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RESUMEN

La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria cronica. Se ha demostrado la
expresion de los receptores tipo Toll (TLR) 2 y TLR4 en la placa. Ambos TLR tal vez son
activados por reconocimiento de microorganismos en la placa. Sin embargo, no se conoce
con claridad el papel que juegan estos receptores a antigenos endogenos como la
lipoproteina de baja densidad (LDL) modificada oxidativamente. El objetivo de este trabajo
fue analizar la participacion de CD14, TLR4 y TLR2 en respuesta a LDL minimamente
modificada (LDLmm) en monocitos humanos. METODOS Y RESULTADOS. Monocitos
humanos se incubaron con anticuerpos anti-CD14 (10pug/ml), anti-TLR4 (10ug/ml) y anti-
TLR2 (10pg/ml) y se estimularon con 50 pg/ml de LDLmm por 24h y se determind TNF-a.
Los monocitos secretaron TNF-a al estimulo a LDLmm y el bloqueo de CD14 provocéd
disminucion en la secrecion de TNF-a del 60%. Al bloquear TLR4 encontramos inhibicion
del 63%. En el mismo sentido encontramos discreto aumento en la inhibicion del 68% en la
sintesis de TNF-o al bloquear ambos receptores en monocitos. Al bloquear TLR2 se
provocd una inhibicion del 60% en la produccion de TNF-o. CONCLUSIONES: Nuestros
resultados sugieren que la LDLmm activa a CD14, TLR4 y TLR2 induciendo la produccion
de TNF-o. Este mecanismo puede explicar en parte la participacion de los TLR en

respuesta a LDL modificada oxidativamente en el fendmeno inflamatorio en aterosclerosis.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is recognized as a chronic inflammatory disease. Toll-like receptors (TLRs)
2 and 4 have been observed in the atherosclerotic plaque. Additionally, both TLRs could be
activated by the recognition of microorganisms in plaques. However, the role that these
receptors play in the recognition of endogenous antigens such as oxidized low-density
lipoprotein is not clear. The aim of this research was to analyze the participation of CD14,
TLR4, and TLR2 in the response to minimally modified LDL (mmLDL) in human
monocytes. METHOD AND RESULTS: Human monocytes were incubated with
monoclonal antibodies against to CD14, TLR4, and TLR2 in order to block these
molecules. Then, human monocytes were stimulated with mmLDL for 24 h, and TNF-a
was determined. The monocytes secreted TNF-a in response to mmLDL. This secretion
inhibit in ~60% after blocking CD14. When TLR4 was blocked, we found 63% of
inhibition. We also observed discrete increase in inhibition of TNF-o synthesis when both
receptors were blocked in monocytes to 68%. Moreover, when TLR2 was blocked, 60%
inhibition of TNF-a secretion occurred in human monocytes. CONCLUSIONS; Our results
suggest that mmLDL activates to CD14, TLR4, and TLR2, inducing the production of
TNF-a. These results provide new perspectives for understanding the mmLDL role in

inflammatory processes of atherosclerosis.



INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares y en particular los sindromes isquémicos coronarios
agudos (SICA), representan un grave problema de salud en el mundo. En paises
desarrollados y en algunos en vias de desarrollo estas patologias ocupan la principal causa
de muerte [1]. Una herramienta en el diagnostico de las enfermedades cardiovasculares es
el uso del electrocadiograma (ECG). El ECG es un registro de la actividad eléctrica del
corazdn. Por cada ciclo cardiaco se registran sucesivamente las ondas de despolarizacion
auricular (onda P), despolarizacién ventricular (complejo QRS), la onda Q, representa la
pequeiia corriente horizontal (de izquierda a derecha) del potencial de accion viajando a
través del Septum interventricular, contraccion del miocardio (ondas R y S), re-polarizacion
de los ventriculos (onda T), el segmento ST conecta al complejo QRS y la onda T [2] como
se puede apreciar en al figura 1.
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Figura 1. Representacion grafica de un electrocardiograma. Onda P, onda Q, onda S, onda T, complejo QRS y
segmento ST.

Los SICA incluyen diferentes tipos de presentaciones clinicas como: la angina inestable y
el infarto agudo del miocardio. Por su presentacion electrocardiografica se clasifican como:
SICA sin elevacion del segmento ST (sEST), SICA con elevacion del segmento ST, con
onda Q y sin onda Q, mientras que la angina inestable, representa la transicion entre la
enfermedad arterial coronaria estable y el estado en el que el paciente se encuentra en alto
riesgo de presentar un infarto. De hecho, la angina inestable es la primera forma de
presentacion clinica en algunos pacientes. La angina inestable, se caracteriza clinicamente
por dolor precordial de origen isquémico, o dolor en extremidades superiores, mandibula y
epigastrio, desencadenado con el esfuerzo o aun en reposo, con duracion menor a 30 min,
cuyo inicio de sintomas es menor a 8§ semanas, en pacientes previamente asintomaticos.
Pero en los pacientes con antecedente de angina estable, se presenta con cambios en la
frecuencia de los eventos de angina, o bien, en su duracion, severidad y factores
desencadenantes del evento, acompanado o no de sintomas neurovegetativos y/o
alteraciones electrocardiograficas. Sin embargo, se ha considerado un peor prondstico
cuando se presentan cambios electrocardiograficos en el segmento ST y/o en la onda T [3].



En el infarto agudo del miocardio, las manifestaciones clinicas habitualmente tienen una
duracién superior a los 30 min y existe elevacion de marcadores séricos de necrosis
miocardica [4].

En Estados Unidos de Norteamérica se reportaron aproximadamente 1.5 millones de casos
por SICA, de los cuales 669,000 son por angina inestable o por infarto agudo del miocardio
sin elevacion del segmento ST (IAM sEST) por afio [5]. En México, los sindromes
isquémicos agudos fueron la segunda causa de muerte en poblacion general en el 2001,
actualmente ocupan el primer lugar, originando 81,242 muertes por afio, de las cuales
60,610 se presentaron en individuos mayores de 65 afos y alrededor de 20,631 en
individuos en edad productiva. En personas mayores de 75 anos causa el 70% de todas las
muertes [6].

Ademas, el infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST causa el 56.24% de
los ingresos hospitalarios por SICA. Mientras que la angina inestable y IAM sEST
ocasionan el 43.75%. El SICA es mas frecuente en el género masculino que en el femenino,
con relacidon aproximada de 1:10, Sin embargo, en mujeres después de los 65 anos de edad,
se pierde ésta relacion y se vuelven tan vulnerables como los hombres. La forma mas
frecuente de presentacion clinica de la enfermedad coronaria en las mujeres es la angina de
pecho, mientras que en los hombres se presenta mas a menudo en forma de infarto del
miocardio [7].

Los factores de riesgo asociados con enfermedades cardiovasculares son: dislipidemia,
diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, tabaquismo, niveles elevados en plasma
de homocisteina, concentraciones elevadas de lipoproteina a, alteracion del balance entre
radicales oxidantes y antioxidantes, la expresion del antigeno leucocitario humano,
infecciones por microorganismos como citomegalovirus, Chlamydia pneumoniae y
Helicobacter pylori [8-10]. Entre estos, la dislipidemia, en particular los niveles elevados
de colesterol total en suero, las altas concentraciones de lipoproteina de baja densidad
(LDL) y las bajas concentraciones de lipoproteina de alta densidad (HDL), han cobrado
importancia como factores de riesgo de aterosclerosis.

Cholesteryl ester
Phospholipid

Figura 2. Estructura de la lipoproteina de baja densidad. La LDL es una molécula esférica compuesta por la
apolipoproteina B-100, fosfolipidos, ésteres de colesterol y colesterol no esterificado [11].



La LDL es una particula esférica con un didmetro de 22 nm y un peso molecular de 2500
kDa. La particula consiste en un nucleo hidrofobico de alrededor de 1600 moléculas de
ésteres de colesterol y 170 moléculas de triglicéridos rodeada por una monocapa superficial
de 700 moléculas de fosfolipidos (predominantemente fosfatidilcolina) y 600 moléculas de
colesterol libre. Embebida en la monocapa se localiza la apolipoproteina B-100 (apo B),
consistiendo en 4536 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 500 kDa. La LDL
contiene cantidades variables de acidos grasos poli-insaturados en su composiciéon como se
puede apreciar en la Figura 1. También contiene diversos antioxidantes, uno de los mas
importantes es el alfa-tocoferol. La vida media de la LDL en circulacion es de 2.5 dias, el
principal mecanismo de eliminacion en sangre es por endocitosis en las células nucleadas a
través del receptor de LDL, siendo la principal fuente de colesterol para el mantenimiento
de membranas celulares. La LDL es una molécula extremadamente susceptible a la
oxidacion [11].

La modificacion oxidativa de LDL (LDLox) es un proceso complejo de lipoperoxidacion
en el cual los &cidos grasos insaturados reaccionan con radicales libres (anion hidroxilo,
anion superoxido y peroxido de hidrogeno) y remueven un atomo de hidrogeno de un
metileno de cadena hidrocarbonada de los acidos grasos insaturados. Después del inicio de
la lipoperoxidacion se genera una cadena de reacciones en la cual hay un electrén
desapareado en el carbono donde se elimind el hidrogeno, generando un radical graso, en
éste se produce un rearreglo formando la estructura de un dieno conjugado que reacciona
con el oxigeno molecular y produce el radical lipoperoxilo que sustraec un hidrogeno del
acido graso vecino formando el hidroperdxido, la reaccion continua hasta que el
malondealdehido u otros aldehidos generados en la oxidacion forman bases de Schiff con
grupos gamma-aminos de residuos de lisina, hidroperdxidos de lipidos, peroxidos ciclicos y
fragmentacion lipidica [12]. El colesterol en la particula de LDL puede ser oxidado a
oxiterol como el 7-ketosterol, hidroxido linoleato de colesterol, 7 beta-hidroperoxi-
colesterol. La oxidacion de los acidos grasos insaturados produce fragmentos de 3 a 9
carbonos de longitud, incluyendo aldehidos y cetonas que pueden conjugarse con otros
lipidos especialmente con amino lipidos o con la apo B.

Numerosos estudios apoyan la participacion de la LDLox en el desarrollo de la lesion
aterosclerosa. Goldstein y col. fueron los primeros en demostrar in vitro, que las formas
modificadas de LDL (LDL acetilada) son rapidamente endocitadas a través del receptor
“scavenger A” de macrofagos, la acumulacion de LDL acetilada gener6 células espumosas
[13]. En 1980 se demostro que células endoteliales y de musculo liso modifican la LDL in
vitro, lo que la hace mas susceptible de ser endocitada por macrofagos. A esta LDL
modificada por las células se le ha denominado LDL minimanente oxidada. Los efectos de
las células sobre la LDL se pueden mimetizar incubando LDL con iones de cobre como
catalizador de la oxidacion [14].

Diversos estudios muestran que la LDLox participa en la fisiopatologia de la enfermedad.
Se ha obtenido LDL de placas aterosclerosas de arterias de humanos y de modelos animales
que presentan las mismas propiedades y caracteristicas de la LDLox in vitro: una alta
movilidad electroforética, alto contenido de colesterol libre y en la fraccién de fosfolipidos



la proporcidon esfingomielina y lisofostidilcolina se encuentra elevada. Adicionalmente, la
LDL obtenida de las placas induce quimiotaxis de monocitos como la LDLox in vitro
[15,16,17]. Ademas de demostrado que la LDLox se encuentra in vivo, mediante analisis
inmunohistoquimico, se ha encontrado la LDL modificada oxidativamente en lesiones
aterosclerosas de conejos hiperlipidémicos utilizando anticuerpos contra LDLox [18]. En
pacientes diabéticos y con riesgo a infarto de miocardio, los niveles séricos de LDLox se
encuentran elevados comparados con los del grupo de personas sanas [19]. También se ha
encontrado LDL modificada oxidativamente en lesiones aterosclerosas en estos pacientes a
través de inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos contra LDLox [12,15].
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Figura 3. Desarrollo de la lesion aterosclerosa. La lesion se origina por un dafio al endotelio lo que permite la
entrada de LDL la cual es oxidada. Células activadas secretan TNF-o que induce la expresion de selectinas e
integrinas en el endotelio. Se reclutan principalmente monocitos a la lesion. Los macrofagos en la lesion
endocitan LDL oxidada a través de receptores como CD36 provocando su activacion y la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias. La placa aterosclerosa sufre la formacion de la capa fibrosa, neovascularizacion y
generacion de células espumosas. En la lesion ocurre apoptosis o necrosis de células generandose el nucleo
necrético [9].



El proceso aterogénico se inicia con la disfuncion endotelial la cual representa uno de los
primeros estadios en la patogénesis de la aterosclerosis, la primera fase consiste en una
pérdida de las funciones homeostaticas del endotelio (anti-adhesiva, anti-agregante, anti-
proliferativa, antioxidante, anti-trombotica y reguladora del tono vasomotor). Estos
cambios tempranos que preceden a la formacion de la lesion aterosclerosa incluyen un
aumento de la permeabilidad endotelial a lipoproteinas de baja densidad las cuales se
retienen por interacciones de los grupos positivos de lisina y arginina que interactiian con
cargas negativas de grupos sulfatos de cadenas de glicosaminoglicanas de proteoglicanas.
La LDL es modificada por lipoperoxidaciéon en el espacio subendotelial por compuestos
reactivos del oxigeno derivados de las interacciones celulares [9,20]. El acumulo de
particulas de LDL en el espacio subendoteial inicia la formacion de la placa aterosclerosa
[9]. La lipolisis de la LDL por fosfolipasa A2 y la liperoxidacién, genera
lisofosfatidilcolina la cual potencia el efecto pro-inflamatorio en la intima de la arteria [21].
Como consecuencia, en presencia de un endotelio disfuncional, se observa la expresion de
moléculas de adhesion tales como las selectinas endoteliales y plaquetas, moléculas de
adhesion de plaquetas a células endoteliales-1 (PECAM-1), moléculas de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1) y molécula de adhesion de células vasculares (VCAM) como se
muestra en la figura 3A, las cuales producen la interaccion entre las células T y los
monocitos circulantes con las células endoteliales. Ademas, las células del endotelio y
musculares lisas sintetizan y liberan moléculas quimiotractantes como la proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), estimulando la migracién y acumulaciéon de
monocitos al sito de la lesion. En esta etapa de la lesion, las células musculares lisas migran
a la placa estimuladas por el factor de crecimiento derivado de plaquetas y el factor de
crecimiento de fibroblastos 2, entre otros estimulos. Adicionalmente, los linfocitos T son
activados por factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) [9,10,22,23].

Los monocitos/macrofagos participan en la respuesta inmune innata y son células efectoras
esenciales en la enfermedad aterosclerosa. Expresan en la superficie celular receptores
“scavenger” clase A tipo I y II, clase B, CD36, los cuales identifican e internalizan las
particulas de LDLox, induciendo su activacion y transformacion en células espumosas.
(Figura 3B) [24,25], generandose la placa fibrosa caracterizada por un crecimiento
extracelular de lipidos, particularmente colesterol, ésteres de colesterol y matriz derivada de
células musculares lisas [10]. Los macrdéfagos activados presentes en la placa, secretan
citocinas pro-inflamatorias, entre las que se encuentran interleucina (IL)-1B, IL-8, TNF-a,
factor estimulador de colonias de macréfagos y proteina quimiotractante de monocitos-1.
También existe un aumento en la expresion de moléculas co-estimulatorias como
CD80/CD86, en macrofagos que participan en la regulacion de la activacion de los
linfocitos. Otra molécula inmunoreguladora que se ha demostrado sobre-expresada en la
placa es CD40. La activacion de células vasculares con CD40L induce la liberacion de IL-
1B. Otro evento que se inicia es la muerte celular de macrofagos por interferon (IFN)-y. Por
otro lado, la apoptosis o necrosis puede ser generada por la acumulacion de lipidos
promoviendo el avance del nticleo necrotico en la placa. Ademas, los macréfagos producen
TNF-a, IL-1PB y metaloproteianasas que pueden ser criticos en el dafio a la lesion. (Figura
3C) [9,10,25,26]. En la ultima etapa de la aterosclerosis ocurre ruptura o ulceraciéon de la
placa fibrosa lo que conduce a sindromes de angina inestable o al infarto de miocardio. La



vulnerabilidad de la placa se origina por un adelgazamiento de la lesion y ocurre por
inhibicion de la secrecion de matriz proveniente de células musculares lisas a través de
IFN-y secretado por linfocitos T. Los macréfagos degradan la matriz de la capa fibrosa por
medio de colagensa intersticial, gelatinasa y estromilisina. La degradacion de la capa
fibrosa frecuentemente se origina en los hombros de la lesion y puede conducir a una
hemorragia, las plaquetas activadas se adhieren a la arteria lesionada ocasionando la
formacion de un trombo y la oclusion de la arteria (Figura 3D) [9].

Con base en lo anterior, actualmente la aterosclerosis se considera una enfermedad
inflamatoria crénica donde la citocinas juegan un papel relevante. Las citocinas pro-
inflamatorias involucradas en aterosclerosis son: IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a [9,10].

La IL-1 desempeiia un papel central en el inicio de las respuestas inflamatorias, es
producida por monocitos y macréfagos. Existen dos formas biologicamente activas: la IL-
la y la IL-1B; de éstas, la IL-1 B es la isoforma que predomina en sangre periférica en
humanos. La IL-1 se une a receptores que se encuentran en linfocitos T, fibroblastos,
células endoteliales y hepatocitos. La IL-1 provoca la sintesis de prostaglandinas,
leucotrienos, factor activador de plaquetas y 6xido nitrico sintasa en células musculares
lisas. Induce la expresion de genes para factores de la coagulacion e inhibidores de la
fibrinolisis, la adhesion y migracion de leucocitos a través del endotelio asi como la sintesis
de factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos [27]. Se ha demostrado que
la ausencia de IL-1p disminuye la severidad de la lesion en ratones propensos a desarrollar
aterosclerosis [28].

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria multi-funcional, regula la respuesta humoral y
celular, participa en el dafo tisular y juega un papel central en el proceso inflamatorio: es el
principal mediador de la respuesta de fase aguda y de la produccion hepatica de proteina C
reactiva asi como de fibrindgeno; estimula la funcioén de los linfocitos T y B; provoca la
migracion y diferenciacion de macréfagos e induce la sintesis de enzimas degradadoras de
matriz extracelular, lo cual puede debilitar la placa aterosclerosa; ademéas, promueve la
expresion de receptores de LDL-colesterol en la superficie de los macréfagos y estimula la
proliferacion de células musculares lisas, favoreciendo la progresion de la placa [29,30].

Otra citocina pro-inflamatoria importante es el TNF-a, siendo los monocitos y macrofagos
sus principales productores, aunque también es secretado por linfocitos T, células asesinas
naturales, células musculares lisas y células endoteliales. El TNF-a ejerce acciones pro-
inflamatorias sobre estas células lo que favorece la progresion e inestabilizacion de la placa
aterosclerosa. También estimula la produccion de IL-6 en células musculares lisas de la
placa, y la expresion de moléculas de adhesion como la selectina-E, ICAM-1, VCAM-1 por
células endoteliales y macrofagos. Se ha identificado aumento en la produccion de TNF-a
por células mononucleares de pacientes después de un infarto agudo del miocardio.
Ademas, la concentracion del receptor soluble de TNF también se incrementa rapidamente
en estos pacientes [31,32]. Otras citocinas pro-inflamatorias involucradas en el desarrollo
de la enfermedad cardiovascular son IL-8, IL-18 e IFN-y [9,10,33].



Las quimiocinas son pequefios péptidos con funcién quimioatractante que median la
migracion, crecimiento, y activacion de linfocitos T, células naturales asesinas, monocitos y
macrofagos [34]. En 1991, se demostrd la expresion de MCP-1 en lesiones aterosclerosas
humanas. La MCP-1 es expresada por macréfagos, células musculares lisas y células
endoteliales. También se ha descrito que la MCP-1 induce la adhesion y el rodamiento de
monocitos sobre células endoteliales activadas y el reclutamiento de éstos [35]. El
tratamiento de las células endotelialeas con LDLox in vitro induce la secrecion de MCP-1,
homocisteina, la adhesion de plaquetas activadas y la produccion de TNF-a. El eliminar el
gen que codifica para MCP-1 en ratones apoE™ resulta en una marcada reduccién del
tamaio de las lesiones aterosclerosas. Estas evidencias demuestran la importancia de MCP-
1 en las lesiones aterosclerosas [36,37].

En el proceso de formacion de la placa aterosclerosa, los macréfagos activados expresan
moléculas de histocompatibilidad clase II, CD40, CD86. Se ha demostrado que la molécula
inmunoreguladora CD40 se expresa en macréfagos y CD40L en células T, de lesiones
aterosclerosas, in vivo [38]. La sefalizacion de CD40 puede promover la expresion de
mediadores pro-aterogénicos regulados probablemente por citocinas como la IL-1, TNF-a,
IFN-y, metaloproteinasas (MMP-1, MMP-2 y MMP-9) y moléculas de adhesion celular
(selectina E, VCAM-1, ICAM-1) [39]. Existen estudios que demuestran que la disfuncion
del sistema CD40-CD40L puede retardar la iniciacion de la formacién de la placa de
ateroma. El tratamiento con anticuerpos anti-ratdbn CD40L, limita la aterosclerosis en
ratones deficientes del receptor de LDL, cuando son alimentados con una dieta alta en
colesterol durante 12 semanas. En ellos se encontré6 una reduccion significativa en el
tamafio y contenido de lipidos en la lesion aortica aterosclerosa [38]. También, se ha
demostrado que al estimular monocitos con LDLox incrementa la expresion de CD86 e
inducen a una activacion de linfocitos T. Los linfocitos T expresan de manera constitutiva
el ligando CD28 el cual puede ser reconocido por CD86, la interaccion CD28 con CD86
resulta en la activacion del linfocito T, provocando su proliferacion y la secrecion de
citocinas como IFN-y [40]. Se ha determinado, que células dendriticas de pacientes con
enfermedad cardiovascular presentan un incremento en la expresion de CD80, CD86 y
CDA40 al ser comparados con los testigos sanos, esta sobreregulacion correlaciond de forma
positiva con factores de riesgo [41].

Uno de los posibles factores que inducen la respuesta inflamatoria en aterosclerosis es LDL
modificada oxidativamente. A pesar que ain no existen conocimientos suficientes que
demuestren el posible mecanismo que provoca este suceso, diversas evidencias han
demostrado que los receptores tipo Toll (TLR) juegan un papel esencial en las respuestas
inflamatorias y al parecer contribuyen de forma importante en la enfermedad aterosclerosa
[42,43,44].

El gene que codifica para los receptores tipo Toll fue descubierto al inicio de la década de
los 80 como un componente esencial de la via que establece el eje dorsoventral en el
embrion temprano de Drosophila melanogaster [42]. En 1996 Lemaitre B y colaboradores
document6 el primer receptor Toll involucrado en la respuesta inmune antifingica en
Drosophila [43], y el descubrimiento del primer receptor tipo Toll en el humano (TLR) 4 se
realiz6 en 1997 por Medzhitov y col., el cual fue crucial para el entendimiento de muchos



mecanismos importantes implicados en la inmunidad innata y adaptativa [45]. Los TLR
constituyen una familia de receptores de reconocimiento de patrones, que se han
conservado filogenéticamente. Son receptores transmembranales tipo I y presentan tres
caracteristicas estructurales: 1.-Tienen un dominio extracelular rico en repeticiones de
leucina, 2.- Poseen un dominio transmembranal corto y 3.- Su dominio citopldsmico es
homologo al receptor de toll/interleucina-1, el cual es necesario para el inicio de las
cascadas de sefializacion [46].

Los TLR participan en la respuesta inmune innata, reconociendo patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) (Figura 4). Estudios ex vivo establecen que los TLR estan
involucrados en el reconocimiento de moléculas provenientes de microbios: TLR1 une
lipopéptidos tri-acetilados (LP) de Mycobacterium tuberculosis; TLR2 reconoce especies
de peptidoglicana de Staphylococcus aureus; TLR3 une RNA de doble cadena; TLR4
reconoce polisacaridos de bacterias Gram negativas, y HSP60 bacteriana; TLR 5 une
flagelina; TLR6 une modulina fenol soluble; TLR7 responde a drogas anti-virales
imidazoquinolina; TLRS8 responde a imidazoquinolina; TLR9 es esencial en repuesta a
DNA bacteriano, viral y oligodeoxinucledtidos sintéticos que contienen dinucledtidos CpG
no metilados; TLR10 ha sido identificado en linfocitos B y células dendriticas
plasmacitoides, no se conoce su ligando especifico y TLRI11 se encuentra en raton,
reconoce Escherichia coli uropatogénica y su primer ligando descrito es una proteina tipo
profilina de Toxoplasma gondii [42,43,45,46].
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Figura 4. Representacion esquematica de las vias de sefializacion de los TLR. La sefializacion de los TLR se
inicia cuando reconocen a sus ligandos especificos, disparando una compleja via de sefializacion que permite
la activacion de la respuesta inflamatoria. Los TLR sefializan a través de la via dependiente o independiente
de MyD88 a excepcion del TLR4 que utiliza ambas vias, resultando en la activacion de NF-«xB lo que genera
la expresion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-8 ¢ IFN tipo I [modificado de 47].



Los TLR reconocen una gran cantidad de componentes microbianos formando
heterodimeros, dimeros o colaborando con otros receptores como CD14. La activacion de
los TLR se inicia principalmente a través de las vias de sefializacion dependiente e
independiente de MyDS88. En la ruta de sefializacion dependiente de MyD88, posterior al
reconocimiento microbiano, por ejemplo de LPS, TIRAP es reclutada al dominio TIR asi
como MyDS88 interaccionando con IRAK4 y fosforilando a IRAK1 e interacciona con
TRAF6 (receptor asociado al receptor de TNF) generandose el complejo IRAK1-TRAF6 el
cual interactia con otras moléculas que inducen la fosforilacion de IKK permitiendo la
liberacion y posterior translocacion de NF-kB al nucleo. Los TLR3 y TLR4 sefalizan a
través de la via independiente de MyD88. En la ruta de sefializaciéon TRIF interactia con
TRAF6 y TBKI. La activacion de TRIF dependiente de TBK1 conduce a la fosforilacion
de IRF3 y TRAF6 media la activacion de NF-kB. La activacion de IRF3 y NF-xB
contribuyen a la sintesis de IFN-B. La activacién de las rutas de sefializacion de los TLR
inducen la activacion de los factores NF-kB e IRF involucrados en activar multiples genes
inflamatorios como TNF-a, IL-1pB, IL-6, IFN-B, CD80, CD86, ICAM-1, VCAM-1, IL-8 y
MIP1-a entre otras moléculas [46-48].

Recientemente se ha demostrado un aumento de la expresion de TLR2 y TLR4 en células
endoteliales y macréfagos, en lesiones aterosclerosas de raton y humanas [49,50]. Se ha
demostrado que al alimentar ratones ApoE ”~ con una dieta rica en grasas, incrementa
importantemente la expresion del RNA mensajero (RNAm) para TLR2 en la lesion
aterosclerosa. En contraste, los ratones C57BL/6 al ser alimentados con una dieta similar a
los ratones ApoE " no presentaron un incremento en la expresion del RNAm de TLR2 en la
placa de ateroma [51]. Mientras que los ratones ApoE F/TLR2™ presentaron una reduccion
de la placa de ateroma, asi como una disminucion de la quimiocina MCP-1 lo que produjo
un menor infiltrado de macrofagos en el sitio de la lesion [52]. Otro grupo encontrd una
reducciéon del 24% de la placa aterosclerosa en ratones Apoe’” TLR4”. También, se
determind una reduccion en el contenido lipidico e infiltrado de macrofagos en la lesion, al
comparase con el raton testigo [53]. Dos reportes por separado investigaron el papel de la
molécula adaptadora MyD88 en la enfermedad aterosclerosa, usando ratones Apoe'/ )
MyD88™, las investigaciones revelaron una reducciéon del 65% en el tamafio de la lesion
[53,54]. La importancia de la via de TLR4 en aterosclerosis humana es apoyada por datos
obtenidos en la poblacion de Bruneck, Italia en la que se demostro que el polimorfismo
D299G de TLR4 atenua la sefializacion del receptor, asociandose con una disminucion de
riesgo de aterosclerosis [55]. Estudios in vitro han demostrado que la LDL modificada por
oxidacion al parecer se une a CD14 y mediante la via TLR4/MD2 induce el “spreading”
(expansion) en macrofagos por la polimerizacion de F-actina [56]. Existe evidencia que la
LDL modificada oxidativamente incrementa la expresion del transcrito para TLR4, pero no
de TLR2 en monocitos de sangre periférica de personas sanas [57]. En contraste, otro grupo
de investigadores ha demostrado que la LDL oxidada al inducir células espumosas
incrementa la expresion génica de TLR2 en macrdofagos [49]. También se ha demostrado en
el modelo porcino miniatura, un incremento de la proteina y del RNA mensajero para
TLR2, que correlaciona de forma positiva con el aumento de LDL oxidada en la placa
aterosclerosa [58]. Por otro lado, se ha reportado que la deficiencia de CD14 en ratones
induce una disminucién de citocinas pro-inflamatorias asi como un retardo en la activacion
de NF-«B en respuesta al LPS [59]. Mientras que, el polimorfismo C269T en el promotor



de CD14, es asociado con una alta densidad de CD14 y es identificado como un factor de
riesgo de infarto del miocardio, lo cual es apoyado por el hecho de que se encontr6 una alta
densidad de CD14 en monocitos de pacientes diabéticos con enfermedad cardiovascular
comparado con pacientes no diabéticos [60,61]. Por consiguiente, estos datos sugieren un
papel potencial de CD14, TLR2 y TLR4 en el fendémeno inflamatorio en respuesta a la
lipoproteina de baja densidad modificada por oxidacion.
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JUSTIFICACION

Los receptores tipo Toll (TLR) juegan un papel esencial en la respuesta inmune innata e
iniciando la respuesta inflamatoria. Los TLR se expresan en monocitos/macréfagos,
consideradas las principales células efectoras en el fendmeno inflamatorio de la placa
aterosclerosa. Existe videncia de sobre-expresion de TLR2 y TLR4 en macrofagos en la
lesion ateromatosa y se ha asociado a una respuesta inflamatoria. Los estudios han
considerando la posibilidad de una respuesta a infecciones. En contraste, otras evidencias
apuntan a posibles antigenos enddgenos. Se ha demostrado que LDL modificada
oxidativamente se une a CD14 y a través de TLR4 induce el “spreading” en macréfagos y
el transcrito para TLR2 y TLR4. Sin embargo, aiin no tenemos evidencia suficiente del
papel que estan jugando los TLR en el reconocimiento a antigenos endégenos como la LDL
minimamente modificada, por lo que nos parece interesante explorar si los receptores
CDI14, TLR4 y TLR2 participan en respuesta a LDL minimamente modificada en
monocitos humanos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria cronica. El estimulo de LDL
oxidada en macrofagos induce la secrecion de IL-1 B, TNF-a, IL-6 entre otras. Existe
evidencia que la LDL modificada oxidativamente puede regular la expresion de TLR4 en
monocitos de sangre periférica de personas sanas y de TLR2 en células espumosas,
sugiriendo un papel relevante de CD14, TLR2 y TLR4 en el proceso aterogénico por lo qué
nos parece adecuado plantear:

(Cual es el papel que juegan los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en la respuesta
inflamatoria en monocitos humanos de sangre periférica al ser estimulados con LDL
minimamente modificada (LDLmm)?

HIPOTESIS

Si los receptores CD14 TLR4 y TLR2 son activados por la LDLmm, regularan la
expresion de citocinas pro-inflamatorias en monocitos provenientes de sujetos sanos.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el aumento en la sintesis de citocinas pro-inflamatorias inducido por la
LDLmm se debe a que dicha molécula activa a los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en
monocitos provenientes de sujetos sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Demostrar que la LDLmm es reconocida por CD14, TLR2 y TLR4 en monocitos.

* Determinar que el reconocimiento de LDLmm por CD14, TLR2 y TLR4 inducird la
sintesis de TNF-a en monocitos de sujetos sanos.

* Analizar si el estimulo de LDLmm induce una redistribucion de CD14, TLR4 y
TLR2 en la membrana celular de monocitos.

12



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de LDLn.

Para la obtencion de la lipoproteina LDL nativa (LDLn) se partio de 20 ml de sangre
venosa (Na,EDTA 1.4mg/ml (Sigma-Aldrich, Virgin Islands, USA) de donadores sanos, la
cual se centrifugd a 350 x g durante 20 minutos. El plasma recobrado se ajust6 a una
densidad de 1.2 g/ml a 4°C por adiciéon de KBr (J.T. Baker, New Jersey, USA)-NaCl
(Caledon Laboratories Ltd, Georgetown, USA). Posteriormente se realiz6 un gradiente de
densidad a 4°C que consistio en 2.5 ml de la densidad de 1.1 g/ml de plasma y 2.5 ml de
solucion salina a una densidad de 1.006 g/ml en tubos de policarbonato a 4°C. Las
densidades se corroboraron por el método del picnémetro. El gradiente se centrifugd 4 h a
323,000 x g a 4°C en microultracentrifuga (Sorvall Discovery M150 SE en rotor SS0AT3).
Después se separ6 la banda localizada a una densidad de 1.006 g/ml correspondiente a la
VLDL vy se adicionaron 2 ml de solucién salina ajustada a una densidad de 1.065 g/ml por
adicion de KBr (J.T. Baker, New Jersey, USA), el gradiente se centrifugd 4 h a 323,000 x g
a 4°C. La banda recuperada (LDLn) en la superficie se concentré y dializ6 usando 4 L de
regulador de fosfatos-cloruro de sodio (PBS) 1X libre de EDTA (Sigma-Aldrich) a un pH
de 7.4 durante toda la noche a 4°C. A la LDLn dializada se le determin6 la concentracion
de proteinas por el método de Bradford.

Oxidacion de LDLn.

La concentracion de proteinas de la LDLn se ajusté a 300ug/ml con PBS libre de EDTA
(Sigma-Aldrich), adiciondndole 1mM de CuSO,; (Sigma-Aldrich) quedando wuna
concentracion final de 10uM de CuSO4 (Sigma-Aldrich). La muestra se incubd a 37°C,
durante 1 h. Al terminar el tiempo de incubacion se detuvo la reaccion colocando el tubo en
hielo, la LDLmm se dializé en 4 L de PBS-EDTA 0.5 mM a un pH de 7.4 durante toda la
noche a 4°C. La medicion de la oxidacion de la LDL se realizo por la determinacion de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (Sigma-Aldrich).

Analisis de LDLn.

El anélisis del colesterol total se analizé por el método de colesterol esterasa y oxidasa de
colesterol (Dade Behring, Deerfield, Illinois, USA). La concentracion de triglicéridos se
determino por la actividad de la glicerol cinasa (Dade Behring). Para la mediciéon de HDL
se aplico la técnica de precipitacion de sulfodextrano y sulfato de magnesio (Dade
Behring). La concentracion de LDL se obtuvo empleando la formula de Friedewald:

LDL= Colesterol Total - (HDL + Triglicéridos/5).

Electroforesis de LDL

Se prepar6 un gel concentrador al 5% de acrilamida y un gel de resolucion al 7% de
acrilamida. Los pozos se llenaron con 100pg/ml de LDL obtenida en el laboratorio y LDL
comercial con una pureza del 98%. Las muestras se corrieron a 90 V.

Determinacion de la oxidacion por sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

En tubos por separado se colocaron LDLn y LDLmm y se les adicionaron 2 ml de H,SO4
4M (Caledon Laboratories Ltd) y 0.25 ml de acido fosfotingstico al 10% (Caledon
Laboratories Ltd) se mezcld y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. A
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continuacion se centrifugd a 1500 x g durante 10 min., se descart6 el sobrenadante y al
paquete se le adiciond 1 ml de H,SO4 4 M (Caledon Laboratories Ltd) més 0.15ml de &cido
fosfotungstico al 10 % (Caledon Laboratories Ltd), la mezcla se incubd a temperatura
ambiente. Al término de la incubacion, se centrifugd a 1500 x g por 10 min., se removid el
sobrenadante y el paquete se resuspendié con 2 ml de agua destilada adicionada de 0.5 ml
de 2-acido tiobarbiturico (Sigma-Aldrich). La mezcla se incubd 1 h en bafo de agua a
95°C, posteriormente los tubos se colocaron en hielo y se adicionaron 2.5 ml de butanol y
se centrifugd a 350 x g. Se prepard una curva estandar de malondehaldehido (MDA)
(Sigma-Aldrich) con cantidades equimolares de MDA bajo las condiciones de reaccion
utilizando TBA (Sigma-Aldrich) como estandar. A las muestras y estandares se les
determiné la densidad 6ptica a 535 nm.

Deteccion de endotoxinas por el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (LAL).

A todas las preparaciones de LDLn y LDLmm, se les realiz6 la deteccion de endotoxinas
utilizando el kit de LAL por el método de “gel clot” (Charles River Endosafe, Charleston,
S.C.). Brevemente, el estandar de endotoxinas (LPS de Escherichia coli) y el reactivo de
LAL se reconstituyeron con agua libre de endotoxinas. En un tubos por separado se
colocaron 100uL de LDLn y LDLmm a cada tubo se les adicioné 100uL del reactivo LAL,
posteriormente se incubaron a 37°C 1 h en un bafio maria. Se realizé una curva estandar
con el LPS de Escherichia coli de 0.5 EU/ml a 0.03 EU/ml bajo las condiciones de reaccion
para las lipoproteinas. Las lecturas de las muestras y estdndares se realizaron invirtiendo
cada tubo en un angulo de 180°. Si se forma un gel intacto que no se desprende del tubo,
entonces se considera positivo, cualquier otra condicion se interpretd como un resultado
negativo. Las muestras positivas a la prueba se descartaron y soélo se usaron las que
resultaron negativas en los experimentos.

Prueba de polimixina B.

Se preincubaron 50pg/ml de LDLmm, 70pug/ml de LDLmm y 100ng/ml de LPS (Sigma-
Aldrich) por separado con polimixina B a una concentraciéon de Ipg/ml, durante 1 h.
Posteriormente, se estimularon monocitos con cada uno de los tratamientos durante 24 h a
37°C. Finalizado el tratamiento se recupero el sobrenadante y se determind TNF-a por el
método de ELISA.

Obtencion de células mononucleares.

Las células mononucleares fueron obtenidas de concentrados celulares ("buffy coats"), se
diluyeron 1:5 en PBS 1X pH=7.4 y se adicionaron 15 ml sobre una capa de lymphopred™
(Axis-Shield, Liverpool, UK) posteriormente se centrifugaron a 350 x g durante 30 min.
Las células mononucleares fueron removidas de la interfase y se lavaron dos veces con PBS
a 125 x g durante 10 min, después fueron resuspendidas en 2 ml de PBS 1X pH=7.4-BSA
0.5%-EDTA 0.05mM (Sigma-Aldrich).

Purificacion de monocitos.

La purificacion de monocitos se realizdo de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
utilizando el Kit II para aislamiento de monocitos por seleccion negativa (Miltenyi Biotec
MACS, Bergish Gladbach, Germany). Brevemente, se resuspendieron las células
mononucleares en regulador PBS-BSA (0.5%)-EDTA (2mM) (Sigma-Aldrich) a 10’
cé¢lulas/mL en 80uL de PBS-BSA (0.5%)-EDTA (2mM) (Sigma-Aldrich), y se adicionaron
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20uL del cocktail anticuerpo-hapteno se incub6 a 4°C durante 10 min en oscuridad, se
lavaron dos veces con 1 ml de regulador, y se centrifugd a 125 x g durante 5 min. El
paquete celular se resuspendi6 en 80uL del regulador y se adicionaron 20uL de anti-
hapteno MACS, se incubd a 4°C durante 15 min en oscuridad. Posteriormente, el paquete
celular se lavd con regulador y se resuspendio en 500uL de regulador y se pasaron por la
columna de separacion LS MACS (Miltenyi Biotec MACS). Se lavd la columna y se
recuperd la fraccion negativa. Se determind la viabilidad celular por exclusién con azul
tripan.

Ensayo de inhibicion de sefializacion de la LDLmm a CD14, TLR4 y TLR2.

Para los experimentos de bloqueo, los monocitos humanos fueron tratados con anticuerpos
anti-CD14 (10pg/ml) (Clona MEM10, BD Biosciences, San Jose, California, USA) o anti-
TLR4 (10pg/ml) (clona HTA125, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
USA), o la combinacién de ambos durante 1 h a 37°C. Mientras tanto, en otro ensayo los
monocitos fueron tratados con anticuerpo anti-TLR2 (clona TL2.1, eBioscience Inc, San
Diego, California, USA) a 10pg/ml por 1 h a 37°C. Las células se lavaron 3 veces con PBS,
se resuspendieron en medio de cultivo y se estimularon con 50pug/ml de LDLmm durante
24 h a 37°C. Como testigos positivos de la activacion de TLR4 y TLR2, se estimularon
monocitos humanos con LPS de Escherichia coli serotype O111:B4 (100 ng/ml) (Sigma,
St. Louis, MO, USA) y con Pam3CSK4 (20ng/ml) (Alexis Biochemicals, Plymouth
Meeting, PA, USA) a 37°C durante 24 h. Como control de anticuerpo, las células fueron
tratadas con anticuerpos no relacionados seguida de los agonistas para TLR y LDLmm.
Como testigo negativo, los monocitos fueron incubados s6lo con medio de cultivo o con
anticuerpos no relacionados pero sin agonistas o LDLmm.

Determinacion de TNF-a

A partir de los sobrenadantes se determinaron los niveles de TNF-a por ELISA
(eBioscience Inc), acorde con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se adicionaron
100uL del anticuerpo de captura toda la noche a 4°C, posteriormente se lavd 5 veces con
PBS-Tween 0,05%, después se adicionaron 200uL de regulador de bloqueo durante 1h a
temperatura ambiente y se lavo 5 veces la placa con PBS-Tween 0,05%, se adicionaron
100uL de las muestras y estandares 1h a temperatura ambiente, se lavo 5 veces la placa con
PBS-Tween 0,05% y se adicionaron 100pL de avidina HRP 30 min a temperatura
ambiente, después se adicionaron 100 pL de sustrato y se realizé la lectura a 450 nm.

Microscopia confocal.

Se cultivaron monocitos en medio libre de suero por 24 horas a 37°C, posteriormente se
estimularon con LDLmm a una concentracion de 50ug/ml durante 1 h a 37°C. Por otro
lado, en forma separada, se estimularon monocitos humanos con LPS 100ng/ml (Sigma) y
Pam3CSK4 20ng/ml (Alexis Biochemicals) como testigos positivos, como testigo negativo
monocitos fueron cultivados solo con medio de cultivo. Finalizado el tiempo de incubacion,
las células se tifieron con los anticuerpos anti-CD14-PE (BD Biosciences) y anti-TLR4-
FITC (Santa Cruz Biotechnology). Las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal
Carl Zeiss LSM510 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) y se analizaron con el programa
LSM510.

Analisis estadistico.
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El andlisis estadistico se determindé mediante la prueba de ANOVA. El nivel de
significancia en todos los casos fue una p<0.05. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando
el programa de computo SPSS 12.0 para WINDOWS.
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RESULTADOS

Fue necesario obtener y caracterizar la lipoproteina de baja densidad (porque la LDL
comercial present6 altos niveles de oxidacidn), para lo cual se necesitdé estandarizar la
técnica de obtencion a partir de plasma humano mediante ultracentrifugacion. La LDL
obtenida se denominé nativa (LDLn) y presentd un patron electroforético de una sola banda
indicando que se obtuvo s6lo una proteina en las distintas extracciones. Como estandar de
oro se utilizd6 LDL comercial (Sigma-Aldrich) con una pureza del 98%. Ambas presentaron
un patrén electroforético idéntico (Figura 5a). Adicionalmente, se cuantifico la lipoproteina
de alta densidad (HDL), la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y la LDL a través de
métodos enzimaticos obteniendo una pureza mayor al 95% de LDL (Figura 5b).

Entonces, la LDL se oxid6 con sulfato de cobre y se determind el grado de oxidacion por el
método de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. El nivel de oxidacion en promedio
fue de 0.039uM para la LDL modificada oxidativamente a la cual designamos como LDL
minimamente modificada (LDLmm), la LDLn presentd6 siempre un menor nivel de
oxidacién que la LDLmm (Figura 6). Solo hasta que se obtuvo el nivel de oxidacion
adecuadamente no toxico, se realizaron los ensayos.

Una vez obtenida las LDL, se estandariz6 la activacién de monocitos con LDLn y LDLmm.
Se encontr6 que la LDLn no fue capaz de activar a los monocitos en ninguna de las
concentraciones utilizadas, medido a través de la secrecion de TNF-a. En contraste, las
células que fueron estimuladas con la LDLmm presentaron una activacion celular en las
distintas concentraciones. Con base en la curva estandar obtenida, se decidio utilizar una
concentracion de 50pg/ml en los experimentos posteriores (Figura 7). En todos los
experimentos se determin6 la viabilidad celular por exclusion de azul tripano obteniendo
siempre una viabilidad mayor al 90%.
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Figura 5. Caracterizacion de la lipoproteina de baja densidad obtenida por ultracentrifugacion a partir de
plasma de sujetos clinicamente sanos. (a) Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7 % en condiciones no
desnaturalizantes. Carril 1: LDL nativa (LDLn) 100 /ml, carril 2: LDLn 100 pg/ml mezcla de seis obtenciones
de LDL vy carril 3: LDLn comercial (Sigma) 100pg/ml con una pureza del 98%. (b) cuantificacion de las
moléculas de lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteina
de baja densidad (LDL) de 5 extracciones de LDLn obtenidas de forma independiente.
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Figura 6. Grado de oxidacion de LDL nativa (LDLn) y LDL minimamente modificada (LDLmm) por el
método de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico. LDLn 300pg/ml en PBS fue oxidada con sulfato de
cobre a una concentracion final de 10 uM durante una hora a 37°C. La LDLn presentd en promedio 0.025 uM
de equivalentes de malondealdehido y la LDLmm 0.039 uM equivalentes de malondealdehido. El grado de
oxidacion se determind en 100pg/ml de LDLn y LDLmm, por el método de TBARS. La reaccion se midio a
535 nm.
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Figura 7. Actividad biologica de la LDL nativa y LDL minimamente modificada sobre monocitos humanos.
Se incubaron monocitos con LDL nativa (LDLn) y LDL minimamente modificada (LDLmm) a
concentraciones de 25pg/ml y 50ug/ml durante 24 horas a 37°C. En ambas condiciones se determiné TNFa
del sobrenadante por la técnica de ELISA. La grafica es el resultado de tres experimentos independientes.
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Los monocitos se purificaron a partir de células mononucleares humanas por seleccion
negativa usando perlas magnéticas. La pureza celular se evalu6 por citometria de flujo,
marcando las células con el anticuerpo monoclonal anti-CD14 humano PE. El porcentaje de
células CD14+ fue superior al 90% (Figura 8), la viabilidad celular se determind por
exclusion de azul tripano, la cual fue mayor al 90% en todos los casos.
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Figura 8. Determinacion de la pureza de monocitos a través de citometria de flujo. Al finalizar el proceso de
purificacion de monocitos por perlas magnéticas, las células se tifieron con anticuerpo anti-CD14 PE. En color
rojo se muestra el testigo de isotipo y en verde las células marcadas con anti-CD14 PE. Se obtuvieron purezas
mayores al 90% (Analisis representativo de las purezas realizadas).

Antes de realizar los ensayos para determinar el efecto bioldgico de la LDLmm sobre los
receptores CD14, TLR4 y TLR2, fue necesario descartar la probable contaminacion de
LPS, por lo que se realizo la prueba de deteccion de endotoxinas a las preparaciones de
LDL a través del ensayo de lisado de limulus y resultaron negativas. Ademas, se les realizé
una segunda prueba en la cual se bloqueo6 el efecto bioldgico del LPS y asi se confirmé que
el efecto bioldgico fue exclusivo de la LDLmm. Al mezclar LPS como testigo positivo en
presencia de polimixina B provoc6 una inhibicion en la secrecion de TNF-a con respecto al
estimulo del LPS sin polimixina B (Figura 9a). En contraste, al mezclar LDLmm con
polimixina B y estimular monocitos durante 24 horas con la mezcla, no se presentd
modificacion alguna en la secrecion de TNF-a al compararlo con la LDLmm sin polimixina
B (Figura 9b).
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Figura 9. Efecto bioldgico del LPS y LDLmm en presencia de polimixina B. (a) Monocitos humanos se
incubaron con LPS o la mezcla LPS-polimixina B durante 24 h a 37°C. (b) Los monocitos se incubaron con
LDLmm o con la mezcla LDLmm-polimixina B durante 24 h a 37°C. La barra RPMI denota las células con
medio. A partir de los sobrenadantes de cultivo se determiné TNF-a por el método de ELISA. (*p<0.05).

Para las pruebas de inhibicion de los receptores CD14, TLR4 y TLR2, se usaron
anticuerpos monoclonales dirigidos contra estos receptores. Como testigo positivo de la via
de sefializacion de CD14/TLR4 se us6é LPS. Los monocitos puros se preincubaron con los
anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y/o ambos. Posteriormente, se estimularon con LPS, al
cabo de 24 horas se determind TNF-a en el sobrenadante de cultivo y se encontré que el
estimulo de LPS induce una fuerte secrecion de TNF-a al compararlo con las células solo
con medio (Figura 10a). El bloqueo del receptor CD14 con el anticuerpo anti-CD14
provocd un efecto inhibitorio en la secrecion de TNF-a cercano al 32 %. En el mismo
sentido, se bloque6 el receptor TLR4 e indujo una inhibicion del 43 % en la produccion de

TNF-0, lo que fue estadisticamente significativo. Al bloquear ambos receptores S€
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determind una reduccion significativa en la sintesis de TNF-a del 55 %. En la Figura 10b
se muestra el porciento de inhibicion de TNF-a. Una vez establecido el modelo de
activacion celular via LPS, se traslado el sistema a nuestra molécula de estudio. Se
estimularon monocitos humanos con LDLmm (50pg/ml) lo que provocd un incremento en
la sintesis de TNF-a de alrededor de 30pg/ml con respecto a las células incubadas solo con
RPMI (Figura 11a). En contraste, cuando se bloque6 el receptor CD14 en los monocitos
con anticuerpo anti-CD14 (10pg/ml) y posteriormente se estimuld con LDLmm, se indujo
una disminucion del 60% en la secrecion de TNF-a que fue estadisticamente significativa;
de forma similar se encontr6 una inhibicion del 63% cuando se bloque¢ el receptor TLR4 y
en el mismo sentido se encontrd una inhibicion del 68% en la sintesis de TNF-a al bloquear
ambos receptores. Estos resultados demuestran que la LDLmm esté siendo reconocida por
CD14 y TLR4, lo cual concuerda con datos anteriormente reportados [56] y dicha union
involucra una respuesta en la sintesis de TNF-a en monocitos. En la Figura 11b se muestra
el porcentaje de inhibicion del TNF-a.
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Figura 10. Participacion de los receptores CD14 y TLR4 al estimulo de LPS. (a) Se incubaron monocitos en
medio y con anticuerpo no relacionado, anticuerpo anti-CD14, anti-TLR4 y la combinacion de los anti-CD14
y anti-TLR4. A los monocitos se les adicioné LPS como se indica en (a). Los monocitos se trataron durante
24 h y del sobrenadante de cultivo se determind TNF-a por ELISA. (b) Porcentaje de inhibicion de TNF-a al
bloquear los receptores CD14, TLR4 y ambos en presencia de LPS. (*p<0.05).
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Figura 11. Participacion de los receptores CD14, TLR4 o ambos en respuesta a LDLmm. (a) Se incubaron
monocitos en medio RPMI y en presencia de anticuerpo no relacionado, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo
anti-TLR4 y la combinacion de los anticuerpos anti-CD14 y anti-TLR4. Los monocitos se incubaron con
LDLmm durante 24 h como se indica en (a) y a los sobrenadantes de cultivo se les determiné TNF-a por
ELISA. (b) Porcentaje de inhibicion de TNF-a al bloquear los receptores CD14, TLR4 y su combinacion en
presencia de LDLmm. (*p<0.05).
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Para determinar el efecto de la LDLmm sobre TLR2 se utiliz6 como testigo positivo el
lipopéptido Pam3CSK4, agonista especifico de TLR2. Nuevamente, los monocitos
humanos purificados se preincubaron con el anticuerpo anti-TLR2. Posteriormente, se
estimularon con Pam3CSK4 durante 24 horas y al sobrenadante de cultivo se le determin6
TNF-a, encontrandose que el estimulo del Pam3CSK4 induce un incremento en la
secrecion de TNF-a al compararlo con los monocitos cultivados con medio solamente
(Figura 12a), el bloqueo del receptor TLR2 con el anticuerpo anti-TLR2 provocé un efecto
inhibitorio en la secrecion de TNF-a cercano al 57%, que fue estadisticamente
significativo. En la Figura 12b se muestra el porcentaje de inhibicién de TNF-a al bloquear
el TLR2.

Al estimular monocitos con LDLmm (50pg/ml) provocd un incremento en la sintesis de
TNF-a de alrededor de 30 pg/ml con respecto a las células incubadas solo con medio
(Figura 13a). Cuando se bloque6 el receptor TLR2 en los monocitos con anticuerpo anti-
TLR2 (10pg/ml) y posteriormente se estimuld con LDLmm, se indujo una disminucion del
60% en la secrecion de TNF-a que fue estadisticamente significativa. Dicho resultado
demuestra que la LDLmm posiblemente también se una a TLR2 y dicha uni6n involucra
una respuesta en la sintesis de TNF-a en monocitos. En la Figura 13b se muestra el
porcentaje de inhibicién de TNF-a cuando se bloqueo6 el TLR2.
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Figura 12. Produccion de TNF-a bloqueando el receptor TLR2 en monocitos en presencia de Pam3CSK4. (a)
Se incubaron monocitos humanos en medio RPMI, medio mas anticuerpo no relacionado (10pug/ml), medio
mas anticuerpo anti-TLR2 (10ug/ml), a todos los tratamientos se les adiciond 20ng/ml del lipopéptido
Pam3CSK4. Las células se incubaron durante 24 horas a 37°C, de los sobrenadantes de cultivo se determind
TNF-a por ELISA. (b) Porcentaje de inhibicion de TNF-a al bloquear el receptor TLR2 al estimulo de
Pam3CSK4 (*p<0.05).
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Figura 13. Participacion de TLR2 en respuesta a LDLmm. (a) Se incubaron monocitos humanos en medio
RPMI, medio mas anticuerpo no relaciondo (10pg/ml), medio mas anticuerpo anti-TLR2 (10ug/ml), a todos
los tratamientos se les adicionaron 50pg/ml de LDLmm. Las células se incubaron durante 24 horas a 37°C y
del sobrenadante de cultivo se determiné TNF-a por ELISA. (b) Porcentaje de inhibicion en la sintesis de
TNF-a al bloquear el receptor TLR2 en presencia de LDLmm. (*p<0.05).
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Por otro lado se determiné si la LDLmm era capaz de inducir la redistribucion de CD14,
TLR4 y TLR2 en la superficie celular de monocitos. Los monocitos sin estimulo
presentaron una redistribucion homogénea de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en la
superficie celular como se muestran en la figura 14 (¢, d y 1). En contraste, al ser
estimulados con LPS se indujo la redistribucion de CD14 y TLR4 (Figura 14f, 14g) asi
como la co-localizacion de CD14/TLR4 (Figura h). La presencia de Pam3CSK4 provoco la
redistribucion de TLR2 (Figura 14m). El estimulo de LDLmm indujo redistribucion de
CD14 (Figura 14i), TLR4 (Figura 14j) y TLR2 (Figura 14n) y co-localizacion de
CD14/TLR4 (Figura 14k) en la superficie celular de monocitos.
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Figura 14. Redistribucion de CD14, TLR4 y TLR2 en la superficie celular en monocitos. (a) Las células
fueron tefiidas con anticuerpos anti-CD14 PE (rojo), anti-TLR4 FICT (verde). (b) Las células se incubaron
con anticuerpo anti-TLR2 seguido del anticuerpo anti-cabra conjugado a FITC (verde). Los monocitos
incubados solo con medio de cultivo mostraron una redistribuciéon homogénea de CD14 (c), y TLR4 (d) en la
superficie celular. La sobreposicion de imagenes (¢) y (d) muestra una redistribucion homogénea de CD14 y
TLR4 en la superficie celular (e). El tratamiento con LPS indujo una redistribucion de CD14 (f) y TLR4 (g)
asi como la co-localizacion de ambos receptores en la superficie celular que se muestra de color amarillo al
sobreponer las imagenes (h). El estimulo con LDLmm provocé la redistribucion de CD14 (i) y TLR4 (j) asi
como la co-localizacion de ambos receptores (k). Los monocitos incubados solo con medio de cultivo
presentaron una distribucion homogénea de TLR2 (I). Al incubar monocitos con Pam3CKS4 presentaron una
fuerte redistribucion de TLR2 (m). El estimulo de LDLmm ocasion6 la redistribuciéon de TLR2 en la
superficie celular (n). La flecha indica la redistribucion y co-localizacion de los receptores.

—
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DISCUSION

La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria, en la cual estan involucrados
diversos factores de riesgo; uno de los mas importantes son las altas concentraciones de
LDL en plasma. Estudios recientes han involucrado a receptores de la inmunidad innata con
los eventos inflamatorios, especialmente TLR2 y TLR4 claves en la respuesta a patogenos,
se ha demostrado un incremento en la expresion de estos receptores en la placa
aterosclerosa y se ha considerado la posibilidad que los receptores TLR2 y TLR4 senalicen
por reconocimiento de microorganismos o antigenos endogenos como la lipoproteina de
baja densidad modificada oxidativamente provocando o acelerando el fendmeno
inflamatorio [42-44].

Primero, se establecieron los controles positivos de nuestro modelo donde el LPS se us6
como testigo positivo de la via CD14/TLR4 y el Pam3CSK4 para la via de TLR2. Ambos
reactivos son capaces de estimular a los monocitos induciendo un aumento en la secrecion
de TNF-a. Al bloquear los receptores CD14, TLR4 por separado o juntos indujeron un
efecto inhibitorio en la secrecion de TNF-a; el mismo efecto se encontro al bloquear TLR2.
A diferencia de la mayoria de los reportes de la literatura [42,43] donde usan
microorganismos o PAMPs para poner de manifiesto que la activacion celular de las via
CD14/TLR4 y TLR2 involucradas en los procesos aterosclerosos, en nuestro modelo de

estudio se trabajo con la LDLmm para demostrar la funcionalidad de estas vias
(CD14/TLR4 y TLR2).

Los resultados presentados aqui muestran que la LDLmm induce un incremento en la
sintesis de TNF-a en monocitos de sujetos sanos, con respecto a las células con RPMI
como se muestra en la figura 7; dicho aumento concuerda con datos obtenidos en
monocitos de pacientes con diagnostico de angina de pecho inestable, los cuales expresan
un aumento en la secrecion de TNF-a bajo el estimulo con LDLox [62,63]. Cuando se
bloqued el receptor CD14 se produjo un efecto de inhibicion del 60 % en la secrecion de
TNF-o comparado con la sintesis de TNF-a cuando las células solo se incubaron con la
LDLmm, lo que demuestra que la LDLmm se une al CD14, similar a lo reportado por
Miller y col que demuestran que la LDLmm se une a CDI14 lo que induce a la
polimerazacién de f-actina [56].

El reconocimiento de la LDLmm por CD14 implica que la respuesta celular se debe a la via
de sefializaciéon de TLR4 porque CD14 no tiene un dominio de senalizacion [64]. Sin
embargo, cuando esta presente el LPS, el CD14 se asocia al TLR4 y se dispara un proceso
de sefializacion intracelular que incluye la activacion de NF-kB y se ha demostrado que la
activacion de NF-«B regula la sintesis de TNF-a [47,65]. Los resultados obtenidos en
nuestro grupo de trabajo y datos de la literatura que involucran a CD14, y por ende la via de
activacion de TLR4, aun son controversiales. Bjorkbaka reporta que los ratones con un
fondo genético Apoe'/' CD14™ presentan una lesion aterosclerosa similar a los ratones
propensos a generar aterosclerosis con un fondo genético Apoe” CD14™, por lo tanto, los
autores interpretan que el complejo CD14/TLR4 no participa en el desarrollo de la placa
aterosclerosa [54].
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Al probar el efecto de la LDLmm bloqueando TLR4 con el anticuerpo anti-TLR4, se
encontrd un efecto inhibitorio en la secrecion de TNF-a. Esto probablemente indica que la
senalizacion de la LDLmm es través de TLR4. Por otro lado, cuando se bloqued el
complejo CD14/TLR4 se determind una inhibicion en la sintesis de TNF-a. Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Miller y col, quienes reportan que la LDLmm se une a
TLR4 y al complejo CD14/TLR4 [56]. Un estudio in vivo apoya la posibilidad que algunos
antigenos enddgenos sefalicen a través del complejo CD14/TLR4 en la aterosclerosis. El
estudio reporta una reduccién del 24% de la aplaca aterosclerosa en ratones Apoe”” TLR4™
que solo fueron alimentados con una dieta alta en grasas y mantenidos en condiciones libres
de pirdgenos [53]. Por lo tanto, es muy posible que antigenos endogenos como la LDLmm
estén participando en la sefializacion del complejo CD14/TLRA4.

Otro receptor tipo Toll que se ha considerado que juega un papel importante en la lesion
aterosclerosa es TLR2. Nuestros datos muestran que posiblemente la LDLmm es capaz de
ser reconocida por TLR2, debido a que, cuando se bloqued el receptor TLR2, se encontrd
una respuesta inhibitoria en la secrecion de TNF-a, comparado con la sintesis de TNF-a
cuando las células solo se incubaron con LDLmm. Sin embargo, el papel de este receptor es
muy controversial. Un grupo de investigadores reportd que el TLR2 no est4 presente en la
lesion aterosclerosa, ellos también demostraron que el incubar macrofagos en presencia de
LDLox no induce un aumento en la expresion del transcrito para TLR2 pero si para TLR4
[49]. En contraste otros estudios han evidenciado la presencia de TLR2 en macrofagos y
células endoteliales en la lesion aterosclerosa [50]; también se ha abordado la posibilidad
de que antigenos endogenos regulen la expresion de TLR2 6 participen en su sefializacion.
Un estudio reciente realizado por Mullick y col, demuestra el papel potencial de TLR2 en la
enfermedad aterosclerosa, al reportar que los ratones LDLR” TLR2™, al ser alimentados
con una dieta alta en grasas, presentan una disminucion de la aterosclerosis adrtica de mas
del 50% al compararlo con ratones testigos con un fondo genético LDLR™, lo cual
establece un papel claro de TLR2 en la aterosclerosis [52]. También se ha reportado un
incremento en la expresion de TLR2 y de su RNA mensajero en la placa aterosclerosa que
correlaciona de forma positiva con el aumento de LDLox [66].

En el proceso de activacion celular via CD14 y TLR4, se ha demostrado que la induccién
del complejo CD14/TLR4 es crucial para la sefializacién inducida por LPS. Al probar el
efecto de la LDLmm en la redistribucion celular de CD14 y TLR4, los resultados
demuestran que la LDLmm es capaz de inducir una redistribucion de CD14 y TLR4 en la
superficie celular de monocitos, lo que sugiere que la LDLmm sefializa a través de este
complejo. Resultados similares fueron observados cuando se incubaron células en presencia
de LPS [67]. La activacion del TLR2 al estimulo del &cido lipoteicoico induce la
redistribucion y formacion de parches de TLR2 en la superficie celular [68]. La LDLmm
también indujo la redistribucion de TLR2 en la superficie celular sugiriendo la
participacion de TLR2 en respuesta a la LDLmm.
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CONCLUSION

* Los resultados demuestran que los receptores CD14, TLR4, y TLR2 participan en la
respuesta a la LDLmm, induciendo la produccion de TNF-a en monocitos. La
activacion de estos receptores por LDLmm pueden contribuir al proceso
inflamatorio en aterosclerosis.
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