, sino también de CE en el miocardio [86, 159, 

160]. 

 

 La captación de CE procedente de las VLDL en el corazón es mayor que la 

captación procedente de los QM [159]. La LPL, al igual que en el caso de los TG, 

también ayuda a la captación de CE derivado de las VLDL [86] gracias tanto a su 

actividad enzimática, como a su función de puente entre la lipoproteína y su receptor 

[161]. La deficiencia en el corazón de la LPL reduce la captación de CE de las 

VLDL. La internalización de CE podría ocurrir como la internalización de toda la 

partícula lipoproteica o a través de una captación lipídica selectiva. Algunos autores 

mostraron una vía independiente de los receptores de las LDL para el suministro de 

CE procedente de lipoproteínas ricas en TG al corazón [160]. 
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6.3 ACUMULACIÓN LIPÍDICA EN EL CORAZÓN 

 
 El tejido adiposo almacena lípidos como fuente de energía en condiciones 

normales. Sin embargo, en situaciones patológicas los lípidos neutros como CE y 

TG pueden sobreacumularse en tejidos no adiposos (esteatosis), como el miocardio, 

con consecuencias deletéreas debido a su vulnerabilidad a los productos tóxicos de 

la degradación de estos lípidos [162]. 
 

 La esteatosis en el miocardio está asociada a la lipotoxicidad cardiaca 

(resistencia a la insulina en el corazón, apoptosis celular, cardiomiopatía e 

insuficiencia cardiaca) y se ha observado en condiciones fisiopatológicas como la 

diabetes [163, 164], la obesidad [165], la cardiopatía genética [166] y la isquemia 

cardiaca [167, 168]. 
 

6.3.1 ACUMULACIÓN DE TRIGLICÉRIDOS 

 

 La obesidad y la enfermedad cardiovascular están asociadas con la esteatosis 

y deposición lipídica, principalmente de AG libres, en tejidos no adiposos. Aunque 

inicialmente los órganos pueden almacenar algunos de estos lípidos como los TG, el 

exceso en la deposición lipídica resulta en la hipertrofia e hiperplasia de las células 

de estos tejidos con el fin de acomodar la entrada en exceso de AG.  

 

 La acumulación promueve una ineficiente oxidación de los lípidos que 

resulta en la acumulación de especies lipídicas tóxicas que alteran la señalización 

celular [169], la disfunción mitocondrial [170] y la apoptosis [171]. 

 

 La disfunción cardiaca inducida por la sobreacumulación lipídica ha sido 

relacionada con alteraciones en vías celulares como el estrés en el retículo 

endoplásmico [172] y la disfunción mitocondrial [173], ambas inductoras de 
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apoptosis. Se han propuesto múltiples mediadores de los efectos lipotóxicos, como 

ROS, NO, ceramida, fosfatidilinositol-3-quinasa, ligando de receptores nucleares 

PPAR, leptina y otras adipoquinas [174, 175]. 

 

 Durante la sobreacumulación lipídica se produce una hiperactivación de la 

β-oxidación de los AG en la mitocondria que lleva a la formación excesiva de ROS, 

a la modulación de SERCA2 y al origen de fibrosis e hipertrofia miocárdica. 

Además, la modulación de la expresión de SERCA2 se relaciona directamente con la 

alteración de la función sistólica y diastólica del corazón, alterándose la contracción 

cardiaca. A medida que los AG se acumulan como TG se acaba la capacidad de 

almacenamiento, y los AG se oxidan ineficientemente generando especies lipídicas 

intermedias como la ceramida, que contribuyen a la fibrosis, a la hipertrofia y a la 

disfunción contráctil y metabólica [174-176]. 

 

 De la misma forma que los TG derivados de AG libres circulantes, los 

lípidos derivados de lipoproteínas ricas en TG también pueden producir 

lipotoxicidad cuando se sobreacumulan. Yagyu et al. [155] en un modelo murino de 

cardiomiopatía inducida por lipotoxicidad observó que la exposición a partículas 

ricas en TG, como QM y VLDL, aumenta la captación de varias fracciones lipídicas 

(AG y CE) y produce anormalidades metabólicas asociadas con la cardiomiopatía 

lipotóxica. 

 

6.3.2 ACUMULACIÓN DE COLESTEROL 

 

 Aunque los altos niveles de colesterol en sangre son un factor de riesgo para 

la enfermedad arterial coronaria poco se sabe acerca de los efectos de la 

hipercolesterolemia en la función cardiaca. Diferentes estudios mostraron que altos 

niveles de colesterol en el miocardio dan lugar a fenómenos de lipotoxicidad 

cardiaca [155, 177]. En condiciones de hipercolesterolemia en modelos murinos, se 
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altera la contractibilidad miocárdica, incrementa el contenido de colesterol en las 

membranas, se reduce la expresión de SERCA2 y su capacidad de captación de Ca2+ 

[178]. También otros resultados de Luo et al. [179] en las mismas condiciones 

muestran además una reducción en la expresión de RyR y un aumento en los niveles 

de NCX en el cardiomiocito. 
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7. ATEROSCLEROSIS E ISQUEMIA CARDIACA 

 

 La aterosclerosis y trombosis pueden originar una reducción total o parcial 

del flujo sanguíneo de las arterias coronarias limitando la irrigación del miocardio y 

desencadenando el fenómeno de isquemia cardiaca (Figura 11.). Este proceso está 

caracterizado por no satisfacer la demanda de nutrientes y oxígeno ni de la pared 

arterial ni del tejido cardiaco. La isquemia cardiaca finaliza con el daño tisular por 

necrosis, las alteraciones en el metabolismo celular y una disfunción generalizada 

del corazón. 

 

 
 

Figura 11. Isquemia cardiaca. Representación gráfica de un corazón con isquemia cardiaca y necrosis producida 

por el bloqueo aterosclerótico de una arteria coronaria (www.queensheart.org). 

 

 La disminución de la concentración de oxígeno o hipoxia es un evento clave 

para el inicio de rápidos procesos adaptativos por las células con el fin de asegurar 

su supervivencia y la del tejido. La concentración de oxígeno es importante en la 

regulación de procesos como el crecimiento, el desarrollo, el metabolismo, la 

homeostasis del pH y la angiogénesis. Además la hipoxia juega un papel en 

numerosas enfermedades humanas entre las que destacan las enfermedades 

Arteria 
coronaria 
bloqueada 

Necrosis 
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vasculares, las condiciones inflamatorias o el cáncer [180, 181]. La presión parcial 

de oxígeno en el cuerpo se sitúa entre los 150 mm Hg (21% O2), en las vías aéreas 

superiores, y los 5 mm Hg (~1% O2) en la retina [182]. Los niveles de oxígeno 

considerados como hipóxicos varían, pero en la mayoría de los tejidos se 

desencadena una respuesta hipóxica por debajo de los 40 mm Hg (~6% O2) [183]. 

 

7.1 FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN INDUCIBLE POR LA HIPOXIA (HIF) 

 

 Muchas de las respuestas celulares a la hipoxia están orquestadas por los 

factores de transcripción inducibles por la hipoxia (HIF), que regulan la expresión de 

un amplio grupo de genes en las células hipóxicas. Estos factores de transcripción 

son heterodímeros compuestos por dos subunidades que se expresan de forma 

constitutiva: HIF-1α (120 kDa) y HIF-1β (91–94 kDa). HIF-1β no se altera en 

presencia de oxígeno, pero es necesario para la formación del complejo funcional 

HIF-1. El heterodímero HIF-1α/β se une a las secuencias con elementos de respuesta 

a la hipoxia (HRE) presentes en los promotores de sus genes diana [184] para su 

regulación transcripcional que media las respuestas de adaptación a la hipoxia. Los 

productos de estos genes median la restauración de la oxigenación y limitan el daño 

tisular. HIF activa de forma rápida genes que promueven la eritropoyesis y la 

angiogénesis como el de la eritropoyetina (EPO) y el del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) [185] respectivamente. La angiogénesis es beneficiosa 

en casos con problemas de perfusión que llevan al daño tisular. Durante el infarto de 

miocardio, la isquemia induce el desarrollo de vasos colaterales con el fin de superar 

la estenosis y reducir el tamaño de la zona infartada con el menor deterioro 

funcional posible [186, 187]. Sin embargo, también puede facilitar vascularizaciones 

no beneficiosas como ocurre en el caso de los tumores. 
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7.2 HIPÓXIA MIOCÁRDICA 

 

 El corazón es un órgano muy sensible a la concentración de oxígeno debido 

a su alto consumo metabólico y energético, necesario para su correcto 

funcionamiento. La oclusión luminal en las arterias coronarias tras una estenosis 

progresiva, consecuencia de la aterosclerosis, origina una reducción del flujo 

sanguíneo que transporta nutrientes y oxígeno al miocardio [188]. Este hecho 

desencadena la isquemia cardiaca, la cual puede presentar diferentes síntomas y 

consecuencias como la actividad arrítmica del corazón, la angina de pecho, la 

insuficiencia cardiaca o el infarto agudo de miocardio [189]. Cuando la hipoxia es 

por tiempo prolongado se desencadenan respuestas celulares apoptóticas [190], 

alteraciones en los potenciales de membrana [191] o hipertrofia en los 

cardiomiocitos que resultan en una disfunción global del miocardio. La angiogénesis 

mediada por VEGF y HIF-1α en respuesta a la hipoxia también contribuye al 

remodelado cardiaco. Estos cambios, aunque en principio son para paliar y adaptarse 

a la situación hipóxica, a largo plazo desencadenan hipertensión pulmonar, fibrosis 

miocárdica, hipertrofia ventricular, y finalmente insuficiencia cardiaca crónica 

[189]. 

 

 La respuesta temprana inductora de la expresión de HIF-1α frente a la 

isquemia se ha observado en pacientes y modelos animales [192]. El papel de 

rescate frente al daño isquémico de HIF-1α se hace evidente al deleccionarlo 

selectivamente en los cardiomiocitos, ya que se reduce la vascularización y la 

función cardiaca. Los animales knockout homocigotos para HIF-1α (HIF-1α−/−) son 

letales en fase embrionaria, sin embargo los heterocigotos (HIF-1α+/−) son viables y 

tienen una función cardiaca normal. En situaciones de isquemia cardiaca transitoria 

los heterocigotos están significativamente más predispuestos a sufrir alteraciones en 

la contractibilidad e insuficiencia cardiaca [193]. 
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Durante la isquemia transitoria se puede producir una respuesta de 

precondicionamiento protectora del miocardio, potencialmente influenciada por HIF, 

donde se mejora la llegada del oxígeno mediante la angiogénesis, se consigue un 

metabolismo más eficiente y se preserva la funcionalidad mitocondrial. Además la 

producción elevada de enzimas antioxidantes previene el daño generado por ROS 

durante la reperfusión. Un estudio in vivo usando pequeños RNA de interferencia 

(siRNA) mostró que un siRNA anti HIF-1α disminuye el efecto cardioprotector del 

precondicionamiento, mientras que un siRNA contra la PHD2, que media la 

degradación de HIF-1α, incrementa los niveles de HIF-1α y mejora la protección 

cardiaca [194].  

 

 Para la recuperación funcional y viabilidad a largo plazo de un órgano en 

condiciones de isquemia es muy importante la llegada de nueva sangre oxigenada en 

un proceso conocido como reperfusión. Sin embargo, la isquemia-reperfusión 

origina daño y lesiones serias al producir una gran respuesta inflamatoria, liberación 

de radicales libres, proteasas y apoptosis celular [195]. La reducción de la 

degradación de HIF-1α en corazón debida a supresión transgénica de la PHD2, 

disminuye la sensibilidad al daño causado por la isquemia-reperfusión [196]. 

 

7.3 ALTERACIONES EN EL MANEJO DEL CALCIO Y LA FUNCIÓN 

CONTRÁCTIL EN EL MIOCARDIO ISQUÉMICO 

 

 La hipoxia genera estrés dentro de la célula, en el retículo sarcoplásmico 

[197], como consecuencia de la carencia de oxígeno y rompiendo la homeostasis del 

calcio. Las bajas concentraciones de oxígeno provocan un incremento intracelular de 

Ca2+ [198] debido al incremento en su captación, a través del aumento de canales de 

Ca2+ tipo L o DHPR [199], y a la liberación de Ca2+ desde el SR. En conjunto, se 

producen múltiples efectos dañinos que incluyen la desorganización de miotúbulos, 
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la disfunción mitocondrial [200], el incremento en la formación de radicales libres 

[201], el daño en el sarcolema [202] y, finalmente, la necrosis o apoptosis [200]. 

 

En modelos knockout heterocigotos para HIF-1α+/− con isquemia cardiaca 

transitoria hay mayor predisposición a sufrir alteraciones en la contractibilidad 

debidas a la disminución de la movilización y del almacenamiento de Ca2+ 

intracelular [193]. Las alteraciones en la contractibilidad cardiaca son causadas por 

la pérdida de proteínas del manejo del calcio como SERCA2, que puede ser regulada 

negativamente por HIF-1α de forma directa [203] o indirecta a través de la 

producción de ROS [204], pero recientemente se ha descrito que la hipoxia puede 

suprimir la expresión de SERCA2 través de HIF-1 de una forma directa [203]. 

 

7.4 ACUMULACIÓN LIPÍDICA EN EL MIOCARDIO ISQUÉMICO 

 

Durante la isquemia se acumulan vacuolas lipídicas en el corazón. Esta 

acumulación de lípidos neutros, principalmente TG, se ha descrito en diferentes 

modelos animales de isquemia miocárdica [88, 167, 168, 205]. La acumulación 

lipídica en el miocardio ocurre en la periferia de las zonas infartadas [168, 206] y, en 

general, está asociada a los efectos nocivos de la lipotoxicidad, que eran observados 

en situaciones patológicas como la diabetes [163, 164], la obesidad [165]o la 

isquemia cardiaca. [167, 168]. 

 

En un estudio con pacientes de infarto de miocardio crónico se observó una 

prevalencia de acumulación lipídica del 68% en las zonas próximas al infarto 

(Figura 12.) [207]. Los pacientes con acumulación tenían unas zonas infartadas 

mayores y una disminución en la función regional. Además, la deposición lipídica se 

correlacionaba con el volumen del infarto, la fracción de expulsión, el volumen 

diastólico final y el volumen sistólico final del ventrículo izquierdo. Por otro lado, 
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en modelos animales, se ha demostrado que la dislipemia potencia las alteraciones 

cardiacas ya inducidas por la propia isquemia [208, 209]. 

 

   
 

Figura 12. Acumulación lipídica en el miocardio humano. Deposición lipídica (flechas) en áreas próximas al 

infarto de miocardio en tres pacientes [207]. 

 

La acumulación de TG en el corazón isquémico puede explicarse, en parte, 

por el cambio metabólico desde la β-oxidación de AG hacia la glucólisis con el fin 

de generar energía en condiciones anaeróbicas [88, 210]. Sin embargo no está claro 

si únicamente es esta adaptación metabólica la responsable de esta acumulación, o si 

están implicados otros factores como el incremento de la síntesis endógena de AG o 

el aumento de la captación lipídica que puede inducir lipotoxicidad. En el caso de 

los TG, el mayor aporte de AG al corazón durante la isquemia puede ser facilitado 

por la actividad de la LPL cardiaca, que se ha observado incrementada en un modelo 

de isquemia-reperfusión in vivo [211], o por el receptor de AG CD36 [87], que 

también aumenta su expresión en condiciones de hipoxia, aunque no es claro su 

papel en la sobreacumulación lipídica durante la isquemia cardiaca. La expresión de 

los PG también se ve incrementada por la hipoxia en varios tipos celulares [212-214] 

y podría participar en la sobreacumulación de lípido colaborando con algún receptor 

lipoproteico. Por otro lado, en situación de isquemia se incrementa la expresión del 

receptor de las VLDL y la internalización de lipoproteínas, promoviendo la 

lipotoxicidad y sus consecuencias en el corazón isquémico [88]. 

 

 La acumulación de TG podría ser contemplada como una estrategia 

defensiva que secuestra AG limitando la formación de especies lipídicas tóxicas, y 
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que finalmente desencadenan un daño funcional en el corazón [176]. La 

acumulación de vacuolas lipídicas formadas por la adición de AG libres, pueden 

llegar a proteger contra la apoptosis celular mediante la canalización de los AG 

libres hacia la creación de reservas de TG [215]. Las vacuolas lipídicas también 

podrían proporcionar protección contra la muerte celular ocasionada en procesos de 

isquemia-reperfusión secuestrando el exceso de AG libres y de Ca2+ libre [216]. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

1. CULTIVOS CELULARES 

 

1.1 CARDIOMIOCITOS HL-1 

 

La línea celular murina de cardiomiocitos atriales auriculares HL-1 fue 

generada por el Dr. W.C. Claycomb (Louisiana State University Medical Centre, 

New Orleans, LA, USA) y proporcionada amablemente por el Dr. U Rauch (Charité-

Universitätmedizin Berlin). Estas células mantienen características fenotípicas de 

cardiomiocitos adultos tales como la presencia de miofibrillas altamente ordenadas y 

uniones cardio-específicas en forma de discos intercalados así como la presencia de 

corrientes de potasio importantes en la despolarización cardiaca como el IKr y una 

ultraestructura similar a la de los cultivos primarios de cardiomiocitos atriales 

adultos [217, 218]. 

 

Las células HL-1 se cultivaron en Medio Claycomb (JRH Biosciences, 

Lenexa, KS, USA) complementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS) 

(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), norepinefrina 100 μM, penicilina 100 

U/mL, estreptomicina 100 μg/mL y L-Glutamina 2 mM (Sigma Chemical Company, 

St. Louis, MO, USA) en placas de plástico recubiertas por 12,5 µg/mL fibronectina 

y 0,02% gelatina. El medio de cultivo se renovó cada día hasta alcanzar las células la 

confluencia (Tabla 1.). 
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1.2 CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES DE RATA NEONATA (NRVM) 

 

1.2.1 AISLAMIENTO DE NRVM 

 

El protocolo de estudio fue aprobado por un comité de investigación animal 

de nuestra institución (ICCC-020/DMAH4711) y se llevó a cabo de acuerdo con la 

Guía  para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto 

Nacional de Salud de Estados Unidos (Publicación del NIH Nº 85-23, revisada en 

1996). 

 

Los cultivos de cardiomiocitos ventriculares de rata neonata (NRVM) fueron 

aislados a partir de ventrículos de corazón de ratas Wistar Han de 3-4 días de edad. 

Los neonatos fueron sacrificados por decapitación y a los corazones extraídos se les 

descartaron las aurículas. Las suspensiones celulares se obtuvieron mediante el kit 

Neonatal Cardiomyocyte Isolation System (Worthington Biochemical Corporation) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cardiomiocitos se separaron de los 

fibroblastos cardiacos realizando un preplaqueo en una placa de plástico durante 90 

min, en un incubador con una atmósfera 5% CO2 a 37ºC, con el fin de recoger el 

sobrenadante con las células NRVM aisladas y descartar la placa con los 

fibroblastos adheridos.  

 

1.2.2 CULTIVO DE NRVM 

 

Los cardiomiocitos se sembraron en placas cubiertas con 1% gelatina a una 

densidad de 7,5 x 104 células/cm2  en medio de cultivo 4:1 DMEM:M199 (Gibco) 

suplementado con  5% FBS, 10% suero equino fetal (Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, CA, USA), penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL y Cytosine β-

D-Arabinofuranoside 1μg/mL para inhibir la proliferación de fibroblastos residuales 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

71 

(Tabla 1.). El medio de cultivo se cambió cada dos días. Después de 48 h en cultivo 

los cardiomiocitos NRVM mostraban contracciones espontáneas regulares. Las 

células fueron usadas para los experimentos tras 3-6 días en cultivo. 

 
CARDIOMIOCITOS HL-1  CARDIOMIOCITOS NRVM 

MEDIO COMPLETO  MEDIO COMPLETO 
Medio Claycomb  DMEM:Medio199 (4:1) 
10% FBS  5% FBS 
Norepinefrina 100 μM  10% Suero equino 
Penicilina 100 U/mL  Penicilina 100 U/mL 
Estreptomicina 100 μg/mL  Estreptomicina 100 μg/mL 
L-Glutamina 2 μM    

MEDIO DE QUIESCENCIA  MEDIO DE QUIESCENCIA 
Medio Claycomb  DMEM:Medio199 (4:1) 
0,2% FBS  0% FBS 
Norepinefrina 100 μM  0% Suero equino 
Penicilina 100 U/mL  Penicilina 100 U/mL 
Estreptomicina 100 μg/mL  Estreptomicina 100 μg/mL 
L-Glutamina 2 μM    

MEDIO DE TRATAMIENTO  MEDIO DE TRATAMIENTO 
Medio Claycomb  DMEM:Medio199 (4:1) 
0% FBS  0% FBS 
Norepinefrina 100 μM  0% Suero equino 
Penicilina 100 U/mL  Penicilina 100 U/mL 
Estreptomicina 100 μg/mL  Estreptomicina 100 μg/mL 
L-Glutamina 2 μM    
     

Tabla 1. Composición de los medios de cultivo. 
 

1.3 TRATAMIENTOS 

 

 El día anterior a los tratamientos se llevaron las células, tanto HL-1 

como NRVM, a quiescencia renovando el medio completo por un medio pobre en 

suero (0,2% FBS). Tras 24 h de arresto los tratamientos se llevaron a cabo en medio 

sin suero. (Tabla 1.) Los tratamientos en condiciones de normoxia (21% O2) se 

realizaron en un incubador Nirco con una mezcla de gases consistente de 74% N2 y 

5% CO2 a 37ºC, y los de hipoxia (1% O2) en la cabina-incubador Hypoxic/Anoxic 

Workstation H35 (Don Whitley Scientific Ltd.) con 94% N2 y 5% CO2 a 37ºC. Las 

lipoproteínas fueron añadidas y mantenidas las últimas 12 h de exposición a 
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normoxia o hipoxia (24 h). Las células se recogieron en Tripure Isolation Reagent 

(Roche) para la posterior extracción de RNA y proteína, ó en NaOH 0,1 N para la 

extracción lipídica. 

 

2. MODELO PORCINO IN VIVO DE ISQUEMIA MIOCÁRDICA 

 

El protocolo de estudio fue aprobado por un comité de investigación animal 

de nuestra institución (ICCC-020/DMAH4711) y se llevó a cabo de acuerdo con la 

Guía  para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto 

Nacional de Salud de Estados Unidos (Publicación del NIH Nº 85-23, revisada en 

1996). 

 

El estudio se realizó con un grupo de cerdos macho (Crossbred commercial 

pigs Landrace-Largewhite) que formaban parte de un modelo experimental utilizado 

para analizar los mecanismos moleculares y celulares implicados en el 

remodelamiento cardiaco después de un infarto agudo de miocardio [219, 220]. Se 

utilizó un grupo de animales con una operación falsa como controles. 

 

Doce horas antes de la inducción del infarto una dosis del antiplaquetario 

Clopidogrel 150 mg/kg fue administrada a todos los animales. Parámetros 

hemodinámicos, electrocardiograma (ECG) y temperatura corporal fueron 

monitoreados durante la operación para garantizar los efectos de la anestesia. La 

anestesia fue inducida mediante la inyección intramuscular de Zoletil (tiletamine and 

zolazepam) 7 mg/kg, Dormitory (medetomidin) 7 mg/kg, y atropina 0.03 mg/kg. Al 

comienzo del procedimiento se inició la administración continuada de amiodarone 

(300 mg, 75 mg/h) en todos los cerdos como medida preventiva de arritmias 

ventriculares. En la operación, los animales fueron sometidos a una oclusión de la 

arteria coronaria izquierda anterior descendente (LAD) mediante una angioplastia 

por balón durante 90 min y luego fueron sacrificados con una sobredosis de KCl. Se 
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tomaron muestras del miocardio isquémico en el límite necrótico, y muestras no 

isquémicas para los análisis moleculares. 

 

3. TEJIDO MIOCÁRDICO HUMANO 

 

 Las muestras de tejido miocárdico humano se obtuvieron a partir de 

corazones explantados a pacientes durante transplantes cardiacos realizados en el 

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en Barcelona y el Hospital de la Fe en 

Valencia. Los pacientes fueron funcionalmente clasificados de acuerdo a los 

criterios de la New York Heart Association (NYHA) y recibían tratamiento médico 

de acuerdo a las guías de la Sociedad Europea de Cardiología [221]. 

 

Se emplearon corazones de pacientes fallecidos en accidente de tráfico con 

una funcionalidad ventricular normal y sin historial de enfermedad miocárdica o 

infección activa como muestras controles.  

 

Las muestras de tejido miocárdico fueron obtenidas de la zona periinfártica e 

inmediatamente guardadas a -80ºC. El proyecto fue aprobado por el Comité ´Ético 

local de los hospitales de La Fe y Sant Pau, y llevado a cabo de acuerdo a la 

Declaración de Helsinki. 

 

En el procesamiento de la muestras se molió el tejido ventricular en 

nitrógeno liquido con un mortero hasta quedar un polvo fino que después se 

homogenizó en NaOH 0,1 N para la extracción lipídica o en Tripure Isolation 

Reagent (Roche) para la posterior extracción de RNA y proteína. 
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4. LÍPOPROTEÍNAS 

 

4.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LIPOPROTEÍNAS 

HUMANAS 

 

4.1.1 AISLAMIENTO 

 

Las lipoproteínas humanas utilizadas en los tratamientos de los cultivos 

celulares fueron obtenidas de una mezcla de sueros normolipémicos de donantes 

voluntarios del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona. El aislamiento se basa en 

una serie de ultracentrifugaciones secuenciales con el fin de separar las fracciones de 

lipoproteínas sanguíneas existentes en función de la diferencia de densidad existente 

entre ellas (Tabla 2.) [222]. 

 

LIPOPROTEÍNAS DENSIDAD (g/mL) 
Quilomicrones Menor de 0,96 
VLDL 0,96-1,006 
IDL 1,006-1,019 
LDL 1,019-1,063 
HDL 1,063-1,210 
  
Tabla 2. Clasificación de lipoproteínas según su densidad. 

 

Las lipoproteínas utilizadas en los tratamientos fueron las VLDL (densidad 

0,96-1,006 g/mL) y las LDL (densidad 1,019-1,063 g/mL). Para su aislamiento se 

prepararon tres soluciones de densidad diferentes. La primera, que sirve de solución 

madre para la realización de las demás, es la de densidad 1,006 g/mL (Tabla 3.). Las 

soluciones de densidad 1,019 g/mL y 1,063 g/mL se prepararon añadiendo bromuro 

de potasio (KBr) a la solución madre de 1,006 g/mL. 
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SOLUCIÓN DENSIDAD 1,006 g/mL 
Cloranfenicol 15,5 mM 
NaCl 0,2 M 
EDTA tetrasodio 1 mM 
EDTA disodio 0,8 mM 
Sulfato de Gentamicina 0,1 mM 
Azida de sodio 8 mM 
(solución en H2O destilada, pH 7.4) 
 

Tabla 3. Composición de la solución de densidad 1,006 g/mL 
 

Aislamiento de VLDL e IDL: Inicialmente, el suero se centrifugó a 36000 

rpm a 4ºC durante 30 min para conseguir descartar la fase superior menos densa de 

color blanco con el fin eliminar los quilomicrones (QM). Una vez descartados los 

QM, se añadió KBr al suero para llevar su densidad de 1,006 g/mL a 1,019 g/mL y 

se repartió en tubos de ultracentrífuga. Encima del suero se añadió lentamente la 

solución de densidad 1,019 g/mL, preparada anteriormente, para formar dos fases, la 

superior con la solución de densidad y la inferior con el suero. Después se centrifugó 

todo a 36000 rpm, a 4ºC durante 18 h para aislar del suero la resultante fase superior 

blanca formada por VLDL e IDL. La fase con las VLDL se guarda protegida de la 

luz  a 4ºC. 

 

Aislamiento de LDL: Tras el aislamiento de las VLDL e IDL, se eliminó la 

solución de densidad de la parte superior de los tubos y se juntaron los sueros 

restantes. Se añadió KBr otra vez al suero para llevar su densidad de 1,019 g/mL a 

1,063 g/mL y se repartió en tubos de ultracentrífuga. Se añadió encima del suero la 

solución de densidad 1,063 g/mL, preparada anteriormente, para formar dos fases, la 

superior con la solución de densidad y la inferior con el suero. Después se centrifugó 

todo a 36000 rpm, a 4ºC durante 18 h para aislar del suero la resultante fase superior 

que se separó, esta vez con las LDL y se guardaron también protegidas de la luz a 

4ºC. 
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Una vez aisladas las fracciones lipoproteicas es necesario dializarlas 2 horas 

en tampón de diálisis 1X (Tabla 4.), 18 horas en tampón de diálisis 1X y 2 horas en 

una solución NaCl 0,15 M. 

 
TAMPÓN DE DIÁLISIS 10X 

NaCl 1,5 M 
Trizma Base 0,2 M 
EDTA disodio 10 mM 
(solución en H2O destilada) 
 

Tabla 4. Composición del tampón de diálisis 10X 
 

4.1.2 CARACTERIZACIÓN 

 

Concentración proteica: Se utilizó un kit de Pierce (23225) de 

cuantificación de proteína que utiliza el ácido bicinconínico (BCA) y se basa en el 

método de Lowry [223]. Las muestras diluidas y una recta patrón de albúmina 

bovina (BSA) (Pierce) se incubaron durante 30 min a 60ºC para romper la estructura 

lipoproteica y permitir que el BCA pueda reaccionar con determinados aminoácidos 

y producir un compuesto coloreado que absorbe a 562 nm.  

 

Cuantificación del colesterol: La cuantificación del colesterol se realizó 

con un kit comercial (kit RefLab.Brand, 139-204) basado en el método de Allain 

[Allain et al, 1974]. Se utilizó un estándar de colesterol para cuantificar las muestras. 

El producto de la reacción se midió a 510 nm.  

 

Análisis del grado de oxidación: Se analizó la oxidación de las 

lipoproteínas mediante el ensayo TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances, 

Janssen Chimica), que analiza indirectamente la concentración de sustancias que 

reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBA). El malondialdehido (MDA), producto 

secundario de autooxidación de los ácidos grasos con tres o más dobles enlaces, 

sufre una reacción con el TBA y produce un cromóforo de color rosa que se detecta 
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a 532 nm. Utilizando una recta patrón de MDA (Janssen Chimica), se consideró que 

las muestras no están oxidadas cuando los valores de TBARS están por debajo de 

1,2 nmol MDA/mg de proteína de LDL. 

 

Movilidad electroforética: La movilidad electroforética se analizó 

utilizando un gel comercial 0,5% agarosa (Paragon Lipoprotein Electrophoresis kit, 

Beckman Coulter), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Las 

lipoproteínas se separaron según su carga y masa comprobando así el correcto 

aislamiento de las VLDL y las LDL. 

 

4.2 MODIFICACIÓN DE LAS LDL POR AGREGACIÓN 

 

Las LDL nativas aisladas a partir de sueros normolipémicos se llevaron a 

una concentración de 1mg/mL diluyéndolas en tampón PBS (Tampón fosfato salino: 

KCl 2,7 mM; NaCl 0,137 M; KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4 20 mM; pH 7,4) y se 

agitaron en un agitador vortex intensamente durante 4 min a temperatura ambiente 

(T.A.). Después se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min a T.A. para precipitar 

las LDLag y se descartó el sobrenadante. Las LDLag se resuspendieron en PBS 

hasta una concentración proteica de 1mg/mL [41, 73, 224]. Estas LDLag obtenidas 

de forma mecánica presentan similar ultraestructura y funcionalidad a las obtenidas 

por incubación con versicán [80]. 

 

4.3 ACUMULACIÓN LIPÍDICA INTRACELULAR 

 

El estudio de la acumulación intracelular de colesterol esterificado (CE), 

triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) procedente de las lipoproteínas se realizó 

por cromatografía en capa fina (CCF) a partir de los extractos lipídicos celulares. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

78 

4.3.1 EXTRACCIÓN LIPÍDICA 

 

Las células, una vez tratadas, se lavaron exhaustivamente un par de veces de 

forma secuencial con: PBS, PBS-1%BSA , PBS-1%BSA-Heparina 100 U/mL, PBS-

1%BSA y PBS para eliminar las lipoproteínas adheridas en el exterior de las 

membranas plasmáticas. A continuación, se adicionó 1 mL de NaOH 0,1N para lisar 

las células y se cuantificó el contenido proteico de los extractos para poder 

normalizar los valores de acumulación lipídica por cantidad de proteína. Para la 

extracción lipídica del tejido miocárdico, se pulverizaron las muestras en nitrógeno 

liquido con un mortero y se pesaron 5 mg de cada muestra para homogenizar 

también en 1 mL de NaOH 0,1N. 

 

El protocolo de extracción lipídica utilizado es una modificación del método 

descrito por Bligh [225]. Se mezclaron 600 μL de extracto con 400 μL de H2O y 3 

mL de una solución de diclorometano-metanol (1:2). Tras una agitación intensa de 

10 s en un agitador vortex, se añadió 1 mL más de diclorometano y se volvió a agitar 

otros 10 s. La mezcla se centrifugó a 3500 rpm durante 15 min y se obtuvieron una 

fase superior acuosa y una fase inferior orgánica con el contenido lipídico 

intracelular que es la que se recogió aparte. Se repitió el proceso con la fase acuosa 

añadiéndole 1 mL más de diclorometano, agitando y centrifugando otros 15 min a 

3500 rpm. La nueva fase orgánica inferior se juntó con la anterior. Finalmente, la 

muestra se concentró evaporando el solvente orgánico bajo una corriente de N2 para 

evitar la oxidación de los lípidos.  

 

4.3.2 CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA 

 

Las muestras concentradas se resuspendieron en 100 μL de diclorometano, 

se agitaron en un vortex y se cargaron en una placa de sílica de cromatografía (DC-

Fertigplatten SIL G-24 UV). En cada placa se cargaron además estándares con una 
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concentración conocida de FC, CE y TG para poder cuantificar las muestras. Se 

corrieron dos fases móviles diferentes. La primera fase, compuesta por una mezcla 

de heptano:dietil-éter:ácido acético (74:21:4, vol:vol:vol), separó los diferentes 

lípidos existentes en la muestra. La segunda fase, compuesta por heptano, arrastró 

los lípidos que no interesaban con el frente. Después de correr las fases móviles se 

secó la placa y se tiñó durante 1 min con una solución al 5% ácido fosfomolíbdico y 

5% ácido sulfúrico en etanol [226]. A continuación se dejaron secar a temperatura 

ambiente y luego se calentaron a 100ºC durante 7 min. La composición lipídica en 

CE, TG y FC se observó como bandas azules cuantificables con el programa 

Quantity One (Bio Rad) tras ser captadas las placas por densitometría con el 

Chemidoc XRC (Bio Rad).  

 

4.4 MARCAJE RADIOACTIVO DE VLDL HUMANAS 

 

El colesterol esterificado y los triglicéridos de partículas VLDL procedentes 

de plasma humano se marcaron radiactivamente siguiendo el protocolo de Merkel et 

al 2002 [227]. Se recubrió el fondo de un matraz de vidrio con cholesteryl-1,2,- 3H-

(N) (125 µCi) y glycerol trioleate [14C] (25 µCi) (PerkinElmer Life Sciences) 

mediante la evaporación del solvente orgánico, en el que se encontraban 

resuspendidos los componentes radioactivos, en un baño de agua a 37ºC en 

condiciones de rotación y vacío. A continuación se añadieron 50 mL de plasma 

humano al matraz con las moléculas radiactivas y se incubaron 20 h a 37ºC con 

rotación y vacío. A partir de este plasma se aislaron por ultracentrifugación 

secuencial, diálisis y filtrado las VLDL doblemente marcadas (con tritio el colesterol 

esterificado y con 14C los triglicéridos). 

 

Las células HL-1 del Artículo 1 de esta tesis fueron expuestas a las VLDL 

doblemente marcadas (1,8 mM) durante 18 h en normoxia o hipoxia. Al final de la 

incubación, las células fueron lavadas exhaustivamente y recogidas en NaOH 0,10 N 
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para su extracción lipídica. La radiactividad se determinó en 50μL de los 

homogenados celulares en un contador de centelleo LS6500 multipurpose (Beckman 

Coulter) y las cuentas se normalizaron por la cantidad total de proteína de las 

células. 

 

4.5 MARCAJE DE VLDL HUMANAS CON DII 

 

 Las VLDL obtenidas de los sueros normocolesterolémicos fueron marcadas 

con 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine (DiI) al incubar VLDL 1 

mg/mL en PBS-0,5% BSA con 100 μL de DiI en DMSO (3 mg/mL) durante 8 h a 

37ºC. Después la densidad de la solución de VLDL fue ajustada a 1.019 mg/mL y 

las VLDL fueron reaisladas, dializadas y filtradas. 

 

 Las células HL-1 del Artículo 1 de esta tesis fueron expuestas a las VLDL-

DiI (1,8 mM) durante 24 h en normoxia o hipoxia. Al final de la incubación, las 

células fueron lavadas exhaustivamente con PBS, fijadas con 4% paraformaldehido 

en PBS, y visualizadas por microscopía confocal (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar, 

Germany). 

 

5. BIOLOGÍA CELULAR 

 

5.1 GENERACIÓN DE CARDIOMIOCITOS DEFICIENTES EN LRP1  

 

5.1.1 DISEÑO Y PRODUCCIÓN DE PARTÍCULAS LENTIVÍRICAS 

 

Se diseñaron tres secuencias de RNA de interferencia (miR RNAi 

XM_1919; _8223 and _8531, número de acceso: XM_001056970), clonadas en el 
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plásmido pLenti 6.4-CMV-MSGW (Invitrogen), para silenciar la expresión del 

LRP1. Un plásmido control negativo (pcDNATM 6.2-GW/miR negative control, 

Invitrogen) también fue utilizado. Las secuencias de los miR RNAi se detallan en la 

Figura 1. 

 

controlccontrol

 
 

Figura 1. Secuencias de los miR-RNAi empleados para silenciar la expresión del LRP1 

 

La producción de los lentivirus se realizó en las células embriónicas 

humanas de riñón 293T. El día antes de la transfección, 3x106 células 293T fueron 

sembradas en placas de 10 cm2. El vector de transferencia lentivírico (pLenti 6.4-

CMV-MSGW/miR, 6 μg) junto a un plásmido con la envoltura vírica (pMD-G-

VSV-G, 2 μg) y una construcción de empaquetamiento (pCMV-ΔR8,2; 4 μg) fueron 

mezclados con cloruro sódico 150 mM. La mezcla se añadió a 250 μL de PEI-NaCl 

solution (Polyplus transfection) y se incubó a T.A. durante 20 min. Esta solución de 

DNA fue añadida gota a gota a las placas de células 293T y se incubó durante 16 h a 

37ºC con una atmósfera al 5% de CO2. Al día siguiente se eliminó la solución de 

transfección y se le añadió medio sin suero bovino fetal (FBS) durante 48 h. Pasado 

este tiempo, se recogió el sobrenadante, se centrifugó y se filtró a través de un filtro 
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de unión de proteínas pequeñas de 0,45 μM (Corning, Bath, Reino Unido). El 

sobrenadante filtrado fue concentrado con un filtro Amicon Ultra Centrifugal Filters 

(Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

5.1.2 GENERACIÓN DE CARDIOMIOCITOS DEFIENTES EN LRP1 

 

Los stocks de lentivirus y los controles negativos generados a partir de las 

construcciones resultantes se seleccionaron con el antibiótico blasticidina ya que los 

plásmidos utilizados aportaban el gen de resistencia. Con el fin de crear un stock de 

células HL-1 deficientes en LRP1 que pudieran dividirse indefinidamente 

manteniendo el silenciamiento, los cardiomiocitos fueron transducidos establemente 

con lentivirus en una relación de 10 MOI (10 virus/1célula, MOI: multiplicity of 

infection) y mantenidos en medio completo durante tres días. Tras esto, se cambió el 

medio de cultivo por medio completo suplementado con blasticidina 10 μg/mL, que 

se renovó cada dos días hasta que sólo sobrevivieron las colonias más resistentes al 

antibiótico. Los cultivos con mayor silenciamiento del LRP1 fueron seleccionados, 

congelados y usados en posteriores experimentos. En el caso de NRVM se realizó 

incubando las células junto a los lentivirus con una relación de 10 MOI en medio 

completo durante 18 h. Después se cambió el medio por medio fresco completo con 

blasticidina (10 µg/mL). En estos cultivos primarios el silenciamiento fue puntual en 

cada experimento determinado debido a que en cada sacrificio de ratas se obtienen 

células nuevas que no se subcultivan. 

 

5.2 ESTUDIO DE LA INTERNALIZACIÓN DE GLUTAMINA EN HL-1 

 

En el Artículo 1 de la tesis se observó un incremento de la acumulación 

lipídica derivada de las VLDL en cardiomiocitos HL-1 sometidos a hipoxia. Para 

descartar que este efecto pudiese ser una respuesta inespecífica de las células 
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ocurrente bajo hipoxia, incubamos los cardiomiocitos con glutamina marcada 

radioactivamente (L-[3,4-3H(N)]-Glutamine, Perkin-Elmer) 2μM durante 18 h. Las 

células se recogieron en NaOH 0,10 N y la radiactividad se determinó en 50 μL de 

los homogenados celulares en un contador de centelleo LS6500 multipurpose 

(Beckman Coulter) y las cuentas se normalizaron por la cantidad total de proteína 

total en las células. 

 

5.3 DETECCIÓN DE CÉLULAS HL-1 APOPTÓTICAS 

 

 Con el propósito de averiguar si los tratamientos de VLDL e hipoxia 

aplicados a células HL-1 inducen apoptosis, en el artículo 1 de la tesis, se utilizó el 

kit ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International). En este 

kit, el DNA fragmentado de las células apoptóticas es detectado al marcarse 

enzimáticamente el extremo 3’-OH de los fragmentos rotos con nucleótidos 

modificados. Los cultivos celulares fueron fijados con 1% paraformaldehido en PBS 

durante 10 min a T.A. y a continuación permeabilizados con una solución 

etanol:ácido acético (2:1) durante 15 min a -20ºC. Tras esto, se añadió un buffer con 

los nucleótidos marcados al cultivo celular durante al menos 10 segundos (s) a T.A y 

de seguido la enzima durante 1 h a 37ºC. La reacción se paró con lavados de 10 min 

para incubar posteriormente las células con el anticuerpo conjugado durante 30 min 

a T.A.. Finalmente los cultivos se volvieron a lavar con PBS y se prepararon para 

visualizarlos por microscopía confocal (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar, Germany). 

 

5.4 ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICOS 

 

 Para el artículo 2 de la tesis, durante los trasplantes cardiacos se cortaron 

porciones de tejido miocárdico que fueron sumergidos en una solución fijadora (4% 

paraformaldehido), embebidos en parafina, cortados en secciones seriadas de 5µm 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

84 

de grosor, y colocados en portaobjetos cubiertos con Poly-L-lysine. Los anticuerpos 

primarios empleados fueron monoclonales de conejo anti-LRP1 (Epitomics 2703, 

dilución 1:100), monoclonales de ratón anti-Troponina T (Thermo scientific MS-

295, dilución 1:100) y monoclonales de ratón anti-HIF-1α (Novus NB100-105, 

dilución 1:50). Aproximadamente 2 h antes de poner el anticuerpo primario, las 

secciones fueron lavadas y la actividad peroxidada endógena suprimida con H2O2. 

Las uniones no específicas fueron bloqueadas con suero equino. Los anticuerpos 

primarios se detectaron usando la técnica de la inmunoperoxidasa gracias a la 

afinidad avidina-biotina. Las secciones se incubaron con los anticuerpos secundarios 

biotinilados apropiados (Vector®, dilución 1:200). El cromógeno 3,3’-

diaminobenzidine-haematoxylin fue usado para la tinción nuclear. Las imágenes 

fueron capturadas con un microscopio Nikon Eclipse 80i y digitalizadas con la 

cámara Retiga 1300i Fast (Aumento: 240X). 

 

 En otros experimentos, las secciones fueron incubadas posteriormente con 

un anticuerpo secundario Cy3-conjugado (Jackson Immuno Research Laboratories) 

a 37ºC durante 1 h y los núcleos fueron marcados con Hoechst 33342 (Sigma) 

durante 10 min. Las imágenes fueron capturadas y analizadas con un microscopio 

confocal TCS SP5 (Leica). 

 

5.5 ESTUDIO DEL MANEJO INTRACELULAR DEL CALCIO 

 

 En el artículo 1 y 3 de la tesis, los cardiomiocitos HL-1 fueron expuestos a 

lipoproteínas VLDL y LDL respectivamente, para un posterior estudio de la 

estabilidad y propagación del calcio en cultivos celulares sometidos a diferentes 

frecuencias de estimulación eléctrica. Para detectar cambios en el manejo 

intracelular del calcio, los cultivos de HL-1 se incubaron con el marcador 

fluorescente de calcio fluo-4. El marcaje se calculó en áreas de 1×1 mm2 del cultivo 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

85 

celular mediante la utilización del microscopio confocal de escaneo por resonancia 

(Leica SP5 AOBS) con un objetivo 10X. 

 

Las células se cargaron con fluo-4AM 2,5 μM durante 15 min a T.A. 

seguidos de 30 min de desesterificación. El Fluo-4 se excitó a 488 nm con un láser 

ajustado al 20% de intensidad. La fluorescencia emitida se detectó entre 505 y 650 

nm, y los cambios en el calcio intracelular fueron estimados normalizando la 

fluorescencia emitida (F) con la emisión de fluorescencia basal (F0). Las señales 

emitidas por el calcio fueron detectadas y caracterizadas mediante el software Leica 

LAS o un programa propio que analiza la fluorescencia basal y máxima, y la 

amplitud y duración de la curva de movilización del calcio intracelular.  

 

 En determinados experimentos se indujo una sobrecarga celular de calcio 

añadiéndolo directamente a la placa con el cultivo incrementando su concentración 

hasta 5 mM. Se añadió también 2,2% manitol para mantener la normo-osmolaridad. 

 

Las curvas de movilización del calcio, a un intervalo de estimulación dado, 

se clasificaron como uniformes, alternantes o irregulares de acuerdo a las 

variaciones en la amplitud del patrón de respuesta beat-to-beat que presentaban. El 

patrón de propagación de la movilización del calcio desde una región proximal 

(donde se localizaba el electrodo de estimulación) hasta una región distal, en el 

campo de imagen considerado, fue también clasificado como uniforme, alternante o 

irregular. 
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6. BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

6.1 SILENCIAMIENTO GÉNICO MEDIANTE siRNA DE HIF-1α EN 

CÉLULAS HL-1 

 

En el primer artículo, para silenciar la expresión de HIF-1α en las células 

HL-1 se transfectaron pequeños RNA de interferencia (siRNA) de forma transitoria 

mediante la técnica de la nucleofección. Ésta permite introducir material genético 

externo mediante la electroporación, que permeabiliza la membrana plasmática y 

nuclear.  

 

En la nucleofección se empleó un siRNA específico para HIF-1α (siRNA ID 

4390815, Applied Biosystems) y un siRNA random (Ambion AM 4636) como 

control negativo de la transfección. También se nucleofectaron células en ausencia 

de siRNA que fueron empleadas como controles de la técnica. La nucleofección se 

llevó a cabo con los reactivos incluidos en el AmaxaTM Cell Line NucleofectorTM Kit 

L (VCA-1005, Lonza) y la utilización del programa B-033 del Nucleofector II 

Device (Lonza) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez nucleofectadas 

las células con el siRNA a una concentración de 600 nM, se mantuvieron 48 h en 

medio de cultivo completo. Tras este tiempo, las células se llevaron a quiescencia 

durante 24 h, después se expusieron a normoxia o hipoxia durante los tiempos de 

estudio, y finalmente se recogieron en el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche) 

para aislar el RNA y la proteína. 
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6.2 MUTAGÉNESIS DIRIGIDA DE SECUENCIAS HRE EN 

CONSTRUCCIONES DEL PROMOTOR DEL LRP1 PARA ENSAYOS DE 

ACTIVIDAD LUCIFERASA 

 

Previamente en nuestro grupo se obtuvieron unas construcciones con el 

clonaje de un fragmento del promotor humano del LRP1 (1191 pb, entre las 

posiciones -1305 y +341) en el plásmido comercial pGL3 (Promega) que codifica 

para el gen reportero firefly luciferase [228] que permite analizar la actividad 

transcripcional del promotor en respuesta a distintos estímulos. En el promotor se 

encontraron dos secuencias HRE implicadas en la modulación del LRP1 por la 

hipoxia, mediante delecciones y mutaciones dirigidas del promotor (prescindiendo 

de la secuencia HRE-1, HRE-2 o de ambas) con el kit Quickchange II (Stratagene).  

 

Para estudiar la actividad transcripcional del promotor del LRP1 en las 

células HL-1 en condiciones de hipoxia, se cotransfectaron los cultivos, en placas de 

12 pocillos, con DNA plasmídico 0,5 µg/pocillo (promotor wildtype, mutado y 

truncado), pRL-null 50 ng/pocillo como vector control (Promega) y 2 µL del 

reactivo Lipofectamina (Invitrogen) durante 3 h. Tras esto, se cambió el medio y se 

incubó durante 24 h. Al día siguiente se llevaron las células a quiescencia durante 24 

h más y finalmente se expusieron a normoxia o hipoxia durante 18 h. La actividad 

luciferasa fue medida usando el kit Dual Luciferase Assay y el luminómetro de 

placas (Orion. I, Berthold detection Systems). La firefly luciferase es una enzima 

que oxida la luciferina a oxiluciferina produciendo luminiscencia. La técnica se basa 

en la cuantificación indirecta de la expresión de esta proteína a través de la 

producción de bioluminiscencia. Los valores de luciferasa fueron normalizados por 

la actividad Renilla-luciferasa del vector control. 
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6.3 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA Y PROTEICA 

 

Para la extracción del RNA y proteína totales, las células y el tejido (25 

mg/muestra) se recogieron o disolvieron en TriPure Isolation Reagent (Roche) 

siguiendo las indicaciones del fabricante. El aislamiento se basa en las diferencias de 

solubilidad entre RNA, DNA y proteína en distintos solventes orgánicos.  

 

6.3.1 EXPRESIÓN GÉNICA 

 

 Integridad del RNA: Una vez extraído el RNA total, se comprobó su 

integridad mediante una electroforesis horizontal en un gel 1% agarosa en TBE, 

teñido con bromuro de etidio 0,4 μg/mL. Se mezclaron 1 μL del RNA total, 9 μL de 

H2O autoclavada y 2 μL de colorante azul de bromofenol, y se calentó todo a 65ºC 

durante 10 min antes de cargar las muestras en el gel. Los ácido nucleicos con carga 

negativa por los grupos fosfato migraron al aplicar una corriente eléctrica de 80V a 

través del gel en condiciones de pH neutro [Maniatis et al 1989].La integridad del 

RNA se observó en un transiluminador con luz ultravioleta a 260 nm. 

 

 Concentración del RNA: La cuantificación del RNA total se realizó 

leyendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 260 nm en un 

espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). La relación de 

absorbancias a 260/280 nm indicó la pureza del RNA, y se consideró que las 

relaciones cercanas a 2 son las óptimas. 

 

 Síntesis del cDNA: El cDNA o DNA complementario se sintetizó a partir 

del RNA total mediante la retrotranscripción (RT-PCR) con la enzima transcriptasa 

reversa utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems). En el protocolo se utilizaron secuencias iniciadoras aleatorias como 

primers, dNTP y la enzima MultiscribeTM (incluida en el kit) como transcriptasa 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

89 

reversa. Se mezcló por cada muestra: 1 μg de RNA total, 2 μL de RTbuffer (incluído 

en el kit), 0,8 μL de dNTP, 2 μL de primers aleatorios, 1 μL de enzima 

MultiscribeTM y H2O DEPC (dietil-pirocarbonato) hasta completar un volumen de 20 

μL. La reacción RT-PCR (consistente en 25ºC/10 min, 37ºC/ 2 h y 4ºC) se llevó a 

cabo en un equipo Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). 

 

 PCR a tiempo real (q-RT-PCR): El análisis de la expresión génica se 

realizó por PCR a tiempo real con los equipos PCR-7000 y PCR-7900 Sequence 

Detection System de ABIPRISM (Applied Biosystems). La cuantificación de la 

expresión se realizó utilizando 1 μL de los productos de la RT-PCR (1 μg de RNA 

total), 10 μL de la TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems) con la 

sonda a 200 nM y los primers específicos para cada gen a 300 nM (Assays on 

Demand, Applied Biosystems) (Tabla 5.). 

 

CARDIOMIOCITOS HL-1  CARDIOMIOCITOS NRVM 
GEN REFERENCIA  GEN REFERENCIA 

LRP1 Mm00464601_m1  LRP1 Rn01503901 
VLDLR Mm00443281_m1  VLDLR Rn01498166_m1 
LDLR Mm01151339-M1  LDLR Rn00598440_m1 
SREBP-1 Mm01138344_m1  ARBP Rn00821065_g1 
SREBP-2 Mm01306292_m1    
Bcl2 Rn99999125_m1   MIOCARDIO HUMANO 
BAX Rn01480160_g1  GEN REFERENCIA 
Conexina 40 Mn01264990_m1  LRP1 Hs00233999_m1 
Conexina 43 Mn00439105_m1  VLDLR Hs1045922_m1 
SERCA2 Rn01499537_m1  LDLR Hs00181192_m1 
ARBP Rn00821065_g1  18srRNA 4319413E 
     

Tabla 5. Sondas y oligos comerciales empleados (Assays on Demand, Applied Biosystems) . 
 

En la realización de la q-RT-PCR inicialmente se calentaron las muestras a 

95ºC durante 10 min para activar la DNA polimerasa (AmpliTaq Gold incluida en la 

Taqman Universal Master Mix) y después se realizaron 40 ciclos a 95ºC de 15 s y 

60ºC durante 1 min. Los valores Ct de los genes a estudio se normalizaron en 

función de los valores Ct de genes endógenos (ARBP en ratón y rata, y 18sr RNA en 

humano). 
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6.3.2 EXPRESIÓN PROTEICA 

 

 La proteína total una vez asilada fue resuspendida en 1% dodecilsulfato 

sódico (SDS) y cuantificada con el método del ácido bicinconínico (BCA).  

 

La expresión proteica se analizó mediante la técnica del Western blot. La 

proteína se cargó en un gel de poliacrilamida con el agente desnaturalizante SDS 

para obtener una separación en función del peso molecular y no de la carga. A 

continuación las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. A 

través de la tinción reversible 0,2% Ponceau (Fluka) en 1% ácido acético se 

comprobó la buena transferencia y la cantidad de proteína cargada de las muestras. 

La membrana se bloqueó con 5% leche en polvo o 5% BSA en TBS-Tween20 

(TBS-Tween20: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris Base, pH 7,4; con un 0,05 % de Tween 

20) durante 1 h a T.A. o toda la noche (O/N) a 4ºC. 

 

Una vez bloqueada la membrana se incubó con el anticuerpo primario 

específico disuelto en la solución de bloqueo durante 2 h a T.A. o toda la noche 

(O/N) a 4ºC (Tabla 6 y 7.). Después, se realizaron tres lavados con TBS-Tween20 de 

5 min cada uno. A continuación, se incubó la membrana 1 h con el anticuerpo 

secundario disuelto también en la solución de bloqueo (Tabla 6 y 7.). Tras la 

incubación se realizaron dos lavados con TBS-Tween20 y dos lavados con TBS. Se 

reveló la membrana incubándola con el sustrato SuperSignal West Dura (Pierce), 

que reacciona con la peroxidasa de rábano conjugada al anticuerpo secundario dando 

lugar a un sustrato quimioluminiscente. Esta luminiscencia se captó con el equipo 

Chemidoc XRS (BioRad) y la densidad de las bandas se cuantificó con el programa 

Quantity One (BioRad). 

 

Las membranas reveladas para los genes de estudio se reutilizaron para 

detectar los genes endógenos que sirven como control de la proteína total cargada. 

Primero se deshibridaron las membranas con Restore Western Blot Stripping Buffer, 
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Thermo Scientific) según las indicaciones del fabricante, se volvieron a bloquear y 

se incubaron con los nuevos anticuerpos. 

 
CARDIOMIOCITOS HL-1 y NRVM 

LRP1 cadena β (85 kDa) 
PROTEÍNA 25 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 27031, Monoclonal conejo 

Dilución 1:7000 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
LDLR (140-160 kDa) 
PROTEÍNA 25 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 1956-1, Monoclonal conejo 

Dilución 1:250 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
VLDLR (161 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-18824 Monoclonal ratón 

Dilución 1:100 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
HIF-1α (132 kDa) 
PROTEÍNA 40 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-10790, Policlonal conejo 

Dilución 1:50 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
Caspasa-3 (32 kDa) 
PROTEÍNA 25 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-136219, Monoclonal ratón 

Dilución 1:200 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
SERCA2 (110 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Novus Biologicals NB100-237, Policlonal conejo 

Dilución 1:1000 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
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Conexina40 (40 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Invitrogen 36-4900, Policlonal conejo 

Dilución 1:1000 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
Conexina43 (43 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Sigma-Aldrich C6219, Policlonal conejo 

Dilución 1:8000 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
β-Tubulina (50 kDa) - ENDÓGENO HL-1 
PROTEÍNA Según la membrana que se deshibride 
GEL Condiciones reductoras y no reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO ABCAM ab6046, Monoclonal conejo 

Dilución 1:500 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
GAPDH (37 kDa) - ENDÓGENO NRVM 
PROTEÍNA Según la membrana que se deshibride 
GEL Condiciones reductoras y no reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-20357, Policlonal cabra 

Dilución 1:100 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0160, Conejo anti-cabra 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
     

Tabla 6. Anticuerpos empleados en la técnica WB en HL-1 y NRVM. 
 

 
MIOCARDIO 

LRP1 cadena β (85 kDa) 
PROTEÍNA 25 μg 
GEL Condiciones no reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Research Diagnostics 61067, Monoclonal ratón 

Dilución 1:40 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
LDLR (160 kDa) 
PROTEÍNA 25 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 1956-1, Monoclonal conejo 

Dilución 1:250 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
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VLDLR (143 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-18824 Monoclonal ratón 

Dilución 1:100 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
HIF-1α (92 kDa) 
PROTEÍNA 40 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-10790, Policlonal conejo 

Dilución 1:50 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
VEGF (21 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-152, Policlonal conejo 

Dilución 1:200 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
Troponina T (39 kDa) 
PROTEÍNA 30 μg 
GEL Condiciones reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Thermo Scientific MS-295, Monoclonal ratón 

Dilución 1:500 en 5% leche 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% leche 1 h a T.A.  
β-actina (42 kDa) 
PROTEÍNA Según la membrana que se deshibride 
GEL Condiciones reductoras y no reductoras 
ANTICUERPO PRIMARIO Abcam ab8226, Monoclonal ratón 

Dilución 1:5000 en 5% BSA 2 h a T.A. o O/N 
ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-ratón 

Dilución 1:10000 en 5% BSA 1 h a T.A.  
     

Tabla 7. Anticuerpos empleados en la técnica WB en tejido miocárdico. 
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OBJETIVOS 
 

 La progresión de la aterosclerosis a nivel de las arterias coronarias puede 

desencadenar eventos isquémicos al reducirse el flujo de oxigeno y nutrientes al 

miocardio. Durante el proceso patológico de la isquemia se produce una 

sobreacumulación intracelular de lípidos en las zonas periinfárticas del miocardio al 

cambiar el metabolismo cardiaco. La β-oxidación de ácidos grasos (AG) provee las 

necesidades energéticas normales del corazón, pero en situaciones de isquemia y 

para optimizar la producción de energía se emplea la glucólisis de carbohidratos. 

Esto provoca que los AG que entran en los cardiomiocitos se acumulen convertidos 

en triglicéridos (TG) y ocurran fenómenos de lipotoxicidad.  

 

Las lipoproteínas VLDL, al igual que los quilomicrones, son una fuente 

importante de AG en forma de TG para el corazón, pero estas lipoproteínas también 

transportan ésteres de colesterol (CE) que se internalizan en los cardiomiocitos y 

contribuyen a la cardiomiopatía lipotóxica [155, 177], y la disfunción sistólica y 

diastólica [178]. De la misma forma las lipoproteínas LDL, en situaciones de 

hipercolesterolemia, transportan una importante carga de CE y estudios previos de 

otros grupos en conejos bajo dieta hipercolesterolémica mostraron una relación 

inversa entre los niveles miocárdicos de colesterol y la expresión de la ATPasa del 

retículo sarcoplásmico que transfiere Ca2+ (SERCA2), que es un importante 

regulador en el manejo del calcio intracelular [178]. A pesar de ser bien conocidos 

los efectos dañinos de los altos niveles de colesterol en plasma para el sistema 

cardiovascular, se sabe poco acerca de cómo entran en el cardiomiocito, si se 

acumulan en condiciones de isquemia y las consecuencias funcionales de su 

acúmulo. 

 

 Nos planteamos estudiar el papel del receptor lipoproteico de membrana 

LRP1 de los cardiomiocitos en la captación de colesterol y sus posibles 
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consecuencias funcionales debido a que en nuestro grupo en estudio previos se 

identificó al LRP1 como el receptor de membrana selectivo de colesterol en las 

células musculares lisas vasculares de humanos (VSMC) [73]. Además el LRP1 está 

sobreexpresado por la hipoxia, a través del factor de transcripción HIF-1α [228], y 

en condiciones de hipercolesterolemia, a través de la disminución del factor  de 

transcripción SREBP-2. 

 

Con estos antecedentes nos planteamos como hipótesis de trabajo de esta 

tesis que el receptor LRP1 debería estar sobreexpresado por la hipoxia y los lípidos 

siendo clave en la captación selectiva de colesterol procedente de lipoproteínas  

LDL y VLDL en cardiomiocitos isquémicos, lo que tendría serias repercusiones 

sobre la dinámica del calcio. Nuestros objetivos para confirmar la hipótesis fueron:  

 

1) Analizar el efecto de la hipoxia en la expresión del LRP1 in vitro en 

cardiomiocitos ventriculares neonatales de rata (NRVM) y en la línea de células 

cardiaca HL-1 e in vivo en un modelo porcino de infarto agudo de miocardio. 

 

2) Observar el efecto de las lipoproteínas (LDL), a dosis hipercolesterolémicas, y las 

VLDL, a dosis hipertrigliceridémicas, en los niveles de expresión del LRP1 en el 

miocardio humano. 

 

3) Estudiar el papel del LRP1 en la captación y acumulación lipídica intracelular 

derivada de VLDL y LDL en condiciones de normoxia e hipoxia en cardiomiocitos 

en cultivo y en tejido miocárdico humano estableciendo si es posible una correlación 

entre la expresión del receptor LRP1 y la acumulación lipídica. 

 

4) Comprobar si la captación de lipoproteínas LDL, y su consecuente acumulación 

intracelular, modulan el manejo del calcio y la propagación de señales en los 

cardiomiocitos. Se comprobó la hipótesis de cómo afecta el colesterol de las 
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lipoproteínas LDL sobre la dinámica del calcio, la expresión de SERCA2 y 

conexinas, y la propagación de señales en cultivos celulares de cardiomiocitos HL-1.  
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“Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) mediates hypoxia-

induced very low density lipoproteína-cholesteryl ester uptake and 

accumulation in cardiomyocytes” 

 

“El receptor Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) media la 

captación y acumulación, inducida por la hipoxia, de ésteres de colesterol 
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RESUMEN: 

Objetivos: En el miocardio se acumulan intracelularmente lípidos en condiciones de 

isquemia, y esta deposición grasa está asociada con la disfunción cardiaca. Nuestros 

objetivos fueron analizar el efecto de la hipoxia en la expresión del receptor low-

density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) en cardiomiocitos 
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ventriculares neonatales de rata (NRVM) y en la línea de células cardiaca HL-1, así 

como los mecanismos involucrados; y estudiar el efecto de la hipoxia en los 

receptores lipoproteicos y en el perfil lipídico del miocardio en un modelo porcino in 

vivo de infarto agudo de miocardio. 

 

Métodos y resultados: Resultados de cromatografía en capa fina (CCF) tras la 

extracción lipídica mostraron que la exposición a VLDL de las células HL-1 

conlleva una acumulación de colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG) de 

forma dosis dependiente, y ésta acumulación se ve incrementada en condiciones de 

hipoxia. El silenciamiento génico del receptor LRP1 mediante el uso de lentivirus 

previno la internalización de CE en células HL-1 y NRVM. La sobreexpresión del 

LRP1 inducida por lipopolisacárido (LPS) incrementó específicamente la 

acumulación de CE procedente de VLDL en células NRVM. Además mediante la 

aplicación de un doble marcaje radioactivo a colesterol y triglicéridos de VLDL, 

[3H]CE-[14C]TG-VLDL, encontramos que la deficiencia del LRP1 previno 

específicamente la captación inducida por hipoxia de VLDL-[3H]CE. Finalmente en 

un modelo porcino in vivo de infarto de miocardio, las áreas isquémicas exhibieron 

una regulación al alza del LRP1 y una sobreacumulación dentro del miocardio de 

CE. 

 

Conclusión: Nuestros resultados demuestran que la hipoxia incrementa la expresión 

del LRP1 a través de HIF-1α, y ésta sobreexpresión media la captación y 

acumulación de CE procedente de VLDL en los cardiomiocitos. 

 

 

PARTICIPACIÓN DEL DOCTORANDO: La directora de la tesis Vicenta 

Llorente Cortés da constancia de que el doctorando Roi Cal Pérez-Quevedo 

participó en la elaboración del diseño experimental, el aislamiento y cultivo tanto de 

cardiomiocitos neonatales de rata (NRVM) como de HL-1, la generación y cultivo 

de células HL-1 deficientes de LRP1, el aislamiento y doble marcaje radioactivo de 
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VLDL, el procesamiento de las muestras obtenidas de células HL-1 normales y 

radioactivas (PCR a tiempo real, Western Blot y CCF), los estudios de apoptosis, el 

análisis de resultados y la configuración y elaboración final del artículo. Mencionar 

que parte de este artículo fue incluído en la tesis doctoral de José A. Castellano que 

trabajó principalmente con el cultivo de NRVM, su tratamientos y procesamiento. 

 

 

La directora: Vicenta Llorente Cortés 
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Supplemental online material 

 

Methods 

 

HL-1 cell culture 

HL-1 cells were maintained in Claycomb Medium (JRH Biosciences, Lenexa, KS, 

USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, CA, USA), 100 µM norepinephrine, 100 units/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin, and L-Glutamine 2 mM (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, 

USA) in plastic dishes, coated with 12.5 µg/mL fibronectin and 0.02% gelatin, in a 

5% CO2 atmosphere at 37°C. L-[3,4-3H(N)]-Glutamine was from Perkin-Elmer. 

 

Neonatal Rat Ventricular Myocytes (NRVM) isolation and culture 

Cardiomyocytes were separated from cardiac fibroblasts by preplating onto plastic 

dishes for 90 min at 37ºC in 5% CO2. Cardiomyocytes were maintained on 1% 

gelatine-coated dishes at a density of 7.5x104 cells/cm2 in 4:1 DMEM:M199 

(Gibco) supplemented with 5% FBS (Invitrogen), 10% fetal horse serum 

(Invitrogen) and 1% penicillin/streptomycin. 1 μg/ml Cytosine β-D-

arabinofuranoside (Sigma) was added to the culture media to inhibit proliferation of 

residual fibroblasts. The culture medium was changed every other day. After 48h in 

culture, myocytes exhibited regular spontaneous contractions. Cells were used for 

experiments after 3-6 days in culture.  

 

Generation of LRP1-deficient cardiomyocytes 

Design of LRP1 miRNA lentiviral vectors 

Three different sequences miR RNAi (XM_1919; _8223 and _8531) were designed 

to downregulate LRP1 (Accession number. XM_001056970) and cloned into 

pLenti6.4-CMV-MSGW (Invitrogen). An universal insert negative control 

(Invitrogen, pcDNATM6.2-GW/miR negative control) was also used (Fig. IA 

online).  
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Lentiviral particle production 

Lentiviral particle production was performed as previously described with some 

modifications.1 Briefly, the day prior transfection, 3 × 106 human embryonic kidney 

cells 293T were seeded on 10 cm2 plates. Lentiviral transfer vector (pLenti6.4-

CMV-MSGW/miR, 6 μg), viral envelope plasmid (pMD-G-VSV-G, 2 μg) and 

packaging construct (pCMV-ΔR8.2, 4 μg) were mixed with sodium chloride 150 

mM, added to 250 μL of PEI-NaCl solution (Polyplus transfection) and incubated at 

room temperature (RT) for 20 min. This DNA solution was then added drop-wise to 

the plate containing the 293T cells with medium, swirled gently, and incubated for 

16 h at 37°C with 5% CO2. The following day, the transfection solution was 

removed, and medium without fetal bovine serum (FBS) was added to the cells and 

it was maintained for 48 hours. The supernatant was then collected, centrifuged, and 

filtered through a 0.45 μm low protein binding filter (Corning, Bath, United 

Kingdom). The filtered supernatant was concentrated using Amicon Ultra 

Centrifugal Filters (Millipore) following manufacturer’s instructions.  

LRP1-deficient cardiomyocytes generation 

Lentivirus stocks and a negative control generated from the resulting constructs were 

tittered by blasticidin selection. In each experimental set performed in confluent 

NRVM, cells were incubated for 18 hours in the presence of lentivirus with 10 

multiplicity of infection (MOI). In order to generate a stock of LRP1-deficient HL-1 

cells, they were stably transduced with 10 MOI lentivirus and maintained in a 

complete medium supplemented with blasticidin (10 µg/mL) to select blasticidin–

resistant colonies. HL-1 cell clones with maximal LRP1 downregulation were 

selected, grown with blasticidin and used in further experiments. 

 

Small interference RNA-mediated gene silencing of HIF-1α in HL-1 cells 

To inhibit HIF-1α expression, HL-1 cells were transiently transfected with HIF-1α 

specific siRNA acquired from Applied Biosystems (siRNA ID 4390815). A siRNA-

random was used as a negative control (Ambion AM 4636) in cellular transfections. 

HL-1 cells were transfected with siRNA by the nucleofection technique using the 
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Cell line NucleofectorTM kit L (VCA-1005) from LONZA-Amaxa according to the 

manufacturer’s instructions. The final siRNA transfection concentration for siRNA-

HIF-1α was 0.6 µmol/L. After 48 hours of nucleofection, cells were exposed to 

normoxia or hypoxia for 4 hours and harvested by scraping in TriPure Reagent 

(Roche) for PCR and Western blot analysis. 

 

Exposure of cardiomyocytes to VLDL under normoxic and hypoxic conditions 

Cells were exposed to normoxia (21% O2) in a Nirco gas incubator with gas 

mixtures consisting of 74% N2 and 5% CO2 or to hypoxia (1% O2) in a 

Hypoxic/Anoxic Workstation: H35 (Don Whitley Scientific Ltd.) with 94% N2 and 

5% CO2. VLDL was added and maintained for the last 12 hours of exposure to 

normoxic or hypoxic conditions (24 hours). Cells were then harvested in TriPure 

Reagent (Roche) for PCR and Western blot analysis or in NaOH 0.1 M for lipid 

extraction and thin layer chromatography. 

In some experiments, cells were pre-incubated with lipopolysaccharide (LPS, Sigma 

L4516, 1 µg/mL) or with angiotensin II (Sigma A9525, 1 µM) for 2 hours before the 

addition of VLDL (1.8 mM).  

 

VLDL preparation and DiI labeling  

Human VLDL (d1.001-d1.019 g/mL) were obtained from pooled sera of 

normocholesterolemic volunteers. VLDL preparations were less than 24 hours old 

and without detectable levels of endotoxin (Limulus Amebocyte Lysate test, Bio 

Whittaker). VLDL were labeled with 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-

tetramethylindocarbocyanine (DiI) by incubating VLDL (1 mg/mL) in PBS–0.5% 

BSA with 100 µL of DiI in DMSO (3 mg/mL) for 8 hours at 37°C. The density of 

the VLDL solution was adjusted to 1.019, and VLDL were reisolated by 

ultracentrifugation, dialyzed, and filtered through a 0.22-µm filter. No alterations of 

electrophoretic mobility were detected against unlabeled VLDL.  
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Lipid extraction and determination of cholesteryl ester, free cholesterol and 

triglyceride content of cardiomyocytes and myocardium 

In cell culture experiments, NRVM cardiomyocytes or HL-1 cells were exhaustively 

washed and harvested in NaOH 0.1 M following the VLDL incubation period. In the 

animal experimental model, one portion of myocardial tissue (5 mg) was also 

homogenized in NaOH 0.1 M. Lipids were extracted as previously described4,5 and 

CE, FC and TG content was analyzed by thin layer chromatography.  

The organic solvent was removed under an N2 stream, the lipid extract redissolved 

in dichloromethometane and one aliquot was partitioned by thin layer 

chromatography (TLC). TLC was performed on silica G-24 plates. The different 

concentrations of standards (a mixture of cholesterol, cholesterol palmitate, 

triglycerides, diglycerides and monoglycerides) were applied to each plate. The 

chromatographic developing solution was heptane/diethylether/acetic acid (74:21:4, 

vol/vol/vol). The spots corresponding to cholesteryl esters (CE), triglycerides (TG) 

and free cholesterol (FC) were quantified by densitometry against the standard curve 

of cholesterol palmitate, triglycerides and cholesterol, respectively, using a 

computing densitometer. 

 

Preparation of double-radiolabeled VLDL particles and determination of 

VLDL uptake by cardiomyocytes 

A 50-mL teflon round-bottom flask was coated with cholesteryl-1,2,- 3H-(N) (125 

µCi) and glycerol trioleate [14C] (25 µCi) (PerkinElmer Life Sciences) by 

evaporating the organic solvent at 37ºC under vacuum. Then, 50 mL of human 

plasma were added and the flask was rotated in a water bath for 20 hours at 37ºC. 

Double-radiolabeled VLDL was then isolated by sequential centrifugation, dialyzed 

and filtered.  

Control or LRP1 deficient HL-1 cells were exposed to double-radiolabeled VLDL 

(1.8 mM) for 18 hours under normoxia or hypoxia. At the end of the incubation, 

cells were washed and harvested in 0.10 M NaOH. Radioactivity was determined in 
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50 µL of cellular homogenates on a LS6500 multipurpose scintillation counter 

(Beckman Coulter) and counts were normalized to cellular protein.  

 

Constructions for Luciferase Reporter Gene Assay and site-directed 

mutagenesis 

Transient transfection assays of subconfluent HL-1 cells were performed in 12-well 

plates with 0.5 µg/well of the indicated construction, 50 ng/well µl of pRL-null 

(Promega) as control reporter vector and 2 µL of lipofectamine. The DNA/liposome 

complexes were added to the cells for 3 hours. After 24 hours, transfected cells were 

exposed to hypoxia for 18 hours. Luciferase activity was measured using the Dual 

Luciferase assay kit (Promega) and a luminometer (Orion I, Berthold detection 

systems) according to the manufacturer’s instructions. Results were normalized to 

renilla activity.  

 

Real time PCR 

The PCR-7000 Sequence Detection System of ABIPRISM (Applied Biosystems) 

was used to perform real time PCR with the following assays on demand: LRP1 

(Rn01503901 or Mm00464601_m1), VLDLR (Rn01498166_m1 or 

Mm00443281_m1), LDLR (Rn00598440_m1 or Mm01151339_m1), SREBP-1 

(Mm01138344_m1) and SREBP-2 (Mm01306292_m1). Bcl2 and BAX mRNA 

expression was detected using the assays on demand Rn99999125_m1 and 

Rn01480160_g1, respectively. ARBP (Rn00821065_g1) was used as endogenous 

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

total RNA) in 10 µL of TaqMan PCR Master Mix (PE Biosystem) with the primers 

at 300 nM and the probe at 200 nM. PCR was performed at 95°C for 10 minutes (for 

AmpliTaq Gold activation) and then run for 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 

60°C for 1 minute. The threshold cycle (Ct) values were determined and normalized 

to endogenous control. 
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Western blot  

Blots were incubated with monoclonal antibodies against LRP1 (Epitomics 2703-1, 

dilution 1:7000), VLDLR (Santa Cruz Biotechnology, sc-11823, dilution 1:100) or 

LDLR (Epitomics, 1956-1, dilution 1:250). HIF-1  expression was detected with 

anti-HIF-1 (dilution 1:50, Santa Cruz sc-10790) and CPP32 with anti-CPP32 

(Santa Cruz, sc-136219). Equal protein loading in each lane was verified staining 

filters with Pounceau and also by incubating blots with monoclonal antibodies 

against GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, sc-20357, dilution 1:100) for NRVM 

or against -tubulin for HL-1 cells (Abcam, ab6046, dilution 1:100). 

 

Apoptosis detection 

Apoptotic cells were visualized using ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit 

(Chemicon International) following the manufacturer’s instructions. Fragmented 

DNA strands of the apoptotic cells are detected by enzimatically labelling the free 

3’-OH ends with modified nucleotides. In brief, cell cultures were fixed with 1% 

paraformaldehyde for 10 minutes at room temperature and permeabilized with 

ethanol:acetic acid 2:1 for 5 minutes at -20ºC. Equilibration buffer was then applied 

to the cells for 10 seconds at room temperature to transfer labelled nucleotides to the 

terminal ends of the broken DNA. The reaction was stopped with Wash Buffer for 

10 minutes and cells were then incubated with antibody conjugate for 30 minutes at 

room temperature. Finally, cultures were washed with PBS, mounted under a glass 

coverslip and visualized with a confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS, 

Wetzlar, Germany). 

 

Statistical analysis  

Continuous variables are expressed as mean±SEM. Statistical analysis was 

performed by One-way ANOVA to compare the means of the different groups 

followed by a post-hoc Fischer PLSD comparison to detect the significant 

differences between each other. (Statistical software package Statview). A value of 

P<0.05 was considered significant. 
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Figure I online. Effect of hypoxia on LRP1, VLDLR and LDLR expression in NRVM 
cardiomyocytes. Western blot analysis and bar graphs quantification of LRP1, VLDLR and LDLR 
bands in NRVM exposed to normoxia or hypoxia for 24 hours. Unchanged levels of GAPDH are used 
as loading control. *P<0.05 vs. normoxic cells. 
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Figure II online. Efficiency of designed miR RNAi to downregulate LRP1 expression in HL-1 cells 
and NRVM. (A) Three miR RNAi (1919; 8223 and 8531) were designed to target LRP1 expression 
(XM_ 001056970). and transduced using lentiviral particles. An universal negative control 
(pcDNATM6.2-GW/miR-neg) was included in the experiments. (B) Real-time PCR quantification of 
LRP1 mRNA expression levels in hypoxic HL-1 cells and NRVM. Data were processed with a 
specially designed software based on threshold cycle (Ct) values, normalized to ARBP mRNA levels 
and expressed as percentage of LRP1 expression relative to controls. Results are shown as mean±SEM 
of three experiments performed in duplicate. *P<0.05 vs control.  
 

Figure II online(A)

0

20

40

60

80

100

120

control 1919           8223           8531
RNAi

HL-1 cells

%
 L

RP
1 

m
RN

A
ex

pr
es

si
on

(v
er

su
s

co
nt

ro
l)

0

20

40

60

80

100

120

NRVM

control
RNAi

%
 L

RP
1 

m
RN

A
ex

pr
es

si
on

(v
er

su
s

co
nt

ro
l)

1919           8223           8531

*
*

*
*

(B)

controlccontrol



ARTÍCULOS 
 

 

125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure III online. Effect of RNAi-LRP1 on lipoprotein expression and VLDL-derived intracellular 
lipid profile in normoxic and hypoxic NRVM. NRVM cardiomyocytes were exposed to VLDL (1.8 
mM) under normoxic or hypoxic conditions as explained in Methods. (A) Western blot analysis and bar 
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graphs showing the quantification of LRP1, VLDLR and LDLR. Unchanged levels of GAPDH are 
shown as loading control. Results are expressed as mean±SEM of three experiments performed in 
triplicate. (B) Thin layer chromatography showing cholesteryl ester (CE), triglyceride (TG) and free 
cholesterol (FC) bands and histograms with their quantification. Results are expressed as micrograms 
per milligram of protein and shown as mean±SEM of three experiments performed in triplicate. 
*P<0.05 vs. normoxic cells; �P<0.05 vs. VLDL-unexposed cells; � P<0.05 vs. control cells. (C) 
Western blot analysis of LRP1 and VLDLR expression in NRVM cardiomyocytes exposed to LPS (1 
µg/mL) and angiotensin II (1 µM) for 24 hours. Unchanged levels of GAPDH are used as loading 
control. (D) Thin layer chromatography showing CE, TG and FC bands in NRVM cardiomyocytes 
exposed to LPS (1 µg/mL) and angiotensin II (1 µM) for 24 hours. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ARTÍCULOS 
 

 

127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure IV online. Calcium handling in VLDL-exposed HL-1 cells exposed to low extracellular Ca2+ 
(2 mmol/L) and high extracellular Ca2+ (5 mmol/L) (A) Image of a representative field of cultured HL-
1 cardiomyocytes used for calcium handling. (B) Distribution of regular, alternating, waves, irregular 
and not responding calcium transient amplitudes at 0 and 0.5 Hz stimulation frequency in HL-1 cells 
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unexposed to VLDL (left panel), exposed to VLDL (1.8 mM) (central panel) and treated with siRNA-
LRP1 and exposed to VLDL (1.8 mM) (right panel).  
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ARTÍCULO 2 

 

“Low density lipoprotein receptor-related proteín 1 (LRP1) expression 

correlates with cholesteryl ester accumulation in the myocardium of ischemic 

cardiomyopathy patients” 

 

“La expresión del receptor Low density lipoprotein receptor-related proteín 1 

(LRP1) se correlaciona con la acumulación de ésteres de colesterol en el 

miocardio de pacientes con cardiomiopatía isquémica 
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RESUMEN: 

Objetivos: Nuestra hipótesis fue que la sobreexpresión de los receptores 

lipoproteicos debe estar relacionada con la acumulación lipídica en el miocardio 

isquémico humano. La sobreacumulación de lípido intramiocárdica contribuye a la 

disfunción contráctil y la generación de arritmias en la cardiomiopatía. Debido a esto 
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el propósito del trabajo fue observar el efecto de LDL a dosis hipercolesterolémicas 

y VLDL a dosis hipertrigliceridémicas en la expresión del LRP1 en cardiomiocitos, 

así como la posible correlación entre la expresión del receptor LRP1 y la 

acumulación lipídica en muestras de tejido de ventrículo izquierdo de pacientes con 

cardiomiopatía isquémica (ICM). 

 

Métodos y resultados: Se realizaron experimentos con cultivos celulares que 

incluyen cardiomiocitos control y deficientes en LRP1 expuestos a lipoproteínas en 

condiciones de normoxia e hipoxia. También se incluyeron a estudio corazones 

explantados de 18 pacientes con ICM y 8 corazones sanos. La expresión de los 

receptores low density lipoproteína receptor-related protein 1(LRP1), very low 

density lipporotein receptor (VLDLR) y low density lipoprotein receptor (LDLR) 

fue analizada por PCR a tiempo real y Western Blot. La acumulación de colesterol 

esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) fue analizada por 

cromatografía en capa fina (CCF). Resultados de Western Blot mostraron que los 

niveles proteicos de LRP1, VLDLR y HIF-1α estaban incrementados en corazones 

isquémicos. Análisis con inmunohistoquímicas y microscopía confocal mostraron 

que el LRP1 y el HIF-1α estaban incrementados en cardiomiocitos de pacientes con 

ICM. Estudios in vitro revelaron que VLDL, LDL e hipoxia incrementan la 

expresión del LRP1, y éste juega un papel importante en la acumulación de CE 

procedentes de las lipoproteínas en los cardiomiocitos. La acumulación de CE en el 

miocardio se correlacionó fuertemente con los niveles de expresión del LRP1 en 

corazones isquémicos. 

 

Conclusión: Nuestros resultados sugieren que el incremento en la expresión del 

LRP1 es un factor clave en la acumulación miocárdica de colesterol esterificado en 

corazones isquémicos humanos, pudiendo llegar a ser el LRP1 clave en la 

prevención de los efectos deletéreos provocados por tal acumulación en el miocardio 

de pacientes con cardiomiopatía isquémica.. 
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PARTICIPACIÓN DEL DOCTORANDO: La directora de la tesis Vicenta 

Llorente Cortés da constancia de que el doctorando Roi Cal Pérez-Quevedo 

participó en el cultivo de la línea celular de cardiomiocitos HL-1 así como la 

generación y cultivo de células HL-1 deficientes en LRP1, la preparación de 

muestras de tejido, la preparación de LDLag, el procesamiento de las muestras 

obtenidas de células HL-1 y tejido (PCR a tiempo real, Western Blot y CCF), el 

análisis de resultados y la configuración y elaboración final del artículo. 
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“Low density lipoproteins (LDL) promote unstable calcium handling linked to 

reduce SERCA2 and connexin-40 expression in cardiomyocytes” 

 

“Las lipoproteínas de baja densidad (LDL), promueven la inestabilidad en el 

manejo del calcio ligado a la reducción de la expresión de SERCA2 y de la 

conexina-40 en cardiomiocitos” 
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RESUMEN: 

Objetivos: Los efectos dañinos de tener altos niveles de colesterol en plasma sobre 

el sistema cardiovascular son ampliamente conocidos, pero poca atención se ha 

prestado en la repercusión de éstos sobre la funcionalidad del cardiomiocito. Se 

comprobó la hipótesis de cómo afecta el colesterol de las lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) sobre la dinámica del calcio y la propagación de señales en cultivos 

celulares de cardiomiocitos atriales HL-1. 
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Métodos y resultados: Se marcó el calcio intracelular, para visualizarlo por 

microscopía confocal, con fluo-4 y se sometió a estimulación de campo a los 

cultivos de cardiomiocitos HL-1 con frecuencias crecientes de estimulación. La 

expresión génica y proteica de la conexina-40 (Cx40), la conexina-43 (Cx43) y la 

ATPasa del retículo sarcoplásmico que transfiere Ca2+ (SERCA2) fue determinada 

por PCR a tiempo real y Western Blot. A frecuencias de estimulación bajas los 

cultivos presentan curvas de movilización del calcio uniformes a todas las dosis de 

lipoproteínas LDL testadas. Sin embargo a la dosis alta de 500 μg LDL/mL si se 

redujo la amplitud de las curvas de movilización del calcio un 43%. Además de 

forma dosis dependiente, las LDL incrementaron la fracción de respuestas “beat-to-

beat” irregulares y alternantes cuando el intervalo de estimulación fue acortado. Este 

efecto fue ligado a una reducción en la expresión proteica de SERCA2 alcanzando 

un máximo de un 43% a la dosis de 200 μg LDL/mL. El colesterol de LDL también 

redujo la velocidad de conducción de las señales de calcio desde 3.2±0.2 mm/s sin 

LDL hasta 1.7±0.1 mm/s con 500 μg LDL/mL. Esto coincidió con una reducción en 

la expresión de Cx40 sin alterar significativamente la Cx43.  

 

Conclusión: El colesterol procedente de lipoproteínas LDL desestabiliza el manejo 

del calcio en cultivos de cardiomiocitos HL-1 sujetos a un ritmo rápido de 

estimulación al reducir la expresión de SERCA2 y Cx40 y al reducir la velocidad de 

conducción de las señales de calcio. 

 

 

PARTICIPACIÓN DEL DOCTORANDO: La directora de la tesis Vicenta 

Llorente Cortés da constancia de que el doctorando Roi Cal Pérez-Quevedo 

participó en el cultivo de la línea celular de cardiomiocitos HL-1, el aislamiento de 

lipoproteínas LDL, la extracción lipídica, el procesamiento de las muestras 

obtenidas de células HL-1 (PCR a tiempo real, Western Blot y CCF), el análisis de 

resultados y la configuración y elaboración final del artículo. 
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RELACIÓN DEL LRP1 CON LA ATEROSCLEROSIS E ISQUEMIA 

MIOCÁRDICA 

 

En la aterosclerosis, durante el progreso de la lesión, las células vasculares 

como macrófagos y células musculares lisas vasculares (VSMC) [40, 229] captan 

lipoproteínas modificadas que contribuyen a la deposición lipídica en la capa íntima 

arterial que da origen al engrosamiento de la pared vascular. El estrechamiento de 

las arterias coronarias y la limitación de la llegada de oxígeno y nutrientes al 

miocardio durante el desarrollo y progresión de las lesiones ateroscleróticas es la 

principal causa que da origen a la cardiomiopatía isquémica, principal patología 

desencadenante de un fallo cardiaco. Este desequilibrio producido entre la demanda 

cardiaca y el suministro de oxigeno, al no llegar la sangre, genera la necrosis de los 

tejidos afectados, severas alteraciones metabólicas de las zonas periféricas y la 

disfunción general del corazón 

 

Estudios previos de nuestro grupo demostraron la importancia del receptor 

LRP1 en la etiología de la aterosclerosis a nivel vascular cuando observaron que en 

las VSMC internaliza de forma selectiva el colesterol esterificado (CE) derivado de 

las LDL agregadas (LDLag) [40, 73, 80], una de las principales modificaciones de 

las lipoproteínas LDL presentes en la capa íntima arterial. El LRP1 no está regulado 

a la baja por los niveles intracelulares de colesterol ni a través de la disminución del 

factor SREBP-2, a diferencia del receptor de las lipoproteínas de baja densidad 

(LDLR), lo que hace que siga expresándose en situaciones de hipercolesterolemia y 

agravando aún más la acumulación lipídica y la progresión de la lesión 

aterosclerótica. También en trabajos recientes del grupo se comprobó la regulación 

al alza del LRP1 por la sobreexpresión del factor de transcripción HIF-1α bajo 

condiciones de hipoxia en VSMC [228]. 
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HIPOXIA EN CARDIOMIOCITOS Y MIOCARDIO 

 

 A nivel del corazón, se conoce que los cardiomiocitos acumulan lípidos 

intracelularmente bajo determinadas condiciones patológicas como son la diabetes 

[230], la obesidad [231] y la isquemia [232, 233]. Esta acumulación grasa, en un 

tejido no adiposo como es el corazón, se conoce como esteatosis y se asocia con 

procesos de lipotoxicidad, disfunciones y fallo cardiaco, tamaños de infarto más 

grande, y ha sido encontrada en áreas de infarto de miocardio crónico en humanos 

[207, 234]. En concordancia, en diferentes modelos animales se observó que la 

dislipemia incrementaba el daño en el miocardio isquémico [208]. 

 

 Estudios recientes del grupo [235] demostraron que en cultivos celulares de 

cardiomiocitos ventriculares de rata neonata (NRVM), el receptor de las 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDLR) está sobreexpresado en hipoxia, y 

cuando expones las células a VLDL en condiciones de hipoxia el incremento 

observado en la acumulación lipídica es aún mayor que el observado en normoxia.  

 

 A diferencia de en VSMC, poco se sabe acerca del perfil de expresión y 

consecuencias funcionales de los efectos de la isquemia en los receptores 

lipoproteicos en los cardiomiocitos. Por todo esto y con la base de los estudios 

previos del grupo sobre el LRP1 en VSMC y NRVM nos propusimos analizar el 

efecto de la hipoxia sobre la expresión del LRP1, VLDLR y LDLR.  

 

Nuestros resultados demostraron que, en cardiomiocitos HL-1 y NRVM, la 

hipoxia incrementa la expresión génica y proteica de los receptores LRP1 y VLDLR 

a través del factor de transcripción HIF-1α, en concordancia con los resultados 

previos de nuestro grupo en VSMC humanas, NRVM y resultados de Perman et al 

en HL-1 [88]. LRP1 y VLDLR mostraron ser regulados por la hipoxia a través de un 

mecanismo común de activación transcripcional que explica el gran incremento en la 
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expresión proteica de ambos receptores que observamos en el modelo porcino de 

infarto agudo de miocardio.  

 

En las muestras de miocardio de pacientes con cardiomiopatía isquémica 

observamos también incrementada la expresión de los receptores LRP1 y VLDLR a 

nivel proteico, y la del LRP1 también a nivel génico. Aunque ya se ha observado la 

regulación al alza del VLDLR a nivel de mRNA en biopsias de miocardio de 

pacientes programados para cirugia de by-pass coronario [88], en nuestros resultados 

no observamos alteraciones a nivel génico en los corazones de los pacientes con 

cardiomiopatía isquémica respecto a los corazones controles. Esto probablemente es 

debido a la administración al paciente, previo al trasplante de corazón, del 

inmunosupresor ciclosporina que inhibe la expresión del mRNA del VLDLR en el 

miocardio de los pacientes con cardiomiopatía isquémica. 

 

A diferencia del claro papel de HIF-1α en la sobreexpresión del LRP1 y 

VLDLR, este factor de transcripción no parece tener nigún papel en la regulación a 

la baja del LDLR en los cardiomiocitos HL-1 bajo condiciones de hipoxia. De 

hecho, este efecto sobre el LDLR puede ser explicado por la caída en la expresión de 

SREBP-1 y SREBP-2 en condiciones de hipoxia, como previamente se vió en 

VSMC humanas [228]. Además ésta disminución de los SREBP por la hipoxia 

probablemente contribuyó, junto con la sobreexpresión de HIF-1α, al incremento de 

expresión del LRP1 en cardiomiocitos, de acuerdo a resultados previos de nuestro 

grupo que demostraron que el LRP1 está regulado negativamente por los SREBP 

[81, 116]. 

 

En las muestras de miocardio de pacientes con cardiomiopatía isquémica la 

expresión del mRNA del LDLR fue más baja en comparación a los corazones 

controles en concordancia con los resultados obtenidos en cardiomiocitos hipóxicos.  
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ACUMULACIÓN LIPÍDICA INTRACELULAR EN CARDIOMIOCITOS Y 

MIOCARDIO 

 

 La acumulación intracelular de lípidos es una alteración común descrita en 

los eventos isquémicos [167, 168] que puede llegar a producir lipotoxicidad.  

 

Los ácidos grasos (AG), procedentes de lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL) se oxidan con la β-oxidación para abastecer de energía al corazón en 

condiciones de funcionamiento normales. Pero en condiciones de isquemia, para 

optimizar la producción de energía, los cardiomiocitos usan carbohidratos, por lo 

que los AG procedentes de lipoproteínas se esterifican y acumulan intracelularmente 

transformados en triglicéridos (TG) dentro de vacuolas lipídicas en las regiones 

periinfárticas con daño reversible del miocardio [206, 233, 236, 237]. Pero además 

de TG, las VLDL también han sido descritas como fuente de colesterol en el 

miocardio [86, 159, 238], que en situaciones de isquemia también se puede acumular 

intracelularmente generando lipotoxicidad y alteraciones fisiológicas [155, 177]. 

 

 Niu et al [159] demostraron en un modelo de corazones perfundidos que la 

captación de colesterol, pero no de TG, procedente de las VLDL estaba muy 

reducida por la suramina, un inhibidor inespecífico de la familia del LDLR, y por lo 

tanto la entrada de colesterol dependía de la familia de estos receptores 

lipoproteicos. Estos resultados están de acuerdo con estudios previos del grupo 

donde se observó el papel del LRP1 como mediador de la captación selectiva de CE 

procedente de lipoproteínas en VSMC [73, 239]. Esta captación está favorecida 

también por la capacidad de desplazamiento del receptor hacia las caveolas en las 

balsas lipídicas de membrana que actúan como receptoras de CE [240]. Además la 

expresión de LRP1 y proteoglicanos está incrementada en hipoxia y ambos cooperan 

en la captación de ligandos en las membranas [214, 241]. 
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Mediante cromatografías en capa fina (CCF) revelamos el papel crucial del 

LRP1 en la captación selectiva y acumulación de CE procedente de lipoproteínas en 

los cardiomiocitos hipóxicos. En contraposición al fuerte impacto de la inhibición 

del LRP1 en la captación de CE procedente de VLDL, el silenciamiento génico del 

LRP1 en cardiomiocitos HL-1 no ejerció ningún efecto significante ni en la 

captación ni en la acumulación de TG. Esto evidencia que la captación de colesterol 

procedente de VLDL en el corazón ocurre a través de un mecanismo diferente al de 

los TG.  

 

Estudios llevados a cabo por Bharadwaj et al mostraron la participación de 

CD36 en la captación de TG y de LpL en la captación de CE procedentes de VLDL 

en el miocardio [86]. CD36 también se sobreexpresa en hipoxia [87] y contribuye a 

la captación de ácidos grasos (AG) y acumulación de TG en situaciones de 

isquemia. Sin embargo Perman et al [88] afirmaron que CD36 no juega ningún papel 

en la captación incrementada de TG en condiciones de hipoxia y señalaron al 

VLDLR como el receptor esencial para la acumulación de TG en cardiomiocitos 

HL-1 hipóxicos y en el miocardio isquémico de ratones. Además el VLDLR y la 

lipoproteína lipasa (LpL) interaccionan para la captación de VLDL por el corazón., 

presentan la misma distribución en tejidos y su expresión está incrementada en 

cardiomiocitos hipóxicos. Todo esto sugiere que posiblemente VLDLR y LpL 

colaboran también en la captación incrementada por hipoxia de CE procedente de 

VLDL, por lo que serían necesarios más estudios para discernir la contribución 

precisa de LpL, VLDLR y LRP1 en la acumulación miocárdica de colesterol con el 

fin de prevenir los efectos deletéreos de la acumulación lipídica en el corazón. 

 

 En nuestros resultados con muestras de corazones de pacientes con 

cardiomiopatía isquémica observamos la sobreexpresión génica y proteica del LRP1 

en comparación con muestras de corazones controles. Además en células HL-1 in 

vitro comprobamos también el incremento de la expresión proteica del LRP1 no sólo 

por la hipoxia sino también por dosis hipertrigliceridémicas e hipercolesterolémicas 
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de VLDL y LDL respectivamente. La acción conjunta de hipoxia y lipoproteínas 

obtuvo un efecto sinérgico alcanzando la máxima sobreexpresión proteica del LRP1. 

 

 En resultados de CCF de las muestras de corazón de pacientes con 

cardiomiopatía isquémica pudimos comprobar la acumulación incrementada de CE y 

TG. Analizando los datos de expresión y acumulación obtenidos de los pacientes en 

conjunto, encontramos una estrecha asociación-correlación significativa entre la 

expresión génica y proteica del receptor LRP1 y la acumulación de CE en corazones 

humanos isquémicos. 

 

 Aunque nuestros estudios en miocardio isquémico humano no proveen 

información específica sobre los mecanismos involucrados en la asociación existente 

entre la  expresión del LRP1 y la acumulación lipídica de CE, los resultados en 

cardiomiocitos hipóxicos (HL-1 y NRVM) si que muestran el papel esencial del 

LRP1 en la captación y acumulación en de CE procedente de VLDL. Además 

estudiamos como el LRP1 de cardiomiocitos, al igual que el de VSMC [41, 73, 80], 

es capaz de internalizar CE de lipoproteínas modificadas por agregación. Todo esto 

sugiere que la sobreacumulación de CE que se observa en corazones humanos 

isquémicos puede ser causada por la capacidad del LRP1, sobreexpresado en 

hipoxia, de captar el CE procedente de lipoproteínas.  

 

 Encontramos también una ligera correlación en las muestras de miocardio 

isquémico humano entre la expresión del VLDLR y la acumulación de CE aunque 

de menor alcance que la del LRP1. Sin embrago no se encontró relación alguna entre 

cualquiera de los dos receptores con la acumulación de TG en el miocardio pese a 

los resultados ya comentados de Perman et al [88] donde si observaron en biopsias 

de miocardio isquémico humano, una débil relación entre la expresión génica del 

VLDLR y la acumulación de gotas lipídicas. Esto puede ser debido a las diferentes 

vías que comentamos de entrada de TG al miocardio que van desde la síntesis 
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endógena [231, 242], la difusión asociada a albúmina [243] o la hidrólisis por LpL 

[244, 245]. 

 

Nuestros datos mostraron que el aumento de la acumulación intracelular de 

lípidos neutros no induce la apoptosis de los cardiomiocitos en cultivo a tiempos  de 

incubación cortos. Sin embargo la hipoxia y los lípidos probablemente inducen la 

muerte de las células a tiempos de exposición largos. Resultados similares ya fueron 

señalados en HL-1 [88], VSMC humanas [81] y macrófagos [246]. De hecho en el 

contexto de diabetes/obesidad, una importante acumulación de TG se ha asociado 

con muerte celular y disfunción diastólica en modelos animales [162, 247] y en 

pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [248]. Perman et al afirmaron que la 

acumulación de TG en el ratón isquémico empeora la supervivencia al aumentar el 

estrés en el retículo sarcoplásmico.  

 

Aunque los efectos deletéreos de la carga lipídica en el miocardio que 

ocurren en situaciones de isquemia, diabetes u obesidad han sido históricamente 

adscritos a TG, asumiendo que eran los únicos lípidos neutros acumulados en 

cardiomiocitos, se ha demostrado que lipoproteínas ricas en triglicéridos, como las 

VLDL, liberan TG y también CE a los cardiomiocitos [86, 88], y que la hipoxia 

incrementa esta captación en cardiomiocitos NRVM [235]. De hecho, nuestros 

resultados in vivo muestran claramente que los lípidos neutrales que se acumulan en 

el modelo porcino de miocardio isquémico incluyen tanto TG como CE. Por tanto, 

cabría considerar que los efectos deletéreos de la lipotoxicidad no sólo son causados 

por TG sino también por la acumulación de CE. Relevantes estudios mostraron ya 

que el colesterol en el miocardio contribuye a la cardiomiopatía lipotóxica [155, 

177] causante de disfunción sistólica y diastólica [178]. Además se encontró una 

correlación inversa entre los niveles de colesterol en el miocardio y los niveles de 

expresión de SERCA2 [178]. Trabajos en nuestro grupo demostraron el papel que 

juega la reducción de la expresión de SERCA2 en las alteraciones en el manejo del 

calcio inducidas por la hipoxia y las VLDL [235]. 
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Todos estos resultados in vitro, in vivo y en miocardio de pacientes con 

cardiomiopatía isquémica evidenciaron que la acumulación de lípidos neutros en el 

miocardio no consta sólo de TG como sugieren la mayoría de estudios previos [88, 

234, 249, 250], sino también de CE. Además demostraron la fuerte presencia del 

receptor LRP1 en situaciones de isquemia e hipercolesterolemia que modulan su 

expresión al alza en el miocardio, tal y como vió nuestro grupo que ocurría en pared 

vascular [81, 228]. 

 

CONSECUENCIAS FUNCIONALES EN EL MANEJO DEL CALCIO 

DERIVADAS DE LA HIPOXIA MIOCÁRDICA Y LA ACUMULACIÓN 

LIPÍDICA 

 

Los efectos dañinos en el sistema cardiovascular de tener altos niveles de 

colesterol en plasma y su impacto en la arteriosclerosis coronaria son ampliamente 

conocidos, pero poco se sabe acerca de su repercusión sobre el miocardio y la 

funcionalidad del cardiomiocito. Puesto que la mayoría de pacientes que sufren 

dislipidemias están en riesgo de padecer muerte súbita a causa de arritmias [251] y 

la medicación destinada a reducir el colesterol presenta un potencial efecto 

antiarrítmico, se deduce el aparente efecto pro-arrítmico del colesterol. En el 

corazón isquémico se han encontrado vacuolas lipídicas en la periferia de las zonas 

infartadas [168, 233] y han sido ampliamente documentados los fenómenos 

asociados de disfunción cardiaca [252] y arritmias [253] producidos por la carga 

lipídica intramiocárdica. Además, las arritmias cardiacas han sido ligadas a cambios 

en la actividad de los canales iónicos [254-256], alteraciones en el manejo del calcio 

intracelular [254, 257-260], y cambios en la conducción de las señales eléctricas a 

través de las uniones gap [261], por lo que los efectos de los medicamentos que 

reducen el colesterol podrían ser en uno o más de estos mecanismos.  

 

 La hipercolesterolemia ha sido asociada con el remodelado eléctrico, 

potenciales de acción de duración prolongada e incrementada vulnerabilidad a la 
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fibrilación ventricular en modelos in vivo de conejo hipercolesterolémico [262]. El 

aumento de la susceptibilidad a las arritmias ventriculares, inducidas por los niveles 

de colesterol en sangre, también se ha observado en ratones con la expresión 

alterada de las uniones gap cardiacas, que mantienen el acoplamiento eléctrico para 

asegurar propagaciones organizadas del potencial de acción que rigen la contracción 

ordenada del corazón. Asociados a las alteraciones atriales y ventriculares en el 

miocardio se encuentran los reducidos niveles de los principales componentes de las 

uniones gap cardiacas, las conexinas 40 y 43 (Cx40 y Cx43) [263, 264]. Trabajos 

recientes del grupo demostraron que la acumulación lipídica en cardiomiocitos 

expuestos a lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) conlleva serias alteraciones 

en el manejo del calcio intracelular (reducción de la expresión de SERCA2, 

reducción de la amplitud de las curvas de movilización del calcio y de la carga de 

calcio del retículo sarcoplasmático (SR)). Además, estos efectos observados se 

incrementaban en condiciones de hipoxia, debido a la sobreacumulación de CE y TG 

en estas condiciones [235]. 

 

Todo esto sugiere que la captación de lipoproteínas LDL ricas en colesterol, 

y la consecuente acumulación lipídica intracelular, modulan el manejo del calcio y la 

propagación de señales en los cardiomiocitos. La exposición a dosis patológicas de 

LDL promovió la acumulación de CE, la reducción de la expresión de SERCA2 y la 

disminución de las curvas de movilización de calcio, apoyando la noción de que la 

acumulación de CE intracelular perjudica el manejo de calcio en el retículo 

sarcoplásmico. De acuerdo con esto, Huang et al demostraron en un modelo de 

conejo con dieta hipercolesterolémica que los niveles de expresión de SERCA2 

estaban inversamente correlacionados con la carga lipídica de CE [178]. 

 

En nuestros resultados los altos niveles de LDL también desestabilizaron el 

patrón de respuesta beat-to-beat de las curvas de movilización del calcio cuando los 

cardiomiocitos fueron sujetos a frecuencias de estimulación crecientes. La reducida 

expresión de SERCA2 en presencia de las LDL podría llevar a una insuficiente 
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recaptación de calcio por el retículo sarcoplásmico a intervalos cortos de 

estimulación, lo que afectaría al patrón beat-to-beat de las curvas de movilización 

del calcio [258]. Aunque la recaptación de calcio por el retículo sarcoplásmico en 

cardiomiocitos HL-1 controles es dependiente de la concentración citosólica de 

calcio, en presencia de LDL no ocurre así. De hecho, la deteriorada propagación de 

las curvas de movilización de calcio a través del cultivo de cardiomiocitos a 

intervalos de estimulación cortos, afectadas de forma dosis dependiente por LDL, 

sugiere una reducción en la excitabilidad [265] y comunicación entre los 

cardiomiocitos en cultivo [253, 266-268]. 

 

 La reducida expresión proteica de la conexina-40 (Cx40) observada, de 

forma dosis dependiente por la acumulación de CE procedente de LDL, podría 

suponer la causa de la observada reducción de la velocidad de propagación de la 

señal de calcio en presencia de las LDL [266]. El papel que juega además el CE 

intracelular procedente de LDL en la reducción de Cx40 está en concordancia con 

resultados previos en endotelio aórtico, donde los niveles de expresión de la Cx40 

fueron muy reducidos en ratones apoE knockout hiperlipidémicos [269]. 

 

A diferencia del efecto de las LDL en la reducción de la expresión de la 

Cx40, en la Cx43 no apreciamos cambios significativos en los cardiomiocitos HL-1, 

sugiriendo que ambas conexinas son reguladas de forma diferencial por las LDL en 

cardiomiocitos atriales. De hecho, en diferentes estudios en modelos de ratón 

knockout para la Cx40 ya se había apreciado una bajada en la velocidad de 

conducción atrial [270, 271] mientras que en modelos de ratón knockout para la 

Cx43 la bajada en la velocidad de conducción era ventricular [272, 273], mostrando 

así el papel diferencial de ambas conexinas en los cardiomiocitos. 

 

 Estudios en modelos de ratón y cabra mostraron que la carencia de la Cx40 

incrementa la vulnerabilidad atrial a las arritmias [152, 153], pudiendo extrapolar 

que las LDL, que nosotros observamos que reducen la Cx40, incrementan la 
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vulnerabilidad a las arritmias atriales. En concordancia con esto, un incremento de 

las gotas lipídicas intracelulares ha sido asociado con la alteración de las uniones 

intercelulares en biopsias de miocardio de pacientes con cardiomiopatía 

arritmogénica de ventrículo derecho [253]. 

 

CONSIDERACIONES DE LOS MODELOS 

 

Debido a la complejidad de la cardiomiopatía y el fallo cardiaco originados 

por infarto de miocardio, los efectos de la isquemia en la funcionalidad del 

cardiomiocito no pueden ser evaluados únicamente testando in vitro el efecto de la 

hipoxia en cultivo celular o in vivo el efecto en el miocardio porcino de una oclusión 

coronaria. Sin embargo, la utilización de estos modelos es útil para identificar 

nuevos genes  involucrados en los mecanismos fisiopatológicos asociados a los 

efectos deletéreos de la hipoxia, como la exposición a altas concentraciones de 

VLDL y LDL en la acumulación de lípidos intracelularmente o las alteraciones en la 

expresión de proteínas involucradas en el manejo del calcio, en las ondas de 

movilización del calcio y en su propagación por el cultivo celular. 

 

Aunque los resultados obtenidos no pueden ser directamente extrapolados a 

condiciones clínicas, los cultivos atriales de cardiomiocitos HL-1 mantienen las 

características fundamentales de los cardiomiocitos nativos como las ondas de 

movilización de calcio intracelular y las contracciones en respuesta a estimulación 

eléctrica, así como la propagación de la señal de calcio a través del cultivo de 

cardiomiocitos [217, 218]. 

 

Los resultados obtenidos en cardiomiocitos neonatales de rata podrían no ser 

aplicables de forma general ya que no están totalmente diferenciados. Las células 

NRVM se diferencian de los cardiomiocitos adultos en temas morfológicos, 

bioquímicos o de metabolismo energético, por lo que podrían responder a la 

isquemia de forma diferente. Se emplearon como cultivo primario para la realización 
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en paralelo de varios experimentos con la línea celular de cardiomiocitos HL-1, y su 

elección se basó en la previa experiencia del grupo ya que en comparación con los 

cardiomiocitos adultos tienen una supervivencia mayor in vitro y requieren un 

mantenimiento más sencillo. 

 

IMPLICACIONES CLÍNICAS 

 

 Tomados en conjunto, los resultados de la tesis sugieren que LRP1 podría 

ser una diana con el fin de prevenir las alteraciones isquémicas miocárdicas 

funcionales asociados con la acumulación de colesterol intracelular en los 

cardiomiocitos. Los resultados del presente estudio muestran que aunque la 

inhibición del LRP1 reduce ondas y respuestas irregulares inducidas por las VLDL, 

la deficiencia del LRP1 aumenta también el porcentaje de células inactivas y 

empeora la resistencia a la sobrecarga de calcio. Estos resultados están de acuerdo 

con la función central de LRP1 como un receptor de transducción de señales que 

moviliza el calcio intracelular [274]. De hecho, el deterioro de la función selectiva 

del LRP1 como portador de colesterol sin llegar a alterar la transducción de señales 

es la mejor estrategia para prevenir la acumulación de CE inducida por la hipoxia. 

Cardiomiocitos en zonas periinfárticas se sobrecargan notablemente con lípidos 

[206] neutros que son determinantes para la transición de la lesión miocárdica aguda 

de reversible a irreversible y para las arritmias [275]. Por lo tanto, nuestros 

resultados deberían ser considerados para el diseño de estrategias eficientes con el 

fin de prevenir las alteraciones cardiacas derivadas de la sobreacumulación de 

colesterol en el miocardio. 
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CONCLUSIONES 

 

1. El receptor LRP1 media la captación selectiva y acumulación de colesterol 

esterificado procedente de las lipoproteínas VLDL en cardiomiocitos hipóxicos. 

 

1.1 La expresión génica y proteica de los receptores LRP1 y VLDLR está 

incrementada in vitro en cardiomiocitos hipóxicos e in vivo en un modelo 

porcino de infarto agudo de miocardio. En el caso del LRP1 en 

cardiomiocitos es a través del factor de transcripción inducible por la 

hipoxia HIF-1α.. 

 

1.2 La hipoxia induce la sobreacumulación lipídica de colesterol esterificado 

y triglicéridos procedentes de VLDL en cardiomiocitos. 

 

2. Los niveles de expresión del receptor LRP1 presentan una fuerte correlación con 

la acumulación de colesterol esterificado en el miocardio de corazones isquémicos 

humanos. 

 

2.1 La expresión de los receptores LRP1 y VLDLR, así como del factor de 

transcripción HIF-1α., está incrementada en el miocardio isquémico 

humano. 

 

3. Las lipoproteínas LDL potencian las alteraciones en el manejo del calcio 

intracelular en cardiomiocitos HL-1 inducidas por la acumulación de colesterol 

esterificado. 

 

3.1 Las LDL reducen la amplitud de las curvas de movilización de calcio a 

través de cultivos de cardiomiocitos HL-1. 
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3.2 Las LDL reducen la expresión de SERCA2 en cardiomiocitos HL-1 e 

incrementan la fracción de respuestas beat-yo-beat irregulares y alternantes a 

intervalos de estimulación cortos. 

 

3.3 Las LDL reducen la velocidad de conducción de las señales de calcio 

coincidiendo con la reducción de la expresión de la conexina-40. 
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