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Resumen

La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria cronica. Muchos estudios han
mostrado que diferentes formas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidada y los
receptores tipo toll (TLR) contribuyen al desarrollo de la lesion aterosclerética, causando
una respuesta inflamatoria. Esta respuesta es caracterizada por la presencia de
monocitos/macrofagos los cuales expresan CD14, TLR2 y TLR4 en su superficie y son
activados por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos. Sin
embargo, no se conoce con claridad el papel que juegan CD14, TLR2 y TLR4 a moléculas
enddgenas como la LDL modificada oxidativamente. El objetivo de esta investigacion fue
analizar el papel de CDI14, TLR4 y TLR2 en la respuesta a la LDL minimamente
modificada (LDLmm) en monocitos y macroéfagos humanos. Los monocitos y macréfagos
humanos fueron incubados con anticuerpos monoclonales anti-CD14, anti-TLR4 y anti-
TLR2. Entonces, los monocitos y macrofagos humanos fueron estimulados con la LDLmm
por 24 horas y se determind TNF-a de los sobrenadantes de los cultivos celulares. Los
monocitos y macrofagos secretaron TNF-a en respuesta a la LDL. Esta secrecion fue
inhibida por el bloqueo de CD14, TLR4 y TLR2. Por otro lado, se determind que el
bloqueo de estos receptores también afecta la secrecion de IL-1P, IL-6 e IL-10 en respuesta
a LDLmm. Asi también, determinamos que la LDLmm induce la redistribucion de CD14,
TLR4 y TLR2 en la superficie celular. Adicionalmente, demostramos que la LDLmm
induce la sobre-regulacion de TLR4 y TLR2. En este trabajo concluimos que la LDLmm
induce la produccion de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 a través de CD14, TLR4 y TLR2. El
estimulo de la LDLmm induce la redistribuciéon de CD14, TLR4 y TLR2 e incrementa la
expresion de TLR4 y TLR2. Estos resultados proveen nuevas perspectivas para el

entendimiento de cual es papel de la LDLmm en el proceso inflamatorio en aterosclerosis.



Abstract

Atherosclerosis is considered a chronic inflammatory disease. Many studies have shown
that different forms of oxidized low-density lipoprotein (LDL) and toll-like receptors
(TLR) contribute to the development of atherosclerotic lesions, causing an inflammatory
response. This response is characterized by the presence of monocytes/macrophages, which
express CD14, TLR2, and TLR4 on their surface and are activated by recognition of
pathogen-associated molecular patterns. However, the role that these receptors play in the
recognition of endogenous ligands such as oxidized low-density lipoprotein is not clear.
The aim of this research was to analyze the role of CD14, TLR4, and TLR2 in response to
minimally modified LDL (mmLDL) in human monocytes and macrophages. Human
monocytes and macrophages were incubated with monoclonal antibodies against to CD14,
TLR4, and TLR2 in order to block these molecules. Then, human monocytes and
macrophages were stimulated with mmLDL for 24 hours, and TNF-a was determined.
Monocytes and macrophages secreted TNF-a in response to mmLDL. This secretion was
inhibited after blocking CD14, TLR4, and TLR2. On the other hand, we determined that
blockade of these receptors affected the secretion of IL-1p, IL-6, and IL-10 in response to
mmLDL. Moreover, mmLDL induced redistribution of CD14, TLR4, and TLR2 on the cell
surface. Additionally, we demonstrated that TLR2 and TLR4 are upregulated in response to
mmLDL. We concluded that mmLDL inducing the production of TNF-a, IL-18, IL-6, and
IL-10; through of CD14, TLR4, and TLR2; also its induced the redistribution of CD14,
TLR4, and TLR2; and increased the expression of TLR4 and TLR2. These results provide
new perspectives for understanding the mmLDL role in atherosclerosis inflammatory

processes.
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Introduccion

Sindromes isquémicos coronarios agudos

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]. La cardiopatia isquémica incluye las alteraciones que tienen lugar en el
miocardio a causa de un desequilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno. Los SICA
incluyen diferentes tipos de presentaciones clinicas como: la angina inestable, la cual
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, en mandibula y en epigastrio. El dolor es desencadenado con el esfuerzo o atin
en reposo; tiene una duracion menor a 30 minutos. El inicio de los sintomas es menor a 8
semanas, en pacientes previamente asintomaticos [2]. En el infarto agudo del miocardio, las
manifestaciones clinicas habitualmente tienen una duracién superior a los 30 minutos;
también existe elevacion de marcadores séricos de necrosis miocardica [3]. 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 afios los SICA causan el 70% de
todas las muertes [4]. El SICA es mas frecuente en el género masculino que en el femenino;
sin embargo, en mujeres después de los 65 afos de edad, se pierde esta 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 [5].

Factores de riesgo asociados con enfermedades cardiovasculares

Los factores de riesgo asociados con enfermedades cardiovasculares incluyen: dislipidemia,
diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, tabaquismo, inactividad fisica, infecciones
por microorganismos como Chlamydia pneumoniae y Helicobacter pylori [6-8]. 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.

Lipoproteina de baja densidad

La LDL es una particula esférica con un diametro de 22 nm y un peso molecular de 2500
kDa. La particula consiste en un nucleo hidrofobico alrededor de 1600 moléculas de ésteres
de colesterol y 170 moléculas de triglicéridos rodeado 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 de 4536 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 500 kDa (figura
1). Ademas, la LDL contiene cantidades variables de acidos grasos poli-insaturados,
también contiene diversos antioxidantes, uno de los mas importantes es el a-tocoferol. La
vida media de la LDL en circulacion es de 2.5 dias [9]. 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 [9,10].

Esteres de colesteral w =

Fosfolipidos

Colesterol

no esterificado

Apalipoproteina ———""1

B-100
V

Figura 1. 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 [9].

Lipoperoxidacion

La modificacion oxidativa de un lipido es un proceso complejo. En general el proceso de
lipoperoxidacion comienza con el ataque de un radical libre (anion hidroxilo, anién
superdxido y peroxido de hidrogeno) el cual sustrae un 4tomo de hidrogeno que constituia
un enlace covalente en la cadena del acido graso (figura 2A). Entonces el acido graso
retiene un electron y sufre un reordenamiento de su estructura molecular generandose sobre
el 4cido graso un radical (figura 2B). Posteriormente, el acido graso se estabiliza
produciendo dobles enlaces en arreglo secuencial que reacciona con el oxigeno molecular,
adicionalmente se produce el radical peroxilo (figura 2C). El radical peroxilo estimula la
reaccion en cadena al sustraer atomos de hidrogeno de otras cadenas de lipidos insaturadas
e intactas (figura 2D). La adicion de un hidrogeno al radical peroxilo provoca se forma el

hidroperoxido (figura 2E). Finalmente, los hidroperoxidos forman moléculas como



aldehidos o malondialdehido [11]. El colesterol en la particula de LDL puede ser oxidado a
oxiterol como el 7-ketosterol, hidroxido linoleato de colesterol, 7 Dbeta
hidroperoxicolesterol. La oxidacion de los acidos grasos insaturados produce fragmentos de
3 a 9 carbonos de longitud, incluyendo aldehidos que pueden conjugarse especialmente con

los grupos amino de la apo B. [12].
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Figura 2. Proceso de lipoperoxidaciéon. (2A) La lipoperoxidacion se inicia por el ataque
de radicales libres a un lipido insaturado. (2B) En la molécula lipidica se genera un grupo
radical. (2C) El grupo radical en presencia de oxigeno molecular provoca se genere el
radical peroxilo. (2D) Se genera una reaccioén en cadena de la lipoperoxidacion. (2E) El
radical peroxilo se transforma en un hidroperoxido [11].

Lipoproteina de baja densidad y el desarrollo en la lesion aterosclerosa

Se ha demostrado que la oxidacion de la LDL es clave para el desarrollo de la lesion
aterosclerosa [13]. Ademads la literatura, mencionan a dos tipos funcionales de LDL
modificada por oxidacion. Estas moléculas se han designado como LDL oxidada (LDLox)
o extensamente oxidada y la LDL minimamente modificada (LDLmm) o formas tempranas
de LDLox. Las diferencias radican en que la LDLox es reconocida por receptores

“scavenger”, como CD36 y también presenta altos niveles de oxidacion [14,15]. En



contraste la LDLmm no es reconocida por receptores “scavenger”’, como CD36 y presenta
niveles mas bajos de oxidacion que la LDL extensamente oxidada [15,16]. Por otro lado, se
ha demostraron in vitro que las formas de LDLox son rapidamente endocitadas por
macrofagos a través de CD36; la acumulacion de LDLox gener6 células espumosas [17].
En 1980 se demostrd que células endoteliales y de musculo liso modifican la LDL in vitro,
lo que la hace mas susceptible de ser endocitada por macréfagos. A esta LDL modificada
por las células se le ha denominado LDL minimanente modificada. Los efectos de las
células sobre la LDL se pueden mimetizar incubando LDL con iones de cobre como
catalizador de la oxidacion [18]. Diversos estudios muestran que la LDLox participa en la
fisiopatologia de la enfermedad. Se han 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 fraccion de fosfolipidos, la proporcion esfingomielina y lisofostidilcolina se encuentra
elevada [19-20]. Ademas se ha 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
[21]. También se ha encontrado LDL modificada oxidativamente en lesiones aterosclerosas
de pacientes diabéticos a través de inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos contra

LDLox [12,19].

Desarrollo de la placa aterosclerosa
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,



antiproliferativa, antioxidante, anti-tromboética y reguladora del tono vasomotor). Estos
cambios tempranos que preceden a la formacion de la lesion aterosclerosa incluyen un
aumento de la permeabilidad endotelial (figura 3A) [7] a lipoproteinas de baja densidad, las
cuales se retienen en la matriz extracelular. La LDL es modificada por lipoperoxidacion en
el espacio subendotelial por compuestos reactivos del oxigeno derivados de las células [8].
El acamulo de particulas de LDL en el espacio subendotelial, inicia la formacion de la
placa aterosclerosa [7,8]. La lipolisis de la LDL por fosfolipasa A2 y la liperoxidacion,
generan lisofosfatidilcolina la cual potencia el efecto pro-inflamatorio en la intima de la
arteria [22]. Como consecuencia, en presencia de un endotelio disfuncional, se observa la
expresion de moléculas de adhesion como: moléculas de adhesion de plaquetas a células
endoteliales (PECAM)-1, moléculas de adhesion intercelular (ICAM)-1 y molécula de
adhesion de células vasculares (VCAM)-a [23], las cuales producen la interaccion entre los
linfocitos T y los monocitos circulantes con las células endoteliales [7,8]. Ademas, las
células del endotelio y musculares lisas sintetizan y liberan moléculas quimiotrayentes
como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP)-1 [7,8]. Estimulando la migracion y
acumulacion de monocitos al sitio de la lesion (figura 3A) [7]. En esta etapa de la lesion,
las células musculares lisas migran a la placa (figura 3B) estimuladas por el factor de
crecimiento derivado de plaquetas y el factor de crecimiento de fibroblastos, entre otros
estimulos [7]. Adicionalmente, los linfocitos T son reclutados (figura 3B) [7] y son
activados por TNF (factor de necrosis tumoral)-a [7,8]. Los monocitos/macrofagos
participan en la respuesta inmune innata y son células efectoras esenciales en la enfermedad
aterosclerosa. Estas células expresan en la superficie celular receptores “scavenger” clase A
tipo [ y II, clase B, CD36, los cuales identifican e internalizan las particulas de LDLox [24],

induciendo su transformacion en células espumosas (figura 3B); estos eventos preceden a la



formacion de la placa fibrosa (figura 3C) caracterizada por un crecimiento extracelular de
lipidos, particularmente colesterol, ésteres de colesterol y matriz derivada de células
musculares lisas [7]. Los macrofagos 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 macrofagos y MCP-1 [8]. También existe un aumento en la
expresion de moléculas co-estimulatorias como CD80/CD86 en macrdéfagos que participan
en la regulacion de la activacion de los linfocitos [25]. Otra molécula que se ha demostrado
que se sobre-expresa en la placa es CD40; la activacion de células vasculares con CD40L
induce la liberacion de IL-1B [26]. Otro evento que se inicia es la muerte celular de
macrofagos por interferon (IFN)-y [7]. Por otro lado, la apoptosis o necrosis puede ser
generada por la acumulacion de lipidos promoviendo el avance del nucleo necrotico en la
placa (figura 3C) [7]. Ademas, los macréfagos producen TNF-a, IL-1B y metaloproteinasas
que pueden ser criticos en el dafio a la lesion [7,8]. En la tltima etapa de la aterosclerosis
ocurre la ruptura (figura 3D) o ulceracion de la placa fibrosa lo que conduce a sindromes de
angina inestable o al infarto de miocardio [7]. 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
macrofagos degradan la matriz de la capa fibrosa por medio de colagenasa 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 (figura 3D); las plaquetas
activadas se adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formacion de un trombo y la
oclusion de la arteria [7,8]. Con base en lo anterior, actualmente la aterosclerosis se
considera una enfermedad inflamatoria cronica en la que las citocinas juegan un papel

relevante [7,8].
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Figura 3. Desarrollo de la placa aterosclerosa. (3A) La lesion se origina por un dafio al
endotelio, lo que permite un incremento en la permeabilidad endotelial, ocasionando la
migracion y adhesion de leucocitos. (3B) En la siguiente etapa de la lesion, las células de
musculo liso migran a la lesion, los macrofagos se transforman a células espumosas, los
linfocitos T presentes se activan, las plaquetas se adhieren y agregan a la lesion y continua
el arribo de leucocitos. (3C) En la lesion ocurre una acumulacion macrdofagos los cuales
mueren por apoptosis o necrosis, generandose el nicleo necroético y formacion de la capa
fibrosa. (3D) En las etapas finales la lesion, sufre un adelgazamiento de la capa fibrosa,
ruptura de la placa y hemorragias de microvasos [7].



Citocinas involucradas en la aterosclerosis.

La IL-1 desempeia un papel central en el inicio de las respuestas inflamatorias. Es
producida por monocitos y macrofagos. Existen dos formas biolégicamente 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 oxido nitrico sintasa en células musculares
lisas. La IL-1 también, induce la expresion de genes para factores de la coagulacion, la
adhesion y migracion de leucocitos a través del endotelio, asi como, la sintesis de factor
estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos e inhibidores de la fibrindlisis [27]. Se
ha demostrado que la ausencia de IL-1B 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 fibrindégeno. La IL-6 también, provoca la migracion y diferenciacion
de macréfagos e induce la sintesis de enzimas degradadoras de matriz extracelular, lo cual
puede debilitar la placa aterosclerosa. Ademas, promueve la expresion de receptores de
LDL-colesterol en la superficie de los macrofagos 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. E1 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 despué¢s de un infarto agudo del miocardio.
Ademas, la concentracion del receptor soluble de TNF también se incrementa rapidamente

en estos pacientes [31,32].

En el desarrollo de la placa aterosclerosa participa otro grupo de citocinas, las cuales
ejercen efectos inhibitorios frenando la respuesta inflamatoria. Una de estas citocinas es la
IL-10. La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (IL-
B, IL-6, IL-8, IFN-y). Acttia sobre diferentes tipos celulares incluyendo timocitos, linfocitos
T citotoxicos, mastocitos, linfocitos B y monocitos/macrofagos [33]. La IL-10 ha sido
identificada en fases tempranas y avanzadas de lesiones aterosclerosas, principalmente
localizada en el citoplasma de los macrofagos, también en células musculares lisas y en la
matriz extracelular [34]. Se ha demostrado que pacientes con angina inestable presentaban
niveles séricos de IL-10 significativamente mas bajos que aquellos con angina cronica
estable. Estos hallazgos sugieren que niveles séricos bajos de IL-10 se asocian a mayor
inestabilidad de la placa y consecuentemente a la presentacion de eventos cardiovasculares

agudos [35].
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Quimiocinas involucradas en la aterosclerosis.

Las quimiocinas son pequeiios péptidos con funcién quimioatrayente que median la
migracion, crecimiento y activacion de linfocitos T, células naturales asesinas, monocitos y
macrofagos [36]. En 1991, se demostro 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 [37]. 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. Al eliminar el
gen que codifica para MCP-1 en ratones apoE™ resulta en una marcada reduccion del
tamafio de las lesiones aterosclerosas. Estas evidencias demuestran la importancia de MCP-

1 en las lesiones aterosclerosas [38].

Moléculas co-estimuladoras involucradas en la aterosclerosis.

En el proceso de formacion de la placa aterosclerosa, los macrofagos activados expresan
moléculas de histocompatibilidad clase II, CD40 y CD86. Se ha demostrado que la
molécula CD40 se expresa en macrofagos y CD40L en células T de lesiones aterosclerosas,
in vivo [39]. La sefializacion 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
CDA40-CDA40L puede retardar la iniciacién de la formacion de la placa de ateroma. El
tratamiento con anticuerpos anti-ratbn CDA40L, limita la aterosclerosis en ratones

deficientes del receptor de LDL, cuando son alimentados con una dieta alta en colesterol
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durante 12 semanas. En ellos se encontré una reduccion significativa en el tamafio y
contenido de lipidos en la lesion adrtica aterosclerosa [39]. También se ha demostrado que
al estimular monocitos con LDLox se incrementa la expresion de CD86 y se induce la
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 CD40 al ser
comparados con los testigos sanos; este incremento correlaciond de forma positiva con

factores de riesgo [41].

Receptores tipo Toll

Uno de los posibles factores que inducen la respuesta inflamatoria en aterosclerosis es la
LDL modificada oxidativamente. A pesar que alin 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 [42,43] y al parecer contribuyen de forma importante en la enfermedad
aterosclerosa [44,45]. El gen que codifica para los receptores 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 [46]. En 1996 Lemaitre
y colaboradores documentaron el primer receptor Toll involucrado en la respuesta inmune
antifingica en D. melanogaster [47], y el descubrimiento del primer receptor tipo Toll en el
humano (TLR) 4 se realizé en 1997 por Medzhitov y col., el cual fue crucial para el

entendimiento de muchos mecanismos importantes implicados en la inmunidad innata y

12



adaptativa [48]. En mamiferos, se han descrito 13 TLR y en el humano 10 TLR los cuales
se localizan en la superficie celular, asi como, en vesiculas intracelulares [49]. Los TLR
constituyen una familia de receptores que se han conservado filogenéticamente y presentan
tres caracteristicas estructurales: 1.-Tienen una region extracelular rica en repeticiones ricas
en leucina, 2.- Poseen un region transmembranal corta y 3.- Una region citoplasmica que es
homologa al receptor de la IL-1 y se denomina receptor de IL-1 tipo Toll (TIR), la cual es

necesaria para el inicio de las cascadas de sefializacion (figura 4) [50].

Intracelular

TIR

Figura 4. Estructura del receptor tipo Toll. El TLR presenta una region extracelular,
transmembranal y citoplasmica. Repeticiones ricas en leucina (LRR) en la region
extracelular. C: carboxilo terminal; N: amino terminal; TIR: receptor de IL-1 tipo Toll [51].
Los TLR participan en la respuesta inmune innata, reconociendo patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) (Figura 3). Estudios ex vivo establecen que los TLR estan

involucrados en el reconocimiento de moléculas provenientes de microorganismos (Tabla

1) [49].
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Tabla 1. TLR y algunos de sus ligandos

TLR Ligando Origen ligando

TLR1/TLR2 Lipopéptidos triacetilados Mycobacterium tubercusis

TLR2 Peptidoglicana Staphylococcus aureus
Lipoarabinomanana Mycobacterium tuberculosis
Lipoproteina Salmonella typhimurium
Fosfolipomanana Candida albicans

TLR3 RNA de doble cadena Virus

TLR4 Lipopolisacéridos Bacterias Gram negativas
Fosfatidilinositol Mycobacterium tuberculosis
Proteina F de envoltura Virus sincial respiratorio
Glicoinositolfosfolipido Trypanosomacruzi
Ceramidas

TLRS Flagelina Salmonella typhimurium

TLR6/TLR2 Acido lipoteicoico Streptococcus del gupo B
Diacil lipopéptidos Micoplasma

TLR7 RNA de cadena sencilla Virus

TLRS RNA de cadena sencilla Virus

TLR9 CpG DNA (Secuencias Bacterias y virus
DNA no metilado)

TLRI11 Profilina Toxoplasma gondii
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Seializacion de los receptores tipo Toll

La activacion de los TLR involucra la formacion de dimeros, heterodimeros o colaborando
con otros receptores como CD14. Adicionalmente, en el proceso de activacion los TLR
sufren una redistribucion y agregacion en la superficie celular [52-53]. Los TLR utilizan las
vias de sefializacion dependiente de MyD88 (gen 88 de la repuesta primaria de la
diferenciacion mieloide) e independiente de MyD88. La sefializacion dependiente de
MyD88 se inicia en la region TIR, causando el reclutamiento de la molécula adaptadora
MyD88, la cual promueve la asociacion de IRAK (cinasas asociada al receptor de IL-1) 4 ¢
IRAKI. Durante la formacion de este complejo IRAK4 se activa y fosforila a IRAK1, que a
su vez interacciona con TRAF (factor asociado al receptor de TNF) 6. Generandose el
complejo IRAK1-TRAF6 el cual interactiia con otras moléculas que inducen la activacion
del complejo IKK que consiste de IKKa, IKKf las cuales catalizan la fosforilacion de la
IkB. Posteriormente la IkB es ubiquitinada y degradada por el proteasoma, permitiendo la
liberacion y posterior translocacion de NF-kB al nucleo. La via independiente de MyD88
involucra la proteina TRIF (adaptador que contiene la regién TIR), la cual se asocia con la
proteina cinasa serina-treonina (TBK) 1 y TBKI1 induce la fosforilacion del factor de
transcripcion IRF3 permitiendo su translocacion al nucleo. La activacion de las rutas de
sefializacion de los TLR inducen la activacion de los factores NF-xB e IRF (factor
regulador de IFN), involucrados en activar multiples genes inflamatorios como TNF-a, IL-
1B, IL-6, IFN-B, CD80, CD86, ICAM-1, VCAM-1, IL-8 y MIP1-a entre otras moléculas

(figura 5) [49,50].
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Figura 5. Representacion esquematica de las vias de sefalizacion de los TLR. La
sefializacion de los TLR se inicia cuando reconocen a sus ligandos especificos. Los TLR
sefializan a través de la via dependiente de MyD88 e inician una compleja sefializacion la
cual involucra diversas proteinas resultando en la activacion de NF-xB lo que genera la
expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-18, IL-6 y TNF-a, entre otras. Asi como,
en la activacion de IRF7 induciendo la expresion de interferon tipo I. La sefializacion
independiente de Myd88 involucra la proteina TRIF, la cual se asocia con la proteina cinasa
de unién a TANK (TBK1) la cual induce la fosforilacion del factor de transcripcion IRF3
permitiendo la expresion de intereferon tipo 1. IkB: Inhibidor del factor nuclear kappa-B;
IRF: Factor regulador de IFN; MyD88: Gen 88 de la repuesta primaria de la diferenciacion
mieloide; NF-kB: Factor nuclear k-B; TBK1: Cinasa que se une TANK; TLR: Receptor
tipo Toll; TRIF: Adaptador que contiene la region TIR; [modificado de 52].
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Receptores tipo Toll en aterosclerosis

La expresion de los TLR ha sido evaluada en las lesiones aterosclerosas humanas y de
raton. Se ha demostrado que los macrofagos predominantemente sobreexpresan TLR2 y
TLR4 en las lesiones que las células endoteliales presentes en la lesion [54,55]. Se ha
demostrado que los TLR promueven el desarrollo de lesion aterosclerosa. En modelos
animales susceptibles a desarrollar aterosclerosis Apo (apolipoproteina) E”~ que tienen un
fondo deficiente de TLR2, al inducirles la enfermedad aterosclerosa; presentaron una
reduccion de la placa de ateroma. Asi como, una disminucion en el infiltrado de
macrofagos en el sitio de la lesion [44]. Por otro lado, otro grupo ha reportado una
reduccion del 24% de la placa aterosclerosa en ratones Apoe” /TLR4™". Adicionalmente, los
ratones Apoe’/TLR4” presentaron una reduccion en el contenido lipidico e infiltrado de
macrdfagos en la lesion [45]. Por otro lado, la deficiencia de CD14 en ratones propensos a
desarrollar aterosclerosis; provoca una reduccién en los niveles de citocinas pro-
inflamatorias con respecto a los niveles encontrados en los ratones testigo. Asi como, un
retardo en la activacion de NF-kB en respuesta al LPS [56]. Estas evidencias demuestran

claramente que los TLR y CD14 participan en la aterosclerosis.

Por otro lado, existen evidencias que sugieren que antigenos endogenos activan a los TLR.
Se ha demostrado que la deficiencia de TLR2 y TLR4 en animales susceptibles a
desarrollar aterosclerosis presentan una reduccion en el desarrollo de la lesion bajo
condiciones libres de patdogenos [44,45], lo que sugiere que moléculas endogenas activan a
los TLR en la placa aterosclerosa. Una de las moléculas endogenas que se encuentra en la
placa aterosclerosa es la LDLox [13]. Estudios in vitro han demostrado que la LDLmm se

une a CD14 y mediante la activacion de la via de sefializacion de TLR4/MD?2 induce la
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polimerizacion de F-actina y el “spreading” (expansion) en macrdéfagos [16]. Por otro lado,
existe evidencia que la LDLox incrementa la expresion del transcrito para TLR2 y TLR4

[54,57].

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 demostré que el polimorfismo D299G de
TLR4 atenuia la sefalizacion del receptor, asociandose con una disminucion de riesgo de
aterosclerosis [58]. 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 [59]. Adicionalmente, se ha demostrado que el polimorfismo C260T
de CDI14 incrementa el fendémeno inflamatorio en la placa aterosclerosa [60]. Por
consiguiente, estos datos sugieren un papel potencial de CD14, TLR2 y TLR4 en el
fenomeno inflamatorio en respuesta a la lipoproteina de baja densidad modificada por

oxidacion.
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Justificacion

La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria crénica. Uno de los posibles
factores que inducen la respuesta inflamatoria es la LDL modificada oxidativamente. A
pesar de que aun no existen conocimientos suficientes que demuestren el posible
mecanismo que provoca la inflamacion; diversas evidencias han demostrado que CD14 y
TLR juegan un papel esencial en las respuestas inflamatorias y al parecer contribuyen de
forma importante en la enfermedad aterosclerosa. Por lo que nos parece interesante
explorar si CD14, TLR4 y TLR2 participan en respuesta a la LDLmm en monocitos y

macrofagos humanos.

Hipaotesis

Si los receptores TLR4 y TLR2 son activados por la LDLmm, incrementara la expresion de

citocinas pro-inflamatorias y la expresion de TLR2 y TLR4 en monocitos y macrofagos.
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Objetivo general

Demostrar que el aumento en la sintesis de citocinas pro-inflamatorias y la expresion del

TLR2 y TLR4 inducido por la LDLmm se debe a que dicha molécula activa a TLR4 y

TLR2 y que en este proceso de activacion participa CD14, en monocitos y macrofagos.

Objetivos especificos

Demostrar que la LDLmm activa a TLR2 y TLR4 induciendo la produccion de
TNF-a y que CD14 es necesario para la sintesis de TNF-a.

Determinar que la activacion de TLR2 y TLR4 por la LDLmm induce la sintesis de
IL-1B, IL-6 e IL-10 y que CD14 es necesario para la sintesis de estas citocinas.
Analizar si el estimulo de LDLmm induce la redistribucion de CD14, TLR2 y
TLR4.

Analizar si el estimulo de LDLmm incrementa la expresion de TLR2 y TLR4.
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Materiales y métodos

Las células mononucleares fueron obtenidas de concentrados leucocitarios. Los
concentrados leucocitarios se diluyeron 1:5 en regulador de fosfatos 0.01M (J.T. Baker,
New Jersey, USA) con cloruro de sodio 0.15M (Caledon Laboratories Ltd, Ont, Canada)
(PBS) 1X pH=7.4. Posteriormente se colocaron 15 ml de lymphopred (Axis-Shield,
Liverpool, UK) en tubos de 50 ml y se adicionaron 30 ml de la solucion diluida del
concentrado leucocitario y se centrifugaron los tubos a 2000 rpm durante 30 minutos. Las
células mononucleares fueron removidas de la interfase y se lavaron dos veces con PBS a
12000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 2 ml de

PBS 0.01M-BSA 0.5% (Sigma, St. Louis, MO, USA)-EDTA 0.05mM, pH=7.4 (Sigma).

Purificacion de monocitos humanos.

Los monocitos se purificaron utilizando el Kit II para aislamiento de monocitos por
seleccion negativa (Miltenyi Biotec MACS, Bergish Gladbach, Germany) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Brevemente, las células mononucleares 107 se
resuspendieron en 80 pl de regulador PBS (0.01M)-BSA (0.5%)-EDTA (2mM) (Sigma) y
se adicionaron 20 pl de la mezcla de anticuerpos unidos a biotina: anti-CD3, anti-CD7,
anti-CD16, anti-CD19, anti-CD56, anti-CD123 y anti-glicoforina A; se incubaron 10
minutos a 4°C, en oscuridad. Posteriormente, se lavaron dos veces con 1 ml de regulador y
se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos. El paquete celular se resuspendio en 80 pl del
regulador y se adicionaron 20 pl de microesferas magneticas acopladas a anticuerpo anti-
biotina, posteriormente se incubd a 4°C durante 15 minutos en oscuridad. Después, el
paquete celular se lavd con regulador y se resuspendio en 500 ul de regulador y se pasaron

por la columna de separacion LS MACS (Miltenyi Biotec MACS). La columna se lavo con

22



el regulador y se recupero6 la fraccion de células. Las células recuperadas fueron tefiidas con
anti-CD14-FITC y la pureza determinada por citometria de flujo fue mayor al 98%. Se

determino la viabilidad celular por exclusion con azul tripano.

Diferenciacion de las células U937 a macrofagos.

La linea celular promonocitica U937 fue ajustada a 2x0°/ml en medio de cultivo RPMI
(Invitrogen, Carlsbad, CA) que contenia 10% de suero fetal bovino (SFB) y forbol
miristato-acetato (PMA) (Sigma) a una concentracion final de 2.5 ng/ml y se incubaron 24
horas a 37°C. Posteriormente, las células adherentes fueron lavadas tres veces con PBS pH
= 7.4 para remover el PMA y se incubaron 24 horas a 37°C antes de ser usadas en los
experimentos en medio de cultivo que contenia 10% de SFB sin PMA. La maduracion de

las células U937 fue evaluada por la expresion de CD14 mediante citometria de flujo.

Obtencion de lipoproteina de baja densidad nativa.

A partir de plasma humano de donadores sanos se obtuvo la LDL nativa (LDLn) por
ultracentrifugacion. A 20 ml de plasma se le adicionaron 4 g de KBr (J.T. Baker, New
Jersey, USA) para obtener una densidad de 1.2 g/ml a 4°C. Posteriormente, se realizd un
gradiente de densidad a 4°C que consistiéo de 2.5 ml de plasma con una densidad de 1.2
g/ml y 2.5 ml de solucion salina a 0.15 M con una densidad de 1.006 g/ml en tubos de
policarbonato. Después, los tubos se colocaron en el rotor de angulo fijo ST80AT3
(Thermo Scientific Inc, Boston MA,USA) y se centrifugo 4 horas a 80,000 rpm a 4°C en
microultracentrifuga “sorvall discovery” modelo M150 SE (Thermo Scientific Inc).
Finalizada la centrifugacion, se separd la banda localizada en la parte superior a una

densidad de 1.006 g/ml que corresponde a la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).
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Posteriormente, se recupero el resto del volumen y se coloco en otro tubo, al cual se le
adicionaron 2 ml de solucion salina a 0.15 M, a una densidad de 1.065 g/ml y se
homogenizo gentilmente. Los tubos se centrifugaron nuevamente durante 4 horas a 80,000
rpm a 4°C en microultracentrifuga (Sorvall Discovery M150 SE). Posteriormente, se separd
la banda localizada en la parte superior de los tubos que corresponde a LDLn. La banda
recuperada (LDLn) se colocod en una membrana de nitrocelulosa (Sigma) y se dializ6 contra

4 litros de PBS 0.01M 1X a un pH de 7.4 durante toda la noche a 4°C.

Determinacion de la concentracion de la lipoproteina de baja densidad.

A las muestras obtenidas después de la ultracentrifugacion se les determind la
concentracion de LDL empleando la férmula de Friedewald: LDL = Colesterol Total -
(HDL + Triglicéridos/5). Para ello, se determin6 la concentracion de colesterol total a las
muestras. A un tubo se le colocaron 3 pl de la muestra y posteriormente se adicion6 un
volumen de 300 pl que contiene las enzimas colesterol esterasa, oxidasa de colesterol
(Dade Behring, Deerfield, Illinois, USA). El método consiste en que la enzima colesterol
esterasa hidroliza los esteres de colesterol a colesterol y acidos grasos libres. Entonces, la
colesterol oxidasa, oxida al colesterol para formar la 4-colestenona y peroxido de
hidrégeno; obteniendo como producto final la quinoneimina, la reaccion se determina a
520nm. La concentracion de triglicéridos se determind por la actividad de la enzima
glicerol cinasa (Dade Behring). A un tubo se le colocaron 10 pl de la muestra y
posteriormente se le adicionaron 1000 pl del reactivo que contiene las enzimas lipoproteina
lipasa (LPL), glicerol cinasa (GK), glicerol-3-oxidasa (GPO), asi como, el p-clorofenol, 4-
aminofenazona y adenosina-trifosfato (ATP) (Dade Behring). El ensayo consiste en que los

triglicéridos al ser incubados con la LPL liberan glicerol y &cidos grasos libres. Entonces, el
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glicerol es fosforilado por la GPO en presencia de ATP. Posteriormente la GK produce el
glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato. El G3P es entonces convertido a
dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrogeno por la GPO. Al final, el peroxido de
hidrogeno (H202) reacciona con 4-aminofenazona y el p-clorofenol generando una
quinona, la reaccion se determina a 505nm. Para la determinacion de HDL. En tubo se
colocan 3 pl de la muestra y posteriormente se adicionan 300 ul del reactivo de reaccion
que contiene sulfato de dextrano y sulfato de magnesio; en esta etapa se precipitan las
fracciones de LDL y la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), dejando a la fraccién
de HDL colesterol en solucion. Ademas, el reactivo de reaccidén contiene las enzimas
colesterol esterasa, oxidasa de colesterol (Dade Behring, Deerfield, Illinois, USA). Las
reacciones enzimaticas son similares a las descritas para la determinacion de colesterol

total.

Oxidacion de la lipoproteina de baja densidad nativa.

La LDLn se sometio a un proceso de oxidacion in vitro utilizando como catalizador de la
oxidacion al CuSO4 La concentracion de proteinas de la LDLn se ajustdo a 300 pg/ml,
posteriormente se adicioné 1 mM de CuSO, (Sigma-Aldrich) quedando una concentracion
final de 10 uM de CuSOy (Sigma). La muestra se incubd 1 hora a 37°C. Al terminar el
tiempo de incubacion se detuvo la reaccion colocando el tubo en hielo (A la LDL sometida
bajo este proceso se le denomino LDLmm). La LDLmm, se colocé en una membrana de
nitrocelulosa (Sigma) con un poro de y se dializd contra 4 litros de regulador de PBS-

EDTA 0.5 mM a un pH de 7.4 durante toda la noche a 4°C.
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Determinacion del grado de oxidacion de la lipoproteina de baja densidad nativa.

A la LDLn y LDLmm se les determiné el grado de oxidacion a través del método de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. En tubos por separado se colocaron 100 pg/ml
de LDLn y LDLmm y se adicionaron 2 ml de H,SO4 4M (Caledon Laboratories) y 0.25 ml
de acido fosfotungstico al 10% (Caledon Laboratories), se mezcld y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacion se centrifugd a 2000 rpm durante
10 minutos, se descartd el sobrenadante y al paquete se le adiciond 1 ml de H,SO4 4 M
(Caledon Laboratories) mas 0.15 ml de 4&cido fosfotingstico al 10% (Caledon
Laboratories), la mezcla se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Al término de la
incubacion, se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos, se removié el sobrenadante y el
paquete se resuspendio con 2 ml de agua destilada y se adicionaron 0.5 ml de 2-acido
tiobarbiturico (Sigma). La mezcla se incub6 1 hora en baiio de agua a 95°C, posteriormente
los tubos se colocaron en hielo y se adicionaron 2.5 ml de butanol (Sigma) y se centrifugo6 a
4000 rpm durante 10 minutos. Para cuantificar los niveles de oxidacion de la LDLn y
LDLmm, se prepar6 una curva estandar de malondihaldehido (MDA) (Sigma) con
concentraciones de nmol de MDA bajo las condiciones de reaccion de la muestras. A las

muestras y estandares se les determino la densidad optica a 535 nm.

Deteccion de endotoxinas en la lipoproteina de baja densidad minimamente oxidada.

A todas las preparaciones de LDLn y LDLmm, se les realizo la deteccion de endotoxinas
utilizando el kit de lisado de Limulus amoebocyte (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 tubos por separado se colocaron 100 ul de LDLn y LDLmm, a cada tubo se les adiciond
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100 pl del reactivo LAL, posteriormente se incubaron a 37°C 1 hora en un bafio maria. Se
realizo una curva estandar con el LPS de Escherichia coli de 0.5 EU/ml a 0.03 EU/ml bajo
las condiciones del fabricante. Las lecturas de las muestras y estandares 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.

Curva dosis respuesta a LDLmm.

Para determinar la concentracion adecuada de LDLmm para activar a monocitos y
macrofagos se procedid a realizar una curva dosis respuesta a LDLmm. Los monocitos y
macréfagos a una concentraciéon de 2x10°/ml fueron estimulados con LDLmm (6.0 pg/ml a
50 pg/ml para monocitos y entre 9.0 pg/ml a 70 pg/ml para macrofagos) por 24 horas a
37°C. Los sobrenadantes de los cultivos fueron colectados después de 24 horas de

incubacion a 37°C y se conservaron a -70°C.

Neutralizacion del efecto biologico del LPS.

A la LDLmm se le realiz6 otra prueba para descartar la posible contaminacion de LPS. La
prueba consiste en neutralizar e efecto bioldgico de LPS con polimixina B. Brevemente, se
preincubaron 50 pg/ml de LDLmm, asi como, 100 ng/ml de LPS (Sigma) por separado con
polimixina B (Calbiochem, Germany) a una concentracion de 1 pg/ml, durante 1 hora.
Posteriormente, monocitos a una concentracion de 2x10°/ml se incubaron por separado bajo
las siguientes condiciones: LDLmm (50 pg/ml) - polimixina B (1 pg/ml), LPS (100 ng/ml)

- polimixina B (1 pg/ml), LDLmm (50 pg/ml), LPS (100 ng/ml) y RPMI 10%, durante 24
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horas a 37°C. Finalizados los tratamientos se recuperaron los sobrenadante y se congelaron

a-70°C.

Capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 en la
produccion de TNF-a en respuesta a sus ligandos especificos.

La capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14 y anti-TLR4 se evaliio en
respuesta a su ligando especifico y a otro ligando no especifico. De manera similar se
evalto el anticuerpo anti-TLR2. Los monocitos a una concentracion de 2x10°/ml fueron
preincubados por 1 hora a 37°C, con 10 pg/ml de anticuerpo CD14 (Clona MEM10, BD
Biosciences, San Jose, California, USA) y por otro lado, con anticuerpo anti-TLR4 (Clona
HTAI125, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA), asi como, en presencia
de ambos anticuerpos. Posteriormente, se estimularon con 100 ng/ml de LPS de
Escherichia coli serotipo O111:B4 (100 ng/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Por otro
lado, los monocitos tratados con los anticuerpos anti-CD14 (Clona MEM10, BD
Biosciences) y anti-TLR4 (Clona HTA125, Santa Cruz Biotechnology) fueron incubados
con 20 ng/ml de Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals, Plymouth Meeting, PA, USA). En otro
ensayo, los monocitos (2x10°/ml) se trataron con 10 pg/ml de anticuerpo anti-TLR2 (Clona
TL2.1, eBioscience Inc, San Diego, California, USA) por 1 hora a 37°C y se estimularon
con 20 ng/ml de Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals). Por otro lado, los monocitos se
trataron con 10 pg/ml de anticuerpo anti-TLR2 (Clona TL2.1, eBioscience Inc) por 1 hora a
37°C y se estimularon con 100 ng/ml de LPS (Sigma). Como control adicional, las células
fueron tratadas con 10 pg/ml de anticuerpo no relevante IgG (Clona MOPC-173 BD

Biosciences) antes de la estimulacion con los ligandos de TLR. Los sobrenadantes de los
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cultivos fueron colectados después de 24 horas de incubacion a 37°C y se conservaron a -

70°C.

Capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 en la
produccion de IL-1p, IL-6 e IL-10.

La capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se evaluo
en la produccion de IL-1B, IL-6 e IL-10. Los monocitos a una concentracién de 2x10°/ml
fueron preincubados por 1 hora a 37°C, con 10 pg/ml de anticuerpo CD14 (Clona MEM10,
BD Biosciences), con anticuerpo anti-TLR4 (Clona HTA125, Santa Cruz Biotechnology),
asi como, en presencia de ambos anticuerpos. Posteriormente, se estimularon con 100
ng/ml de LPS (Sigma) de Escherichia coli serotipo O111:B4. En otro ensayo, los
monocitos (2x10°/ml) se trataron con 10 pg/ml de anticuerpo anti-TLR2 (Clona TL2.1,
eBioscience Inc) por 1 hora a 37°C y se estimularon con 20 ng/ml de Pam3CSK4 (Alexis
Biochemicals). Como control adicional, las células fueron tratadas con 10 pg/ml de
anticuerpo no relevante antes de la estimulacion con los ligandos de TLR. Los
sobrenadantes de los cultivos fueron colectados después de 24 horas de incubacioén a 37°C'y

se conservaron a -70°C.

Bloqueo de CD14, TLR4 y TLR2 en presencia de la LDLmm.

El bloqueo de CD14, TLR4 y TLR2 en presencia de la LDLmm, se realizé de la siguiente
manera. Los monocitos y macrofagos a una concentracion de 2x10°/ml fueron tratados por
separado con anticuerpos anti-CD14 (10 pg/ml) (BD Biosciences) y anti-TLR4 (10 pg/ml)
(Santa Cruz Biotechnology). Asi como, la combinacion de ambos, durante 1 hora a 37°C.

Simultineamente, en otro ensayo los monocitos y macréfagos (2x10°/ml) fueron tratados
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con 10 pg/ml del anticuerpo anti-TLR2 (eBioscience Inc), por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, los monocitos y macrofagos se lavaron 2 veces con PBS aun pH =7.4 y un
ultimo lavado con RPMI 10%. Después, las células se resuspendieron en 100 pl de medio
de cultivo y se incubaron con una concentracion final de 50 pg/ml y 70 pg/ml de la
LDLmm para monocitos y macrofagos; respectivamente, durante 24 horas a 37°C. Como
control de anticuerpo, las células (2x10°/ml) fueron tratadas con anticuerpos no
relacionados a una concentracion de 10 ug/ml por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se lavaron
e incubaron las células con la LDLmm como se indico anteriormente. Como testigo
negativo, los monocitos y macrofagos fueron incubados s6lo con medio de cultivo o con
anticuerpos no relacionados en ausencia de la LDLmm. Los sobrenadantes de los cultivos

fueron colectados después de 24 horas de incubacion a 37°C y se conservaron a -70°C.

Determinacion de TNF-q.

Se determinaron las concentraciones de TNF-a por ELISA (eBioscience Inc) en
sobrenadantes, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se adicionaron
100 ul del anticuerpo de captura toda la noche a 4°C, posteriormente se lavo 5 veces con
PBS-Tween 0,05% (Sigma), después se adicionaron 200 pl de regulador de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavd 5 veces la placa con PBS-Tween 0,05%, se
adicionaron 100 pl de las muestras y estandares 1 hora a temperatura ambiente, se lavo 5
veces la placa con PBS-Tween 0,05% y se adicionaron 100 pl de avidina HRP 30 minutos a
temperatura ambiente, después se adicionaron 100 pl de sustrato y se realizo la lectura a

450 nm.

30



Determinacion de IL-1p, IL-6 e IL-10 por CBA.

Las concentraciones de IL-1f, IL-6 e IL-10 se determinaron de los sobrenadantes de los
cultivos de monocitos y macrofagos por citometria de flujo usando el kit “Cytometric Bead
Array” (CBA) de BD Biosciences. Brevemente, los estandares fueron diluidos (5 a 5000
pg/ml). Un volumen de 50 pl de las diluciones de los estdndares y las muestras fueron
colocadas en tubos y se mezclaron con 50 pl de perlas de captura que estan recubiertas con
anticuerpos especificos de las citocinas y se adicionaron 50 pl del reactivo de deteccion de
citocinas marcado con PE. Los estandares y muestras fueron incubados por 3 horas a
temperatura ambiente en oscuridad. La expresion de las citocinas fueron determinadas

usando el citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, Mountain View).

Microscopia confocal.

Se cultivaron monocitos en medio libre de suero por 24 horas a 37°C, posteriormente se
incubaron los monocitos 2x10°/ml) con LDLmm a una concentracion de 50 pg/ml durante
1 hora a 4°C. Por otro lado, en forma separada, se estimularon monocitos humanos con LPS
100 ng/ml (Sigma) y Pam3CSK4 20 ng/ml (Alexis Biochemicals) como testigos positivos;
como testigo negativo los monocitos fueron cultivados solo con medio de cultivo.
Finalizado el tiempo, las células fueron lavadas dos veces con PBS pH = 7.4 de incubacion.
Posteriormente, las células se tifieron con los anticuerpos anti-CD14-PE (BD Biosciences),
anti-TLR4-FITC (Santa Cruz Biotechnology). Por otro lado las células se tifiieron con
anticuerpo anti-TLR2-FITC (Santa Cruz Biotechnology). Los anticuerpos se incubaron
durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS
pH=7.4. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal Carl Zeiss LSM510 (Carl

Zeiss, Obekochen, Germany) y se analizaron con el programa LSMS510.
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Determinacion de la expresion de TLR2 y TLR4.

Los monocitos y macréfagos a una concentracion de 2x10°/ml fueron incubados con LDLn
y LDLmm (6.0 pg/ml a 50 pg/ml para monocitos y para los macréfagos de 9.0 pg/ml a 70
pg/ml) por 24 horas a 37°C. Las cé¢lulas fueron tefiidas con anticuerpo anti-CD14-FITC
(eBioscience), anti-TLR2-PE (eBioscience), y anticuerpo anti-TLR4 conjugado a bitoina
(eBioscience) seguido de avidina-PE-CyS5 (eBioscience) diluida 1:600 o con anticuerpos de
control de isotipo durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Posteriormente se lavaron dos
veces con PBS que contenia 1% BSA, 0.5mM de EDTA y 1% de azida de sodio (Sigma-
Aldrich). Los niveles de TLR2 y TLR4 fueron medidos usando el citometro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). Los niveles de expresion de los TLR fueron cuantificados
usando la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada muestra usando el software

FlowJo (Tree Star, Inc).

Analisis estadistico.

El anélisis estadistico fu¢ realizado mediante la prueba de U de Mann—Whitney. El analisis

fué realizado utilizando el programa de computo SPSS 12.0 para WINDOWS.
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Resultados

Capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 en la
produccion de TNF-a en respuesta a ligandos especificos.

Para determinar la capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-
TLR2 para las pruebas de inhibicion de los receptores, los monocitos se preincubaron con
los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 o ambos; posteriormente se estimularon con LPS
como testigo positivo de la activacion de CD14/TLR4. Encontramos que el LPS induce la
secrecion de TNF-a. En contraste, los anticuerpos anti-CD14 y anti-TLR4 inhiben la
produccion de TNF-a en los monocitos en respuesta a LPS (figura 6A). Por otro lado, los
monocitos preincubados con anticuerpo anti-TLR2 y su posterior activacion con LPS no
provocd inhibicién en la secrecion de TNF-a (figura 6A). En otro ensayo, los monocitos al
ser incubados con Pam3CSK4 fueron capaces de producir TNF-a. Sin embargo, el bloqueo
de TLR2 en los monocitos y su posterior estimulacion con Pam3CSK4 indujo una
inhibicion en la produccion de TNF-a (figura 6B). En contraste, cuando los monocitos
fueron previamente incubados con anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 o la combinacion de
ambos y posteriormente estimulados con Pam3CSK4 no se determind un efecto inhibitorio
en la sintesis TNF-a (figura 6B). Lo que se sugiere que los anticuerpos usados son capaces

de inhibir la secrecion de TNF-a a ligandos especificos de CD14, TLR4 y TLR2.

Capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 en la
produccion de IL-1p, IL-6 e IL-10.

En ente trabajo también se evalto la capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14,
anti-TLR4 y anti-TLR2 en la produccion de IL-1B, IL-6 e IL-10. Los monocitos se

preincubaron con los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 o ambos y posteriormente se
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Figura 6. Capacidad de inhibicion de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-
TLR2 en la produccion de TNF-a. (6A) Se incubaron monocitos en presencia de
anticuerpo anti-CD14 (10 pg/ml), anticuerpo anti-TLR4 (10 pug/ml) y la combinacion de
ambos anticuerpos. Por otro lado, los monocitos se incubaron con anticuerpo anti-TLR2
(10 pg/ml); posteriormente a todos los tratamientos se les adiciono LPS (100 ng/ml). (6B)
En otro ensayo los monocitos se incubaron con anticuerpo anti-CD14 (10 pg/ml),
anticuerpo anti-TLR4 (10 pg/ml) y la combinacién de ambos anticuerpos. Por otro lado, los
monocitos también se incubaron con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml); después a todos los
tratamientos se les adiciono Pam3CSK4 (20 ng/ml). Los monocitos se incubaron con
anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pg/m) como control de anticuerpo. Los monocitos se
incubaron durante 24 horas y recuperaron los sobrenadantes para determinar TNF-a por
ELISA. Datos representativos de al menos 8 experimentos independientes. El efecto de los
anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara contra las células estimuladas
solo con LPS o Pam3CSK4 (*p<0.05, **p<0.002, ***p<0.0001).

estimularon con LPS. Encontramos que el LPS induce la secrecion de IL-1, IL-6 e IL-10.
En contraste, el bloqueo previo de CD14, TLR4 o ambos, inhiben la produccion de IL-1P
(figura 7A), IL-6 (figura 7B) e IL-10 (figura 7C) en respuesta a LPS. Por otro lado, los
monocitos en presencia de Pam3CSK4 secretaron IL-1p (figura 7A), IL-6 (figura 7B) e IL-
10 (figura 7C). El bloqueo de TLR2 indujo una inhibicion en la produccion de IL-1p, IL-6
e IL-10. Estos resultados demuestran la capacidad de los anticuerpos neutralizantes en

inhibir la secrecion de IL-18, IL-6 e IL-10.
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Figura 7. Capacidad de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 en inhibir
la produccion de IL-1f, IL-6 e IL-10. Se incubaron los monocitos con anticuerpo anti-
CD14 (10 pg/ml), anticuerpo anti-TLR4 (10 pg/ml) o la combinacion de los ambos, asi
como con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml) antes de la incubacion con LPS (100 ng/ml) o
Pam3CSK4 (20 ng/ml) como se indican en la figuras. Los monocitos se incubaron con
anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pg/m) como control de anticuerpo. Los monocitos se
incubaron durante 24 horas y se recuperaron los sobrenadantes para determinar IL-1f (7A),
IL-6 (7B) e IL-10 (7C) por CBA. Datos representativos de al menos 8 experimentos
independientes. El efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara
contra las células estimuladas solo con LPS o Pam3CSK4 (*p<0.05, **p<0.02***p<0.002,
*H**p<0.0001).

Concentracion y grado de oxidacion de la LDLmm.

La LDLn obtenida por ultracentrifugacion, se le determiné la concentracion de lipoproteina
de alta densidad, la cual fue del 0%. Para la lipoproteina de muy baja densidad fue en
promedio del 3% y para la LDL en promedio fue mayor al 97% (figura 8). Se encontrd que

el nivel de oxidaciéon que presentd la LDLn en promedio fue de 0.71 nmol/ml de
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malondealdehido y la LDLmm present6 en promedio 2.5 nmol/ml de malondealdehido
(figura 9).
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Figura 8. Caracterizacion de la lipoproteina de baja densidad obtenida por
ultracentrifugaciéon. Cuantificacion de las moléculas de lipoproteina de alta densidad
(HDL), lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteina de baja densidad (LDL).
Datos representativos de al menos 15 experimentos independientes.
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Figura 9. Grado de oxidacion de la LDL nativa y de la LDL minimamente modificada.
El grado de oxidacién se determino de al menos 15 experimentos independientes de la

LDLn y LDLmm, a través del método de sustancias reactivas al 4acido tiobarbiturico.

Secrecion de TNF-a por monocitos y macréofagos al estimulo de LDLn y LDLmm.

Una vez obtenida la LDLmm, se estandarizo la activacion de monocitos y macrofagos con
la lipoproteina. Se encontré que la LDLmm induce la secrecion de TNF-a de manera dosis
dependiente en monocitos y macréfagos. Con base en las curvas estandar obtenidas, se
decidié utilizar una concentracion de 50 ug/ml de LDLmm para monocitos (figura 10A) y

de 70 pg/ml de LDLmm para macrofagos (figura 10B) en los posteriores experimentos. A
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los cultivos celulares se les determino la viabilidad celular por exclusion de azul tripano

obteniendo siempre una viabilidad mayor al 90%.
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Figura 10. Efecto de la LDLmm en la secrecion de TNF-a en monocitos y macrofagos.
Se incubaron monocitos (10A) y macréfagos (10B) en presencia de LDLmm en
concentraciones crecientes, por 24 horas a 37°C. Los sobrenadantes de los cultivos fueron
colectados después de 24 horas de incubacion a 37°C y se les determind TNF-a por ELISA
(*p<0.05). Todas las concentraciones de la LDLmm se comparan contra las células en
ausencia de LDLmm. Datos representativos de al menos 8 experimentos independientes.
(*p<0.05, **p<0.02,***p<0.003, ****p<(0.002, *****p<0.001, ******p<(0.0008).

Deteccion de endotoxinas en la LDLn y de la LDLmm.

Antes de realizar los ensayos para determinar el efecto biologico de la LDLmm sobre los
receptores CD14, TLR4 y TLR2, nosotros descartamos la probable contaminacion de LPS,
por lo que se realiz6 la prueba de deteccion de endotoxinas a las preparaciones de LDLn y
LDLmm a través del ensayo de lisado de limulus y resultaron negativas. Ademas, se realizo
una segunda prueba a la LDLmm; en la cual se utilizé polimixina B para neutralizar el
probable efecto biologico del LPS contaminante y asi se confirmd que el efecto bioldgico
fue exclusivo de la LDLmm. EI LPS como testigo positivo en presencia con polimixina B
se provoco una inhibicioén en la secrecion de TNF-a con respecto al estimulo del LPS sin
polimixina B (figura 11A). En contraste, al mezclar LDLmm con polimixina B y estimular
los monocitos durante 24 horas, no se presentd modificacion alguna en la secrecion de

TNF-a al compararlo con la LDLmm sin polimixina B (figura 11B).
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Figura 11. Efecto de la polimixina en la produccion de TNF-a inducida por la
LDLmm. (11A) Los monocitos humanos se incubaron con 100 ng/ml de LPS o la mezcla
LPS-polimixina B (1 pg/ml) durante 24 horas a 37°C. (11B) Los monocitos se incubaron
con LDLmm (70 pg/ml) o con la mezcla LDLmm-polimixina B (1 pg/ml) durante 24 horas
a 37°C. A partir de los sobrenadantes de cultivo se determind TNF-a por el método de
ELISA. El tratamiento LPS-Polimixina B se compara contra las células estimuladas con
LPS. El tratamiento LDLmm-Polimixina B se compara contra las células estimuladas con
LDLmm. Datos representativos de al menos 6 experimentos independientes (*p<0.03).

Papel de CD14, TLR4 y TLR2 en respuesta a LDLmm en monocitos.

Para evaluar el papel de la LDL en la activacion de CD14, TLR2 y TLR4, se estimularon
monocitos con LDLmm (50 pg/ml) lo que provocod un incremento en la sintesis de TNF-a
de alrededor de 30 pg/ml con respecto a las células incubadas sélo con medio de cultivo. En
contraste, cuando se bloque6 el receptor CD14 en los monocitos con anticuerpo anti-CD14
(10 pg/ml) y posteriormente se estimuldo con LDLmm, se indujo una disminucién del 60%
en la secrecion de TNF-a. De forma similar se encontrd una inhibicion del 63% cuando se
bloqueo el receptor TLR4 y en el mismo sentido se encontrd una inhibicion del 68% en la
sintesis de TNF-a al bloquear ambos receptores (figura 12A). Cuando se bloquedé TLR2 en
los monocitos con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml) y posteriormente se estimuld con
LDLmm, se indujo una disminucion del 60% en la secrecion de TNF-a (figura 12B). Estos
resultados demuestran que la LDLmm activa a CD14, TLR4 y TLR2 induciendo la

secrecion de TNF-a.
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Figura 12. Papel de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en respuesta a LDLmm en
monocitos. (12A) Se incubaron los monocitos con anticuerpo anti-CD14 (10 pg/ml),
anticuerpo anti-TLR4 (10 pg/ml) y la combinacion de los anticuerpos anti-CD14 y anti-
TLRA4. (12B) Los monocitos se incubaron con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml), antes de la
incubacion con LDLmm (50 pg/ml). Los monocitos se incubaron durante 24 horas y a los
sobrenadantes de los cultivos se les determind TNF-a por ELISA. Los monocitos se
incubaron con anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pg/m) como control de anticuerpo. El
efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara contra las células
estimuladas solo con LDLmm. Datos representativos de al menos 8 experimentos
independientes. (*p<0.0001).

Papel de CD14, TLR4 y TLR2 en respuesta a LDLmm en macroéfagos.

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos con los monocitos humanos,
determinamos el papel de CD14, TLR4 y TLR2 al estimulo de LDLmm en macrofagos
derivados de linea celular U937. Se estimularon macréfagos con LDLmm lo que provocd
un incremento en la sintesis de TNF-a de alrededor de 400 pg/ml con respecto a las células
incubadas sélo con medio de cultivo. En contraste, cuando se bloque6 el receptor CD14 en
los macrofagos con anticuerpo anti-CD14 y posteriormente se estimulé con LDLmm, se
indujo una disminucion del 61% en la secrecion de TNF-o; de forma similar se encontr6

una inhibicion del 63% cuando se bloqued el receptor TLR4 y el bloqueo de ambos

receptores afectd la secrecion de TNF-a en un 69% (figura 13A). Posteriormente
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evaluamos si TLR2 se requiere para la sintesis de TNF-a al estimulo de LDLmm. Los
macrofagos al ser estimulados con LDLmm incrementaron la secrecion de TNF-a. Sin
embargo, el bloqueo de TLR2 inhibié la produccion de TNF-a aproximadamente en un
66% (figura 13B). Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos con los

monocitos humanos.
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Figura 13. Papel de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en respuesta a LDLmm en
macrofagos. (13A) Se incubaron macrofagos derivados de la linea celular U937 en
presencia de anticuerpo anti-CD14 (10 pg/ml), anticuerpo anti-TLR4 (10 pg/ml) y la
combinaciéon de los anticuerpos anti-CD14 y anti-TLR4. (13B) Por otro lado, los
macréfagos se incubaron con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml), antes de la incubacion con
LDLmm (70 pg/ml). Los macréfagos se incubaron con anticuerpo no relacionado (Ab) (10
pug/ml) como control de anticuerpo. Los macrofagos se incubaron durante 24 horas y a los
sobrenadantes de los cultivos se les determind TNF-a por ELISA. El efecto de los
anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara contra las células estimuladas
solo con LDLmm. Datos representativos de al menos 8 experimentos independientes.
(*p<0.001).

Inhibicion en la sintesis de IL-1p en monocitos y macrofagos por el bloqueo de CD14 y
TLR4.
Después de haber demostrado que la LDLmm activa a CD14 y TLR4 induciendo la

producciéon de TNF-a, se decidio analizar la participacion de estos receptores en la

secrecion de IL-1B. Al estimular monocitos (figura 14A) y macrofagos (figura 14B) con
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LDLmm se indujo una produccion considerable de IL-1B. El bloqueo previo de CD14 en
los monocitos y macréfagos antes del estimulo con LDLmm inhibi6 la produccion de IL-13
en un 72% y 59%, respectivamente. Mientras tanto, el bloqueo de TLR4 en monocitos y
macrofagos inhibe la produccion de IL-1p en un 67% y 53%, respectivamente. Cuando se
bloquearon CD14 y TLR4 en monocitos y macrofagos, se observo una disminucion del

73% y 69%, respectivamente, en la secrecion de IL-1p.
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Figura 14. Papel de CD14 y TLR4 en la produccion de IL-1 f en respuesta a LDLmm.
Los monocitos (14A) y macréfagos (14B) fueron incubados con anticuerpos anti-CD14 (10
pg/ml), anti-TLR4 (10 pg/ml) y la combinacion de anti-CD14 y anti-TLR4 durante 1 hora
antes de la estimulacion con LDLmm (50 pg/ml). Por otro lado, los monocitos y
macrofagos fueron incubados con anticuerpo anti-TLR2 (10 pg/ml) durante 1 hora antes de
la estimulacion con LDLmm (50 pg/ml para monocitos y 70 pg/ml para macrdofagos).
Ambos tipos celulares se incubaron con anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pg/ml) en
presencia o ausencia de LDLmm. La concentracion de IL-1 en el sobrenadante de cultivo
se determino por CBA. El efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se
compara contra las células estimuladas solo con LDLmm. Datos representativos de al
menos 7 experimentos independientes. (*p<0.0001,**p<0.007,***p<0.002).

Inhibicion en la produccion de IL-6 en monocitos y macrofagos al bloquear CD14 y
TLR4.

Los monocitos y macrofagos estimulados con la LDLmm provoca la secrecion de 1L-6. El
bloqueo de CD14 en monocitos (figura 15A) y macrofagos (figura 15B) ocasiond una

reduccion en la produccion de IL-6 de alredor del 58% y 52%, respectivamente. Cuando se

trataron con anti-TLR4 y posterior estimul6 con la LDLmm se encontrd una inhibicion del
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63% vy del 63% respectivamente en la sintesis de IL-6. El bloqueo de CD14 y TLR4
provoco una inhibicion de IL-6 del 69% y 67% después de 24 horas de cultivo con respecto

a los monocitos y macrofagos estimulados solo con la LDLmm.
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Figura 15. Papel de CD14 y TLR4 en la secrecion de IL-6 en respuesta a LDLmm. Los
monocitos (15A) y macrofagos (15B) fueron incubados con anticuerpos anti-CD14 (10
pg/ml), anti-TLR4 (10 pg/ml) y la combinacion de anti-CD14 y anti-TLR4 durante 1 hora
antes de la estimulacion con LDLmm (50 pg/ml para monocitos y 70 pg/ml para
macrofagos). Por otro lado, los monocitos y macréfagos fueron incubados con anticuerpo
anti-TLR2 (10 pg/ml) durante 1 hora antes de la estimulacion con LDLmm. Ambos tipos
celulares se incubaron con anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pg/ml) en presencia o
ausencia de LDLmm. La concentracién de IL-6 en el sobrenadante de cultivo se determino
por CBA. El efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara
contra las células estimuladas solo con la LDLmm. Datos representativos de al menos 7
experimentos independientes. (*p<0.009,**p<0.003).

EL bloqueo de TLR2 previene la sintesis de IL-1p e IL-6 en monocitos y macréfagos

El estimulo de la LDLmm indujo en monocitos y macréfagos un incremento en la secrecion
de IL-B e IL-6. El bloqueo previo de TLR2 con anti-TLR2, indujo una inhibicion de IL-13
del 65% en monocitos (figura 16A) y del 57% en macrofagos (figura 16B), mientras que la
produccion de IL-6 al estimulo de la LDLmm se afectdé en un 40% en monocitos (figura

16C) y 62% en macrofagos (figura 16D) respectivamente, cuando se bloqueo el TLR2.
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Figura 16. Papel de TLR2 en la secrecion de IL-1 p e IL-6 en respuesta de la LDLmm.
Los monocitos (16A y 16C) y macrofagos (16C y 16D) fueron tratados con anticuerpo anti-
TLR2 (10 pg/ml) durante 1 hora antes de la estimulacion con LDLmm (50 pg/ml para
monocitos y 70 pg/ml para macréfagos). Por otro lado, los monocitos y macréfagos fueron
incubados con anticuerpo no relacionado (Ab) (10 pug/ml) en presencia o ausencia de
LDLmm. Las concentraciones de IL-1 3 e IL-6 en el sobrenadante de cultivo se determino
por CBA. El efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-TLR2 se compara
contra las células estimuladas solo con LDLmm. Datos representativos de al menos 7
experimentos independientes. (*p<0.003,**p<0.005***p<0.008).

El papel de CD14, TLR4 y TLR2 en la produccion de IL-10 al estimulo de la LDLmm

Al estimular monocitos y macrofagos por 24 horas en presencia de la LDLmm se
increment6 la sintesis de IL-10. Por otro lado, el bloqueo de CD14 provoco una inhibicién
del 63% en monocitos y 65% en macrofagos. La presencia de anticuerpo anti-TLR4 inhibio
la sintesis de IL-10 en un 60% monocitos y 61% en macréfagos. El bloqueo de ambos

receptores indujo una reduccion del 63% en monocitos (figura 17A) y del 65% en
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macrofagos (figura 17C). Por otro lado, el tratamiento con anticuerpo anti-TLR2 previo al
estimulo con la LDLmm provocd una inhibicion del 75% en monocitos (figura 17B) y 72%

macrofagos (figura 14D) con respecto al estimulo s6lo de la LDLmm en ambos tipos

celulares.
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Figura 17. Papel de CD14, TLR4 y TLR2 en la secrecion de IL-10 en respuesta a la
LDLmm. (17A) Los monocitos y (17C) macréfagos fueron tratados con anticuerpos anti-
CD14 (10 pg/ml), anti-TLR4 (10 pg/ml) y la combinacion de anti-CD14 y anti-TLR4
durante 1 hora antes de la estimulacion con 50 pg/ml para monocitos y 70 pg/ml para
macrofagos. Por otro lado, (17B) los monocitos y (17D) macrofagos fueron incubados con
el anticuerpo anti-TLR2 (10 pug/ml) durante 1 hora antes de la estimulacion con la LDLmm.
Los monocitos y los macrofagos se incubaron con anticuerpo no relacionado (Ab) (10
pg/ml) en presencia o ausencia de LDLmm. La concentracion de IL-10 en el sobrenadante
de los cultivos fue determinado por CBA. El efecto de los anticuerpos anti-CD14, anti-
TLR4 y anti-TLR2 se compara contra las células estimuladas solo con LDLmm. Datos
representativos de al menos 7 experimentos independientes. (*p<0.04, **p<0.0003, ***
p<0.0005, ****p<0.0006).
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Redistribucion de CD14, TLR4 y TLR2 en la superficie celular.

Por otro lado, analizamos si la LDLmm era capaz de inducir la redistribucion de CD14,
TLR4 y TLR2 en la superficie celular de los monocitos. Los monocitos en ausencia de
estimulo presentaron una distribucion homogénea de CD14, TLR4 y TLR2 en la superficie
celular (figura 18A, 18B y 18J). En contraste, cuando los monocitos fueron estimulados con
LPS como control positivo de la via CD14/TLR4 provocd una redistribucion de CD14 y
TLR4 (figura 18D y 18E) asi como la co-localizacion de CD14/TLR4 (figura 18F) con
respecto a los monocitos sin estimulo. La presencia de Pam3CSK4 como control positivo
de TLR2, provocé la redistribucion de TLR2 (figura 18K) en la superficie celular de
monocitos al comparase con monocitos sin estimulo (figura 18J). Al probar el estimulo de
la LDLmm sobre los monocitos encontramos una redistribucion de CD14, TLR4 y TLR2
(figura 18G, 18H y 18L) y la co-localizacion de CD14/TLR4 (figura 181) en la superficie

celular, con respecto a los monocitos sin estimulo.

Expresion de TLR2 y TLR4 en la superficie celular

Los niveles de expresion de TLR2 y TLR4 de los monocitos (figura 19A) y macrofagos
(figura 19B), al estimulo con la LDLmm se incrementaron de manera dosis dependiente.
También, determinamos que el tratamiento con la LDLmm en los monocitos y macrofagos

provoco niveles mas altos de TLR2 que de TLR4.
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Figura 18. Redistribucion de CD14, TLR4 y TLR2 en la superficie celular al estimulo
de la LDLmm. Los monocitos fueron incubados sélo con medio de cultivo RPMI (18A-
18C y 18J), con LPS 100 ng/ml (18D-18F), con Pam3CSK4 20 ng/ml (18K) y con la
LDLmm a una concentracion de 50 pg/ml durante 1 hora a 37°C (18G-181 y 18L). Los
monocitos fueron tefiidos con anti-CD14-PE (rojo), anti-TLR4-FITC (verde) y anti-TLR2-
FITC (verde). La co-localizacion de los receptores en la superficie celular se muestra de
color amarillo al sobreponer las imagenes (18F,181). La flecha indica la redistribucion de
CDI14, TLR4 y TLR2 en la superficie celular. Datos representativos de al menos 5
experimentos independientes.
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Figura 19. Incremento en la expresion de TLR2 y TLR4 al estimulo de la LDLmm.
(19A) Los monocitos y (19B) macrofagos fueron incubados con diferentes concentraciones
de LDLmm como se indica en la figura durante 24 horas y se analizo6 la expresion de TLR2
y TLR4 por citometria de flujo. El triangulo indica TLR2 y el cuadrado indica TLR4. Los
niveles de expresion de los TLR se indican en intensidad media de fluorescencia (IMF). El
efecto biologico de la LDLmm se compara contra las células en ausencia de la LDLmm.
Datos representativos de al menos 7 experimentos independientes. (*p<0.05,**p<0.03,
*H%p<0.01,****p<0.008).
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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. Diversos estudios muestran que la modificacion oxidativa de la LDL
influye en el desarrollo de la lesion aterosclerosa, promoviendo la respuesta inflamatoria
[7,8]. Estudios recientes han involucrado a receptores de la inmunidad innata con los
eventos inflamatorios, especialmente CD14, 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 se activen
por microorganismos o antigenos endogenos como la lipoproteina de baja densidad

modificada oxidativamente provocando o acelerando el fenomeno inflamatorio [44,45].

Inicialmente, fue establecida la capacidad de inhibicion de los anticuerpos usados. Nosotros
demostramos que los anticuerpos anti-CD14, y anti-TLR4 fueron capaces de inhibir la
secrecion de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 en presencia de LPS; de forma similar el
anticuerpo anti-TLR2 inhibi6 la secrecion de TNF-a IL-1B, IL-6 e IL-10 al estimulo de

Pam3CSK4.

A diferencia de la mayoria de los reportes de la literatura [44,45] 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 trabajé con la LDLmm como un antigeno enddgeno presente en la placa

aterosclerosa para demostrar la activacion de las vias CD14/TLR4 y TLR2.
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En el modelo de estudio determinamos el efecto de la LDLmm en monocitos y macréfagos.
Los resultados presentados en este trabajo muestran que la LDLmm induce un incremento
en la sintesis de TNF-o en monocitos y macrofagos; dicho aumento concuerda con datos
obtenidos en monocitos, los cuales expresan un aumento en la secrecion de TNF-a bajo el
estimulo con LDLox [61,62]. Mas atn, la estimulacion de macrofagos con lipidos
modificados inducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-8 y TNF-
a, entre otras [20]. Los resultados obtenidos muestran que la LDLmm es una molécula
proaterogenica debido a que induce la secrecion de TNF-o en monocitos y macrofagos; los

cuales son esenciales en la inflamacion y en el desarrollo de la placa aterosclerosa [63].

Posteriormente decidimos investigar la participacion de CD14 en la sintesis de TNF-a en
respuesta a la LDLmm en monocitos y macréfagos. El correceptor CD14 es una
glicoproteina anclada en la membrana celular y ha sido propuesto como el primer receptor
de reconocimiento de patron involucrado en el reconocimiento de componentes bacterianos
[42]; el cual facilita la expresion de moléculas inflamatorias a través de la activacion de los
TLR [64]. Los resultados obtenidos muestran que al bloquear el receptor CD14 en
monocitos y macrofagos se afectd la secrecion de TNF-a en presencia de LDLmm, lo que
demuestra que CD14 participa en la secrecion de TNF-a en respuesta a LDLmm. Por lo que
la activacion de CD14 por la LDLmm implica que la respuesta celular se debe a la via de
activacion de TLR4 porque CD14 es un correceptor que no tiene un dominio de
sefalizacion [65]. Diversos reportes han demostrado que 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-kB regula la sintesis de

TNF-a [49,66]. Resultados similares a los de este estudio obtenidos por Miller y col,
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demuestran que la LDLmm induce la polimerizacion de f-actina y el “spreading” en
macrofagos silvestres, a través de CD14. En contraste, el efecto de la LDLmm en
macrofagos deficientes de TLR4 provoca una disminucion en la polimerizacion de f-actina
[16]. Mas atin, estos resultados son apoyados por un reporte que demuestra que el bloqueo
de CD14 con anticuerpo anti-CD14 en monocitos previo al estimulo con LDLox reduce
significativamente la concentracion la concentracion de citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B e IL-6 [61]. Por otro lado, también se ha demostrado que el bloqueo de CD14 in
vitro inhibe considerablemente la secrecion de TNF-o [67]. Los resultados obtenidos
sugieren que monocitos y macrofagos pueden reconocer a la LDLmm a través de CD14 y a
través de otros receptores como TLR2 o TLR4 activar a los monocitos o macrofagos

induciendo secrecion de TNF-a; lo que puede tener una consecuencia proaterogenica.

La expresion de TLR4 se ha determinado en las lesiones aterosclerosas humanas y de raton;
predominantemente en los macrofagos [54]. Por otro lado, estudios in vivo en ratones Apoe”
"JTLR4™" han reportado una reduccion del 24% de la placa aterosclerosa [45]. Estas
evidencias sugieren la posible participacion de TLR4 en las células de la respuesta inmune
en la lision. Por lo que se decidio, determinar el efecto de la LDLmm bloqueando TLR4 en
monocitos. Los resultados encontrados muestran que el bloqueo de TLR4 induce un efecto
inhibitorio en la secrecion de TNF-a en el sobrenadante de monocitos. Esto probablemente
indica que la LDLmm induce la produccion de TNF-a activando a TLR4; debido a que este
receptor tiene una region intracelular de sefalizacion [68]. Se ha demostrado que la
activacion especifica de macréfagos a través de TLR4 utilizando PAMPs induce la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a [68]. Los datos obtenidos en este

trabajo son apoyados por un estudio realizado por Hodgkinson y col, quienes demostraron
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que productos finales de glicosilacion de LDL (AGE-LDL) provocaban la produccion de
IL-6 y TNF-a en macrofagos. Por otro lado, demuestran que la deficiencia TLR4 en
macrofagos reduce la secrecion estas citocinas pro-inflamatorias al estimulo de AGE-LDL.
Ademas, determinan que el bloqueo de TLR4 con anti-cuerpo anti-TLR4 en macrofagos
afectd la produccion de TNF-a al estimulo de AGE-LDL [69]. Més atn se ha demostrado

que TLR4 puede ser activado por antigenos endogenos [70].

En la aterosclerosis se ha demostrado que moléculas enddégenas como LDLox participan en
el desarrollo de la lesion [13]. Adicionalmente; un estudio in vivo apoya la posibilidad de
que algunos ligandos enddgenos sefialicen a través de TLR4 en la aterosclerosis. En este
estudio demostraron que la deficiencia genética de TLR4 se asocia con una reduccion
aproximadamente del 24% de la placa aterosclerosa en ratones propensos en desarrollar
aterosclerosis a pesar de la hipercolesterolemia; también demuestran que la carencia de
TLR4 reduce los niveles de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 [45]. Por lo tanto, es
muy posible que antigenos endogenos como la LDLmm estén participando en la activacion
del complejo CD14/TLR4. La interaccion de CD14 y TLR4 con PAMPs se ha demostrado
que juega una un papel critico en la activacion de células inmunes; generando senales
intracelulares que causan la translocacion de NF-kB induciendo la expresion de citocinas
pro-inflamatorias como TNF-a, entre otras [71]. Al determinar la participacion en su
conjunto de CD14 y TLR4 en respuesta a la LDLmm, se encontr6 que el bloqueo
simultaneo de ambos receptores inhibe la secreciéon de TNF-a por monocitos. Estos datos
concuerdan con un estudio que exploro de forma individual la participacion de CD14 al
estimulo de LDLox; en este estudio los autores determinaron que los monocitos secretan

TNF-a de manera dosis dependiente al estimulo de LDLox y en presencia de anticuerpo
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anti-CD14 se reduce la secrecion de TNF-a en respuesta a LDLox [61] . Otro estudio
determina que el bloqueo de TLR4 en macrofagos afecta la produccion de TNF-a al

estimulo de AGE-LDL [69].

Otro TLR que se ha considerado que participa en la patogénesis de la aterosclerosis es
TLR2. Un estudio in vitro ha demostrado que la activacion de macréfagos a través TLR2
con C. pneumoniae induce la formacion de células espumosas [72]. Por otro lado, se ha
reportado que la estimulacion de células mononucleares con C. pneumoniae induce la
secrecion de TNF-a e IL-1B. En contraste, el bloqueo de TLR2 con anticuerpo neutralizante
provocd una reduccion en la produccion de TNF-a e IL-1P; estos resultados fueron
confirmados utilizando células deficientes de TLR2 [73]. También estudios in vivo han
reportado que ratones ApoE” al ser tratados con Pam3CSK4 y alimentados una dieta alta
en grasas resulta en un incremento en la formacién de la placa aterosclerosa en
comparacion con los ratones ApoE”" alimentados con una dieta alta en grasas y en ausencia
del ligando especifico de TLR2 [74]. Por otro lado, un estudio in vivo sugiere el papel
potencial de TLR2 en respuesta a ligandos enddgenos en la enfermedad aterosclerosa; al
reportar que los ratones LDLR” TLR2™"", al ser alimentados con una dieta alta en grasas
mantenidos en condiciones libres de patdgenos, presentaron una disminucion de la
aterosclerosis 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 y sugiere la
posibilidad de que antigenos endogenos activen a TLR2 [44]. En este contexto
determinamos el papel de TLR2 en respuesta a LDLmm. Nuestros datos muestran que la
LDLmm es capaz de activar a TLR2, debido a que cuando se bloqued el TLR2, se encontrd

una respuesta inhibitoria en la secrecion de TNF-a. Estos resultados son apoyados por
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estudios previos donde se ha demostrado que ligandos endogenos activan a TLR2. Se ha
demostrado que la proteina de choque térmico gp96 es un potente activador de macrofagos
induciendo la produccion de IL-6 y de TNF-a; sin embargo, los macréfagos preincubados
con anticuerpo anti-TLR2 antes del estimulo de gp96 disminuyeron la produccion de IL-6 y
de TNF-a. Sugiriendo que la produccion de estas citocinas pro-inflamatorias es dependiente
de TLR2 [75]. Otro estudio, reporta que la Hsp60 es capaz de estimular la produccion de
TNF-a en monocitos y la presencia de anticuerpo neutralizante para TLR2 inhibe la

secrecion de TNF-a [76].

Los resultados obtenidos en esta etapa de este estudio demuestran en su conjunto que la
LDLmm es una molécula capaz de inducir la secrecion de TNF-a en monocitos y
macrofagos. Por otro lado, determinamos que la LDLmm es capaz de inducir la secrecion

de TNF-a en monocitos y macrofagos a través de CD14, TLR4 y TLR2.

Posteriormente decidimos analizar si la LDLmm era capaz de inducir la secrecion de las
citocinas pro-inflamatorias: IL-1B e IL-6 y como el bloqueo de CD14, TLR4 afecta la
secrecion de IL-1B e IL-6, en monocitos y macrofagos. Los resultados obtenidos
demuestran que la LDLmm induce la secrecion de IL-1B e IL-6 tanto en monocitos y
macrofagos. Resultados similares demuestran que la LDLox incrementa la secrecion de de

IL-1pB e IL-6 en monocitos [61].

Al analizar el papel de CD14 en la secrecion de IL-1P e IL-6; encontramos que el bloqueo
de CD14 en monocitos y macréfagos afecta la secrecion de IL-1P e IL-6. Lo que sugiere

que CDI14 es un receptor de la LDLmm necesario para la secrecion de citocinas pro-
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inflamatorias. Estos resultados son consistentes con los resultados previos donde
determinamos que el bloqueo de CD14 afecta la produccion de TNF-a en ambos tipos
celulares. Estos resultados son apoyados por un estudio que determina que el bloqueo de
CD14 con anticuerpo anti-CD14 en monocitos afecta secrecion de IL-1B e IL-6 en

respuesta a LDLox [61].

Posteriormente decidimos analizar como el bloqueo de TLR4 afecta la secrecion de IL-1B e
IL-6. El bloqueo de TLR4 con anticuerpo neutralizante anti-TLR4 en monocitos y
macrofagos afecto la secrecion de IL-1P e IL-6 en respuesta a LDLmm. Lo que sugiere que
TLR4 es necesario para la secrecion de IL-1p e IL-6. Estos resultados son consistentes con
los resultados previos donde determinamos que el bloqueo de CD14 afecta la produccion de
TNF-a en ambos tipos celulares. Ambos resultados son apoyados con el hecho de que el
bloqueo de TLR4 afecta la produccion de TNF-a en células estimuladas con AGE-LDL

[69].

El papel de la via CD14/TLR4 en la respuesta inmune a ligandos enddgenos como la
LDLmm no esta bien entendido. En este trabajo analizamos si la activacion de CD14/TLR4
induce la secrecion de IL-1B e IL-6 en monocitos y macrofagos estimulados con la
LDLmm. Los resultados obtenidos demuestran que la LDLmm induce la secrecion de IL-
1B e IL-6 en ambos tipos celulares y esta respuesta se inhibe la bloquear de manera
simultanea a CD14 y TLR4 con anticuerpos neutralizantes. Estos resultados son apoyados
por con los resultados previos donde determinamos que el bloqueo de CD14 o TLR4 inhibe

la sintesis de TNF-a en monocitos y macrdofagos al estimulo de LDLmm.
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Por otro lado, de manera similar el bloqueo de TLR2 afecto la secrecion de IL-1f e IL-6 en
monocitos y macrofagos al estimulo de LDLmm. Estos resultados son consistentes con los
resultados previos donde determinamos que el bloqueo de TLR2 afecta la produccion de
TNF-a en ambos tipos celulares. Los resultados sugieren que TLR2 participa en la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a LDLmm. Esta funcién de TLR2 es
similar en respuesta a la determinada a otros ligandos endogenos; como la proteina de

choque térmico gp96 la cual induce la produccion de TNF-a dependiente de TLR2 [75].

Los resultados obtenidos en esta etapa indican que la activacion de CD14, TLR4 y TLR2 en
monocitos y macréfagos por LDLmm induce la secrecion de citocinas pro-inflamatorias
como: IL-1P e IL-6, las cuales contribuyen o exacerban la respuesta inflamatoria durante la

aterosclerosis.

La IL-1p, asi como, la IL-6 son capaces de activar a las células endoteliales e inicialmente
inducen la expresion de la quimiocina IL-8 la cual recluta neutrdfilos, estos eventos
suceden en la inflamacion aguda; si persiste la actividad de las citocinas pro-inflamatorias,
la inflamacion aguda se vuelve una inflamacion cronica y se favorece reclutamiento de
monocitos al sitio del dafio, a través de la secrecion de la quimiocina MCP-1; ademas la
IL-1B e IL-6 incrementan la expresion de las moléculas de adhesion, facilitando la adhesion

de los leucocitos a el endotelio[77,78].

Por otro lado, estudios in vivo han demostrado el papel de IL-1B e IL-6 en el desarrollo de
la placa aterosclerosa. La administracion exogena de IL-6 en el modelo de ratén apo E

susceptible a desarrollar aterosclerosis alimentados con una dieta alta en grasas presentaron

54



un aumento dramadtico en la formacion de la lesion, lo que sugiere un papel clave de la IL-6

en el desarrollo de placa aterosclerosa [79].

El papel de la IL-1 en el desarrollo de la aterocelrosis se establecié en un modelo de raton
el cual carece de apo E e IL-1. En este trabajo los autores describen que los animales con
un fondo genético apo E'/IL-1""" al ser alimentados con una dieta alta en grasas desarrollan
lesiones ateroclerosas en el aorta. En contraste, los animales deficientes de apoE e IL-1 al
ser tratados con la misma dieta que los animales apo E7/IL-1" presentaron una reduccion
que fue del 33% en la formacion de la placa aterosclerosa y por otro lado estos animales
también presentaron un porcentaje menor de lesiones aterosclerosas que los apo E/IL-1""

[80].

La activacion de los TLR también sufre diversos mecanismos de regulacion; uno de estos
mecanismos es a través de la produccion de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 [81].

Por lo tanto, decidimos analizar si la LDLmm era capaz de inducir la secrecion de la
citocina anti-inflamatoria IL-10 y coémo el bloqueo de CD14, TLR4 y TRL2 afecta su
secrecion. En este estudio determinamos que la LDLmm es capaz de inducir la sintesis de
IL-10 en monocitos y macréfagos. Estos resultados son apoyados por un reporte que indica

que macrdfagos estimulados con LDLmm sintetizan el RNAm de IL-10 [82].

Por otro lado, determinamos que el bloqueo de CD14 o TLR4 de manera individual o
simultanea afecto la secrecion de IL-10 en monocitos y macrofagos en respuesta a la
LDLmm. De manera similar el bloqueo de TLR2 también inhibi6 la secrecion de la IL-10.

La inhibicion en la secrecion de IL-10 fue mas evidente al bloquear TLR2 con anticuerpo
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neutralizante anti-TLR2 que el bloqueo de CD14 o TLR4 en monocitos o macrofagos.
Estos datos sugieren que la LDLmm induce la produccion de IL-10 para mantener un

balance pro-inflamatorio y anti-inflamatorio [83,84].

Existe evidencia que macréfagos estimulados con LPS via TLR4 secretan IL-10 [83].
Adicionalmente, se ha demostrado que durante la fase inicial de activacion, los macréfagos
secretan citocinas pro-inflamatorias [84,85.]. Por consiguiente, la produccion de
reguladores negativos en la activacién de los TLR, aseguran una adecuada regulacion del

balance pro-inflamatorio y anti-inflamatorio. [81.]

Otra forma de analizar la contribucion de la LDLmm en la activacion de CD14, TLR4 y
TLR2; fue determinar si la LDLmm era capaz de inducir la redistribucion de estos
receptores en la superficie celular de monocitos. Los resultados obtenidos muestran que los
monocitos en ausencia de estimulo presentan una distribucion homogenea de CD14, TLR4
y TLR2 en la superficie celular. Lo que indica que CD14 y TLR4 no se encuentran pre-
asociados en la membrana celular de los monocitos [86]. En contraste, el estimulo de la
LDLmm en los monocitos provoco una redistribucion de CD14 y TLR4 en la superficie
celular de monocitos, asi como la colocalizacion de CD14 y TLR4; sugiriendo que hay una
asociacion cercana entre estos dos receptores. Resultados similares han demostrado que en
el proceso de activacion celular via CD14 y TLR4, se induce el complejo CD14/TLR4 el
cual es crucial para la sefalizacion inducida por LPS [79]. Ademas, otro estudio demuestra
que células activadas a través de la via CDI14/TLR4 ocasiona la redistribucion y
colocalizacion de estos receptores [86]. Por otro lado, se determino que los monocitos en

ausencia de estimulo presentan una distribucion homogenea de TLR2. En contraste, la
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presencia de la LDLmm provoco la redistribucion y formacion de parches de TLR2 en la
superficie celular. Lo que sugiere que la LDLmm también es capaz de inducir la
redistribucion de TLR2 en la superficie celular y también sugiere la participacion de TLR2
en respuesta a la LDLmm. Se ha demostrado que la activacion de TLR2 con &cido
lipoteicoico induce la redistribucion y formacion de parches de TLR2 en la superficie

celular [53].

Este trabajo también exploro el efecto de la LDLmm en la expresiéon de TLR2 y TLR4 en la
superficie celular de monocitos y macréfagos. Los resultados obtenidos muestran que la
LDLmm induce de forma dosis dependiente el incremento en la expresion de TLR2 y
TLR4 en monocitos y macrofagos. También, la LDLmm incremento la expresion de TLR2
predominantemente, mas que, la expresion de TLR4 en ambos tipos celulares. Los
resultados obtenidos sugieren que la LDLmm es capaza de incrementar la expresion de
ambos TLR, induciendo posiblemente una comunicaciéon cruzada entre las vias de
activacion de TLR2 y TLR4, resultando en la amplificacion de la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias [53]. Se ha demostrado que moléculas endogenas son ligandos de TLR
[75] y algunas de estas moléculas, como el dominio extracelular A (EDA) de la
fibronectina son capaces de inducir un incremento en la expresion de TLR2 y TLR4 en la
superficie celular de monocitos [74]. Mas aun, se ha determinado que el estimulo de la
LDLox en monocitos humanos incrementa de manera dosis dependiente tanto el RNAm de
TLR4, asi como, la expresion de la proteina [61]. Otro estudio reporta que la LDLox al
inducir la transformacion de células espumosas, es capaz de incrementar el transcrito de

TLR2 y TLR4 en macréfagos [87].
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Conclusion

En su conjunto los resultados obtenidos en este trabajo por primera vez demuestran que la
LDLmm es un ligando endégeno de TLR2 y TLR4, capaz de incrementar su expresion asi
como su activacion y puede producir una respuesta inmune similar a lo reportado por otras
moléculas enddgenas al activar ambos TLR, resultando en un incremento en la expresion de
TLR2 y TLR4; lo cual puede inducir una comunicacion cruzada de las vias de sefializacion
de TLR2 y TLR4 resultando en la amplificacion de la secrecion de citocinas pro-
inflamatoria, como TNF-a, IL-1p e IL-6. Adicionalmente, la activacion de TLR2 y TLR4
por la LDLmm induce la produccién de IL-10, tal vez como un mecanismo de regulacion

de la activacion celular.

Perspectivas
Analizar si el estimulo de LDLmm en monocitos es capaz de inducir un fenotipo
inflamatorio de los monocitos y determinar si este fenotipo de los monocitos induce una

respuesta tipo TH1.
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Abstract

cytokines.

mmLDL stimulation in untreated cells.

atherosclerosis.

Atherosclerosis is considered a chronic inflammatory disease in which monocytes and macrophages are critical.
These cells express CD14, toll-like receptor (TLR) 2, and TLR4 on their surfaces, are activated by minimally modified
low-density lipoprotein (mmLDL) and are capable of secreting pro-inflammatory cytokines. The aim of this research
was thus to demonstrate that the activation of CD14, TLR2, and TLR4 by mmLDL induces the secretion of

Methods: Human monocytes and macrophages were incubated with monoclonal antibodies specific for CD14,
TLR4, and TLR2 prior to stimulation with mmLDL. Cytokine secretion was then compared to that observed upon

Results: Stimulation with mmLDL induced the secretion of pro-inflammatory cytokines. Blocking CD14 in
monocytes inhibited secretion of interleukin (IL)-1 (72%), IL-6 (58%) and IL-10 (63%), and blocking TLR4 inhibited
secretion of IL-1B by 67%, IL-6 by 63% and IL-10 by 60%. Blocking both receptors inhibited secretion of IL-1B by
73%, IL-6 by 69% and IL-10 by 63%. Furthermore, blocking TLR2 inhibited secretion of IL-1B by 65%, IL-6 by 62%
and IL-10 by 75%. In macrophages, we found similar results: blocking CD14 inhibited secretion of IL-1B by 59%,
IL-6 by 52% and IL-10 by 65%; blocking TLR4 inhibited secretion of IL-1B by 53%, IL-6 by 63% and IL-10 by 61%;
and blocking both receptors inhibited secretion of IL-18 by 69%, IL-6 by 67% and IL-10 by 65%. Blocking TLR2 in
macrophages inhibited secretion of IL-1B by 57%, IL-6 by 40% and IL-10 by 72%.

Conclusion: Our study demonstrates that CD14, TLR4, and TLR2 participate in the immune response against
mmLDL by inducing the production of pro-inflammatory cytokines in both monocytes and macrophages. These
findings suggest that the activation of these receptors by mmLDL contributes to the inflammatory process of

Introduction

Several studies have shown that pro-inflammatory cyto-
kines, such as tumor necrosis factor (TNF)-a, interleu-
kin (IL)-1B, and IL-6, play an important role in the
development of atherosclerosis [1]. Monocytes and
macrophages are innate immune cells that are central to
the inflammatory response in the atherosclerotic plaque.
These cells are the main producers of pro-inflammatory
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cytokines [2,3] during the response to exogenous anti-
gens that are involved in atherosclerosis, such as Chla-
mydia pneumoniae [4], or to endogenous antigens such
as oxidized low-density lipoprotein (oxLDL), which has
been shown to play a role in the development of athero-
sclerotic plaques [5,6]. Furthermore, oxLDL is consid-
ered a pro-atherogenic molecule [7] that is capable of
inducing the secretion of TNF-a [8].

Monocytes and macrophages express CD14 and toll-
like receptors (TLRs) on the cell surface [9]. CD14 and
TLRs are pattern recognition receptors capable of acti-
vating multiple genes that encode pro-inflammatory

© 2010 Chévez-Sdnchez et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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cytokines such as IL-1f and IL-6, adhesion molecules
such as cellular-1 vascular adhesion molecule and intra-
cellular-1 adhesion molecule, and co-stimulatory mole-
cules such as CD80 in response to pathogens or
molecular patterns associated with pathogens [10].
Some studies have demonstrated the participation of
the TLRs in the development of the atherosclerotic pla-
que [11,12], and previous evidence suggests a potential
role for oxidized modified LDL as an endogenous anti-
gen capable of triggering and maintaining the inflamma-
tory process in the atherosclerotic plaque [5-7]. Previous
studies have also demonstrated that minimally
modified low-density lipoprotein (mmLDL) induces
TLR4-dependent secretion of MIP-2 and TLR4-
independent, MyD88-independent secretion of TNF-
o in macrophages [13]. In contrast, we and other
authors have reported that the synthesis of TNF-a is
dependent on TLR4 [14,15]. Furthermore, we demon-
strated that TLR2 also participates in the synthesis of
TNF-a in response to mmLDL [14].

The regulation of the activation of TLRs includes sev-
eral mechanisms such as the production of anti-
inflammatory cytokines, mainly IL-10 [16]. Or well by
the TLRs homologs such as RP105 protein, that inter-
acts directly with the TLR4 signaling complex, resulting
in the negative regulation of TLR4 [17]. The production
of these negative regulators, assures proper regulation of
the pro- and anti-inflammatory balance [16].

In this study, we aimed to analyze the participation of
CD14, TLR4, and TLR2 in the production of the pro-
inflammatory cytokines IL-18 and IL-6 and the anti-
inflammatory cytokine IL-10 in response to mmLDL.
We found that blocking these receptors inhibited the
production of IL-1f, IL-6, and IL-10. These results pro-
vide new perspectives on the role of oxidized modified
LDL in the inflammation associated with atherosclerosis.

Materials and methods

Informed consent was obtained from seven healthy, nor-
molipidemic 20- to 30-year-old male volunteers without
cardiovascular risk factors or clinically apparent athero-
sclerotic disease. The study was approved by the Human
Ethics and Medical Research Committee of the Instituto
Mexicano del Seguro Social and conducted according to
the guidelines of the Declaration of Helsinki.

LDL isolation and modification

Native human LDL (nLDL) (density = 1.019-1.063 g/ml)
was isolated from plasma by ultracentrifugation. The
density of the plasma was adjusted to 1.2 g/ml by add-
ing solid potassium bromide (KBr) (J.T. Baker, Phillips-
burg, NJ). Density gradients were formed in 6-ml
polycarbonate centrifuge tubes by overlaying 2 ml
plasma solution with 3 ml 0.5 mM NacCl (endotoxin-
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free), pH = 7.4, d = 1.006 g/ml. The tubes were ultra-
centrifuged in a Sorvall Discovery M150 SE ultracentri-
fuge equipped with an S80AT3 fixed angle rotor at
41,500 x g for 4 hours at 4°C. After ultracentrifugation,
very low-density lipoprotein was removed, 3.0 ml of the
lower layer was transferred to another tube, 2 ml KBr-
NaCl (d = 1.18 g/ml) was added and the samples were
gently mixed. The tubes were ultracentrifuged at 41,500
x g for 4 hours at 4°C, and the LDL fraction was
removed. The LDL fraction was dialyzed against 0.5
mM NaCl, pH = 7.4, for 24 hours at 4°C to remove
EDTA. LDL was oxidized using CuSO, (J.T. Baker). To
produce mmLDL, 300 pg/ml LDL was incubated with
10 umol/L CuSOy (J.T. Baker) for 1 hour at 37°C. The
mmLDL was then extensively dialyzed against 0.5 mM
NaCl, 0.5 mM EDTA, pH = 7.4, for 24 hours at 4°C.
Oxidative modification of LDL was assessed by measur-
ing thiobarbituric acid-reactive substances as previously
described [18]. This assay showed that samples con-
tained between 0.8 and 2.8 nmol malondialdehyde per
milligram of protein. The optimal concentrations of
mmLDL for activation of human monocytes and macro-
phages were 50 pg/ml and 70 pug/ml, respectively (data
not shown). All nLDL and mmLDL preparations used in
these experiments were tested for bacterial lipopolysac-
charide (LPS) contamination using a Limulus Amoebo-
cyte Lysate kit (BioWhittaker, Walkersville, MD)
according to the manufacturer’s instructions.

Monocyte isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
obtained from buffy coats by density centrifugation
using Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway). The
buffy coats were mixed with an equal volume of phos-
phate buffered saline (PBS), pH = 7.4, layered over 3 ml
of Lymphoprep and centrifuged at 700 x g for 30 min-
utes. The recovered PBMCs were washed three times
with PBS, pH = 7.4. The monocytes were then isolated
from PBMCs by negative selection. The PBMCs were
incubated with a cocktail of biotin-conjugated antibodies
against CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 and gly-
cophorin A and magnetic microbeads coupled to an
anti-hapten monoclonal antibody and depleted using a
magnetic column (Monocyte Isolation Kit II, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Purified cells were
stained for CD14, and the purity of monocytes was
determined by flow cytometry to be >98%.

Differentiation of U937 cells to macrophages

To produce macrophages, U937 cells (ATCC) were
adjusted to 2 x 10°/ml in RPMI 1640 medium (Invitro-
gen, Carlsbad, CA) containing 10% fetal calf serum and
phorbol myristate acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) at a final concentration of 2.5 ng/ml and
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incubated for 24 hours at 37°C. The adherent cells were
washed three times with PBS, pH = 7.4, to remove PMA
and incubated in culture medium containing 10% fetal
calf serum without PMA for an additional 24 hours at
37°C before being used in experiments. The maturation
of U937 cells was evaluated by measuring their CD14
expression by flow cytometry.

Ability of anti-CD14, -TLR4, and -TLR2 antibodies to
inhibit monocytes and macrophages activation
Monocytes and macrophages were cultured using RPMI
1640 medium in 96-well plates at a concentration of 2 x
10°/well. For blocking experiments, the monocytes and
macrophages were preincubated for 1 hour at 37°C with
10 pg/ml anti-CD14 (clone MEM18, BD Biosciences,
San Jose, CA), anti-TLR4 (clone HTA125, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), or a combination of
both antibodies for 1 hour at 37°C. After washing both
cells three times with PBS, pH = 7.4, monocytes and
macrophages were stimulated with 100 ng/ml LPS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (positive control) for 24
hours at 37°C. Alternatively, monocytes and macro-
phages were treated with 10 pg/ml anti-TLR2 (clone
TL2.1, eBioscience, San Diego, CA) for 1 hour at 37°C
and stimulated with 20 ng/ml PamCys (synthetic lipo-
peptide Pam3Cys-Ser-Lys4) (Alexis Biochemicals, San
Diego, CA) (positive control). As an additional control,
both cells were treated with 10 pg/ml irrelevant antibo-
dies before stimulation with TLRs ligands. The culture
supernatants were collected after 24 hours of incubation
at 37°C. Secreted IL-1f, IL-6, and IL-10 levels were
determined by Cytometric Bead Array (CBA) kit (BD
Biosciences) according to the manufacturer’s instruc-
tions (Additional files 1 and 2).

Blocking CD14, TLR4 and TLR2

Human monocytes (2 x 10°/ml) and U937 cells (2 x
10°/ml) were treated with 10 pg/ml human anti-CD14
antibody (clone MEM18, BD Biosciences), human anti-
TLR4 antibody (clone HTA125, Santa Cruz Biotechnol-
ogy), or a combination of both antibodies for 1 hour at
37°C. After washing the cells three times with PBS, pH
= 7.4, monocytes were stimulated with 50 pg/ml
mmLDL, and macrophages were stimulated with 70 pg/
ml mmLDL for 24 hours at 37°C. Alternatively, human
monocytes (2 x 10°/ml) and U937 cells (2 x 10°/ml)
were incubated with 10 pg/ml anti-TLR2 (clone TL2.1,
eBioscience) for 1 hour at 37°C, washed three times
with PBS, pH = 7.4, and stimulated with 50 pg/ml
mmLDL (monocytes) or 70 pg/ml mmLDL (macro-
phages) for 24 hours at 37°C. As a positive control for
TLR4 and TLR2 activation, monocytes and macrophages
were stimulated with 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich)
and 20 ng/ml PamCys (Alexis Biochemicals). As an
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antibody control, cells were treated with irrelevant IgG
isotype control antibodies before stimulation with TLRs
ligands or mmLDL. As a negative control, monocytes
and U937 cells were incubated only in culture medium
or with control antibodies in the absence of TLRs agonist
or mmLDL stimulation. All supernatants were frozen at
-70°C prior to determination of cytokines secretion.

Cytokine analysis

Cytokines were measured in culture supernatants of
monocytes or macrophages treated with 50 ug/ml or 70
pg/ml mmLDL, respectively, or in cells treated with only
culture medium or with control antibodies (10 pg/ml)
using a CBA kit (BD Biosciences) and flow cytometry
analysis, according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, the cytokine standards were diluted (5 to 5000
pg/ml). The standard dilutions and test samples were
added to the appropriate sample tubes (50 pl) and
mixed with 50 pl each of antibody-PE detector and anti-
body-bead reagent (50 pl). The mixture (150 pl) was
incubated for 3 hours in the dark at room temperature
and washed. The test samples were acquired using a
FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences).

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to evaluate the statis-
tical significance of differences between experimental
groups. Samples with P < 0.05 were considered signifi-
cantly different. The data shown in all figures are
expressed as the mean + SEM of values from indepen-
dent experiments.

Results

Ability of anti-CD14, -TLR4, and -TLR2 antibodies to
inhibit monocytes and macrophages activation in
responses to LPS and Pamcys

As a positive control, we stimulated TLR4 with LPS and
TLR2 with PamCys in monocytes and macrophages. We
found that pre-treatment with anti-CD14, anti-TLR4, or
a combination of both antibodies inhibited secretion of
IL-1B (Additional file 1: Figure S1A and S1C), IL-6
(Additional file 1: Figure S1B and S1D) and IL-10 (Addi-
tional file 2: Figure S2A and S2B) in monocytes and
macrophages, respectively, stimulated with LPS. Simi-
larly, blocking TLR2 prior to PamCys stimulation inhib-
ited secretion of IL-1B (Additional file 1: Figure S1A
and S1C), IL-6 (Additional file 1: Figure S1B and S1D)
and IL-10 (Additional file 2: Figure S2A and S2B) in
monocytes and macrophages, respectively.

Inhibition of IL-18 production in monocytes and
macrophages by blocking CD14 and TLR4

Stimulation with mmLDL also induced considerable
production of IL-1B compared with the negative control
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Figure 1 Role of CD14 and TLR4 in secretion of IL-1B in response to mmLDL. Human monocytes (1A) and macrophages (1B) were treated
with anti-CD14, anti-TLR4, or both antibodies (10 pg/ml) for 1 hour before incubation with mmLDL (50 pg/ml and 70 pg/ml, respectively).
Monocytes and macrophages were incubated with irrelevant antibody (10 ug/ml) in the presence or absence of mmLDL (50 pg/ml and 70 ug/
ml, respectively). The concentration of IL-1f in culture supernatants was determined by CBA. *p < 0.005.

(cells treated only with culture medium). Blocking CD14
in monocytes (Figure 1A) and macrophages (Figure 1B)
prior to mmLDL stimulus inhibited IL-1B production by
72% and 59%, respectively. Meanwhile, blocking TLR4 in
monocytes and macrophages inhibited IL-1B production
by 67% and 53%, respectively. When we blocked both
receptors in monocytes and macrophages, we found a
73% and 69% reduction, respectively, in IL-1B secretion.

Blocking CD14 and TLR4 inhibits IL-6 secretion in
monocytes and macrophages

Stimulation of monocytes and macrophages with
mmLDL caused an increase in the secretion of IL-6 at
levels higher than those observed in cells cultured only
with culture medium. Blocking CD14 in monocytes (Fig-
ure 2A) and macrophages (Figure 2B) caused a 58% and
52% reduction in IL-6 secretion, respectively. When

both cell types were treated with anti-TLR4 prior to sti-
mulation with mmLDL, IL-6 secretion was inhibited by
63% and 63%, respectively. Blocking both receptors
inhibited IL-6 secretion by 69% and 67%, respectively,
after a 24-hour culture period.

Blocking TLR2 inhibits IL-1B and IL-6 secretion in
monocytes and macrophages

Stimulation with mmLDL induced increases in IL-1f
and IL-6 secretion in monocytes and macrophages when
compared to cells cultured only with culture medium.
Preincubation with anti-TLR2 induced a 65% and 57%
reduction in IL-1B secretion in monocytes (Figure 3A)
and macrophages (Figure 3C), respectively. Similarly, the
secretion of IL-6 in response to mmLDL was reduced
by 62% and 40% in monocytes (Figure 3B) and macro-
phages (Figure 3D), respectively.

RPMI + o+ o+ o+ + o+ o+
mmLDL - - + + + + +
anti-CD14 - = = 4+ = + -
anti-TLR4 - - - - + + -
Ab - + = - = -

Figure 2 Role of CD14 and TLR4 in secretion of IL-6 in response to mmLDL. Human monocytes (2A) and macrophages (2B) were treated
with anti-CD14, anti-TLR4, or both antibodies (10 pg/ml) for 1 hour before incubation with mmLDL (50 pg/ml and 70 pg/ml, respectively).
Monocytes and macrophages were incubated with irrelevant antibody (10 pg/ml) in the presence or absence of mmLDL (50 pg/ml and 70 pg/
ml, respectively). The concentration of IL-6 in culture supernatants was determined by CBA. *p < 0.005.
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Figure 3 Role of TLR2 in secretion of IL-18 and IL-6 in response to mmLDL. Human monocytes and macrophages were treated with anti-
TLR2 (10 pg/ml) for 1 hour before stimulation with mmLDL (50 pg/ml and 70 pg/ml, respectively). Monocytes and macrophages were incubated
with irrelevant antibody (10 pg/ml) in the presence or absence of mmLDL (50 pg/ml and 70 ug/ml, respectively). The concentrations of IL-18
and IL-6 in culture supernatants of monocytes (3A and 3B) and macrophages (3C and 3D) were determined by CBA, respectively. *p < 0.005.

The roles of CD14, TLR4, and TLR2 in the production of
IL-10 in response to mmLDL

Stimulation of monocytes and macrophages with
mmLDL induced secretion of IL-10 at levels higher than
those observed in cells cultured only with culture med-
ium. Blocking CD14 in monocytes (Figure 4A) and
macrophages (Figure 4C) inhibited IL-10 secretion by
63% and 65%, respectively, blocking TLR4 inhibited
IL-10 secretion by 60% and 61%, respectively, and block-
ing both receptors inhibited IL-10 secretion by 63% and
65%, respectively. Similarly, preincubation of monocytes
(Figure 4B) and macrophages (Figure 4D) with anti-
TLR2 antibody inhibited mmLDL-mediated IL-10 secre-
tion by 75% and 72%, respectively.

Discussion

Atherosclerosis is currently considered a chronic inflam-
matory disease in which monocytes and macrophages
are critical [1-3]. The possible etiologies of this disease
include infections with Chlamydia pneumoniae or
responses to endogenous antigens such as LDL [5]. Sev-
eral studies have shown that the oxidized modifications
of LDL influence the development of atherosclerotic

lesions through the inflammatory response [5-7]. We
previously demonstrated that mmLDL can activate
CD14, TLR4, and TLR2, inducing TNF-a [14]. Here we
clearly demonstrate that mmLDL elicits the production
of IL-1B, IL-6, and IL-10 through CD14, TLR4, and
TLR2 in human monocytes and macrophages.

CD14 has been proposed as the first host pattern
recognition receptor involved in the recognition of most
bacterial components [19,20] and facilitates the expres-
sion of inflammatory molecules via activation of the
TLRs [21]. Our results show that monocytes and macro-
phages are activated by a very early form of oxidized LDL
via CD14, which is a necessary co-receptor for mmLDL-
mediated secretion of IL-1p and IL-6. These findings are
consistent with our previous study, in which we showed
that blocking CD14 in monocytes and macrophages sti-
mulated with mmLDL resulted in significant inhibition of
TNF-a production [14]. These results are supported by
the finding that blocking CD14 in monocytes stimulated
with extensively oxidized LDL resulted in significant inhi-
bition of IL-6 and IL-1B production [22], suggesting that
activation through the CD14 pathway plays a role in
inflammation in response to mmLDL.
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Figure 4 Role of CD14, TLR4, and TLR2 in secretion of IL-10 in response to mmLDL. Human monocytes (4A) and macrophages (4C) were
treated with anti-CD14, anti-TLR4, or both antibodies (10 ug/ml) for 1 hour before incubation with mmLDL (50 pug/ml and 70 ug/ml,
respectively). Monocytes (4B) and macrophages (4D) were treated with anti-TLR2 (10 pg/ml) for 1 hour before stimulation with mmLDL (50 pg/
ml and 70 pg/ml, respectively). Monocytes and macrophages were incubated with irrelevant antibody (10 ug/ml) in the presence or absence of
mmLDL (50 pg/ml and 70 pg/ml, respectively). The concentration of IL-10 in culture supernatants was determined by CBA. *p < 0.005.
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TLRs are an essential part of the innate immune sys-
tem [9,10]. Several reports indicate that TLRs can recog-
nize endogenous ligands such as heat shock protein
(HSP) 60 and hyaluronic acid, thereby inducing the
expression of TNF-a, IL-6, and other pro-inflammatory
cytokines [10,23,24]. Our results show that mmLDL
induced IL-1p and IL-6 production through TLR4. This
finding is supported by previous studies in which we
demonstrated that mmLDL induced TNF-a through
TLR4 [14]. Both of these results are supported by the
fact that blocking TLR4 inhibits TNF-a production in
cells stimulated with advanced glycation end-product of
low-density-lipoprotein [15].

The role of the CD14/TLR4 pathway in the immune
response to endogenous antigens such as mmLDL is not
well understood. Here we examined whether the activa-
tion of CD14/TLR4 induced the secretion of IL-1f and
IL-6 in cells stimulated with mmLDL. Our results
showed that mmLDL elicited the production of IL-1f
and IL-6 and that this response was inhibited when
CD14 and TLR4 were blocked. These findings are

similar to previous reports that extensively oxidized
LDL induces the secretion of IL-6 and IL-1f in mono-
cytes [22] and that blocking CD14 and TLR4 before sti-
mulation with mmLDL affects the secretion of TNF-a
[14], suggesting that the activation of the CD14/TLR4
pathway by mmLDL triggers an immune-mediated
response driving synthesis of pro-inflammatory
cytokines.

We have demonstrated that TLR2 induces TNF-a in
response to mmLDL [14]. Here we show that the secre-
tion of IL-6 and IL-18 by monocytes and macrophages
is TLR2-dependent, suggesting that TLR2 participates in
the secretion of pro-inflammatory cytokines in response
to mmLDL. This function is similar to the TLR2
response to other endogenous antigens, such as HSP60,
which also induced the secretion of TNF-a [25].

Our results indicate that the activation of CD14,
TLR4, and TLR2 on monocytes and macrophages by a
very early form of oxidized LDL induces the secretion of
pro-inflammatory cytokines such as IL-1B and IL-6,
which may contribute to or exacerbate inflammatory
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responses during atherosclerosis. Both of these cytokines
activate endothelial cells, inducing the expression of
chemokines such as monocyte chemoattractant protein-
1, which recruits monocytes to the lesion area, and the
upregulation of adhesion molecules, which facilitate
adhesion of leukocytes to endothelial cells [26,27].
Moreover, the exogenous administration of IL-6 exacer-
bates the atherosclerotic lesion [28], and deficiency in
IL-1B reduces atherosclerotic lesion size [29].

Previous evidence demonstrates that stimulation with
extensively oxidized LDL induces the secretion of IL-10
[30], and early forms of oxidized LDL induce an
increase in IL-10 mRNA expression in macrophages
[31]. Moreover, monocytes and macrophages secrete
IL-10 upon activation through TLR2 or TLR4 [32]. In
the present study, we found that mmLDL induced
CD14-, TLR4-, and TLR2-dependent production of IL-
10. Furthermore, we demonstrated that blocking TLR2
affected IL-10 secretion by monocytes and macrophages
more than blocking CD14, TLR4, or both CD14 and
TLR4, suggesting that mmLDL-mediated production of
IL-10 may regulate cellular activation. During the initial
activation phase, macrophages secrete pro-inflammatory
cytokines [33], and the second phase of macrophage
activation involves the delayed and gradual production
of IL-10 [34].

Conclusions

Our results establish a potential pathogenic mechanism
by which activation of CD14, TLR4, and TLR2 by
mmLDL initiates or exacerbate the pro-inflammatory
state in atherosclerotic disease.
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IL: interleukin; TNF: tumor necrosis factor; oxLDL: oxidized low-density
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Oxidized low-density lipoproteins and Toll-like receptors (TLR) 2 and 4 are involved in the development of
Received 5 October 2009 atherosclerosis. The TLR are important in the pro-inflammatory response. The aim of this research was to
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- . analyze the activation of CD14, TLR4, and TLR2 in response to minimally modified low-density lipoprotein
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(mmLDL). Human monocytes and macrophages secreted tumor necrosis factor (TNF)-« in response to
mmLDL, and blocking CD14 or TLR4 resulted in a ~60% decrease in mmLDL-induced TNF-« secretion. We also

ﬁ;{words" observed similar inhibition of TNF-« synthesis in human monocytes (~65%) and macrophages (~70%) when
Toll-like receptors both receptors were blocked simultaneously. When TLR2 was blocked, TNF-a synthesis was inhibited by
Monocyte ~70%in both cell types. Moreover mmLDL induced redistribution of CD14, TLR4, and TLR2 on the cell surface.
Macrophage This is the first evidence that TLR2 and TLR4 are upregulated in response to mmLDL. Our results suggest that
TNF-« mmLDL activates CD14, TLR4, and TLR2, inducing the production of TNF-«a and increasing the expression of

TLR2 and TLR4.
© 2010 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.

1. Introduction matory processes induced by microorganisms or specific TLR ago-
nists. For example, it has been determined that infectious agents
induce TLR2 and TLR4 mediated secretion of IL-6, IL-8, and MCP-1,
as well as upregulation of IL-18 and TNF-« mRNA in endothelial
cells [7-9]. Although few studies have addressed the ability of
endogenous antigens, including oXxLDL, to activate monocytes and
macrophages via TLR2 and TLR4 during inflammatory processes, it
has been determined that oxLDL increases the expression of TLR4
but not TLR2 transcripts in peripheral blood monocytes from
healthy subjects [6]. In contrast, Liu et al. demonstrated that stim-
ulation with oxLDL results in upregulation of TLR2 mRNA expres-
sion in macrophages [10]. It has also been reported that minimally
modified LDL (mmLDL) binds to CD14 and is capable of signaling
through the TLR4/MD2 complex, facilitating macrophage spread-
ing by inducing F-actin polymerization in ]J774 macrophages [11].
Studies in TLR4~/~ or MyD88 '/~ macrophages have shown that
mmLDL induces secretion of macrophage inflammatory protein
(MIP)-2 in a TLR4-dependent manner and TNF-a in a TLR4-
independent manner [12]. Despite these findings, the role of
early forms of 0xLDL as endogenous antigens in the activation of
CD14, TLR4, and TLR2 remains unknown.

Accordingly, we analyzed the involvement of CD14, TLR4, and
TLR2 in the mmLDL response in human monocytes and macro-
PSS phages derived from the U937 cell line by assessing TNF-« produc-

Corresponding author. A A - .

E-mail address: fblancol@terra.com.mx (F. Blanco-Favela). tion, and the modulation of TLR2 and TLR4 expression and redistri-
L. Chavez-Sanchez and F. Blanco-Favela contributed equally to this work. bution in response to mmLDL.

Atherosclerosis is considered a chronic inflammatory disease.
Many studies have shown that different forms of oxidized low-
density lipoproteins (0xXLDL) contribute to the development of the
atherosclerotic lesion, causing an inflammatory response. This re-
sponse is characterized by the presence of monocytes in the lesion;
these monocytes are subsequently transformed into foam cells [1].
Monocytes and macrophages, which are considered the first line of
defense against pathogens, can express Toll-like receptors (TLR)
and CD14 on their cell surfaces [2]. As members of the pattern
recognition receptor family, the function of these receptors is to
detect and respond to pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) [3]. Upon interaction with ligand, TLR initiate intracel-
lular signaling cascades by activating nuclear factors, such as
mitogen-activated protein kinase or nuclear factor-«B (NF-«B),
usually in response to pro-inflammatory cytokines (e.g., interleukin
[IL-1p, IL-6, IL-8, and tumor necrosis factor (TNF)-«] [4].

Previous studies have demonstrated that endothelial cells and
macrophages from atherosclerotic lesions in mice and humans
display increased TLR2 and TLR4 expression [5,6]. Most studies
have focused on determining the involvement of TLR in the inflam-
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2. Subjects and methods
2.1. Experimental protocol

Informed consent was obtained from eight healthy, normolipi-
demic 20- to 30-year-old male volunteers without cardiovascular
risk factors or clinically apparent atherosclerotic disease.

The study was approved by the Human Ethics Committee and
Medical Research of the Instituto Mexicano del Seguro Social and
conducted according to the guidelines of the Declaration of
Helsinki.

2.2. LDL isolation and modification

Native human LDL (nLDL) (density, 1.019-1.063 g/ml) was iso-
lated from plasma by ultracentrifugation. The density of plasma
was adjusted to 1.2 g/ml by adding solid potassium bromide (KBr)
(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ). Density gradients were formed in 6-ml
polycarbonate centrifuge tubes by overlaying 2 ml of plasma solu-
tion with 3 ml of 0.5 mmol/l NaCl (endotoxin-free), pH 7.4, d =
1.006 g/ml. The tubes were ultracentrifuged in a Sorvall discovery
M150 SE (Thermo Scientific) ultracentrifuge equipped with an
S80AT3 fixed angle rotor at 41,500 g for 4 hours at 4°C. After
ultracentrifugation, very-low-density lipoprotein was removed,
after which 3.0 ml of the lower layer was transferred to another
tube, 2 ml KBr-NacCl (d = 1.18 g/ml) was added, and samples were
mixed gently. The tubes were ultracentrifuged at 41,500 g for 4
hours at 4°C, and the LDL fraction was removed. The LDL fraction
was dialyzed against 0.5 mM NaCl, pH 7.4, for 24 hours at 4°C to
remove EDTA. LDL was oxidized using CuSO, (J.T. Baker). To pro-
duce mmLDL, 300 pg/ml of LDL was incubated with 10 umol/l
CuSO, (J.T. Baker) for 1 hour at 37°C. The mmLDL was then exten-
sively dialyzed against 0.5 mmol/I NaCl, 0.5 mmol/l EDTA, pH 7.4,
for 24 hours at 4°C. Oxidative modification of LDL was assessed by
measuring thiobarbituric acid-reactive substances as previously
described [13]. This assay showed that samples contained between
0.8 and 2.8 nmol malondialdehyde per milligram of protein. The
optimal concentrations of mmLDL for activation of human mono-
cytes and macrophages were 50 and 70 ug/ml, respectively (data
not shown). All nLDL and mmLDL preparations used in these exper-
iments were tested for bacterial lipopolysaccharide (LPS) contam-
ination using a Limulus Amoebocyte Lysate kit (BioWhittaker,
Walkersville, MD) according to the manufacturer’s instructions.

2.3. Monocyte isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained
from buffy coats by density centrifugation using Lymphoprep
(Axis-Shield, Oslo, Norway). The buffy coats were mixed with an
equal volume of phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4, layered over
3 ml of Lymphoprep and centrifuged at 700 g for 30 minutes. The
recovered PBMCs were washed three times with PBS, pH 7.4. The
monocytes were then isolated from PBMCs by negative selection.
PBMCs were incubated with a cocktail of biotin-conjugated anti-
bodies against CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123, and glycoph-
orin A. Magnetic microbeads were coupled to an anti-hapten
monoclonal antibody and depleted using a magnetic column
(Monocyte Isolation Kit II, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many). Purified cells were stained for CD14, and the purity of
monocytes was determined by flow cytometry to be >98%.

2.4. Differentiation of U937 cells to macrophages

To produce macrophages, U937 cells (ATCC) were adjusted to
2x10% mlin RPMI 1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) contain-
ing 10% fetal calf serum and phorbol myristate acetate (PMA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at a final concentration of 2.5 ng/ml
and incubated for 24 hours at 37°C. The adherent cells were washed
three times with PBS, pH 7.4, to remove PMA and incubated in

culture medium containing 10% fetal calf serum without PMA for an
additional 24 hours at 37°C before being used in experiments. The
maturation of U937 cells was evaluated by measuring their CD14
expression by flow cytometry.

2.5. Specificity of CD14, TLR4, and TLR2 mAbs

Monocytes were cultured in RPMI 1640 medium in 96-well
plates at a concentration of 2x5/well. For blocking experiments,
the monocytes were preincubated for 1 hour at 37°C with 10 pg/ml
anti-CD14 (BD Biosciences, San Jose, CA) or anti-TLR4 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) antibodies and stimulated with 20
ng/ml Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals) or 100 ng/ml LPS (Sigma-
Aldrich) as positive control. Alternatively, monocytes were treated
with 10 pg/ml anti-TLR2 (eBioscience, San Diego, CA) for 1 hour at
37°C and stimulated with 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) or 20
ng/ml Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals, San Diego, CA) as positive
control. As an additional control, the cells were treated with 10
wng/ml of irrelevant antibodies before stimulation with TLR ligands.
The culture supernatants were collected after 24 hours of incuba-
tion at 37°C. Secreted TNF-« levels were determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) according to the instructions
of the manufacturer (eBioscience, San Diego, CA).

2.6. Blocking CD14, TLR4, and TLR2

Human monocytes (2x10°/ml) and U937 cells (2 10°/ml) were
treated with 10 pg/ml human anti-CD14 antibody (clone MEM18,
BD Biosciences, San Jose, CA), human anti-TLR4 antibody (clone
HTA125, Santa Cruz Biotechnology), or a combination of both anti-
bodies for 1 hour at 37°C. After washing the cells three times with
PBS, pH 7.4, monocytes were stimulated with 50 ug/ml mmLDL,
and macrophages were stimulated with 70 uwg/ml mmLDL for 24
hours at 37°C. Alternatively, human monocytes (2x10°/ml) and
U937 cells (2x10°/ml) were incubated with 10 ug/ml anti-TLR2
(clone TL 2.1, eBioscience) for 1 hour at 37°C, washed three times
with PBS, pH 7.4), and stimulated with 50 pg/ml mmLDL (mono-
cytes) or 70 ug/ml mmLDL (macrophages) for 24 hours at 37°C. As a
positive control for TLR4 and TLR2 activation, monocytes and mac-
rophages were stimulated with 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) and
20 ng/ml Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals). As an antibody control,
cells were treated with irrelevant IgG isotype control antibodies
before stimulation with TLR ligands or mmLDL. As a negative con-
trol, monocytes and U937 cells were incubated only in culture
medium or with control antibodies in the absence of TLR agonist or
mmLDL stimulation. All supernatants were frozen at —70°C before
determination of TNF-« secretion.

2.7. Flow cytometry

Monocytes and U937 cells were plated at a concentration of
2x10%/ml in RPMI 1640 medium (Invitrogen). The monocytes and
macrophages were stimulated with nLDL and mmLDL (between 6.0
and 50 pg/ml for monocytes and between 9.0 and 70 upg/ml for
macrophages) for 24 hours at 37°C. Cells were then stained with
anti-CD14°FITC (eBioscience), anti-TLR2-PE (eBioscience), and bi-
otin-conjugated anti-TLR4 (eBioscience), followed by avidin-PE-
Cy5 (eBioscience) or with isotype control antibodies for 20 minutes
in the dark at 4°C and washed twice with PBS containing 1% BSA and
1% sodium azide (Sigma-Aldrich). TLR2 and TLR4 levels were mea-
sured using a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). TLR
expression levels were quantified by measuring the mean fluores-
cence intensity (MFI) of each sample using Flow]Jo software (Tree
Star, San Carlos, CA).

2.8. ELISA

TNF-« levels were determined using a commercial ELISA kit
(eBioscience) according to the manufacturer’s instructions.
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2.9. Confocal microscopy

Monocytes (2x10°/ml) were incubated with 50 pg/ml mmLDL
for 1 hour at 4°C. Cells were then washed two times with PBS, pH
7.4, and stained for surface receptors with anti-CD14PE (BD Bio-
sciences), anti-TLR4-FITC (Santa Cruz Biotechnology), and goat
anti-TLR2 (1:100 dilution; Santa Cruz Biotechnology) followed by
antigoat IgG-FITC (1:150 dilution; Santa Cruz Biotechnology.) for
20 minutes in the dark at 4°C. As a positive control, cells were
treated with 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) and 20 ng/ml
Pam3CSK4 (Alexis Biochemicals). As a negative control, cells were
incubated with culture medium alone. Labeled cells were air-dried on
poly-1-lysine-coated slides and mounted with Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Images were obtained using a Zeiss
LSM510 confocal microscope (Carl Zeiss, Obekochen, Germany).

2.10. Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to evaluate the statistical
significance of differences between experimental groups. Samples
with p < 0.05 were considered significantly different. The data
shown in all figures are expressed as the mean = SEM of values
from three independent experiments.

3. Results
3.1. Specificity of CD14, TLR4, and TLR2 mAbs

To validate the efficacy and specificity of our antibodies, we per-
formed experiments using known TLR ligands. We found that anti-
CD14, anti-TLR4 (Fig. 1A), and anti-TLR2 (Fig. 1B) antibodies inhibited
the production of TNF-a in monocytes in response to LPS and
PAm3CSK4 respectively. In contrast, blocking TLR4 or CD14 did not
inhibit TNF-a secretion in Pam3CSK4-stimulated monocytes (Fig. 1A),
and blocking TLR2 did not inhibit TNF-« secretion in LPS-stimulated
cells (Fig. 1B), suggesting that blocking these receptors did not resultin
nonspecific inhibition of TNF-« secretion and that the observed effects
depend on the activation of mmLDL with these surface receptors.

3.2. Inhibition of TNF-« production by human monocytes after
blocking CD14 and TLR4

Stimulation of human monocytes with mmLDL resulted in a
17-fold increase in the production of TNF-« (30 pg/ml) over the
level of TNF-a produced by unstimulated cells (1.7 pg/ml). Cells
stimulated with LPS were used as a positive control. Stimulation
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with LPS resulted in a dramatic increase in TNF-a secretion, and this
increase in TNF-« secretion was inhibited when CD14, TLR4, or both
CD14 and TLR4 were blocked. Blocking CD14 with the anti-CD14
antibody (10 ug/ml) for 1 hour before stimulating cells with
mmLDL resulted in a 60% decrease in the secretion of TNF-« after 24
hours of incubation. Similarly, blocking TLR4 resulted in a 63%
decrease in TNF-a secretion. Blocking both receptors simulta-
neously did not significantly enhance the inhibition of TNF-« pro-
duction; a 67% decrease in TNF-«a secretion was observed in cells
treated with both blocking antibodies (Fig. 2A). These results sug-
gest that CD14 and TLR4 are involved in mmLDL-induced upregu-
lation of TNF-« in monocytes.

3.3. Blocking TLR2 prevents secretion of TNF-a by human monocytes

Human monocytes incubated with mmLDL produced signifi-
cantly more TNF-« than cells incubated in culture medium alone.
Cells treated with Pam3CSK4 were used as a positive control.
Pam3CSK4 treatment resulted in a dramatic increase in TNF-«
secretion, and this increase in TNF-« secretion was inhibited when
TLR2 was blocked. Similarly, we found that blocking TLR2 using
a monoclonal antibody resulted in a 65% decrease in mmLDL-
induced TNF-a secretion (Fig. 2B), suggesting that mmLDL activates
TLR2 to induce the production of TNF-« in human monocytes.

3.4. Blocking TLR4 and CD14 inhibits TNF-« production
in macrophages

To confirm these results, we used macrophages derived from
the U937 cell line. Stimulating U937 macrophages with 70 ug/ml
mmLDL caused an increase in the secretion of TNF-a (400 pg/ml)
over that observed in unstimulated cells (152 pg/ml), and blocking
CD14 with the anti-CD14 antibody resulted in a 61% decrease in
TNF-« secretion. Similarly, blocking TLR4 resulted in a 63% decrease
in mmLDL-induced TNF-«a secretion. Blocking both receptors en-
hanced these effects, resulting in a 69% decrease in TNF-« secretion
(Fig. 3A). Consistent with the results obtained in human mono-
cytes, these results suggest that mmLDL activates macrophages
through a CD14/TLR4-mediated pathway.

3.5. Blocking TLR2 inhibits TNF-« synthesis in macrophages

We next investigated whether TLR2 was required for the syn-
thesis of TNF-a following mmLDL stimulation in U937 macro-
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Fig. 1. Specificity of CD14, TLR4, and TLR2 mAbs. (A) Human monocytes were treated with anti-CD14, anti-TLR4, or anti-TLR2 (10 ng/ml) for 1 hour before incubation with LPS
(100 ng/ml). (B) Human monocytes were treated with anti-CD14, anti-TLR4, or anti-TLR2 (10 pg/ml) for 1 hour before stimulation with Pam3CSK4 (20 ng/ml). Monocytes were
incubated with irrelevant Ab (10 wg/ml) in the presence or absence of TLR ligands. Culture supernatants were collected after 24 hours of incubation at 37°C. The concentration

of TNF-« in culture supernatants was determined by ELISA. *p < 0.005.



740 L. Chdvez-Sdnchez et al. / Human Immunology 71 (2010) 737-744

A
401
— and -
E 30
[=)]
(=8
3 204
L * *
£ *
F 10+ |;r_|
G T L L] L] L] L L]
RPMI + + + + + + +
mmLDL - = 4+ + + + +
ant-CD14 = = = 4+ = + =
anti-TLR4 - - - - + + -
Ab - + = = = - +

B
40+
—

E 30+ ——

=)

Q.

= 20+

" *

z i

" 104

c L ] L ] L] L |

RPMI + + + + +
mmLDL - - + + +
anti-TLR2 - - - + -
Ab - + - - +

Fig. 2. Role of CD14, TLR4, and TLR2 in the response of monocytes to mmLDL. Human monocytes were obtained from peripheral blood, and the roles of CD14, TLR4, and
TLR2 in the response to mmLDL were assessed. (A) Human monocytes were treated with anti-CD14, anti-TLR4, or both antibodies (10 ug/ml) for 1 hour before
incubation with mmLDL (50 ug/ml). (B) Human monocytes were treated with anti-TLR2 (10 pg/ml) for 1 hour before stimulation with mmLDL (50 pg/ml). Monocytes
were incubated with irrelevant Ab (10 pg/ml) in the presence or absence of mmLDL (50 pg/ml). The concentration of TNF-« in culture supernatants was determined by

ELISA. *p < 0.005.

phages. Stimulation with 70 ug/ml mmLDL for 24 hours resulted in
an increase in the production of TNF-a. Treatment with an anti-
TLR2 blocking antibody but not with an isotype control antibody
inhibited the secretion of TNF-a by approximately 66% (Fig. 3B),
demonstrating that mmLDL induced a TLR2-dependent pro-
inflammatory response in macrophages.

3.6. mmLDL induces redistribution of TLR2, TLR4, and CD14 on
cell surface

We analyzed the distribution of CD14, TLR4, and TLR2 on the cell
surface by confocal microscopy. The monocytes were incubated
with 50 pg/ml mmLDL for 1 hour at 4°C and co-stained with either
anti-CD14 and anti-TLR4 or anti-TLR2. Stimulation with mmLDL
induced redistribution of CD14, TLR4, and TLR2 (Fig. 4G, H, and L)
and co-localization of CD14 and TLR4 (Fig. 4 I) at the cell surface. In
contrast, these receptors were homogeneously distributed on the
surface of unstimulated cells (Fig. 4A, B, and J). Cells stimulated
with LPS and Pam3CSK4 were used as positive controls. These
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results suggest that mmLDL induced the redistribution of CD14,
TLR4, and TLR2 and co-localization of CD14 and TLR4 on the cell
surface.

3.7. Surface expression of TLR2 and TLR4 on monocytes
and macrophages

The surface expression levels of TLR2 and TLR4 on human mono-
cytes or macrophages were not affected by the presence of different
concentrations of nLDL (data not shown). In contrast, the expres-
sion levels of TLR2 and TLR4 on the surface of monocytes increased
with increasing doses of mmLDL (Fig. 5A). Similarly, the expression
of TLR2 and TLR4 on macrophages also increased with increasing
doses of mmLDL (Fig. 5B). In contrast, unstimulated monocytes and
macrophages expressed lower levels of TLR2 and TLR4. Stimulation
with mmLDL induced higher expression of TLR2 than TLR4 in
monocytes (Fig. 5C) and macropahges (Fig. 5D). Moreover, mmLDL
but not nLDL increased the secretion of TNF-a by monocytes (Fig.
5E) and macrophages (Fig. 5F) in a dose-dependent manner.
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Fig. 3. Role of CD14, TLR4, and TLR2 in the response of macrophages to mmLDL. Macrophages were differentiated from the cell line U937. (A) Macrophages were treated with
anti-CD14, anti-TLR4, or both antibodies (10 ng/ml) for 1 hour before incubation with mmLDL (70 pg/ml). (B) Macrophages were treated with anti-TLR2 (10 ug/ml) for 1 hour
before stimulation with mmLDL (70 wg/ml). Macrophages were incubated with irrelevant Ab (10 ug/ml) in the presence or absence of mmLDL (70 ug/ml). The concentration
of TNF-« in culture supernatants was determined by ELISA. *p < 0.005.
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Fig. 4. CD14, TLR4, and TLR2 redistribution after stimulation with mmLDL in peripheral blood monocytes. (A-C, and J) Human monocytes were incubated in RPMI culture
medium only. (G-I and L) Human monocytes were incubated with mmLDL. (D-F) Human monocytes were treated with LPS. (K) Human monocytes were stimulated with

Pam3CSK4. (A, D, and G) Human monocytes were stained with anti-CD14-PE (red). (B, E, and H) Human monocytes were stained with anti-TLR4-FITC (green). (J-L) Human
monocytes were stained with anti-TLR2-FITC (green). Arrows indicate the redistribution of CD14, TLR4, and TLR2 on the cell surface.

4. Discussion

Atherosclerosis is currently considered a chronic inflammatory
disease [1]. The possible etiologies of this disease include infections
with Chlamydia pneumoniae and high concentrations of LDL [1,9].
Several studies have shown that the oxidized modifications of LDL
influence the development of atherosclerotic lesions, causing an
inflammatory response [1]. In addition it has been demonstrated
that TLR2 and TLR4 are involved in the development of atheroscle-
rosis [14,15]. To date, however, there is little evidence that self-
antigens, such as oxidized modified LDL are recognized by CD14,
TLR4, and TLR2 and are capable of inducing an inflammatory re-
sponse. Here we clearly demonstrate that mmLDL can contribute to
the production of TNF-a through CD14, TLR4, and TLR2 in human
monocytes and macrophages.

We investigated the participation of CD14 in the synthesis of
TNF-« in response to mmLDL. The cell membrane-anchored glyco-
protein co-receptor CD14 is an LPS receptor that participates in
pro-inflammatory cytokine secretion [16]. The lack of CD14 results
in a strong inhibition of TNF-a production in vitro and in vivo
[17,18]. In a previous study, blocking CD14 in monocytes stimu-
lated with extensively oxidized LDL resulted in a significant inhibi-
tion of IL-6 and IL-18 production [19]. These results are similar to
our finding that blocking CD14 resulted in a considerable reduction
in mmLDL-induced TNF-« production in human monocytes and
macrophages. Furthermore, our results indicate that monocytes
and macrophages are activated not only by extensively oxidized
LDL but also by a very early form of oxidized LDL via CD14, which is
a necessary co-receptor for the synthesis of TNF-a. These findings
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Fig. 5. Stimulation with mmLDL results in upregulation of TLR2 and TLR4 expression in monocytes and macrophages. Monocytes or macrophages were stained with
anti-CD14-FITC, anti-TLR2-PE, and biotin-conjugated TLR4 followed by avidin-PE-Cy5 or with isotype control antibodies. All experiments were performed in triplicate. (A)
Monocytes or (B) macrophages were incubated with various concentrations of mmLDL. Blue line indicates 6 or 9 ug/ml; pink line indicates 12 or 18 ug/ml; green line indicates
25 or 35 pg/ml; and red line indicates 50 or 70 ug/ml. Black line indicates unstimulated cells. Histograms are representative of three experiments. Stimulation with mmLDL
resulted in dose-dependent upregulation of TLR2 and TLR4 in monocytes (C) and macrophages (D). (C) Circle indicates TLR2 and rectangle indicates TLR4. (D) Rectangle
indicates TLR2 and circle indicates TLR4. Increasing concentrations of mmLDL induce increased secretion of TNF-« in monocytes (E) and macrophages (F). TLR expression levels
are expressed as MFI. “p < 0.005.
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are supported by those of Miller et al. who reported that mmLDL
specifically binds to CD14 and induces F-actin polymerization and
macrophage spreading [11].

The interaction of TLR4 with PAMPs is known to activate intra-
cellular signals that cause NF-«B translocation and induce expres-
sion of TNF-q, IL-1, and other pro-inflammatory cytokines [20,21].
Moreover, the presence of endogenous TLR ligands, such as heat
shock proteins, can activate TLR4 [22]. Our results show that
mmLDL-induced TNF-a production is dependent on TLR4. This
finding is supported by studies by Hodgkinson et al. who demon-
strated that the advanced glycation end-product of LDL (AGE-LDL)
induced TNF-a production and that blocking TLR4 in macrophages
affected the AGE-LDL-mediated production of TNF-« [23]; how-
ever the modified LDL used in this previous study was a different
from that used in the current study. In contrast, Miller et al. showed
that mmLDL induced TNF-« secretion independently of TLR4 [12].
These discrepancies could be due to the different types of mmLDL
that were used in each study. The mmLDL used by Miller et al. was
modified by fibroblasts that overexpressed 15-lipoxygenase. In the
current study, LDL was modified with copper, which may have
resulted in a different TLR4 response than that observed by Miller et
al. Furthermore, the mmLDL used in the previous study may act
through other receptors, such as TLR2, which was also shown to be
activated by mmLDL in our study.

CD14 and TLR4 have been demonstrated to play critical roles in
the LPS-mediated activation of antigen-presenting cells [16,24]. It
has also been reported that CD14 and TLR4 can be individually
stimulated by extensively oxidized LDL [19]. In the current study,
we analyzed the combined participation of CD14 and TLR4 in the
response to mmLDL. Our results showed that TNF-« synthesis was
inhibited when CD14 and TLR4 were blocked in monocytes or
macrophages, suggesting that both receptors are involved in medi-
ating the pro-inflammatory effect in response to mmLDL and
that the activation of the CD14/TLR4 pathway could have a pro-
atherogenic effect.

Previous studies have demonstrated the role of TLR2 in the
development of the atherosclerotic lesion and suggested that en-
dogenous antigens, such as EDA and HSP60, can activate TLR2
[14,25]; however the role of TLR2 in the response to the endoge-
nous antigen mmLDL is not known. Here we show that the response
to mmLDL is also TLR2-dependent, demonstrating that endogenous
antigens such as mmLDL activate TLR2 and induce or exacerbate an
atherogenic inflammatory state. This finding is supported by the
fact that other endogenous antigens activate TLR2, inducing the
secretion of TNF-« [26].

It has been demonstrated that unstimulated monocytes and
macrophages express CD14, TLR4, and TLR2 homogenously on their
cell surfaces [2,27]. Here we demonstrate for the first time that
stimulation with mmLDL results in redistribution of CD14,
TLR4, and TLR2 and co-localization of CD14 and TLR4 on the cell
membrane similar to that observed when TLR2 and TLR4 are
activated [28].

Several reports have demonstrated the participation of highly
oxidized LDL in the modulation of TLR4 [19,25]; however the role of
mmLDL in the regulation of TLR4 and TLR2 has not been explored.
Our results show that stimulation with nLDL does not result in
upregulation of TLR2 and TLR4 expression and does not induce
TNF-a secretion in monocytes or macrophages, indicating that
nLDL is an inactive molecule. Similarly, previous reports have
shown that nLDL does not induce the secretion of pro-inflammatory
cytokines [29]. In contrast, we observed that, similar to other en-
dogenous antigens that are associated with a pro-inflammatory
response [30,31], mmLDL induced upregulation of TLR2 and TLR4
and increased secretion of TNF-« in monocytes and macrophages.

We noted that TLR2 and TLR4 are activated and upregulated
after mmLDL stimulation, suggesting that mmLDL is an endoge-

nous ligand of both TLRs and can produce an immune response
similar to that reported upon binding of LPS to TLR4, in which
signaling results in upregulation of both TLR2 and TLR4 expression,
inducing crosstalk between the TLR2 and TLR4 signaling pathways
and resulting in amplification of pro-inflammatory cytokine
secretion [32].

In conclusion, our results suggest that CD14, TLR4, and TLR2 are
activated by mmLDL, triggering an inflammatory response charac-
terized by induction of TNF-a production and upregulation of TLR2
and TLR4 expression in human monocytes and macrophages. These
results provide the basis for studies of mmLDL-induced activation
of these receptors during sterile inflammation, such as in the
atherogenic process.
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