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RESUMEN|

Los fosfolipidos anionicos pueden adoptar asociaciones moleculares diferentes a la de
bicapa que es la que integra la matriz de las membranas celulares. Estas asociaciones
moleculares, o particulas lipidicas, son transitorias, por microscopia electronica se observan
como protuberancias sobre la superficie lisa de la bicapa; al hacerse permanentes, inducen
la formacion de anticuerpos anti-particulas que participan en el desarrollo de una enfermedad
autoinmune en ratones parecida al lupus humano. Adicionalmente, se han detectado
anticuerpos anti-particulas en sueros de pacientes con LES y LES secundario al SAAF. Por
lo que es importante determinar el mecanismo de reconocimiento de los fosfolipidos
asociados en particulas lipidicas por el sistema inmunitario, tanto porque es un mecanismo
gue reconoce a moléculas de fosfolipidos que se encuentran en una asociacion
tridimensional especifica, como por la participacion de los anticuerpos anti-particulas lipidicas
en el desarrollo de una enfermedad autoinmune en el ratén y posiblemente en el humano.

Para analizar los mecanismos que llevan al reconocimiento del arreglo tridimensional de
fosfolipidos en particulas lipidicas, se estudi6 el papel de los receptores tipo Toll. Se
analizaron TLR que se expresan en la membrana celular como TLR2/6, TLR4, y TLR5, asi
como el endosomal TLR8. Como el TLR4 reconoce las regiones no-polares de sus ligandos,
en particular la region de cadenas hidrocarbonadas del lipido A del LPS bacteriano,
consideramos que pueda participar en el reconocimiento de las regiones no-polares
hidrocarbonadas de los fosfolipidos en particulas lipidicas. El dimero TLR2/6 reconoce entre
otros ligandos a lipoproteinas y a lipoarabinomanana de origen bacteriano, por lo que es
posible que también participe en este reconocimiento. Como controles negativos se
consideraron el TLR5 que tiene como ligando natural la flagelina de bacterias gram negativas
y el TLR8 que reconoce RNA de una cadena de origen viral. El reconocimiento de las
particulas lipidicas por los TLR’s se determind por la activacion de NF-xB y por la produccion
de IL-8 por las células HEK-293 que expresan un solo TLR.

El TLR4 de las células HEK-293hTLR4 reconocio a los fosfolipidos asociados en particulas
lipidicas en liposomas. La producciéon de IL-8 resultante del reconocimiento de particulas
lipidicas fue practicamente igual a la obtenida con el LPS, el reconocimiento medido por la
activacion de NF-xB fue 30% mayor con particulas lipidicas con respecto al LPS. El
antibiético polimixina B que inhibe el reconocimiento del LPS por TLR4, también inhibié el
reconocimiento de las particulas lipidicas por este receptor. Asi mismo, se demostré que las
particulas lipidicas permanecen en los liposomas en presencia de la polimixina B, por lo que
la inhibicibn del reconocimiento de las particulas en presencia de este antibidtico
posiblemente es similar al que ocurre con el LPS y no porque las particulas lipidicas cambien
a la asociaciéon de bicapa en presencia del antibiético. La demostracién de que los liposomas
con o sin Mn?* no estan contaminados con LPS (con base en la prueba de Lymulus), es un
fuerte apoyo al reconocimiento de las particulas lipidicas por el TLR4. Los TLR2/6, TLR5 y
TLR8 de las células HEK-293hTLR2/6, HEK-293hTLR5 y HEK-293hTLR8 no reconocieron a
los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas.

Estos hallazgos nos permiten concluir que la regidén de cadenas hidrocarbonadas no-polares
de los fosfolipidos de la micela invertida de la particula, comparte un arreglo tridimensional
parecido a la regidon no-polar conica de las cadenas hidrocarbonadas del lipido A, y este
arreglo tridimensional hidrofébico y de forma coénica es el reconocido por el TLR4 de las
células HEK-293hTLRA4.



ABSTRACT

Anionic phospholipids can adopt molecular arrangements different to the bilayer which is the
arrangement of the lipids in the matrix of cell membranes. These molecular arrangements, or
lipidic particles, are transient and by electron microscopy appear as protuberances on the
smooth surface of the bilayer. When lipidic particles are stabilized they induce the production
of anti-lipidic particle antibodies, which participate in the developed of an autoimmune-like
disease resembling human lupus. Additionally, it had been detected anti-lipidic particle
antibodies in the sera of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and SLE
secondary to the antiphospholipid syndrome. Thus, it is important to determine the
mechanism of the recognition of the phospholipids in the association of lipidic particles by the
immune system, both, because it is a mechanism that will recognize a tridimensional
association of molecules of phospholipids, as well as by the participation of the anti-lipidic
particle antibodies in the developed of an autoimmune disease in the mice and probably in
the human.

In order to analyze the mechanisms of the recognition of the tridimensional arrangement of
the phospholipids in the lipidic particles, it was studied the roll of the Toll-like receptors,
specially of the cell membrane receptors TLR2/6, TLR4, and TLR5, as well as the endosomal
TLR8. Insofar as TLR4 can recognize the non-polar regions of their ligands, in particular the
region of the hydrocarbon chains of the lipid A of the bacterial LPS, we considered that it can
also participate in the recognition of the non-polar hydrocarbon chains of the phospholipids
associated in lipidic particles. The dimer TLR2/6 recognizes among other ligands lipoproteins
and lipoarabinomannan thus it is also possible that it can recognize to lipidic particles. As
negative controls it was considered to TLR5 and TLR8 because they have to flagellin and
viral RNA as ligands, respectively. The recognition of lipidic particles by the TLR’s was
determined trough the activation of NF-«xB and by the production of IL-8 by the HEK-293 cells
which expressed only one TLR.

The TLR4 of the HEK-293hTLR4 cells recognizes to the phospholipids associated in lipidic
particles in liposomes. The production of IL-8 after the recognition of lipidic particles was very
similar to that attained with LPS; however, the activation of NF-kB was 45% higher with lipidic
particles than that with LPS. The antibiotic polymyxin B which produces the inhibition of the
recognition of LPS by TLR4, also is an inhibitor of the binding of lipidic particles with this
receptor. In addition, it was demonstrated that the lipidic particles do not disappear in the
presence of polymyxin B, then the polymyxin B inhibition of the binding of these particles with
TLR4 possibly is similar to the inhibition of the binding between LPS and TLR4. The
demonstration that the liposomes with or without Mn?*are not contaminated with LPS (using
the Lymulus method) is a strong support to the recognition of lipidic particles by the TLR4.
Also it was demonstrated that TLR2/6, TLR5 and TLR8 of the cells HEK-293hTLR2/6, HEK-
293hTLR5 and HEK-293hTLR8 do not show any recognition of the phospholipids associated
in lipidic particles.

These findings let us to conclude that the non-polar hydrocarbon chains of the phospholipids
of the inverted micelle of the particles have a tridimensional arrangement similar to the conic
non-polar hydrocarbon chains of the lipid A, and that this hydrophobic and conic
tridimensional arrangement is recognized by the TLR4 of the HEK-293hTLR4 cells.



|. INTRODUCCION
Se ha descrito un modelo de lupus en ratones BALB/c y NIH, desarrollado por
fosfolipidos asociados en particulas lipidicas, y se han detectado anticuerpos anti-
particulas lipidicas en el suero de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
(Aguilar et al., 1999; Baeza et al., 2004; Campos et al., 2006); sin embargo, hasta al
presente no se conocen los mecanismos que llevan a la produccion de anticuerpos
contra el arreglo molecular tridimensional de los fosfolipidos en particulas lipidicas. Por
lo que en este trabajo se analizara la primera etapa que llevaria a la produccién de
dichos anticuerpos, es decir los receptores en las células presentadoras de antigenos

gue reconozcan a los fosfolipidos en la asociacion de particulas lipidicas.

I.1.- El sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos (SAAF).

El SAAF es un desorden autoinmune, en donde se presenta trombosis arterial y/o
venosa, pérdida fetal recurrente, asi como otras manifestaciones obstétricas,
desordenes neurolégicos, manifestaciones intra-abdominales, y la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (Fisher et al., 2007; Shoenfeld et al., 2008; Gresele et al.,
2009; Gigante et al., 2009; Raj et al., 2010).

El SAAF puede estar asociado con enfermedades autoinmunes como el LES, con
enfermedades parecidas al lupus inducidas por farmacos como la promacina, la
cloropromacina, quinina y la procainamida, entre otros, o con enfermedades infecciosas
como el SIDA, o la hepatitis C y con neoplasias (Tabla 1) (Asherson et al., 1996;
Franchini y Veneri, 2005; Séne et al., 2008). Adicionalmente, hay otras variantes del
sindrome como el generalizado o “catastréfico” e incluso aquel en donde no se detectan

anticuerpos antifosfolipidos (Lockshin, 2006) (Tabla 1).

El diagnostico del SAAF esta basado en criterios clinicos, como recurrencia de la
pérdida fetal y presencia de trombosis; asi como en criterios de laboratorio, como la
deteccion de anticoagulante IUpico, de anticuerpos anti-cardiolipina y anti-p,-
glicoproteina | (B2-gpl) en dos o mas ocasiones con una diferencia al menos de 12

semanas. Estos criterios fueron aprobados en el consenso de Sapporo en 2006 sobre la



clasificacion del SAAF (Tabla 2) (Miyakis et al., 2006; leko et al., 2010), y deben
tomarse como una guia para facilitar estudios epidemioldgicos, la implementacion de
nuevos tratamientos o establecer un diagndstico para este sindrome. Esto debido a que
pacientes con SAAF a menudo presentan diversas caracteristicas clinicas como
trombocitopenia, livedo reticularis, lesiones en valvulas cardiacas o nefropatias, que no
son parte de los criterios establecidos en Sapporo. Ademaés, de los anticuerpos
anticoagulante Iupico, anti-cardiolipina y anti-B,-gpl, se han detectado anticuerpos
contra proteinas como la protrombina 6 contra otros fosfolipidos, que no son
considerados en esos criterios (Levine et al., 2002; Carter et al., 2004; Miyakis et al.,
2006; Baker y Bick, 2008; Meroni, 2008; Gigante, et al., 2009; Lim, 2009).

Tabla 1.- Clasificacion del sindrome de anticuerpos antifosfolipidos. (Asherson et al., 1996).

I.- Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos. Se presentan anticuerpos antifosfolipidos, trombosis,
trombocitopenia y complicaciones obstétricas. |
Il.- Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos asociado a otras enfermedades.
A.- Enfermedades autoinmunes.
a. Enfermedades del tejido conectivo: LES, lupus discoide, artritis reumatoide, vasculitis, sindrome de
Sjogren, esclerosis sistémica.
b.- Otras enfermedades: Diabetes mellitus, enfermedad de Crohn, enfermedad autoinmune tiroidea.
B.- Enfermedades malignas.
a.- Tumores sélidos: Carcinomas en diferentes 6rganos; pulmén, rifién, ovario, cerviz,
prostata.
b.- Enfermedades hematoldgicas: Linfomas, leucemia, macroglobulinemia de Waldenstrém, desoérdenes
mieloproliferativos.
C.- Inducido por ingesta de farmacos: Procainamida, fenotiazinas, cloropromacina, promacina, fenitoina
anticonceptivos orales, interferén alfa, quinina, quinidina, hidralazina.
D.- Enfermedades infecciosas: Sifilis, infeccion por el virus de inmunodeficiencia adquirida,
Malaria.
lll.- Otras variantes del sindrome de antifosfolipidos.
A.- Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos generalizado o “catastréfico”.
B.- Otros sindromes microangiopaticos: Parpura trombotica trombocitopénica, sindrome urémico hemolitico.
C.- Sindrome hipoprotrombinémico.
D.- Coagulacion intravascular diseminada.

IV.- Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos seronegativo.




Los anticuerpos antifosfolipidos descritos en el SAAF son muy heterogéneos y en
general pertenecen a tres grupos: los anti-cardiolipina, los anticoagulantes y los anti-
particulas lipidicas. Su deteccion se basa en el método de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay); asi como en pruebas para determinar el tiempo de coagulacion
(Hanly, 2003; Galli, 2004; de Laat et al., 2008; Shoenfeld et al., 2008). Los anti-
particulas lipidicas se determinan por los métodos de ELISA y de citofluorometria
descritos en este laboratorio (Aguilar et al., 1999; Baeza et al., 2004).

» Anticuerpos anti-cardiolipina. Reaccionan con diferentes fosfolipidos ademas de
cardiolipina. Muestran reactividad con un complejo de fosfolipidos aniénicos y la
proteina plasmatica B.-gpl o incluso con la B.-gpl sola en lugar de con
fosfolipidos (Lépez-Lira et al., 2005; Chen y Giles 2010). Se asocian con el
incremento en el riesgo de trombosis arterial, con isquemia coronaria y

enfermedades cerebrales.

Tabla 2.- Criterios para el diagnéstico del sindrome de anticuerpos antifosfolipidos. (Lockshin,
2006, Miyakis et al., 2006).

Criterios clinicos.
Trombosis vascular.
e Uno o més episodios de trombosis arterial, venosa o de capilares sanguineos, en algin 6rgano o tejido. La
trombosis debe ser confirmada por estudios apropiados de imagenologia o de histopatologia.
Pérdida fetal.
e Uno o mas abortos inexplicables de fetos de mas de diez semanas de gestacion, con morfologia fetal normal,
confirmada por ultrasonido o por exploracion directa del feto.
e Una o mas partos de menos de 34 semanas de gestacion debido a pre-clampsia severa o eclampsia, o
insuficiencia severa placentaria.
e Tres o mas abortos consecutivos de fetos de menos de 10 semanas de gestacion, en donde se descarten
anormalidades anatémicas u hormonales de la madre y cromosémicas maternas como paternas.
Criterios de laboratorio.
e Presencia de anticuagulante lUpico en plasma en dos 0 méas ocasiones en menos de 12 semanas.
e Deteccién de anticuerpos anti-cardiolipina de los isotipos IgG y/o IgM en plasma o suero, con titulos por arriba de
40 GPL U/mL (anticuerpos antifosfolipidos del isotipo 1IgG) 6 MPL (anticuerpos antifosfolipidos del isotipo IgM), al
menos en dos 0 mas ocasiones, en menos de 12 semanas.
e Presencia en plasma o suero de titulos elevados de anticuerpos anti-B,-gpl de los isotipos 1gG y/o IgM en dos o

mas ocasiones, en menos de 12 semanas.




Llama la atencién la presencia de anticuerpos anti-cardiolipina en el suero de
pacientes con SAAF, ya que la cardiolipina forma parte de la membrana interna
de las mitocondrias; por lo cual no es un antigeno expuesto en la superficie
celular que pueda inducir la produccién de anticuerpos. Este fosfolipido es
importante en procesos metabdlicos en la membrana mitocondrial, como la
sintesis de ATP, la translocacion de ADP/ATP, y el transporte de electrones en la
cadena respiratoria (Doménech et al., 2006; Baeza et al., 2007).

» Anticuerpos anticoagulantes. Prolongan el tiempo de coagulacién al interferir con
las reacciones dependientes de fosfolipidos de la cascada de la coagulacién
(Asherson et al., 1996); pueden ser de los isotipos IgG o IgM (McNeil et al., 1990;
Alarcon-Segovia y Cabral, 1992; Asherson et al., 1996; Asherson, 2005;
Quenhenberger y Wagner, 2005).

» Anticuerpos anti-particulas lipidicas. Identifican fosfolipidos en asociaciones
moleculares diferentes a la bicapa de la matriz membranal o particulas lipidicas.
Fueron descritos por primera vez en este laboratorio en sueros de pacientes con
LES (Aguilar et al., 1999).

Adicionalmente, se han detectado anticuerpos diferentes a los anti-cardiolipina,
gue reconocen fosfatidilcolina, o fosfatidiletanolamina asociada a proteinas y los
anticoagulantes que reconocen fosfatidilserina asociada con protrombina,
proteina C, proteina S o con anexina V (McNeil et al., 1990; de Laat et al., 2008;
Woo et al., 2010).

I.2.- Factores predisponentes del SAAF.

La etiologia del SAAF es multifactorial ya que requiere de una combinacién de factores
ambientales y genéticos que influyen en la aparicion y desarrollo de la enfermedad en
personas susceptibles (Levy et al., 2006; Maya et al., 2008).



a).- Infecciones y el SAAF.

En afos recientes se ha puesto de manifiesto que las infecciones causadas por

bacterias, virus o parasitos juegan un papel central en la patogenia del sindrome. Estos

agentes etioldgicos promueven la produccion de anticuerpos antifosfolipidos en

personas genéticamente predispuestas, por los siguientes mecanismos (Levy et al.,
2006; Abbas et al., 2007):

Algunas proteinas de los microorganismos pueden actuar como activadores de
linfocitos T y B. La estimulacion de linfocitos T tiene como efecto la sintesis
elevada de IL-1, TNFa, IL-2 y leucotrienos, que causan alteraciones en la
hemostasia del sistema inmunitario y son responsables del choque séptico en
humanos. La activacion extrema de los linfocitos T también puede provocar su
autodestruccion y la anergia celular que resulta de ello.

La sobreproduccién de citocinas Thl que incrementa la expresion de moléculas
MHC clase II, asi como el aumento en el niumero de moléculas coestimuladoras:
CD40L y STAT4 que generan pérdida de la autotolerancia y la consiguiente
respuesta inmunitaria contra antigenos propios que lleva a un estado patolégico.

La exposicibn de antigenos ocultos durante el proceso de necrosis o de
apoptosis celular que lleva a la produccién de autoanticuerpos.

El mimetismo molecular en enfermedades como alergias, encefalomielitis y
uveitis, es un mecanismo importante entre infeccion y enfermedad autoinmune;
ya que algunas proteinas bacterianas presentan una alta similitud con la B,-gpl,
por lo que se induce la producciébn de anticuerpos anti-B.-gpl seguido de
manifestaciones del SAAF.

b).- Farmacos y el SAAF.

La administracion cronica de algunos farmacos induce una enfermedad similar al lupus

en personas con predisposicidon genética. Uno de los mecanismos es a través del

sistema enzimatico NADPH oxidasa/mieloperoxidasa de neutréfilos y monocitos, que

participa en la sintesis de metabolitos reactivos derivados de estos farmacos. Los



metabolitos reactivos se unen a tejidos del paciente con el dafio consecuente en los
mismos; el higado por su funcion en el metabolismo de farmacos es de los mas
afectados, o en algunos casos producen una respuesta tanto celular como humoral
contra dichos derivados (Levy et al., 2006). También se producen autoanticuerpos que
guardan gran similitud con los que se producen por otros mecanismos, como aquellos
en la respuesta contra los virus (Levy et al., 2006), ademas se producen anticuerpos
antifosfolipidos, sin que se conozca qué induce su formacion. Los farmacos asociados
con la presencia de anticuerpos antifosfolipidos son: amoxicilina, anti-epilépticos,
antihipertensivos (propanolol), hidralazina anti-conceptivos orales, fenotiazinas en
especial cloropromacina, antiarritmicos como procainamida, quinonas como quinina,
farmacos inmunoreguladores como el interferon alfa y el infliximab (Lahita, 2002; Kim et
al., 2009).

c).- Vacunas y el SAAF.

Se ha informado de numerosos casos de reacciones inmunes adversas a vacunas
como contra la hepatitis B o la influenza, en los que han aparecido titulos elevados de
anticuerpos antifosfolipidos en especial anti-cardiolipina de los isotipos 1gG o IgM, anti-
B2-gpl y anticoagulante, los que disminuyen a las pocas semanas posterior a la

administracion de la vacuna (Levy et al., 2006).

Como se ha indicado, las caracteristicas clinicas y de laboratorio del SAAF son
claramente identificadas en diferentes enfermedades autoinmunes una de ellas es el
LES (Nojima et al., 2006; Namjou et al., 2007; Lockshin y Derksen, 2008).

I.3.- El lupus eritematoso sistémico.

El LES es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por diversas manifestaciones
clinicas y por la produccion excesiva de autoanticuerpos entre ellos de anticuerpos
antifosfolipidos, los cuales posiblemente estan involucrados en los episodios de
trombosis arterial y venosa, en la perdida fetal recurrente y en la trombocitopenia (Mok y
Lau, 2003; Tomioka et al., 2008; Woo et al., 2010). EI LES no presenta un cuadro



clinico particular, las caracteristicas, en general incluyen: fiebre, anorexia, pérdida de
peso, malestar general y letargia (Tierney et al., 2008). La mayoria de los pacientes
tiene lesiones cutaneas en algin momento de la enfermedad, el exantema tipico que se
presenta en aproximadamente la mitad de los pacientes en la cara tiene forma de “alas
de mariposa”. Otras manifestaciones cutaneas son el lupus discoide, lesiones tipicas en
las puntas de los dedos de las manos, eritema periungeal, infartos en las ufias y
hemorragias en astilla; es comdn que se presente alopecia (Tierney et al., 2008;
Lampropoulos y D"Cruz, 2010). Los sintomas articulares, con o sin sinovitis activa, se
presentan en el 90% de los pacientes y a menudo constituyen la manifestacion clinica
mas temprana (Tierney et al., 2008). La etiologia del LES es compleja, e intervienen en
la aparicion y desarrollo de la enfermedad factores hormonales y ambientales, la raza y

la carga genética (Hoffman, 2004; Maya et al., 2008; Tierney et al., 2008).

I.4.- Prevalencia del LES.

El LES es predominantemente una enfermedad de mujeres jovenes, aunque puede
aparecer en los extremos de la vida, es decir durante la menarquia y la menopausia,
durante los afios fértiles la proporcion mujer:hombre es de 10:1 (Lahita, 2004). La
incidencia del lupus es mayor en la raza negra, en asiaticos y en hispanos, con una
prevalencia de 1:250; la enfermedad afecta a 1:2000 mujeres de raza blanca (Harrison
et al., 1998).

[.5.- Autoinmunidad y transtornos sistémicos en el LES.

Las lesiones tisulares caracteristicas del LES ocurren por subgrupos patogénicos de
autoanticuerpos. Entre los mas frecuentes estan los anticuerpos anti-nucleares, anti-
plaquetarios, los anti-eritrocitos y los anti-DNA de doble cadena que son especificos del
LES. En la actualidad la lista de anticuerpos incluye anticuerpos antifosfolipidos, anti-
particulas lipidicas y anti-colageno del tipo Il (Tan et al., 1982; Roit et al., 1998; Baeza
et al., 2004). Los inmunocomplejos formados por estos autoanticuerpos y sus antigenos
pueden a su vez activar a las células inflamatorias, que secretan citocinas y mediadores

de la inflamacion, lo que provoca un aumento de la adhesion de los leucocitos al



endotelio, aumento en la permeabilidad vascular y un mayor depésito de
inmunocomplejos en las paredes vasculares que agrandan los espacios

interendoteliales que amplifican la lesion tisular.

I.6.- Marcadores genéticos del LES.

El LES se asocia a anomalias genéticas especificas, su predisposicion depende del
polimorfismo genético del MHC clase I, sobre todo de los haplotipos HLA-DR2 y HLA-
DR3, estos alelos confieren un riesgo de presentar la enfermedad de dos a cinco veces
mayor (Lahita, 2002). La ausencia de algunos alelos del receptor de Fcy predispone a la
adquisicién del LES, cuando el receptor Fcy-RIIA esta presente, se obtiene proteccion
en la poblacién afroamericana, que de otro modo desarrollaria lupus con nefritis de
graves consecuencias. La sintesis elevada de la proteina ligadora de manosa, de IL-6,
de BCL-2 codificada por el gen de leucemia de linfocitos B y la IL-10 se han asociado a
la nefritis que se presenta en el LES (Lahita, 2002; Lockshin , 2006; Abbas et al., 2007).

La carencia heredada de componentes del complemento también influye en la
predisposicion de la enfermedad, en especial de C4A y C4B codificados en el
cromosoma 6. Cuando hay déficit de C4A, el 80% de las personas tiene un alto riesgo
de desarrollar LES. El lupus se asocia también a deficiencias heredadas de C1Q,
C1R/S y C2. En general, la falta de sintesis de componentes del complemento
interviene en la aparicion del LES, por la acumulacién de altas cantidades de antigeno,

ya que éstos no pueden ser eliminados (Lahita, 2002; Liphaus y Kiss, 2010).

I.7.- Factores hormonales y ambientales en el desarrollo del LES.

La influencia hormonal es otro factor importante en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, ya que éstas se presentan después de la menarquia y antes de la
menopausia, periodos en los que ocurren variaciones fisiolégicas, patolégicas o
terapéuticas que pueden modificar las concentraciones de estrégeno en suero; entre

ellas, los cambios durante el ciclo menstrual, el embarazo, el periodo postparto, el



estrés cronico, citocinas inflamatorias, el uso de corticoesteroides, o de anticonceptivos

orales, o de terapias de reemplazo hormonal (Mok y Lau, 2003; Lee et al.,2010).

En pacientes con LES se han documentado alteraciones en la relacibn androge
nos/estrogenos y alteraciones en el metabolismo del estrdgeno que originan un
incremento en la hidroxilacion del C16, que lleva a un incremento significativo en la
concentracion de 16a-hidroxiestrona que tiene actividades de proliferacion mas
potentes que el 17p-estradiol. En otros casos, concentraciones bajas de androgenos en
plasma en mujeres con LES (testosterona, dihidrotestosterona, dehidroepiandrosterona
y sulfato de dihidroepiandrosterona) correlacionan inversamente con la actividad de la
enfermedad (Cutolo et al., 2004).

El entorno ambiental parece tener un papel importante en el inicio del LES. Algunos
agentes infecciosos se han relacionado en la patogénesis del lupus, entre ellos los virus
de la rubéola, de hepatitis C, sarampion y paperas. EI mecanismo responsable no es
bien conocido, probablemente durante las infecciones ocurre el mimetismo de algunos
componentes del organismo con moléculas presentes en los patdégenos (Manson y
Rahman, 2006; Amital et al., 2008; Kim et al., 2009).

Como se ha indicado, la administracién prolongada de algunos farmacos (como
cloropromacina, procainamida, quinina e isoniazida) puede inducir un cuadro parecido
al lupus. El probable mecanismo de accion de estos farmacos es que, el DNA de los
pacientes con LES esta hipometilado y que los farmacos provocan la inhibicién de la
metilacion del DNA, lo que ocasiona un aumento en la apoptosis celular que exacerba
la respuesta autoinmune (Kim et al., 2009). Adicionalmente, el uso continuo de otros
productos que contienen aminas aromaticas o sus derivados se ha asociado a la
presencia de lupus; por ejemplo, la hidrazina que se encuentra en el tabaco o las
soluciones utilizadas para rizar el cabello que contienen estos quimicos y al ser

absorbidas por el cuero cabelludo pueden exacerbar el lupus (Pickholz et al., 2006).



La exposicion a la luz solar es otro factor ambiental que puede inducir o exacerbar tanto
el LES como el lupus cutaneo, ya que hasta un 70% de los enfermos padecen
fotosensibilidad (Mok y Lau, 2003).

[.8.- Anticuerpos anti-particulas lipidicas y su relacion con el LES.

Como se ha indicado los anticuerpos anti-particulas lipidicas fueron detectados por
primera vez en este laboratorio en pacientes con LES, estos anticuerpos identifican
lipidos en asociaciones moleculares diferentes a la de bicapa de la matriz membranal,
que se conocen como particulas lipidicas (Aguilar et al., 1999; Lara, 1999; Baeza et al.,
2004). Estas particulas son protuberancias formadas en membranas celulares y en
membranas experimentales, como los liposomas, su formacion es estimulada por
inductores como los farmacos que producen un cuadro parecido al lupus, algunos
antibiéticos, cationes divalentes y por péptidos no-polares (Figura 1) (Baeza et al.,
2004). La asociacion de fosfolipidos en particulas lipidicas en membranas celulares o
experimentales es transitoria, es decir, no es permanente ya que los fosfolipidos

vuelven a rearreglarse en bicapas cuando disminuye la concentracion del inductor.

Los fosfolipidos que forman particulas lipidicas son de forma molecular cénica como la
fosfatidiletanolamina, el fosfatidilglicerol, el fosfatidato, la fosfatidilserina y la cardiolipina
(Cullis y Hope, 1991; Aguilar et al., 1999; Hafez y Cullis, 2001; Baeza et al., 2004). Los
arreglos diferentes a la bicapa forman parte del modelo metamoérfico para la membrana
celular propuesto por Cullis et al., en 1980 (Cullis et al., 1980; Cullis y Hope, 1991) y
gue ha sido apoyado por los estudios de este laboratorio (Aguilar et al., 1999; Baeza et
al., 2004; Baeza et al., 2007).

En el modelo metamorfico se propuso que las particulas lipidicas transitorias se
encuentran en las membranas celulares y participan en el transporte de iones y
moléculas polares, en la fusién entre membranas, en uniones intercelulares, en sefiales

de activacion del metabolismo celular, en la activacibn de proteinas membranales
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(Cullis et al., 1980; Kinnunen et al., 1994) y en este laboratorio se encontré que cuando

se hacen permanentes son inmunogénicas (Aguilar et al., 1999; Baeza et al., 2004).

Particulas lipidicas.

Agente inductor de

particulas lipidicas:
farmacos, péptidos no
polares, cationes
divalentes.

>

|
CH2
Liposoma e “-"H‘

g:o go

Liposoma.

@ =Fostatiilcolina 33

q = Cardiolipina. N
¢ Fosfatidilcolina.  Fosfatidiletanolamina
Figura 1.- Esquema de la formacion de particulas lipidicas en liposomas. Las micelas invertidas se forman

con inductores como el catién divalente Mn®* o los farmacos cloropromacina o procainamida, y la micela invertida

se inserta en la bicapa lipidica lo que da lugar a la formacion de las particulas lipidicas. La presencia de lipidos de

forma molecular cénica como la fosfatidiletanolamina favorecen la formacion de particulas lipidicas. La

fosfatidilcolina un lipido cilindrico favorece la formacién de bicapas.

Para determinar la participacion de anticuerpos anti-particulas en el desarrollo del lupus
inducido por farmacos y con base en la propiedad de la cloropromacina y la
procainamida de inducir la formacién de particulas lipidicas, se propuso la hipétesis de
gue la administracion terapéutica del tranquilizante cloropromacina o del antiarritmico
procainamida podria causar la estabilizaciéon de particulas en las membranas celulares
de los pacientes, lo que produciria una exposicion anormal de dichas estructuras que
llevaria a una respuesta inmunoldgica con la produccion de anticuerpos anti-particulas

(Baeza et al., 2004).

Esta hipotesis fue probada al administrar los farmacos cloropromacina y procainamida

en ratones hembras de la cepa singénica BALB/c. Los farmacos se usaron solos o al
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formar particulas lipidicas en liposomas y se emplearon en concentraciones semejantes
a las que se usan en el tratamiento de pacientes con alteraciones psicoticas o con
arritmias cardiacas (Baeza et al., 2004). Los ratones produjeron anticuerpos con
reactividad a los lipidos asociados en particulas lipidicas. Después de cuatro semanas
de esta deteccidbn se produjeron anticuerpos anti-cardiolipina, anti-nucleares y
anticoagulantes.

Los ratones presentaron alopecia moderada, lesiones faciales simétricas en forma de
“alas de mariposa”, como las descritas en el humano, cuando los ratones recibieron
particulas inducidas por procainamida. También presentaron alteraciones en la dermis y
la epidermis y depdésitos de complejos inmunes entre la dermis y la epidermis en forma
similar a la banda lupica descrita en el humano; asi como alteraciones renales y
depdsitos de complejos inmunes en la pared de los capilares y en el mesangio renal,
como en el humano (Baeza et al., 2004).

Esta enfermedad autoinmune también se produjo en ratones no-singénicos NIH
hembras. La reproduccion del lupus en ratones NIH es muy relevante, ya que estos
ratones son una cepa no-singénica que es mas parecida a una poblacion
genéticamente abierta como la humana. Es importante destacar que en ambos modelos
se produjeron primero los anticuerpos anti-particulas y después los anti-cardiolipina, lo
que sugiere un papel predominante para los anti-particulas sobre los anti-cardiolipina
(Baeza et al., 2004).

Los anticuerpos anti-particulas también se detectaron en sueros de 30 pacientes
positivos para anti-cardiolipina (Lara, 1999). De éstos, once fueron en pacientes con
LES, doce con SAAF y siete para el SAAF secundario al LES. Como controles
negativos se estudiaron sueros de 50 donadores del Banco de Sangre del Hospital de
Infectologia del Centro Médico La Raza, en donde no se detectaron anticuerpos anti-
particulas (Lara, 1999).
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En otro estudio de este laboratorio se analizaron 22 sueros de pacientes con LES
activo, encontrandose anticuerpos anti-particulas en 19 sueros, de los cuales 15 fueron
positivos para anti-cardiolipina. También se analizaron ocho sueros de pacientes con
LES inactivo, detectandose anticuerpos anti-particulas sélo en dos de ellos, los ocho
sueros fueron negativos a anti-cardiolipina; como control negativo se analizaron 20

sueros de donadores (Espafia, 2005).

El encontrar anticuerpos anti-particulas en los 30 pacientes con LES y/o con SAAF, al
igual que en 19 con LES activo y en dos con LES inactivo y no en los 70 sueros de
donadores sin LES o SAAF, sugiere fuertemente, junto con los modelos de lupus en
ratones, la participacion de los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas y de los
anticuerpos anti-particulas en el desarrollo de algunas de las enfermedades del

sindrome de anticuerpos antifosfolipidos humanao.

Como se ha indicado, hasta al presente no se conocen los mecanismos que llevan a la
produccion de anticuerpos contra el arreglo tridimensional de los fosfolipidos en
particulas lipidicas. A continuacién se describen algunos de los mecanismos que estan
involucrados en la respuesta inmune humoral y que podrian estar relacionados con la

produccion de los anticuerpos anti-particulas lipidicas.

I.9.- Eventos de la respuesta inmunitaria y su posible participacion en la
produccion de anticuerpos anti-particulas lipidicas

Los microorganismos que han pasado las barreras epiteliales y penetraron en los
tejidos del hospedero son reconocidos principalmente por células dendriticas y por
macrofagos, ambos expresan receptores de membrana como los de manosa, los
carrofieros y los tipo Toll (TLR); estos ultimos reconocen a moléculas microbianas y a
algunas moléculas propias o enddégenas o DAMP (damage associated molecular
patterns). Las células dendriticas residen en los epitelios de la piel y de los aparatos
digestivo y respiratorio, que son los principales sitios a través de los que penetran

microorganismos patdgenos.
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Los TLR son el grupo més grande de PRR’s (patter-recognition receptors) y actuan
como receptores de patrones de moléculas de superficie denominadas
PAMP(“Pathogen-Associated Molecular Pattern”) que se encuentran altamente
conservadas en protozoarios, bacterias, hongos y virus; los TLR estimulan la respuesta
inmune innata frente a microorganismos que expresan los PAMP (Foldes et al., 2010).
Los TLR actdan en alertar al organismo de una posible infeccion, por lo que se lleva a
cabo la activacion de la respuesta inflamatoria y la produccion de citocinas, interferones
del grupo I, quimiocinas, moléculas de superficie celular y receptores quimiotacticos,
que precede a la induccién de la respuesta inmune adaptativa (Krishnan et al., 2007;
Mishra et al., 2008). De la misma forma se incrementan las funciones de las células
fagociticas que aumentan su propiedad de presentar antigenos microbianos a las
células T (Saitoh et al., 2004; Krishnan et al., 2007).

Los TLR se encuentran altamente conservados a través de la evolucion, se han
descubierto incluso en organismos muy sencillos como las esponjas de mar (Wiens et
al., 2005). La primera proteina identificada fue la proteina Toll de Drosophila que
participa en el establecimiento del eje dorso-ventral durante la embriogénesis ia de la
mosca, asi como en la respuesta anti-microbiana del insecto (Oviedo et al., 2005;
Abbas et al., 2007; Sabroe et al., 2008). En la actualidad se han reconocido 13 TLR en
mamiferos, en el humano se han descrito los TLR 1 al 11 y en el raton del 1 al 9 y del
11 al 13 (Rojas-Espinosa, 2006; Abbas et al., 2007; Balmelli et al., 2008; Papadimitraki
et al.,, 2007). Los TLR pertenecen a la superfamilia de receptores Toll/IL1 (TIR), en
general contienen de 19 a 25 repeticiones ricas en leucina y un dominio rico en cisteina
en su region extracelular (Figura 2). ElI dominio citopldsmico Toll/IL-1 (TIR) tiene
aproximadamente 160 aminoacidos, este dominio es esencial para la activacion de la
cascada de sefializacion celular, contiene tres regiones altamente conservadas. La
region 1 es caracteristica del dominio TIR, la regiébn 2 tiene un dominio que
probablemente interacciona con elementos rio abajo o con otros TLR, ya que estos
receptores pueden formar dimeros durante el reconocimiento de sus ligandos. La region

2 posee una secuencia altamente conservada rica en prolina, cuando hay mutacion por
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histidina la proteina no lleva a cabo el proceso de sefializacion; la funcion de la regién 3
aun no es muy clara (Krishnan et al., 2007). Los TLR se clasifican en dos grupos; el
primero comprende aquellos que se expresan en la membrana celular: TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5 y TLR6, el segundo estad formado por los TLR’s endosomales: TLRS,
TLR7, TLR8 y TLR9 que por lo general reconocen ligandos como DNA 6 RNA (Krishnan
et al., 2007; Robson, 2009; Dietrich et al., 2010). Los TLR se encuentran en neutrofilos,
células epiteliales de mucosas y células endoteliales, ademas de los macréfagos y

células dendriticas (Barton et al., 2006; Wang et al., 2008).
repetidas ricas en

leucina
(regién hidrofébica) \

Estructuras

Estructura flanqueadora rica
en cisteina

Dominio transmembranal

Regién 1
Regién 2

Regién 3 Dominio TIR

—O)

Figura 2.- Estructura general de los TLR. Un TLR tipico contiene dominios extracelular y citoplasmico
conservados. Los TLR varian en el nimero y en la posicion de las regiones ricas en leucina y en cisteina en el
dominio extracelular; ademas, contienen el dominio citoplasmico Toll/IL-1.

Los TLR tienen la propiedad de reconocer ligandos con estructura quimica que no se
encuentran relacionadas entre si. En particular el TLR4 es de interés para este trabajo,
el TLR4 reconoce ligandos que tienen en comun grandes regiones hidrofébicas, las
cuales son reconocidas por la region no-polar de repetidos ricos en leucina del TLR4
(Figura 3). Los PAMP que reconoce este receptor son el lipopolisacarido (LPS) de
bacterias gram negativas, las proteinas de fusion del virus respiratorio sincitial y las
fimbrias bacterianas, entre otros. El TLR4 también reconoce moléculas de naturaleza
enddégena como algunos componentes de matriz extracelular como: el acido hialurénico
y el fibrinbgeno, proteinas del ndcleo que son liberadas durante la necrosis, la B-

defensina y la proteina de choque térmico de 60 kD (HSP60) que se producen posterior
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a un proceso infeccioso, ademas de moléculas enddgenas modificadas (Seong y
Matzinger, 2004; Asea, 2008; Ibeagha-Awemu et al., 2008; Sumbayev, 2008).
Recientemente se ha descubierto que este receptor tiene la propiedad de reconocer
farmacos como el Taxol que se usa para el tratamiento del cancer de ovario y de mama
(Kawasaki et al., 2004).

Debido a que el TLR4 reconoce las regiones no-polares de sus ligandos (Figura 3),
existe la posibilidad de que el TLR4 participe en el reconocimiento de fosfolipidos en los
arreglos moleculares de particulas lipidicas, en donde se presentan también grandes
regiones no-polares. Los dimeros TLR2/6 y TLR1/2 reconocen lipoproteinas de
micoplasma y lipoproteinas de origen bacteriano (Tabla 3) (Abbas et al., 2007; Doz et
al., 2007; Krishnan et al. 2007; Wu et al., 2006 y Elass et al., 2008), por lo que también
es posible que participen en el reconocimiento de los fosfolipidos asociados en

particulas lipidicas.

Tabla 3. Localizacién, organismo en donde se encuentran y ligandos mas comunes de los
TLR. (Anders et al., 2005; Rojas-Espinosa, 2006; Abbas et al., 2007; Krishnan et al., 2007).

Receptor Localizacion Especie Ligando Origen del ligando
TLR1 Membrana celular | Humano/raton | Triacil lipopéptidos Bacterias gram
negativas
TLR2 Membrana celular | Humano/raton | Lipoproteinas Bacterias gram
Peptidoglicano y acidos | negativas y positivas
lipoteicoicos, Bacterias gram positivas
Lipoarabinomanana Micobacterias
Zimosan, HKLMy FSL1 Levaduras
TLR3 Endosomal Humano/raton | RNA de doble cadena Virus
TLR4 Membrana celular | Humano/ratén | Lipopolisacarido, fimbrias Bacterias gram
Proteina HSP60 negativas
Proteinas de fusion Chlamydia
Virus repiratorio sincitial
TLR5 Membrana celular | Humano/ratén | Flagelina Bacterias gram
negativas
TLR6 Membrana celular | Humano/raton | Bacterias gram negativas Micoplasma
TLR7 Endosomal Humano/raton | RNA de una cadena Virus
TLR8 Endosomal Humano/raton | RNA de una cadena Virus
TLR9 Endosomal Humano/ratén | Secuencias DNA CpG Bacterias, protozoarios
Hemozoina Plasmodium falciparum
TLR10 Membrana celular Humano Desconocido Desconocido
TLR11 Membrana celular | Humano/raton | Profilina Toxoplasma gondii
Biofilm Bacterias uropatogenas
TLR12 Desconocido Ratén Desconocido Desconocido
TLR13 Desconocido Raton Desconocido Desconocido
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Diversos estudios han resaltado la importacia de los PAMP, ya que al activar a los TLR
exacerban enfermedades como el LES. En estos trabajos se han utilizado cepas de
ratones MRL/n, BXSB y NZW que desarrollan una enfermedad parecida al lupus
humano. En estos ratones al administrar LPS se observé un aumento en la produccion
de anticuerpos anti-DNA asi como la activacion y expansion clonal de células B (Hang
et al.,, 1983; Robson, 2009). En ratones MRL1pr han demostrado que al utilizar
secuencias de RNA 6 de DNA, que son los ligandos para TLR7 6 TLR9, se mimetizan
los efectos de una infeccion viral y se exacerba el lupus que presentan. Adicionalmente,
se ha demostrado que al utilizar ratones susceptibles a desarrollar lupus y que carecen
de alguno de estos TLR, no desarrollan la enfermedad, aun si el ligando se encuentra
en altas concentraciones. Estos hallazgos resaltan la importancia de los TLR en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes en modelos animales independientemente
gue tengan o no la carga genética para desarrollar dichas enfermedades (Anders et al.,
2004; Patole et al., 2005; Pawar et al., 2006; Kim, et al., 2009; Lenert, 2010).

Moléculas exégenas Moléculas endogenas . -

LPS

B-defensina

Regioén hidrofoébica
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Region hidrofébica

Proteina de choque

Proteina de fusion RSV térmico 60 Kd

Cascada de
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Figura 3.- Esquema del reconocimiento de moléculas exdgenas y endégenas por el TLR4. El reconocimiento de
moléculas exdgenas como el LPS y la proteina de fusion del virus sincitial humano y de moléculas enddgenas como
la B-defensina y la proteina de choque térmico 60 se lleva a cabo por la unién de las regiones hidrofébicas de éstas
con el TLR4 en su region no-polar. Este reconocimiento da como resultado la cascada de sefalizacion que a su vez
da origen a la respuesta inflamatoria (Seong y Matzinger, 2004). 17



De los ligandos del TLR4, el LPS es de interés para este trabajo por su similitud
estructural con los fosfolipidos de forma cénica que participan en la formacion de las
particulas lipidicas en estudio. El LPS es el mayor componente de la pared celular de
bacterias gram negativas, su reconocimiento es mediado por el complejo TLR4-MD?2.
Primeramente el LPS es reconocido por la proteina de union a LPS 6 LBP (LPS-binding
protein) que se encuentra en el plasma, después el complejo LPS-LBP se une a CD14
que esta en la membrana celular y posteriormente transfiere el LPS a TLR4-MD2, este
complejo induce la cascada de sefializacion que activa a NF-xB y lleva a la produccion
de enzimas pro-inflamatorias (Figura 4), como el LPS es un potente activador de la

respuesta inmune puede llevar a choque séptico (Niu et al., 2008; Wittebole et al.,2010).
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Figura 4.- Reconocimiento del LPS por el TLR4 y cascada de sefializacién que se activa. El LPS es transportado
mediante la proteina fijadora de LPS hacia el TLR, al llevarse a cabo la interaccion LPS con el TLR4, se inicia la
cascada de sefializacién que culmina con la activacion de NF-«B, el cual a su vez activa la transcripcion de genes de
la respuesta inflamatoria, que da como resultado la produccién de factores quimiotacticos y moléculas pro-
inflamatorias (Abbas et al., 2007; Premkumar et al., 2010).

El LPS es una molécula anfipatica, que posee una regién hidrofilica constituida por un

heteropolisacarido y una porcion hidrofébica conocida como lipido A, esta molécula es
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la responsable de las reacciones tdxicas y pirégenas caracteristicas del LPS. El lipido A
es un disacéarido de D-glucosamina en union 31-6, posee dos grupos fosfato cargados
negativamente y seis cadenas hidrocarbonadas saturadas que tienen una distribucion
asimétrica; cuatro de estas cadenas estan unidas a la glucosamina no-reductora y las
otras dos a la glucosamina reductora (Figura 5A). Esta distribucién de las cadenas
aciladas le confieren al lipido A una forma molecular cénica (Figura 5B) (Seydel et al.,
2000), la reduccion del nimero de cargas negativas o variaciones en la distribucion,
longitud y el nimero de las cadenas aciladas disminuye considerablemente la actividad
biolégica del lipido A, posiblemente debido a que su unién con el complejo TLR4-MD2
es menos eficiente (Seydel et al., 2000; Schromm et al., 2000). El hexa-acil lipido A
monofosforilado tiene una forma cénica menos marcada (Figura 5C) que el difosforilado
(Figura 5B) y presenta menor actividad biolégica. La reduccion en el nimero de
cadenas aciladas (Figura 5D y E) o una forma cilindrica simetrica (Figura 5F) causan
pérdida de la actividad biologica (Brandenburg et al., 1993; Seydel et al., 2000).

\ ?_: hn B \ C

A f u.r—:oa\'

S = §0° = 35°
G OH OH ’
Gl —-=0a
o OH \ OH /
s M
o O HTOmKDD Y.
= A 4\ x
0 - - S~
P, C-u- 0 fcn ~ - K
0 o _ MO
Ou o i,
- HO
Ho-
Hexaacyl asimétrico Hexaacyl asimétrico monofosforilado Pentaacil

Tetracil Hexaacil simétrico

Figura 5.- Estructura quimica del lipido A del LPS y esquemas del lipido A. Se muestran variaciones en
fosforilacion, nimero de cadenas hidrocarbonadas y forma molecular. El lipido A de E. coli que tiene la mayor
actividad bioldgica es el de forma conica (B). Lipido A monofosforilado medianamente activo (C), antagonista inactivo
(D), tetraacilado inactivo (E) y proveniente de Chromobacterium violaceum e inactivo (F) (Seydel et al., 2000; Miller et
al., 2005).
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Es importante destacar que los fosfolipidos que tienen una forma molecular conica son
los que participan en la formacion de las particulas lipidicas, en donde hay un arreglo
molecular de cadenas hidrofébicas semejante al que presenta el LPS (Figura 6). Por lo
que es probable que el TLR4 pueda reconocer a los lipidos en esta asociacion

molecular v posteriormente se producen los anticuerpos contra esta asociacion lipidica.
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Figura 6.- Estructura quimica del LPS y de un lipido conico y esquema de un liposoma. Se observa que la
region hidrocarbonada del LPS presenta gran semejanza con las regiones hidrocarbonadas que forman parte de las
particulas lipidicas en los liposomas, las cuales se encuentran formadas por fosfolipidos cénicos como la
fosfatidiletanolamina y por fosfolipidos aniénicos como fosfatidilserina, fosfatidato y cardiolipina.

Las células dendriticas de los epitelios de piel y de los aparatos digestivo y respiratorio
al interaccionar a través de sus TLR con los patrones moleculares microbianos o con
los endogenos, se desplazan hacia la zona T de los ganglios linfaticos, en donde
circulan los linfocitos T virgenes o “naive” (CD4%). En este trayecto las células
dendriticas maduran y expresan moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 que
son reconocidas por el ligando CD28 en las células T CD4", también expresan CD40
que tiene por ligando en las células T a la molécula CD40L. Como consecuencia, la

subpoblacién Ty2 CD4" se activan y producen una serie de citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, -
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10 e IL-13) e interaccionan con linfocitos B. Estos ultimos también se unen a PAMP’s o0
a ligandos endbgenos a través de sus receptores especificos y después de procesarlos
los exponen en moléculas MHC Il que también se unen a los receptores de los linfocitos
Tw2 CD4" (Figura 7). Posteriormente, los linfocitos B maduran del estado “naive” con la
participacion de las citocinas IL-2, que funciona como factor de crecimiento y
estimulante de la produccion de anticuerpos, IL-4, que participa en el cambio de isotipo
de IgM a IgG y en la expansion clonal de linfocitos B, e IL-6, que también favorece la
expansion clonal. Estas células se convierten en células plasmaticas productoras de
anticuerpos especificos que migran de manera preferente a la médula 6sea. Las células
plasmaticas en la médula 6sea pueden secretar anticuerpos por meses o incluso por
afos, lo que confiere una proteccién inmediata si se tiene contacto nuevamente con el
antigeno. Algunos linfocitos B adquieren la propiedad de sobrevivir durante largos
periodos de tiempo y constituyen las células B de memoria, que pueden permanecer en
los ganglios linfaticos o mediante el torrente sanguineo alcanzar otros 6rganos linfaticos
(Figura 7) (Abbas et al., 2007)

Para iniciar el estudio de los mecanismos que llevan a la produccién de anticuerpos
contra el arreglo tridimensional de los fosfolipidos en particulas lipidicas y con base en
la similitud entre la forma molecular cénica de la regién no-polar del LPS y de los
fosfolipidos que forman las particulas, en este trabajo se propone la hipotesis de que las
particulas lipidicas sean reconocidas por el TLR4 y/o por el dimero TLR2/6; ya que
ambos TLR’s reconocen al LPS o a lipoproteinas bacterianas, respectivamente (Figura
8).

Es importante conocer este primer evento en la produccion de anticuerpos anti-

particulas lipidicas para posteriormente llegar a conocer los procesos que llevan a la

obtencion de estos anticuerpos.
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Figura 7.- Representacion del reconocimiento de moléculas por receptores tipo Toll (TLR) y de la produccion de anticuerpos. Los PAMP’s son reconocidos por
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TLR de células dendriticas y/o de macréfagos y son procesadas y presentados a los linfocitos T2 CD4" en los ganglios linfaticos. El reconocimiento molecular también
es llevado a cabo por linfocitos B a través su receptor (BCR) y son presentados en moléculas MHC II. Posteriormente las células maduran del estado virgen y dan lugar a

una expansion clonal y a células plasmaticas productoras de anticuerpos 1gG e igM y a células B de memoria
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[. 10.- Justificacion
Se ha demostrado la participacién de lipidos asociados en particulas lipidicas y de

anticuerpos anti-particulas en el desarrollo de lupus en ratones; asi mismo, se han
detectado anticuerpos anti-particulas en 60 sueros de pacientes con LES y LES
secundario al SAAF. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de reconocimiento de
estos lipidos en particulas lipidicas por el sistema inmunitario, asi como la produccién
posterior de los anticuerpos contra estas asociaciones lipidicas. Por lo que en este
trabajo se estudia, la posible participacion de los receptores tipo Toll en el
reconocimiento de fosfolipidos en particulas lipidicas, debido a la similitud entre el
arreglo molecular de los fosfolipidos en las particulas y el de algunas moléculas
bacterianas, como el LPS, que son reconocidas por estos receptores de las células

presentadoras de antigenos.

I. 11. - Hipotesis
Los receptores tipo Toll, identifican selectivamente a los lipidos asociados en particulas

lipidicas en células dendriticas y en macréfagos.

I. 12.- Objetivo general
Determinar la participacion de los TLR de lineas celulares HEK-293h, que expresan en
su superficie un solo TLR, en el reconocimiento de particulas lipidicas formadas con

diferentes inductores en liposomas.

I.13.- Objetivos particulares

1. Preparar liposomas con la composicion lipidicas fosfatidilcolina:fosfatidato.

2. Inducir la formacion de particulas lipidicas en los liposomas de las diferentes

formulaciones lipidicas con cloropromacina, procainamida o Mn*2.

3. Analizar por citofluorometria la formacion de particulas lipidicas en liposomas.
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. Cultivar las lineas celulares HEK-293h que expresan en su superficie un solo TLR

de humano.

Determinar la citotoxicidad de liposomas con particulas lipidicas en las lineas
celulares HEK-293h que expresan un TLR.

. Cultivar las lineas celulares HEK-293h con liposomas con particulas lipidicas y con
liposomas con lipidos en bicapa, para determinar el TLR que reconozca los

antigenos liposomales.

Determinar el reconocimiento de los antigenos liposomales por los TLR de las

lineas celulares HEK-293 por la produccion de IL-8.

Determinar el reconocimiento de los antigenos liposomales por los TLR de las

lineas celulares HEK-293 por la activacion de NF-kB.
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Il. MATERIAL Y METODOS

II. 1.- Disefio experimental general.

Preparacién de liposomas por el -
método de fase inversa: Cultivo celular de HEK-293h:
» Fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1) > 293hTLR4
» 293hTLR5
» 293hTLR2/6
> 293hTLRS8
» HEK-293
\ 4
Induccidn de particulas lipidicas con: l
» Cloropromacina 0.5 -2.5mM
> Mn*2.0-45mM Viabilidad de cada linea celular con los
» Procainamida: 2, 4, 8,16y 32 mM liposomas que llevan particulas
lipidicas
Analisis por citofluorometria
de las . ’a}somamones Pruebas de viabilidad
moleculares lipidicas celular
Incubacion de las lineas celulares
HEK-293h con liposomas con
particulas lipidicas: Azul de
> 293hTLR4 tripano
» 293hTLR5
» 293hTLR2/6
» 293hTLR8
» HEK-293

Determinar el receptor tipo Toll que
identifica las particulas

La interaccion receptor tipo Toll-particulas
lleva a la produccién de NF-xB

| l

Produccion de IL-8

v

Deteccion de IL-8 en los
sobrenadantes de los cultivos
celulares por ELISA

Determinaciéon de NF-xB por
transfeccion genética con
lipofectamina—pNiFty-Luc de las

células HEK-293h

l

Determinacion de la transfeccién
genética por la expresion de luciferasa
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[1.2.- Preparacién de liposomas.

Los liposomas se prepararon por el método de evaporacion en fase inversa (Szoka y
Papahadjopoulos, 1978) modificado (Baeza et al., 1987) para obtener liposomas
unilamelares, ya que estas vesiculas son mas uniformes en su estabilidad y en sus
caracteristicas que las multilamelares (Alving et al.,, 1984), con las formulaciones de

lipidos: fosfatidilcolina:fosfatidato (relacién molar 2:1).

Se emplearon 8 pmoles de los lipidos en cloroformo y se colocaron en un tubo de 13 X
100 mm, adaptado a un rotovapor-M Brinkmman Instruments, en donde se evaporo el
cloroformo. Después, los lipidos se disolvieron en 1 mL de eter dietilico y se agregaron
300 yL de TS a pH 7.0, la mezcla se agitd 1 min en un vortex y el eter se evaporo en el
rotovapor, durante 1 min con vacio. Posteriormente se agregaron 600 puL de TS, con lo
que se formdé una suspension viscosa, que se transformd en una suspension de
liposomas pequefios unilamelares, que se filtré6 con membrana Millipore de 0.45 yM de
diametro del poro, para homogenizar el tamafo de las vesiculas y conservarlas en

condiciones de esterilidad (Baeza et al., 1990).

[1.3.- Induccidn de particulas lipidicas en los liposomas.

Los liposomas se incubaron con los inductores de particulas Mn?* a concentraciones de
2.5 a 4.5 mM, procainamida 2, 4, 8, 16, 32 y 80 mM y cloropromacina 0.5a 2.5 mM Yy se
incubaron 30 min a 37°C, que es el tiempo minimo requerido para la formacion de las

particulas lipidicas (Baeza et al., 1994).

I1.4.- Andlisis por citofluorometria de las asociaciones moleculares lipidicas.

Las preparaciones liposomales con lipidos en bicapa o en particulas lipidicas se
colocaron en tubos para citometria de 12 X 75 mm (Elkay Products) y se leyeron en el
citometro FACScalibur (Becton Dickinson), equipado con rayo laser de argéon de 488
nm. Se emplearon los siguientes parametros en modo logaritmico: FSC o tamafio
liposomal relativo en E00, umbral minimo de detecciéon en 52 V; SSC o complejidad

liposomal relativa de 401 V y el canal de fluorescencia FL-1 de 660 V. Los datos de
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10,000 liposomas se analizaron con el programa Cellquest (Becton Dickinson) y se
presentan como histogramas del nimero de liposomas contra fluorescencia relativa 6
contra la complejidad de la bicapa liposomal y graficas de puntos del tamafio relativo

contra la complejidad de la bicapa.

[1.5.- Cultivos celulares de HEK-293h que expresan un TLR.

Las células HEK-293h que expresan un solo TLR en su superficie (TLR2/6, TLR4, TLR5
y TLR8) que unicamente producen IL-8 (Miyake, 2003) se cultivaron en botellas GIBCO
de 50 mL con DMEM complementado con SFT al 10%, y blasticidina S (Invivogen) 10
Mg/ mL, para las células que expresan TLR2/6, TLR5 o TLR8, para las células que
expresan TLR4 al medio DMEM complementado se le adicion6 HygroGold (Invivogen)
25 uL en 50 mL de medio, las botellas se incubaron a 37°C en atmésfera de CO;, al 5%,
hasta obtener una confluencia del 100%. Para la propagacion de estas lineas celulares,
se elimin6é el medio de cada botella y la monocapa se lavé dos veces con 2 mL de
regulador de PBS estéril. Se adiciond 1 mL de tripsina al 0.001% y se dejé actuar 1 min
a temperatura ambiente. Al despegarse las células, se pasaron a un tubo de propileno
de 10 mL con DMEM completo, para que la tripsina siga actuando sobre las proteinas
del SFT y no sobre las células. Después, se centrifug6é a 1,000 g por 2 min a
temperatura ambiente, se retir0 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en
2 mL de medio de cultivo completo. Las células se sembraron en botellas nuevas de 50
mL o en placas de 96 pozos con medio completo, y se incubaron a 37°C con CO; al 5%,

hasta llegar al 80% de confluencia, para los estudios posteriores.

I1.6.- Determinacién de la citotoxicidad de los inductores de particulas lipidicas:
manganeso, cloropromacina y procainamida; asi como de liposomas solos a con
particulas lipidicas en cultivos de células HEK-293h que expresan un TLR.

Para esta determinacion se usé el método de coloracion con azul tripan (Freshney,
2005). A los cultivos celulares, que expresan los diferentes TLR’s, al 80% de
confluencia en placas de 96 pozos, se les agregaron 200 uL de DMEM completo que

lleva los inductores, los agonistas de los TLR: para TLR2/6 se utiliz6 FSL1 que es una

28



lipoproteina sintética que representa la region amino terminal de Mycoplasma salivarium
que se utilizd6 1 pg/mL, se utilizd6 1 pg/mL de HKLM un extracto de Listeria
monocytogenes, para TLR2, se utilizaron 10 pg/mL de LPS de Escherichia coli K12
para TLR4, para TLR5 se utilizd 1 pg/mL de flagelina de Salmonella typhimurium y para
TLR8 se utilizaron 2.5 pg/mL de ssRNA40 que es una molécula sintética rica en
secuencias de guanidina-uracilo, 6 los liposomas solos 6 con particulas lipidicas. Las
placas se incubaron 24 h a 37°C en CO; al 5%. Posteriormente se eliminé el medio con
los inductores o los liposomas a evaluar y a cada pozo se adicionaron 200 uL del
colorante supravital azul tripdn al 0.2% en PBS estéril y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min. Las placas se observaron para determinar las células muertas
o dafiadas que son tefiidas de color azul en un microscépio Axio Observer D1, Zeiss y
se fotografiaron con el programa Axio Vision 4.6 de Zeiss.

Con base en estudios previos (Baeza et al., 2004) se usaron las siguientes
concentraciones de los inductores: cloropromacina de 0.5 a 2.0 mM, procainamida de
2.0a32.0 mMy Mn?* de 2.0 a 5.0 mM.

[1.7.- Induccién de IL-8 en los cultivos celulares.

A la monocapa de células HEK-293h con 150 uL de DMEM completo en placas de 96
pozos al 80% de confluencia, se les agregaron 200 pL de las preparaciones de
liposomas que llevan particulas lipidicas formadas con los diferentes inductores, como
control negativo se utilizaron liposomas con superficie en bicapa también en 200 pL de
DMEM completo; las placas se incubaron por 24 h a 37°C en CO; al 5%. A
continuacion, se retiraron los sobrenadantes de cada uno de los pozos y se determiné
el reconocimiento de los TLR’s por los antigenos liposomales por la produccién de IL-8
por ELISA (Figura 9).

11.8.- Deteccidn de IL-8 en los sobrenadantes de los cultivos celulares.

Para la deteccion de IL-8 en los cultivos de células HEK-293h se utilizé el paquete
comercial Human IL-8 ELISA set (BD OptEIA™ numero de catalogo 555244) que se
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usa para determinar IL-8 natural o recombinante en suero, plasma y/o sobrenadantes

de cultivos celulares.

Liposomas en
Liposomas bicapa.
con particulas

lipidicas.
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\
Figura 9.- Reconocimiento de particulas lipidicas por células HEK-293hTLR4. La cascada de sefializacion
gue se activa por el reconocimiento de un PAMP por un TLR lleva a la activacién del NF-«xB y finalmente a la
produccion de IL-8.

En este inmunoensayo, cada uno de los pozos de la placa se sensibilizdé con 100 uL del

anticuerpo monoclonal de humano anti-IL-8, en dilucion 1:250, la placa se incub6 toda

la noche a 4°C. Finalizada la incubacion el contenido de los pozos se aspir0 y se
hicieron tres lavados con 300 uL del regulador de lavado, a continuacion el regulador se
elimind de la placa por decantacion y se sec6 la soluciéon con una gasa de algodén
residual. Después se agregaron 200 pyL de solucién de bloqueo en cada uno de los

pozos y la placa se incub6 1 h a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion la
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placa se lavd nuevamente como se describié. Posteriormente se adicionaron 100 L de
las muestras a analizar o de cada una de las soluciones estandar de IL-8, la placa se
incub6 por 2 h a temperatura ambiente, a continuacion se hizo otra serie de cinco

lavados.

Después se adicionaron 100 pL del anticuerpo monoclonal anti-IL-8 biotinado
conjugado con estreptavidina-peroxidasa en dilucion 1:250, y la placa se incub6 1 h a
temperatura ambiente. Al término de esta incubacion se hicieron siete lavados de la
placa, con intervalos de 1 min entre cada uno de ellos. Posteriormente se agregaron a
cada pozo 100 pL del sustrato tetrametilbenzidina de la enzima peroxidasa, y la placa
se incub6 por 30 min en oscuridad. Finalmente se agregaron 50 uL de H3PO4 1 M para
detener la reaccion, las absorbencias correspondientes se leyeron a 450 nm en un
lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS). La concentracion de IL-8 en los
sobrenadantes de los cultivos celulares se calculé al extrapolar la absorbencia obtenida
de cada sobrenadante en la curva estandar, que relaciona en el eje de las ordenadas
las lecturas de absorbencia de los estandares de IL-8 con la concentracion de IL-8 en

pg/mL en las abscisas.

II. 9.- Transformacion genética de Escherichia coli GT120.

Para esta determinacion se utilizé el método de Cohen et. al., 1972. Primeramente se
preparé un preinéculo de E. coli GT120 (bacterias no transformadas) en 10 mL de
medio Luria, que se incub6 12 h a 37°C en un agitador rotatorio (Lab-Line 3590) a 150
rom. Con 1 mL de este preindculo se sembré un matraz nefelométrico con 30 mL de
medio y se incubo a 37°C con agitacion, hasta que se alcanzaron 45 unidades Klett, a
continuacion, se centrifugdé a 4000 x g durante 10 min, el sobrenadante se desechd y
las células se resuspendieron en 15 mL de solucion de Tris-CaCl, 100 mM.
Posteriormente, se incub6 20 min a 4°C, y se centrifugdé 5 min a 2000 x g y la pastilla de
células se resuspendié en 2 mL de solucion de Tris-CaCl,, que se incubo otras 24 h a

4°C, con lo que se obtuvieron las células competentes de E. coli.
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A 200 uL de células competentes de E. coli GT120 en Tris-CaCl,, se les agreg6 1 ug de
DNA de pNIFty-Luc en 100 pL de Tris-CaCl;, y se incub6 40 min en hielo. Después, se
aplico un pulso térmico a 37°C durante 10 min y se dejo a temperatura ambiente 10
min. A continuacion, se adicionaron 3 mL de medio Luria liquido y se sembraron las

siguientes alicuotas en medio soélido de Luria-ampicilina:

» 100 uL de las bacterias competentes sin transformar (control negativo)
» 100 uL de las bacterias transformadas sin diluir
» 100 pL de las diluciones 1:10, 1:100 y 1: 1000 de las bacterias transformadas

Todas las alicuotas se sembraron con espatula, por duplicado y se incubaron a 37°C
durante 24h. Posteriormente las células que crecieron en las placas de medio sélido
Luria-ampicilina se colocaron en un matraz con 500 mL de medio liquido Luria-

ampicilina 'y se incub6 a 37°C durante 24 h.

II. 10.- Aislamiento y purificacion del DNA plasmidico.

Se sembrod un preinéculo de la bacteria E. coli GT120 que contiene el plasmido pNiFty-
Luc (Figura 10) en 5 mL de caldo Luria-ampicilina 'y se incub6 12 h a 37°C. Se sembr6 1
mL del preinocul6 en un matraz de 1 L y se incub6 12 h més con agitacién a 150 rpm a
37°C en un agitador rotatorio Lab-Line 3590. Posteriormente se le agregaron 60 mg/L
de cloramfenicol en medio Luria-ampicilina y se incub6 otras 12 h con agitacion a 37°C.

Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 2,500 x g por 30 minutos a 4°C.

Para aislar el plasmido, se utilizé el sistema Ultra Clean de los laboratorios MoBio. Al
paquete bacteriano se le adicionaron 5 mL de la Solucion 1 y se resuspendié con el
vortex por 1 min. Posteriormente, se adicionaron 10 mL de la Solucion 2 a temperatura
ambiente y se mezcld por inversion tres veces. La mezcla se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 min. A continuacion, se adicionaron 30 mL de la Solucién 3, se
mezclé por inversion dos veces, y se incubd a temperatura ambiente 10 min. El

contenido se transfirid a un tubo con filtro y se centrifugo a 3,500 x g por 5 min. Se retird

32



el filtro y se desechd el sobrenadante. Posteriormente se adicionaron 15 mL de la
Solucién 4 al filtro, y se centrifugd nuevamente a 3,500 x g por 5 min, el filtrado se
desechd. Finalmente, el filtro se colocé en un tubo nuevo de 50 mL se adicionaron 5 mL
de la Solucién 5 y se centrifug6 a 3,500 x g durante 5 min. El plasmido, recuperado en

el filtrado se guardo a 4°C hasta su uso.
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Figura 10.- Mapa del plasmido pNiFty-Luc. Se indican el sitio de unidon de cinco moléculas de NF-xB
denominado ELAM, la region que codifica para el gen de la luciferasa (Luc), el sitio del origen de replicacion en
procariontes (ori), la regiéon que codifica para el gen de resistencia a ampicilina (Amp) y el promotor del virus
papovirus SV-40 para eucariontes (SV40 pAN), asi como los sitios de corte de las enzimas de restriccion.

Soluciones del sistema Ultra Clean de los laboratorios Mo BIO:
Solucién 1. Amortiguador: Tris 10mM, EDTA, RNAsa 250 ng/mL.
Solucién 2. Solucién de lisis celular: SDS 1% y NaOH 0.2N.
Solucion 3. Amortiguador de union: Acetato de potasio 5M.
Solucion 4. Tris 10mM, NaCl 1mM, etanol 70%.

Solucién 5. Amortiguador: Tris-HCI 10mM.
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[I. 11.- Caracterizacion estructural del pldsmido pNiFty-Luc por electroforesis en
geles de agarosa.

El plasmido pNiFty se caracterizo por su perfil electroforético. A las muestras obtenidas
de DNA se les adicion6 azul de bromofenol como colorante de corrimiento. La
electroforesis se hizo en geles de agarosa al 1% en regulador de Tris-boratos 1X, pH
8.2 a 80 V durante 50 min. Los geles se revelaron con bromuro de etidio (0.5 pg/mL), se
observaron en el transiluminador High Performance Ultraviolet y se fotografiaron en el

fotodocumentador Kodak Gel Logic 100.

[1.12.- Preparacién de lipocomplejos con Lipofectaminay el plasmido pNiFty-Luc.
Los lipocomplejos se prepararon, como se indica en el instructivo de Invitrogen, al
mezclar 3 ug del plasmido pNiFty-Luc en 150 uyL de DMEM incompleto con 3 pL del
reactivo Lipofectamina (que son liposomas cationicos formados por DOSPA y DOPE de
Invitrogen) en 150 yL del DMEM incompleto. La mezcla se agit6 suavemente en forma
manual y se incubd 15 min a 37°C y se uso6 en la transfeccion genética de las células
HEK-293h.

[1.13.- Transfeccidén genética mediada por lipocomplejos de Lipofectamina—pNiFty-
Luc de células HEK-293h que expresan un receptor tipo Toll.

El cultivo celular se transfecté con el plasmido pNiFty-Luc que contiene el gen de
luciferasa bajo el control de un promotor que debe unirse con cinco moléculas de NF-xB
para que se exprese el gen de la luciferasa. Esta técnica es mas sensible que la de
ELISA para determinar el reconocimiento de las particulas lipidicas por los TLR’s. A la
monocapa celular en cajas de cultivo de 24 pozos al 90% de confluencia, se le retir6 el
medio completo, y se le agregaron 100 uL de los lipocomplejos y se incubaron durante
5 h a 37°C con de CO; al 5%. A continuacién, se retiraron los lipocomplejos y se
agregaron los agonistas a probar (LPS para células HEK-293hTLR4, FSL1 para HEK-
293HTLR2/6, flagelina para HEK-293hTLR5, HKLM para HEK-293hTLR2 y ssRNA40
para HEK-293hTLR8), o liposomas con lipidos en bicapa o que llevan particulas

inducidas con Mn?**, diluidos en 900 puL de DMEM completo, con el antibiético
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correspondiente y se incub6 24 h mas a 37°C con CO; al 5%. La expresion genética en
los cultivos de las células transfectadas se determiné por la actividad de la luciferasa.

[1.14.- Determinacion de la transfeccion genética de células HEK-293h que
expresan un receptor tipo Toll por la expresion de luciferina-luciferasa.

Después de 24 h de que las células HEK-293h transfectadas con Lipofectamina-pNiFty-
Luc se incubaron con los agonistas, o con liposomas con o sin particulas lipidicas, se
determind la actividad de la luciferasa, con el sistema comercial de Promega. La
monocapa celular se lavd con 1 mL de PBS, se traté con 25 uL de solucion de lisis
celular 1X. El contenido de cada pozo se transfirio a tubos eppendorf en hielo, se
mezclaron en vortex 15 seg y se centrifugaron a 4°C a 12,000 x g. A continuacion se
colocaron 20 L del lisado en cada pozo de una placa de 96 (Perkin Elmer L2250042), y
se adicionaron 100 pL de reactivo de luciferasa a cada uno de ellos y a un pozo
adicional que se utiliz6 como blanco de reactivos. La emision de luz se ley6é en el
lumindbmetro (Synergy 2 BioTek), la intensidad de la luz emitida se expresa en cuentas

por minuto.
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lll.- RESULTADOS

lll. 1.- Induccion de particulas lipidicas en liposomas con cloropromacina,
procainamiday MnCl..

Se formaron liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1) en Tris-NaCl (10 mM, 1 mM),
pH 7.0 y se incubaron a 37°C por 30 min con los inductores de particulas lipidicas
cloropromacina en concentraciones de 0.5 mM a 2.5 mM, MnCl, de 2 a 10 mM y
procainamida 2, 4, 8, 16, 32 y 80 mM.

Los liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato en Tris-NaCl tuvieron por citofluorometria el
perfil de granularidad caracteristico (Figuras 11A, 12A y 13A). Cuando se incubaron con
Mn%*, se observé un incremento significativo en su granularidad, el nimero de
liposomas con particulas aumenté al aumentar la concentracién del Mn** (Figura 11 B-
F). La fluorescencia relativa de los liposomas no se modificd por la presencia de las
particulas lipidicas; sin embargo, se observo un ligero aumento del tamafio liposomal
por efecto de la fusion de bicapas que inducen estas particulas. La diferencia (D), en
escala logaritmica, en la granularidad con respecto a los liposomas sin inductor tuvo un
valor de D=0.75, p< 0.001, a concentraciones de 5 mM de Mn** (Figura 11D). Valores
de D= 0.5 (p<0.001) indican que la diferencia en granularidad entre las poblaciones de
liposomas con y sin el inductor de particulas, es muy significativa estadisticamente

(Darzynkiewicz y Kapuscinski, 1990; Aguilar et al., 1999; Baeza et al., 1994).

Con cloropromacina, la induccién de particulas lipidicas fue muy evidente a una
concentracion de 0.5 mM (Figura 12B) con un valor de D=0.81, (p<0.001). Con el
inductor cloropromacina no se modifico la fluorescencia liposomal por la presencia de
particulas lipidicas, ni aumento el tamafio liposomal (Figura 12B-F), en forma similar al

efecto del Mn?* mostrado en la figura 11.

Con procainamida se observaron cambios en la sefial de granularidad de los liposomas

incubados con todas las concentraciones usadas (de 4 a 80 mM) (Figura 13B-F). El
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mejor inductor de particulas en estos liposomas fue la cloropromacina, porque produjo
mayor granularidad en los liposomas a concentraciones mas bajas que Mn?' vy

procainamida.

Con base en los resultados de citofluorometria-liposomal, se prepararon liposomas con
las formulaciones de lipidos PC:PA (2:1), y se incubaron con los inductores indicados
en las figuras (11 a 13) para incubarlos con las células HEK-293 que expresan cada

uno de los receptores tipo Toll.
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Figura 11. Efecto del Mn* en la formacién de particulas lipidicas en liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1). Citofluorometria de liposomas incubados con Tris-NaCl (10 mM, 1 mM) a pH
7.0 (A), 6 con Mn®" a concentraciones de: 0.5 mM (B), 2.0 mM (C), 4.0 mM (D), 5.0 mM (E), 6 10.0 mM (F).
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la formacién de particulas lipidicas en liposomas de

fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1). Citofluorometria de liposomas con Tris-NaCl (10 mM, 1 mM) a pH 7.0 (A), 6 con
cloropromacina a concentraciones de: 0.5 mM (B), 1.0 mM (C), 1.5 mM (D), 2.0 mM (E), 6 2.5 mM (F).
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Figura 13. Efecto de la procainamida en la formacion de particulas lipidicas en liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1). Citofluorometria de liposomas incubados con Tris-NaCl (10 mM, 1 mM) a pH 7.0
(A), 6 con procainamida a concentraciones de: 4.0 mM (B), 8.0 mM (C), 16 mM (D), 32.0 mM (E), 6 con
procainamida 80.0 mM (F).
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lll. 2.- Determinacion de la citotoxicidad de los inductores y de los liposomas con
particulas lipidicas inducidas con cloropromacina, procainamida y manganeso en
cultivos de células HEK-293h.

Para esta determinacion se us6 el método de coloracion con azul tripan, en el cual las

células muertas o con dafo en la membrana celular son teflidas de color azul.

Al adicionar alicuotas de los tres inductores Mn?*, cloropromacina y procainamida, a las
concentraciones indicadas en las figuras 11 a 13, a los cultivos de células HEK-
293hTLR4, HEK-293hTLR2/6, HEK-293hTLR5, HEK-293hTLR8 y HEK-293 (Miyake,
2003), las células se despegaron inmediatamente, incluso con las concentraciones mas
bajas de los tres inductores. Sin embargo, la viabilidad de los cultivos no se vio
afectada, al incubar los cultivos con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con
particulas lipidicas inducidas con Mn?* en concentraciones de 2.0 a 4.5 mM con tiempos
de incubacién hasta de 3 h a 37°C en atmosfera de CO; al 5%. No obstante, liposomas
con particulas lipidicas con cloropromacina o procainamida también causaron que los
cultivos de las diferentes lineas se despegaran. También se analizaron los PAMP’s de
cada uno de los TLR’s e incluso un ligando al que no reconocen (FSL1 para TLR2/6,
HKLM para TLR2, LPS para TLR4, flagelina para TLR5 y ssRNA40 para TLR8); para el
TLR4 se utilizé el inhibidor del LPS el antibiético polimixina B. Como control negativo se
utilizaron células HEK-293 sin transfectar por lo que no expresan algun TLR. En las
figuras 14 a 18 se muestran micrografias de las células e histogramas del porcentaje de
viabilidad celular.

Cuando las células HEK-293hTLR4 (Figura 14A) se incubaron con LPS o con LPS +
polimixina B la viabilidad fue del 95 y 96% respectivamente (Figura 14C y D), y al
incubar con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con particulas inducidas con
Mn?* se observaron porcentajes de viabilidad celular también cercanos al 100% en las

concentraciones del inductor empleadas (Figura 14B, E-H, e histograma).
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Al incubar las células HEK-293hTLR2/6 (Figura 15A) con sus ligandos como HKLM que
es un preparado de Listeria monocytogenes, se obtuvo una viabilidad del 90% (Figura
15C), con FSL1, que es una lipoproteina sintética, la viabilidad fue del 95% (Figura
15D), con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato con particulas inducidas con Mn?**,
fue entre 90 y 98% a concentraciones de 2.0 mM, 3.5 mM o 4.0 y 45 mM,
respectivamente (Figura 15E-H), e histograma de la figura 15.

Para células que expresan TLR5 (Figura 16A) la viabilidad fue del 90% con LPS (Figura
16C) y del 95% con su agonista natural flagelina de S. typhimurium (Figura 16D). Al
incubar con liposomas con particulas lipidicas con Mn?* se observé una disminucion
muy importante con respecto a las células que expresan TLR4 y TLR2/6, para 2.0 mM
la viabilidad fue del 70%, con 3.5 mM fue del 65%, y para 4.0 y 4.5 mM fue de 60 y
50%, respectivamente (Figura 16E-H); en cambio con liposomas solos fue cercana al
100% (Figura 16B, e histograma).

Para las células HEK-293hTLR8 (Figura 17A) cuando se incubaron con LPS la
viabilidad fue del 80% (Figura 17C), con el agonista sSRNA40 fue del 90% (Figura 17D).
Con liposomas con particulas inducidas con Mn®* la viabilidad también disminuy6 al
aumentar la concentraciéon del Mn?* para 2.0 y 3.5 mM fue del 90%, con 4.0 mM fue
80% y con Mn?* 4.5 mM fue 60% (Figura 17E-H, e histograma), con liposomas solos fue
de 95% (Figura 17B).

Con células HEK-293 (Figura 18A) la viabilidad con liposomas fue de 95% con LPS de
50%, con FSL1 fue 95%, con HKLM de 98%, al emplear flagelina la viabilidad fue de
95%, con ssRNA40 fue 85%, finalmente con liposomas con particulas inducidas con
Mn?* 2.0 mM la viabilidad fue de 95% (Figura 18A-H, e histograma).

Con base en los resultados obtenidos en estas pruebas de citotoxicidad, se procedio a

recolectar los sobrenadantes en donde se encontr6 mayor viabilidad celular y a
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cuantificar la cantidad de IL-8 producida como consecuencia del reconocimiento por los
TLR’s de lipidos asociados en particulas lipidicas en los liposomas.
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Figura 14. Efecto de liposomas con particulas lipidicas inducidas con Mn? del LPS y de LPS +
polimixina B* sobre cultivos de células HEK-293hTLR4. Se muestra el histograma que indica la viabilidad
con los ligandos analizados y micrografias de células HEK293hTLR4 en medio de cultivo (A), e incubadas con
liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato (B), con LPS (C), LPS + polimixina B (D) 6 con liposomas tratados con
Mn?* a concentraciones de: 2.0 mM (E),3.5 mM (F), 4.0 mM (G), y 4.5 mM (H). Células HEK-293hTLR4
incubadas con Mn** 1mM en donde se muestra el 100% de muerte celular .
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Figura 15. Efecto de los agonistas FSL1 y HKLM y de liposomas con particulas inducidas con Mn*" sobre
cultivos de células HEK-293hTLR2/6. Se muestra el histograma que indica la viabilidad con los ligandos
analizados y micrografias de células HEK293hTLR2/6 en medio de cultivo (A), e incubadas con liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato (B), con FSL1 (C); HKLM (D) 6 con liposomas tratados con Mn?* a concentraciones de:
2.0 mM (E), 3.5 mM (F), 4.0 mM (G),y 4.5 mM (H).
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Figura 16. Efecto del LPS, flagelina y de liposomas con particulas lipidicas inducidas con Mn*" sobre
cultivos de células HEK-293hTLR5. Se muestra el histograma que indica la viabilidad con los ligandos analizados
analizados y micrografias de células HEK293hTLR5 en medio de cultivo (A), e incubadas con liposomas de

fosfatidilcolina:fosfatidato (B), con LPS (C), flagelina (D) 6 con liposomas tratados con Mn?* a concentraciones de:
2.0 mM (E), 3.5 mM (F), 4.0 mM (G), y 4.5 mM (H).
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Figura 17. Efecto del LPS, ssRNS40 y liposomas con particulas lipidicas inducidas con Mn*" sobre
cultivos de células HEK-293hTLR8. Se muestra el histograma que indica laviabilidad con los ligandos
analizados y micrografias de células HEK293hTLR8 en medio de cultivo (A), e incubados con liposomas de

PC:PA (B), con LPS (C), ssRNA40 (D) 6 con liposomas tratados con Mn?* a concentraciones de: 2.0 mM ©),
2.5 mM (D),4.0 mM (E), y 4.5 mM (F).
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Figura 18. Efecto de las diferentes PAMP’s y de liposomas con particulas inducidas con Mn“" sobre cultivos
de células HEK-293. Se muestra el histograma que indica la viabilidad con los ligandos analizados y micrografias
de células HEK293 en medio de cultivo (A), e incubadas con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato (B),con LPS
(C), FSL1 (D), HKLM (E), flagelina (F), ssSRNA40 (G) y con liposomas tratados con Mn?* a concentraciones de: 2.0
mM (H).
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lll. 3.- Determinacién del reconocimiento de particulas lipidicas por los TLR’s por

la produccion de IL-8.

Para esta deteccion se utilizo la técnica de ELISA de sandwich, en donde se sensibiliza
la placa con un anticuerpo monoclonal anti-antigeno, después se adiciona la muestra
que contiene el antigeno (IL-8) y finalmente se agrega un segundo anticuerpo
monoclonal anti-antigeno unido a peroxidasa, por lo que la IL-8 se detecta

indirectamente por la actividad de esta enzima sobre su sustrato.

En estos ensayos se utilizaron las células HEK-293hTLR4, HEK-293hTLR2/6, HEK-
293hTLR5 y HEK-293hTLRS, y células HEK-293 que no expresan TLR’s, los cultivos se
incubaron con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con particulas lipidicas
inducidas con Mn?* 2.0 Mm. Como controles positivos se utilizaron los agonistas
naturales de cada uno de los receptores (FSL1 para TLR2/6, HKLM para TLR2, LPS
para TLR4, flagelina para TLR5 y ssRNA40 para TLRS8), los cultivos también se
incubaron con un agonista al que no reconocen. De las células incubadas con los
diferentes estimulos se recolectaron los sobrenadantes, se centrifugaron, y las
muestras se congelaron a -20°C hasta el momento de ser utilizadas para la

determinacion de IL-8.

Se utiliz6 el paquete comercial Human IL-8 ELISA BD OptEIA™), primero se construyé
la curva estandar con los logaritmos de las absorbancias en el eje de las ordenadas y

de las concentraciones en las absisas (Figura 19).

Primeramente se hiso una cinética de produccién de IL-8 durante 12 h en células HEK-
293hTLR4, se encontré que la interleucina se producia a partir de 2 h de incubacion y
practicamente se encontré durante las 12 h del experimento. Por lo que se decidio
hacer los experimentos con 2 h de incubacién con los ligandos, ya que la IL-8 alcanz6

su maxima produccion con este tiempo de incubacién.
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Figura 19.- Curva tipo para la determinacion de IL-8. Se muestra la ecuacion de la recta en donde se sustituyeron los
valores de las absorbancias obtenidas de los sobrenadantes celulares analizados. A los logaritmos de las muestras
posteriormente se les determind el antilogaritmo para obtener la concentracion de IL-8, los resultados se obtienen en
pg/mL. R2 es el coeficiente de correlacion, un valor cercano a 1.0 nos dice que los valores del logaritmo de la absorbancia
de los estandares estan muy cercanos a una linea recta.

Se obtuvieron lecturas de absorcion para el blanco de reactivos (solucién de dilucion de
ensayo) de Assso nm<0.001, lo que refleja un bloqueo adecuado de la placa de
poliestireno. Las lecturas obtenidas de los controles negativos (células incubadas en
medio DMEM completo 6 incubadas con liposomas en bicapa) mostraron resultados
ligeramente por arriba del blanco de reactivos, probablemente representan la

produccion basal de IL-8 de las lineas celulares analizadas.

Los resultados obtenidos revelaron produccién de IL-8 cuando la linea HEK-293hTLR4,
se incub6 con LPS el agonista natural de TLR4 (Figura 20C), y disminuy6é cuando se
agrego polimixina B un inhibidor del LPS (Figura 20D). Se observé una alta produccion
de IL-8 al incubar las células con liposomas con particulas inducidas con Mn%* 2.0 mM
(Figura 20G), de forma similar a los resultados obtenidos con LPS. La produccion de IL-
8 fue muy escasa en presencia de flagelina (Figura 20F), o de liposomas con particulas

incubados con polimixina B (Figura 20E), 6 medio DMEM, o con liposomas solos
(Figura 20A y B).
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FIGURA 20.- Produccion de IL-8 por la linea celular HEK-293hTLR4. Las células fueron incubadas 2 h con: medio
de cultivo (A), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (B), LPS ligando natural del TLR4 (C), LPS + el inhibidor
polimixina B (D), liposomas con particulas + polimixina B (D), flagelina (F) y con liposomas con particulas inducidas
con Mn** 2.0 mM (G). Se muestran resultados de tres experimentos.

Adicionalmente se determiné un posible efecto de la polimixina B sobre la formacion de
las particulas lipidicas en los liposomas. Este estudio se hizo por citofluorometria y se
encontré que la polimixina B practicamente no afectd la formacion de las particulas
lipidicas porque la granularidad en ausencia y en presencia de polimixina fue muy

similar (Figura 21).

El analisis de los sobrenadantes de HEK-293hTLR2/6, mostré una produccion de IL-8
menor en relacion a la obtenida por las células HEK-293hTLR4, al incubar las células
con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (Figura 22F). La IL-8 aument6
con su ligando natural FSL1, resultados similares se obtuvieron con HKLM agonista del
TLR2 (Figura 22C, D). La produccion de IL-8 fue muy escasa con medio DMEM, con

liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con flagelina (Figura 22B).

o1



104

2 %32

Tamaiio relativo

3

<
D

de liposoma

umero

N

Lo238888|

38883

—

T T

107

. oo
o
O | 4

102 103

104

R

10!

100

103
Complejidad de la bicapa

102

104

SE888

-
o o

[ 100

D=0.87

T 1 T
10" 102 10°
Complejidad de la bicapa

104

033g888|

de liposomas

c3BELSS

N

Numero

eS8l

o9 10" 102 10% 104

Fluorescencia relativa

i

SsC Ss
Figura 21. Efecto( de) la polimixina B en |E(l %rmacién de particulas lipidicas en liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1) con Mn?". Citofluorometria de liposomas con Tris-NaCl (10 mM, 1 mM) a pH 7.0 (A), 6
con Mn?* a una concentracién de: 5.0 mM (B) y Mn** 5.0 mM + 5 mg de polimixina B (C).

18 -
16 -

12 -
10 ~

Concentracion de IL-8 (ng/mL/2 h/ millén de células)

Células

Liposomas

FSL1

HKLM

Flagelina

Lip + Mn**

FIGURA 22.- Produccién de IL-8 por la linea celular HEK-293hTLR2/6. Las células fueron incubadas con medio de
cultivo (A), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (B), FSL1 ligando natural del TLR2/6 (C), HKLM (D), flagelina
ligando del TLR5 (E), y con liposomas con particulas inducidas con Mn®" 2.0 mM (F). Se muestran resultados de tres

experimentos.
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Para las células HEK-293hTLR5 la produccion de IL-8 aumento al incubar con flagelina
el ligando del TLR5 (Figura 23D), y fue muy escaso cuando los cultivos se incubaron
con medio DMEM, o con liposomas solos, con LPS, o liposomas con Mn** 2.0 mM
(Figura 23A, B, Cy E).
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FIGURA 23.- Produccion de IL-8 por la linea celular HEK-293hTLR5. Las células fueron incubadas 2 h con
medio de cultivo (A), liposomas de fosfatldllcollna fosfatidato solos (B), LPS (C), flagelina ligando del TLR5 (D), y
con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (E). Se presentan resultados de tres experimentos.

La cuantificacion en células HEK-293hTLR8 incubadas con su ligando ssSRNA40 mostro
una alta concentracion de IL-8 (Figura 24D), en contraste la produccion de IL-8 fue muy
escasa al incubar con liposomas con Mn?* 2.0 mM (Figura 24E), o con medio DMEM o

liposomas solos o con LPS (Figura 24A, B, C).
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FIGURA 24.- Produccién de IL-8 por la linea celular HEK-293HTLRS8. Las células fueron incubadas 2 h con
medio de cultivo (A), liposomas de fosfatldllcollna fosfatidato solos (B), LPS (C), ssRNS40 ligando del TLR8 (D), y
con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (E). Se muestran resultados de tres esxperimentos.



Finalmente se analizaron las células HEK-293 que no expresan TLR’s, estos cultivos se
incubaron con medio DMEM, con liposomas solos, LPS, FSL-1, HKLM, flagelina,
ssRNA40 o liposomas con particulas inducidas con Mn** 2.0 mM (Figura 25H), en todos
los casos la produccion de IL-8 fue muy baja con respecto a las células que expresan

un TLR y su agonista (Figura25A-H).
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FIGURA 25.-Produccion de IL-8 por la linea celular HEK-293. Las células fueron incubadas 2 h con medio de
cultivo (A), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (B), LPS (C), FSL-1 (D), HKLM (E), flagelina (F), sSRNS40
(G) y con liposomas incubados con Mn?* 2.0 mM (H). Se muestran resultados de tres experimentos.

Para confirmar estos resultados se llevd a cabo la transfeccién de las lineas celulares
con lipocomplejos de lipofectamina-pNiFty-Luc, que es una técnica mas sensible que la

de ELISA, para determinar el reconocimiento de un ligando por los receptores tipo Toll.
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[ll. 4.- Aislamiento y purificacion del plasmido pNiFty-Luc.

Se purificé el plasmido pNifty-Luc, el cual contiene un sitio con cinco sitios de unién
para el NF-xB, que es el factor de trascripcidon que se activa posterior al reconocimiento

de un agonista por su TLR (Figura 4).

El primer paso consistid en obtener las células competentes de E. coli GT120 que
produjeran el plasmido pNiFty-Luc por el método de Cohen et. al., 1972. Posteriormente
se seleccionaron las células que crecieron en medio soélido Luria-ampicilina, y se
procedid a la obtencién del pNiFty-Luc de 1 L de cultivo en Luria-ampicilina con
cloramfenicol, con el sistema Ultra Clean de los laboratorios MoBio.

La identificacion del DNA plasmidico se hizo por electroforesis en geles de agarosa en
donde se encontré un 90% de la forma molecular | superenrrollada del DNA, que es la
forma biol6gicamente activa, lo que indica la buena calidad del plasmido para utilizarlo
en la transfeccion de las células HEK-293h que expresan los diferentes TLR’s (Figura
26).

Figura 26.- Electroferograma del plasmido pNiFty-luc. La electroforesis se realiz6 en gel de agarosa al 1%, se
indican las concentraciones del DNA plasmidico utilizados en cada carril, la forma molecular mas abundante la | o
superenrrollada.
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lll. 5.- Determinacion del reconocimiento de particulas lipidicas por los TLR’S por

la activacion de NF«B.

La activacion de NF-xB se determind por la actividad de la luciferasa, después de la
transfeccion celular con Lipofectamina-NiFty-Luc. Esta es una técnica confirmatoria del
reconocimiento de los TLR’s por sus ligandos naturales, asi como de los liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con particulas lipidicas; cabe destacar que esta

metodologia es mas sensible que la ELISA para IL-8.

Primeramente se hizo la transfeccidén con Lipofectamina-pNiFty-Luc de las células HEK-
293h-TLR4, HEK-293h-TLR2/6, HEK-293h-TLR5, HEK-293h-TLR8 y HEK-293 (que no
expresan TLR’s) para después adicionar los diferentes agonistas, asi como liposomas
solos o con particulas lipidicas; posteriormente, se llevo a cabo la lisis celular y se usé
el sistema de Promega para ensayo de la luciferasa. La emisién de luz se determiné en
el lumindbmetro Synergy 2 BioTek. Como blanco de reactivos se utilizaron la solucion de

lisis 1X los lisados de las lineas celulares analizadas.

Las células HEK-293hTLR4 presentaron lecturas superiores a 5500 cuentas por minuto,
al incubar con liposomas con particulas, lo que indica el reconocimiento del TLR4 hacia
los liposomas con estas estructuras lipidicas (Figura 27G), con LPS el agonista natural
se obtuvieron cuentas de emision de luz de 2780 (Figura 27F). En cambio con los
lisados celulares, liposomas solos, LPS + polimixina B y polimixina B + liposomas con
particulas se obtuvieron cuentas ligeramente por arriba del blanco de reactivos, que
indica que no hubo activacion de NF-xB (Figura 27C, D y E). En el caso de las células

HEK-293hTLR4 estos experimentos se realizaron en dos diferentes ocasiones.
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FIGURA 27.- Activacién de NF-kB en la linea celular HEK-293hTLR4. Blanco de reactivos (A), las células
fueron incubadas 24 h con medio de cultivo (B), con liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (C), LPS +
polimixina B (D), con liposomas con particulas + polimixina B (E), con LPS ligando natural del TLR4 (F) y con
liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (G). Se presentan los resultados de dos experimentos.

La emisién de luz en las células que expresan el dimero HEK-293hTLR2/6, fue por
arriba del blanco de reactivos al analizar el reconocimiento del TLR2/6 por su ligando
natural la lipoproteina sintética FSL1 (Figura 28A y D), con liposomas de
fosfatidilcolina:fostatidato con particulas lipidicas la emision de luz fue por debajo del
agonista natural del TLR2/6 (Figura 28E). Se registraron lecturas de emision de luz
ligeramente por arriba del blanco en los lisados de células y con liposomas solos
(Figura 28B y C).
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FIGURA 28.- Activacion de NF«B en la linea celular HEK-293hTLR2/6. Blanco de reactivos (A), las células
fueron incubadas 24 h con medio de cultivo (B), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (C), FSL1 ligando
natural de TLR2/6 (D), y con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (B).
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La actividad de la luciferasa de las células HEK-293hTLR5 por el reconocimiento de
flagelina su ligando natural fue por arriba del blanco (Figura 29A y D), con células con
medio DMEM, liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos o con particulas lipidicas
inducidas con Mn** 2.0 mM la emisién de luz fue muy escasa por arriba del blanco de

reactivos (Figura 29B, C y E).
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FIGURA 29.- Activacién de NF-kB en la linea celular HEK-293hTLR5. Blanco de reactivos (A), las células fueron
incubadas 24 h con medio de cultivo (B), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (C), flagelina su ligando
natural (D), y con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (B).
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FIGURA 30.- Activacion de NF-kB en la linea celular HEK-293hTLRS8. Blanco de reactivos (A), las células fueron
incubadas 24 h con medio de cultivo (B), liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato solos (C), ssRNA40 su ligando
natural (D), y con liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (B). 58



Finalmente se analizaron las células HEK-293 (que no expresan TLR’s) al incubarlas
con medio DMEM, liposomas solos, HKLM, FSL-1, LPS, flagelina, sSRNA40 o con
liposomas con particulas inducidas con Mn?* 2.0 mM (Figura 31B-I), en todos los casos
las emision de luz fue muy escasa como en el blanco de reactivos (datos no

mostrados).

Estos resultados comprueban los obtenidos con la produccion de IL-8, respecto a que el
TLR4 de las células HEK-293hTLR4 reconoce a las particulas lipidicas en liposomas de
fosfatidilcolina:fosfatidato inducidas con Mn?*, seguido por las células HEK-293hTLR2/6;
en tanto que los receptores de las células HEK-293HTLR5 y HEK-293TLR8 con ambas

metodologias, no mostraron reconocimiento por las particulas lipidicas.
En las células HEK-293 (que no expresan algin TLR) que se usaron precisamente

como control negativo del reconocimiento por receptores tipo “Toll” la produccién de IL-

8 o la activacion de NF-«xB fueron muy escasas.
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IV. DISCUSION

Los fosfolipidos aniénicos pueden adoptar asociaciones moleculares diferentes a la de
bicapa que es la que integra la matriz de las membranas celulares. Estas asociaciones
moleculares son transitorias, por microscopia electronica se observan como
protuberancias sobre la superficie lisa de la bicapa, por lo que se les denomina
particulas lipidicas; al hacerse permanentes, inducen la formacion de anticuerpos anti-
particulas que participan en el desarrollo de una enfermedad autoinmune en ratones
parecida al lupus humano (Baeza et al., 2004; Campos et al., 2006; Baeza et al., 2007).
Adicionalmente, se han detectado anticuerpos anti-particulas en sueros de pacientes
con LES y LES secundario al SAAF (Lara, 1999; Esparfa, 2005). Por lo que es
importante determinar el mecanismo de reconocimiento de los fosfolipidos asociados en
particulas lipidicas por el sistema inmunitario, tanto porque es un mecanismo que
reconoce a moléculas de fosfolipidos que se encuentran en una asociacion
tridimensional especifica, como por la participacion de los anticuerpos anti-particulas
lipidicas en el desarrollo de una enfermedad autoinmune en el ratén y posiblemente en

el humano.

El modelo experimental de lupus producido en ratones BALB/c y NIH presenta varias
caracteristicas del LES humano y del lupus inducido por farmacos, enfermedades que
forman parte del sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, caracterizado por la
presencia de autoanticuerpos entre ellos anti-cardiolipina, anticoagulantes y anti-
particulas lipidicas (Asherson et al., 1996; Asherson, 2005; Baeza et al., 2004; Campos
et al., 2006; Baeza et al., 2007).

El lupus experimental se desarroll6 por la administracion en ratones hembras BALB/c y
NIH de los inductores de particulas lipidicas cloropromacina y procainamida tanto solos
o al formar estas particulas en liposomas. Los ratones produjeron anticuerpos contra los
lipidos asociados en particulas y después de cuatro semanas produjeron anticuerpos

anti-cardiolipina, anti-nucleares y anticoagulantes; presentaron alteraciones histolégicas
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y depdsitos de complejos inmunes entre la dermis y la epidermis en forma similar a la
banda lapica descrita en el humano; asi como alteraciones renales y depdsitos de
complejos inmunes en la pared de los capilares y en el mesangio renal (Baeza et al.,
2004).

Para analizar los mecanismos que llevan al reconocimiento y después a la produccién
de los anticuerpos contra el arreglo tridimensional de fosfolipidos en particulas lipidicas,
se estudidé el papel de los receptores tipo Toll. Porque estos receptores reconocen a
patrones de moléculas de superficie que se encuentran altamente conservados en
protozoarios, bacterias, hongos y virus (PAMP’s), asi como a diferentes moléculas
endogenas propias del organismo y a moléculas enddgenas alteradas o dafiadas (Seon
y Matzinger, 2004). Los TLR alertan al organismo de una posible infeccion, porque al
reconocer a su ligando desencadenan la activacion de la respuesta inflamatoria y la
produccion de citocinas, interferones del grupo |, quimiocinas, moléculas de superficie
celular y receptores quimiotacticos, que preceden a la induccion de la respuesta inmune
adaptativa (Krishnan et al., 2007; Mishra et al., 2008); también se incrementa en células
fagociticas la propiedad de presentar antigenos microbianos a las células T (Sioud et
al., 2005; Krishnan et al., 2007).

Se analizaron TLR del grupo que se expresan en la membrana celular como TLR2/6,
TLR4, y TLR5 y de los TLR endosomales a TLR8. El TLR4 reconoce ligandos o
agonistas que tienen grandes regiones hidrofébicas a través de su regién no-polar de
repetidos ricos en leucina; entre ellas, PAMP como el LPS de bacterias gram negativas,
proteinas de fusion del virus respiratorio sincitial y las fimbrias bacterianas. También
reconoce moléculas endégenas como el 4cido hialurénico y el fibrinbgeno de la matriz
extracelular, proteinas del ndcleo que son liberadas durante la necrosis, la B-defensina
y la proteina de choque térmico HSP60 ambas producidas como respuesta a procesos
infecciosos; ademas de moléculas enddgenas dafiadas (Seong y Matzinger, 2004;
Ibeagha-Awemu et al., 2008; Sumbayev, 2008). Si bien la variedad de ligandos del

TLR4 es amplia, en todos ellos a excepcion del acido hialuronico hay grandes regiones
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no polares; sin embargo el LPS es su agonista mas fuerte (Park et al., 2009). Como el
TLR4 reconoce las regiones no-polares de sus ligandos, en particular la regién de
cadenas de hidrocarburo del lipido A del LPS bacteriano, consideramos que pueda
participar en el reconocimiento de fosfolipidos en el arreglo molecular de particulas
lipidicas, en donde se presentan también grandes regiones no-polares de
hidrocarburos.

El dimero TLR2/6 reconoce entre otros ligandos a lipoproteinas y a lipoarabinomanana
de origen bacteriano (Krishnan et al., 2007; Elass et al., 2008; Wu et al., 2008), ya que
ambos ligandos tienen una region lipidica es posible que TLR2/6 también participe en
el reconocimiento de los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas. Como controles
negativos se consideraron el TLR5 que tiene como ligando natural la flagelina de

bacterias Gram negativas y el TLR8 que reconoce RNA de una cadena de origen viral.

Para evaluar el reconocimiento de lipidos en particulas lipidicas por los TLR, se usaron
como ligandos a los liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato (2:1) que llevan particulas
inducidas con Mn?*, cloropromacina o procainamida. La formacién de las particulas se
comprobd por citofluorometria de flujo, se utilizé la estadistica de Kolgomorov-Smirnov
que analiza en forma comparativa la diferencia (D) en la granularidad relativa de los
liposomas con y sin particulas lipidicas (Aguilar, et al., 1999; Baeza et al., 2004). El
aumento en la granularidad observado en presencia de estas particulas, se atribuye a
que estas estructuras producen una mayor dispersién del rayo laser que los lipidos
asociados en una bicapa lisa (Baeza et al., 1995; 2004). La cloropromacina fue el mejor
inductor de particulas, ya que induce la formaciébn de dichas estructuras a
concentraciones mas bajas y produce el mayor desplazamiento en la granularidad
liposomal. Es importante indicar que las particulas lipidicas inducidas por Mn?*,
cloropromacina y procainamida tienen un arreglo estructural muy semejante entre si,

porque las tres son reconocidas por el mismo anticuerpo monoclonal (Aguilar, 1997).
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Como células que presentan receptores tipo “Toll” y que pueden reconocer como
ligando a los lipidos en particulas lipidicas, se utilizaron lineas celulares derivadas de
HEK-293 que expresan un solo TLR: HEK-293hTLR4, HEK-293hTLR2/6, HEK-
293hTLR5 y HEK-293hTLR8 (Miyake, 2003); las células HEK-293 se utilizaron como
control negativo. Sin embargo las lineas que expresan un TLR fueron muy sensibles a
los tres inductores de particulas Mn®*, cloropromacina y procainamida, asi como a los
liposomas que llevan particulas inducidas por cloropromacina y procainamida; no
obstante, mostraron una viabilidad muy cercana al 100% con liposomas con particulas
inducidas por el Mn*, por lo que en el presente estudio se seleccionaron a estos
liposomas como portadores de los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas.
Adicionalmente, como las particulas inducidas por los tres farmacos son reconocidas
por el mismo anticuerpo monoclonal (Aguilar, 1997), puede considerarse que los
resultados obtenidos con las inducidas con Mn?* serian equivalentes a los que se
obtendrian con las particulas inducidas por cloropromacina y procainamida; esto es
importante porque como se ha indicado ambos farmacos producen una enfermedad
parecida al lupus en el humano. Asi mismo, cabe sefalar que los farmacos
procainamida y cloropromacina no afectaron la viabilidad de las células HEK-293 a
concentraciones similares a las usadas en este estudio (Wong, 2008), lo que marca una
diferencia adicional con las células transfectadas que expresan un TLR especifico.

Las células HEK-293 que expresan un solo TLR, representan una herramienta de gran
utilidad en el estudio de las moléculas que pueden ser reconocidas por estos receptores
membranales. Porque al ocurrir el reconocimiento molecular de un TLR por su ligando
en la cara externa de la membrana celular, se desencadena al interior de la célula una
cascada de sefalizacion, que a través de la activacion de sus diferentes componentes
(entre ellos IRAK, TRAF6, IkB cinasa) se llega a la activacion de NF-kB. Este es un
factor que incrementa la transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria, entre ellos
de IL-8 (Abbas et al., 2007; Premkumar et al., 2010). En estos procesos en cascada, el
reconocimiento de un TLR por un ligando especifico lleva a la produccion de un gran

namero de moléculas de IL-8 que pueden ser detectadas por ELISA. Ademas, el
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reconocimiento molecular puede confirmarse al determinar la activacion de NF-«xB en
las células HEK-293 que reconocen al ligando. Las células primeramente se transfectan
con el plasmido pNiFty-Luc que tiene el gen de luciferasa bajo el control de un promotor
gue debe unirse con cinco moléculas de NF-kB para que se exprese este gen, y
después se agrega el ligando de prueba. Al ser reconocido el ligando se desencadena
la cascada que lleva a la activacion de NF-xB y a la produccion posterior de luciferasa;
como esta enzima se detecta por la emision de luz es un método mas sensible que el
de ELISA para IL-8, en donde se mide la actividad de la peroxidasa por la obtencion de

un producto colorido.

Nuestra hipotesis respecto a que el TLR4 pueda reconocer a los lipidos asociados en
particulas lipidicas, se basa en la gran similitud estructural entre las particulas lipidicas
y el lipido A del LPS. EI LPS forma en el medio acuoso arreglos lamelares (bicapas) o
bien micelares cuando la forma molecular de su lipido A es cilindrica, en contraste
forma arreglos semejantes a la fase H) con el lipido A en forma cénica (Seydel et al.,
1989) en esta fase quedan expuestas sus cadenas hidrocarbonadas al medio acuoso.
La proteina que se une al LPS (LBP), una proteina plasmatica, facilita la transferencia
del LPS de estos agregados a CD14, una proteina membranal, que a su vez transfiere
el LPS al complejo TLR4/MD2. Cinco de las seis cadenas hidrocarbonadas del lipido
conico A se unen a un sitio hidrofébico del co-receptor MD2, y la cadena remanente se
une al TLR4 (Park et al., 2009), con lo que se lleva a cabo el reconocimiento de este
ligando. Posiblemente el reconocimiento de los lipidos asociados en particulas lipidicas
se lleve a cabo en forma similar al del lipido A, porque los lipidos que forman la micela
invertida de la particula son de forma molecular conica y se encuentran en el arreglo o
fase Hy, si bien hay mas de seis cadenas de hidrocarburo en la micela invertida; estas
cadenas quedarian expuestas al medio acuoso al separarse la monocapa que los
cubre, quiza por competencia con la LBP (Figura 30) y después serian transferidos por
la propia LBP al complejo TLR4/MD2, en donde el reconocimiento seria similar al del
lipido A.
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Figura 31. Esquema del TLR4, del lipido A y de los lipidos asociados en particulas lipidicas. Se muestran las formas
moleculares conica y cilindrica del lipido A y se indican las asociaciones moleculares en fase hexagonal H; y en bicapas o en
micelas que pueden tener en el medio acuoso (Park et al., 2009). También se muestra el esquema de un liposoma con
particulas lipidicas en donde esté expuesta parte de una micela invertida, y de la micela invertida sola para apreciar el arreglo
cénico de seis cadenadas hidrocarbonadas no polares de los fosfolipidos anidnicos que la forman; ademas de presenta un
liposoma con los lipidos asociados en bicapa. El lipido A en forma cilindrica y los liposomas en bicapa no son reconocidos

por el TLR4

La hipotesis propuesta se confirmé al demostrar en este trabajo, que el TLR4 también

reconoce a los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas y no a los fosfolipidos

asociados exclusivamente en bicapa. De este hallazgo podemos concluir, que la region

de cadenas hidrocarbonadas no-polares de los fosfolipidos de la micela invertida,

comparte un arreglo tridimensional parecido a la region no-polar cénica de las cadenas

hidrocarbonadas del lipido A, y que este arreglo tridimensional hidrofébico y de forma

conica es el reconocido por el TLR4 de las células HEK-293hTLR4. Por lo que es
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probable que el TLR4 de las células presentadoras de antigenos como los macréfagos
y las células dendriticas también pueda reconocer a los fosfolipidos asociados en
particulas lipidicas. Es importante destacar que la la produccion de IL-8 resultante del
reconocimiento de liposomas con particulas lipidicas como ligando, fue practicamente
igual a la obtenida con el LPS en las células HEK-293hTLR4; en cambio el
reconocimiento medido por la activacion de NF-kB fue 45% mayor en los liposomas con

particulas lipidicas con respecto al LPS.

La cantidad de IL-8 producida por el reconocimiento del LPS o de los lipidos asociados
en particulas lipidicas fue en promedio de 0.190 pg/mL/24 h/millén de células, que
puede compararse con la que producen células de cancer de mama cuando la
produccion de IL-8 es estimulada por TNF-a, de 0.247 pg/mL/24 h/millén de células (De
Larco et al., 2001).

Un apoyo importante respecto a que el TLR4 reconoce arreglos tridimensionales
similares entre el LPS y la particula lipidica, es el hecho de que el antibiético polimixina
B que inhibe el reconocimiento del LPS por TLR4, también inhibid el reconocimiento de
las particulas lipidicas por este receptor. Asi mismo, se demostré que las particulas
lipidicas permanecen en los liposomas en presencia de la polimixina B, por lo que la
inhibiciébn del reconocimiento de las particulas en presencia de este antibiotico
posiblemente es por un mecanismo similar al que ocurre con el LPS y no porque las
particulas lipidicas cambien a la asociacion de bicapa en presencia del antibiotico.
Adicionalmente, la falta de reconocimiento por las células HEK-293hTLR4 de la
flagelina, ligando de TLR5, asi como la demostracion de que los liposomas con o sin

Mn?* no estan contaminados con LPS (con base en la prueba de Lymulus), son también

un fuerte apoyo a que el TLR4 de las células HEK-293hTLR4 realmente reconoce un

arreglo tridimensional hidrofobico y de forma cénica en la particula lipidica.

Es importante destacar que los liposomas de fosfatidilcolina:fosfatidato, que tienen la

misma composicion de fosfolipidos pero en donde estos fosfolipidos estan en la
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asociacion molecular de bicapa, no fueron reconocidos por el TLR4 de las células HEK-
293hTLR4. Lo que apoya fuertemente el hallazgo respecto a que el TLR4 identifica a
los fosfolipidos s6lo cuando se encuentran asociados en la particula lipidica en los
liposomas. Adicionalmente, este hallazgo es importante porque los liposomas con
lipidos asociados en bicapa al no ser inmunogénicos se pueden emplear en diversos
protocolos de tratamientos médicos, ya que no despiertan una respuesta inmunitaria en

Su contra.

El dimero TLR2/6 de las células HEK-293hTLR2/6 no reconocio a los lipidos asociados
en particulas lipidicas, a diferencia del reconocimiento de sus agonistas naturales FSL1
y HKLM, a través tanto de la activacion de NF-kB como de la produccion de IL-8.
Seguramente en FSL1, una lipoproteina sintética, y en HKLM, un extracto de Listeria
monocytogenes, los lipidos tendran un arreglo molecular diferente al de los fosfoipidos
asociados en particula lipidica, que es el arreglo molecular que reconoce el TLR4 de las
células HEK-293hTLRA4.

La activacion de NF-xB y la produccion de IL-8 en células HEK-293hTLR5 y HEK-
293hTLR8 solamente en presencia de sus respectivos agonistas flagelina y ssRNA40;
asi como, la falta de respuesta en células HEK-293 (que carecen de TLR’s) con todos
los agonistas de los TLR’s probados, incluso con los liposomas lisos 0 con particulas
lipidicas, que en conjunto constituyen los controles negativos usados ademas de los ya
indicados, permiten, al validar las metodologias empleadas en este estudio, concluir
qgue el TLR4 es el receptor que reconoce a los fosfolipidos asociados en particulas

lipidicas.

Aun falta analizar otros receptores del sistema inmune innato, como los receptores
carrofieros y los receptores CD1 de los linfocitos NKT, porque es probable que éstos
también reconozcan a las particulas lipidicas. Los carrofieros por su falta de

especificidad y los CD1 porque sus ligandos también son de naturaleza lipidica. Es
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probable que mas de un mecanismo del sistema inmune esté implicado en el

reconocimiento de los fosfolipidos asociados en particulas lipidicas.

Asi mismo, es de igual importancia identificar en el enfermo cuales son los mecanismos
o las moléculas que hacen que las particulas lipidicas cambien de su estado transitorio
y se hagan permanentes, con lo que se lleva a cabo la produccion de los anticuerpos
anti-particulas lipidicas que pueden participar en el desarrollo de la enfermedad. Como
se demostrd en los ratones BALB/c y NIH que son la procainamida y la cloropromacina
los inductores y estabilizadores de las particulas lipidicas en liposomas y en células, y
que éstas inducen la formacion de anticuerpos anti-particulas con el desarrollo de una
enfermedad autoinmune parecida al lupus eritematoso sistémico del humano (Baeza et
al., 2004, 2007; Campos et al., 2006).
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V. CONCLUSIONES
. La cloropromacina, la procainamida y el manganeso inducen la formacion

de particulas lipidicas en liposomas que contienen un lipido de forma
molecular cénica como el fosfatidato.

. La cloropromacina es el inductor de particulas mas efectivo, ya que induce la
formacion de estas estructuras a concentraciones hasta 50 veces mas pequefias
que los otros inductores.

. EI' TLR4 de las células HEK-293hTLR4 reconocié a los fosfolipidos asociados en
particulas lipidicas en liposomas.

. La regién de cadenas hidrocarbonadas no-polares de los fosfolipidos de la
micela invertida de la particula, comparte un arreglo tridimensional parecido a la
region no-polar conica de las cadenas hidrocarbonadas del lipido A, y este
arreglo tridimensional hidrofébico y de forma coénica es el reconocido por el
TLR4 de las células HEK-293hTLR4.

. Es probable que el TLR4 de las células presentadoras de antigenos como los
macrofagos y las células dendriticas también pueda reconocer a los fosfolipidos
asociados en particulas lipidicas.

. Los TLR2/6, TLR5 y TLR8 de las células HEK-293hTLR2/6, HEK-293hTLR5 vy
HEK-293hTLR8 no reconocieron a los fosfolipidos asociados en particulas

lipidicas.
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VI-. PERSPECTIVAS

Analizar otros receptores del sistema inmune innato, como los receptores carrofieros y
los receptores CD1 de los linfocitos NKT, porque es probable que éstos también
reconozcan a las particulas lipidicas. Los carrofieros por su falta de especificidad y los
CD1 porque sus ligandos también son de naturaleza lipidica.

En ratones Knockout a TLR4 tratar de reproducir el modelo experimental de lupus,
como se ha desarrollado anteriormente, por la administracion de los inductores de
particulas cloropromacina, procainamida y Mn?* solos o al formar particulas lipidicas en
liposomas, para confirmar que el TLR4 es el receptor que reconoce a las particulas
lipidicas.

Determinar las moléculas que hacen permanentes a las particulas lipidicas en el
humano, para evitar su administracion como medicamentos, en alimentos y en otros
productos de uso humano.

Disefiar nuevas estrategias de tratamiento para que una vez que se hayan formado las
particulas lipidicas en las membranas celulares, se puedan revertir al arreglo normal en
bicapa, mediante farmacos estabilizadores de membranas como el Lupressan que ha
sido disefiado y sintetizado por el Dr. Carlos Wong del laboratorio de Enzimologia de
esta Escuela.

Determinar las siguientes etapas que llevan a la produccion de los anticuerpos anti-
particulas lipidicas tanto en el ratbn como en el humano.
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