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Resumen.

La aterosclerosis es considerada una enfermedad inflamatoria crdnica y aunque aun se
desconocen las causas que ocasionan esta respuesta diversos estudios han demostrado
que los receptores CD14, los receptores tipo Toll (TLR)-4 y TLR2, asi como la
lipoproteina de baja densidad (LDL) modificada oxidativamente estan involucrados en
la enfermedad. El objetivo de esta investigacion fue demostrar que la LDL
minimamente modificada (LDLmm) activa a los monocitos a través de CD14, TLR4 y
TLR2 induciendo la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Las
celulas fueron tratadas con anticuerpos monoclonales especificos para CD14, TLR4 y
TLR2 antes de ser estimulados con la LDLmm vy los niveles de citocinas se
determinaron por citometria de flujo. El estimulo de la LDLmm provoco la secrecion de
IL-1B, IL-6 e 1L10 y el bloqueo de CD14 inhibi6 la secrecion de estas citocinas en un
72%, 58% y 63%; mientras que el bloqueo de TLR4 provocé una inhibicién en la
secrecion del 67%, 63% y 60% y el bloqueo de ambos receptores mostrd una
disminucion del 73%, 69% y 63%, respectivamente. Por otro lado, el bloqueo de TLR2
indujo la inhibicion en la secrecion de IL-1pB, IL-6 e IL-10 del 65%, 62% y 72%,
respetivamente. Estos resultados sugieren un mecanismo de activacién de CD14, TLR4
y TLR2 en respuesta a la LDLmm mediante la secrecion de citocinas pro- y anti-

inflamatorias favoreciendo el proceso inflamatorio en la aterosclerosis.



Introduccion.

Las enfermedades cardiovasculares, en particular los sindromes isquémicos agudos son
la principal causa de muerte en paises desarrollados, mientras que en México son la
segunda causa de muerte de la poblacién en general. Muchos estudios han mostrado que
diferentes formas de lipoproteina de baja densidad oxidada (LDLox) contribuyen al
desarrollo de la lesién aterosclerosa causando una respuesta inflamatoria caracterizada
por la presencia de monocitos en la lesion que subsecuentemente son transformados en
celulas espumosas. Recientemente se ha demostrado un aumento en la expresion de
TLR4 y TLR2 en células endoteliales y macréfagos de lesiones aterosclerosas de raton
y humanas que se han asociado con la actividad inflamatoria. Se ha demostrado que los
receptores CD14, TLR4 y TLR2 participan en el desarrollo de la placa aterosclerosa ya
que la deficiencia de TLR4 y TLR2 en animales susceptibles a desarrollar aterosclerosis
presentan reduccién de la placa de alrededor de un 24% y 50% respectivamente, asi
como una disminucion de la proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1 produciendo
un menor infiltrado de macrofagos en el sitio de la lesion; ademas se ha reportado que la
deficiencia de CD14 en ratones disminuye la produccién de citocinas pro-inflamatorias
asi como retardo en la activacion del factor nuclear kappa-B (NF-kB) en respuesta al

lipopolisacarido (LPS).

Los receptores CD14 y TLR que expresan los monocitos en su superficie celular,
pertenecen a una familia de receptores capaces de activar multiples genes que codifican
para citocinas pro-inflamatorias como interleucina (IL)-1B, IL-6 en respuesta a
antigenos exdgenos como Chlamydia pneumoniae o a antigenos enddgenos como la
LDLox generando un microambiente pro-inflamatorio en la aterosclerosis; mas adn, se

ha demostrado que la LDL minimamente modificada (LDLmm) induce la secrecion de

2



la proteina inflamatoria de macrofagos (MIP)-2 la cual es dependiente de TLR4
mientras que la secrecion del factor de necrosis tumoral (TNF) es independiente de
TLR4 en macréfagos TLR40 MyD88™ de ratén; en contraste, otros autores utilizando
células humanas reportaron que la sintesis de TNF es dependiente de TLR4 y esto es
consolidado por la demostracion de que la LDLmm se une a CD14 e induce la

polimerizacion de F-actina en macrofagos a través del complejo TLR4/MD2.

A pesar de la evidencia existente se desconoce si la LDLmm es capaz de activar a

CD14, TLR4 y TLR2 por lo que fue adecuado plantear:

¢Cual es el papel de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en la secrecion de citocinas

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias al estimulo de la LDLmm en monocitos?

En este proyecto se analiz6 el proceso inflamatorio por la secrecién de IL-1p e IL-6, asi
como de IL-10 en respuesta a la LDLmm mediante la activacion de CD14, TLR4 y
TLR2 tratando de caracterizar el fenémeno inflamatorio a fin de encontrar por un lado
un mejor entendimiento de la enfermedad aterosclerosa y por otro una posible solucion
al problema de salud sugiriendo tratamientos alternativos como el uso de anticuerpos

anti-TLR.



Marco Tedrico.

Enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares, y en particular los sindromes isquémicos coronarios
agudos, 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 de
la poblacién [1] mientras que en México, los sindromes isquémicos agudos fueron la
segunda causa de muerte en poblacion general durante 2008 originando 59,658 muertes,
de las cuales 44,569 se presentaron en individuos mayores de 65 afios (en personas
mayores de 75 afios causa el 70% de muertes) y 15,089 en individuos en edad

productiva [2].

El sindrome coronario agudo es mas frecuente en el género masculino presentandose
generalmente en forma de infarto al miocardio, mientras que en el género femenino se
presenta mas frecuentemente como angina de pecho con relacién aproximada de 1:10;
sin embargo, en mujeres mayores de 65 afios de edad se pierde ésta relaciéon y se

vuelven tan vulnerables como los hombres [3].

Los factores de riesgo asociados con las enfermedades cardiovasculares son: las
dislipidemias, la diabetes mellitus, la hipertension arterial sistémica, el tabaquismo, el
sindrome metabdlico, la obesidad e inactividad fisica, y algunas infecciones por
microorganismos como citomegalovirus, Chlamydia pneumoniae y Helicobacter pylori,
entre otros [4-6]; de estos, las dislipidemias y en particular niveles elevados de
colesterol total en suero y elevadas concentraciones de lipoproteina de baja densidad
(LDL), asi como bajas concentraciones de lipoproteina de alta densidad (HDL), han
cobrado importancia como uno de los factores mas importantes de riesgo de

aterosclerosis.



Lipoproteina de baja densidad (LDL).

La LDL es una molécula esférica con un didmetro de 22 nm y un peso molecular de
2500 KDa, la cual consiste de un ndcleo hidrofébico de alrededor de 1600 moléculas de
esteres de colesterol y 170 moléculas de triglicéridos rodeada por una monocapa
superficial de 700 moléculas de fosfolipidos (predominantemente fosfatidilcolina) y 600
moléculas de colesterol libre, embebida en la monocapa se localiza la apolipoproteina
B-100 (ApoB-100), constituida de 4536 residuos de amino&cidos con un peso molecular

de 500 KDa (Figura 1) [7, 8], la cual es susceptible a la oxidacion.

Esteres de colesterol

Fosfolipidos

Colesterol no esterificado

Apoproteina B-100

Figura 1. Estructura de la lipoproteina de baja densidad. La LDL es una molécula
esférica compuesta por la ApoB-100, fosfolipidos, ésteres de colesterol y colesterol no
esterificado [modificado de 9].



Desarrollo de la lesion aterosclerosa.

Existe evidencia que demuestra que la LDL oxidada (LDLox) participa en la
fisiopatologia de la enfermedad aterosclerosa [10] lo que ha quedado de manifiesto
debido a que se ha encontrado LDLox en lesiones aterosclerosas de pacientes
hiperlipidémicos a través de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos dirigidos contra

LDLox [11].

El proceso aterogenico inicia con la disfuncion endotelial que representa uno de los
primeros estadios en la patogénesis de la aterosclerosis (Figura 2). Esta primer fase
consiste en una pérdida de las funciones homeostaticas del endotelio (anti-adhesiva,
anti-agregante, anti-proliferativa, anti-oxidante, anti-trombdtica y reguladora del tono
vaso motor) y como consecuencia, en presencia de un endotelio disfuncional, se observa
la expresion de moléculas de adhesion tales como las selectinas (E y P), moléculas de
adhesion de plaquetas a células endoteliales (PECAM)-1, moléculas de adhesién
intercelular (ICAM)-1 y moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM) mediante
las cuales se produce la interaccién entre las células T y los monocitos circulantes con
las células endoteliales (Figura 2A) [12]; ademas, las células del endotelio liberan
quimioatrayentes como la proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1, estimulando la
migracion de monocitos al sitio de la lesion [13]. Estos cambios tempranos que
preceden a la formacién de la lesion aterosclerosa incluyen un aumento en la
permeabilidad endotelial a la LDL, que es retenida por interacciones de los grupos
positivos de lisina y arginina que interactlian con cargas negativas de grupos sulfatos de
cadenas de glicosaminoglicanos de proteoglicanos, posteriormente la LDL es
modificada por lipoperoxidacion en el espacio subendotelial por compuestos reactivos
del oxigeno generandose una forma oxidada de LDL con propiedades quimioatrayentes

de monocitos y linfocitos; el aumento de particulas de LDL en el espacio subendotelial



inicia la formacion de la placa aterosclerosa [6]. En la lesion existe un infiltrado de
macrofagos que expresan en su membrana celular receptores “scavenger” clase A tipo I
y |1, clase B y CD36 mediante los cuales identifican y endocitan a las particulas de la
LDL modificada oxidativamente y se transforman en células espumosas (Figura 2B);
otro evento que se inicia es la muerte celular de macrofagos por interferon (IFN)-y que
puede ser generada por la acumulacion de lipidos promoviendo el avance del ndcleo
necrético en la placa (Figura 2C). En la ultima etapa de la aterosclerosis ocurre ruptura
0 ulceracion de la placa fibrosa, la vulnerabilidad de la placa se origina por un
adelgazamiento de la lesion y ocurre por la inhibicion en la secrecion de matriz
proveniente de células musculares lisas a traves de IFN-y secretado por linfocitos T, los
macréfagos 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 donde las plaquetas
activadas se adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formacion de un trombo y la

oclusion de la arteria (Figura 2D) [14].



Aumentodela  Migracion Aumento de Adhesion  Migraciona Formacion Activacion de Adhesiony  Adhesion y
permeabilidad  leucocitaria la adhesion leucocitaria  travésdel decélulas linfocitos T agregacion agregacion
endotelial endotelial endotelio espumosas plaquetaria leucocitaria

Acumulacion  Formaciondel  Formacion de Rupturade Adelgazamientodela Hemorragia
de macréfagos nucleo necrotico la capafibrosa la placa capa fibrosa

Figura 2. Desarrollo de la lesion aterosclerosa. (A) La lesion se origina por un dafio
al endotelio lo que permite la entrada de LDL, la cual es oxidada. (B) Las células
activadas secretan TNF-a que induce la expresion de selectinas e integrinas en el
endotelio. Se reclutan principalmente monocitos a la lesion. Los macrofagos en la lesién
endocitan LDL oxidada a través de receptores como CD36 provocando su activacion y
la secrecién de citocinas pro-inflamatorias. (C) En la lesidén ocurre apoptosis 0 necrosis
de células generandose el nicleo necrético. (D) La placa aterosclerosa sufre la
formacion de la capa fibrosa, neovascularizacién y generacion de células espumosas
[modificado de 5].



Citocinas de la respuesta inflamatoria en aterosclerosis.

Los monocitos son células de la respuesta inmune innata esenciales en la enfermedad
aterosclerosa secretando citocinas pro-inflamatorias como: interleucina (IL)-1pB, IL-6,

factor de necrosis tumoral (TNF) y anti-inflamatorias como: IL-10 [15]

La IL-1 desempefia un papel central en el inicio de las reacciones inflamatorias, es
producida principalmente por monocitos y macrofagos, y existe en dos formas
biol6gicamente activas: la IL-1p y la IL-1o, de estas la IL-13 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, activa la
cascada de la inflamacion induciendo la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y
factor activador de las plaquetas; ademas induce la expresion de genes para factores de
la coagulacion e inhibidores de la fibrindlisis, la adhesion, migracién de leucocitos a
través del endotelio y la sintesis de factor estimulador de colonias de granulocitos-

macrofagos [16].

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria multifuncional que regula la respuesta humoral
y celular, ademaés participa en el dafio tisular y juega un papel central en el proceso
inflamatorio como principal mediador de la respuesta de fase aguda y de la produccion
hepética de proteina C reactiva asi como de fibrindgeno, estimula la funcién de los
linfocitos T y B, provoca la migracion y diferenciacion de macrofagos e induce la
sintesis de enzimas degradadoras de matriz extracelular con lo cual se 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 [17, 18].



Otra citocina pro-inflamatoria que participa de forma importante es el TNF producido
principalmente por monocitos y macréfagos aunque también es producida por linfocitos
T, células asesinas naturales, células musculares lisas, células endoteliales [19, 20];
ejerce sus acciones pro-inflamatorias sobre las células lo que favorece la progresion e
inestabilizacion de la placa aterosclerosa, también estimula la produccién de 1L-6 por
células musculares lisas de la placa e induce la expresion de moléculas de adhesion
como la selectina-E, ICAM-1, VCAM-1 por células endoteliales y macrofagos [20]. Se
ha identificado elevacion en la produccion de TNF por células mononucleares de
pacientes después de un infarto agudo del miocardio, ademas las concentraciones del

receptor soluble de TNF también aumentan rapidamente en estos pacientes [21].

Otras citocinas pro-inflamatorias involucradas en el desarrollo de la enfermedad

cardiovascular son la IL-18, IL-12 e IFN [15].

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que es expresada y secretada por varios tipos
de células incluyendo células T, monocitos/macrofagos, células dendriticas y células
epiteliales generalmente después de un estimulo de activacion pero su expresion esta
regulada de manera diferente por los diversos tipos de células que la segregan; esta
actla sobre una amplia variedad de células que incluyen linfocitos B, T, NK,
macrofagos, células dendriticas entre otras. Evidencias in vitro demuestran que 1L-10
inhibe la produccion de citocinas pro-inflamatorias entre las que se encuentran: IFN-y,
IL-12, TNF, IL-1, IL-8 y moléculas del estallido respiratorio como oxido nitrico en

monocitos/macrofagos [22].

10



Receptores tipo Toll (TLR).

A pesar de que aun no existen conocimientos suficientes que demuestren el posible
mecanismo que provoca el proceso inflamatorio, diversos estudios han demostrado que
los receptores tipo Toll (TLR) juegan un papel esencial en la respuesta inflamatoria y al

parecer contribuyen de forma importante en la enfermedad aterosclerosa [23].

Los TLR son receptores transmembranales tipo | que se han conservado
filogenéticamente y participan en la respuesta inmune innata brindando proteccion por
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP). Estos
presentan tres caracteristicas estructurales: 1) tienen un dominio extracelular de
repeticiones ricas en leucina que une a diversos ligandos, 2) un dominio
transmembranal corto y, 3) un dominio citoplasmico homologo al receptor de
interleucina-1, el cual es necesario para el inicio de las cascadas de sefializacion (Figura

3) [23, 24].

1) RRLA N-terminal

- C-terminal

Extracelular

3) Dominio TIR J

e oA
Intracelular

Figura 3. Estructura del receptor tipo Toll. EI TLR presenta un dominio extracelular
transmembranal y citoplasmico. RRL, repeticiones ricas en leucina; N-terminal, amino
terminal; C-terminal, carboxilo terminal; dominio TIR, receptor Toll/IL-1R [modificado
de 25].
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Estudios ex vivo establecen que los TLR estan involucrados en el reconocimiento de

moléculas provenientes de microorganismos y virus (Cuadro 1).

Cuadro 1. TLR y algunos de sus ligandos [modificado de 26, 27].

TLR Ligando Origen ligando

TLR1/TLR2 Lipopéptidos triacetilados Mycobacterium tubercusis

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

TLR3 RNA de doble cadena Virus

TLR4 Lipopolisacaridos Bacterias gramnegativas
Fosfatidilinositol manosidos Mycobacterium tuberculosis
Proteina F de envoltura Virus sincial respiratorio
Glicoinositolfosfolipido .
ceramidas Trypanosoma cruzi

TLRS5 Flagelina Salmonella typhimurium

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

TLR7 RNA de cadena sencilla Virus

TLRS8 RNA de cadena sencilla Virus
DNA que contienen

TLR9 dinucledtidos CpG no Bacterias y virus
metilados

TLR11 Profilina Toxoplasma gondii

Los TLR reconocen gran cantidad de componentes microbianos formando homodimero
o heterodimeros, o colaborando con otros receptores como CD14. La activacion de los
TLR se inicia principalmente a través de las vias de sefializacion dependiente e
independiente de la proteina MyD88 (gen de la respuesta primaria para diferenciacion
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mieloide) (Figura 4). En la ruta de sefializacion dependiente de MyD88, la proteina
adaptadora del dominio TIR (TIRAP) es reclutada al dominio homologo al receptor
Toll/IL-1 (dominio TIR), asi como MyD88 interaccionando con la cinasa asociada al
receptor de interleucina (IRAK)-4 y fosforilando a IRAK1, que interacciona con el
factor asociado al receptor de TNF (TRAF)-6 generdndose el complejo IRAK1-TRAF6
que interactda con otras moléculas que inducen la fosforilacion del inhibidor del factor
nuclear kappa-B (IKK) permitiendo la liberacion y posterior translocaciéon del factor
nuclear kappa-B (NF-kB) al nicleo. Los TLR3 y TLR4 sefializan a través de la via
independiente de MyD88. En la ruta de sefalizacion, las proteinas adaptadoras
asociadas al dominio TIR inductoras de interferon (TRIF) interactiian con TRAF6 y con
cinasas de union a TANK (TBK)-1. La activacion de TRIF dependiente de TBK1
conduce a la fosforilacion del factor regulatorio de interferon (IRF)-3 y TRAF6
mediante la activacion de NF-«xB, la activacion de IRF3 y NF-kB contribuyen a la
sintesis de IFN-B. La activacion de las rutas de sefializacion de los TLR inducen la
activacion de los factores NF-kB ¢ IRF involucrados en activar multiples genes
inflamatorios como TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-B, CD80, CD86, ICAM-1, VCAM-1, IL-8

y MIP-1a, entre otras moléculas [26-28].
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Lipoproteinas Proteinas LPS

TLR2 TLR1 o0 TLR5 o TLR4
TLR6 TLR11 Membrana plasmatica
Citoplasma

MyD88 D88 MyD88 TRIF
i/ y Y \

kB
< MyD88 I
= TLR7.TLRS TLRY
dsRNA o DNA

I

A 4

Endosoma
IRF7 B3
Citocinas Pro-inflamatorias Interferones Tipo|l

Figura 4. Representacion esquematica de las vias de sefializacion de los TLR. La
sefializacion de los TLR se inicia cuando reconocen a sus ligandos especificos. Los
TLR que sefializan a través de la via dependiente de MyD88, inician una compleja
sefializacion la cual involucra diversas proteinas resultando en la activacién del NF-xB
lo que genera la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p, 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 a la proteina TRIF, la cual se
asocia con la proteina cinasa TBK1 e induce la fosforilacién del factor de transcripcién
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 x-B; TBK1: Cinasa que se une TANK;
TLR: Receptor tipo Toll; TRIF: Adaptador que contiene la region TIR [modificado de
26].

La sefializacion de TLR4 activa la via mediada por el dominio TIR y moléculas
adaptadoras como MyD88 e inicia una compleja sefializacion la cual involucra a las
cinasas IRAK1 e IRAKA4, al factor TRAF6 y proteinas cinasas activadas por mitdgeno
resultando en la activacion del NF-xB lo que genera la expresion de citocinas pro-

inflamatorias como: IL-1p, IL-6, TNF-a, entre otras [27]. Por otro lado, la activacion de
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los TLR es regulada por varios mecanismos los cuales incluyen la produccion de
citocinas anti-inflamatorias, principalmente IL-10 que asegura una adecuada regulacién

del balance pro- y anti-inflamatorio [29].

Recientemente se ha demostrado un aumento en la expresion de TLR4 y TLR2 en
células endoteliales y macrdfagos de lesiones aterosclerosas de ratén y humanas que han
sido asociadas con la actividad inflamatoria [30, 31]. En monocitos de sangre periférica
de personas sanas la LDL modificada oxidativamente incrementa la expresion del
transcrito para TLR4 pero no de TLR2 [30]; en contraste, se ha demostrado que la
LDLox al inducir células espumosas incrementa la expresién génica de TLR2 en
macréfagos [32], también se ha demostrado (en el modelo porcino miniatura) que el
incremento de la proteina y del &cido ribonucleico mensajero (RNAm) para TLR2 se
correlaciona de forma positiva con el aumento de la LDLox en la placa aterosclerosa
[33]. En ratones ApoE™" al ser alimentados con una dieta rica en grasas se demostré que
conforme aumenta la edad de los animales incrementa el RNAm para TLR2 en la placa
aterosclerosa; al comparar las placas aterosclerosas de ratones ApoE” y ApoE” TLR2™"
se determind una reduccion de la placa aterosclerosa en los ratones ApoE” TLR2 asi
como una disminucion de la quimiocina MCP-1 lo que produjo menor infiltrado de
macréfagos en el sitio de la lesion [27]; otro grupo determiné en ratones ApoE” TLR4™
una reduccion del 24% de la placa aterosclerosa, comparado con el ratén ApoE”". Como
apoyo a estas evidencias esta el hecho de la participacién de la molécula MyD88 en el
desarrollo de la lesion; dos reportes por separado demuestran el papel de la molécula
adaptadora MyD88 en la enfermedad aterosclerosa, usando ratones ApoE”"MyD88™, las

investigaciones revelaron una reduccion del 65% en el tamafio de la lesion [34, 35].
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Se ha reportado que la LDLmm al parecer se une a CD14 y mediante la via TLR4/MD2
induce al “spreading” en macréofagos por la polimerizacion de F-actina [36]. Por otro
lado, se ha reportado que la deficiencia de CD14 en ratones induce la disminucion de
citocinas pro-inflamatorias asi como un retardo en la activacion del NF-xB en respuesta
al LPS [37], mientras que el polimorfismo C269T en el promotor de CD14 es asociado
con un aumento en la densidad de CD14 y es identificado como un factor de riesgo de
infarto del miocardio, lo cual es apoyado por el hecho de que se encontré un aumento en
la densidad de CD14 en monocitos de pacientes diabéticos con enfermedad

cardiovascular comparado con pacientes no diabéticos [38, 39].

La importancia de la via de TLR4 en aterosclerosis humana es apoyada por datos
obtenidos en la poblacion de Bruneck, Italia, en la que se demostro que el polimorfismo
D299G de TLR4 atenUa la sefializacion del receptor asociandose con una disminucién
de riesgo de aterosclerosis [40]; sin embargo, otros estudios no apoyan estos
descubrimientos [39]. Por consiguiente, estos datos sugieren un papel potencial de
CD14, TLR4 y TLR2 en el fendmeno inflamatorio en respuesta a lipoproteina de baja

densidad modificada oxidativamente.
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Planteamiento del problema.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica en la que uno de los posibles
factores que inducen esta respuesta es la LDL modificada oxidativamente induciendo la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias como: IL-1 B, IL-6, TNF, IFN-y, entre otras. La
importancia de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en aterosclerosis es apoyada por
datos obtenidos en modelos animales con un fondo genético deficiente de estos
receptores, los cuales presentan una disminucién significativa de la aterosclerosis
adrtica estableciendo un papel claro de estos receptores en la enfermedad. A pesar de
que aun no existen conocimientos suficientes que demuestren el posible mecanismo que
provoca el fendmeno pro-inflamatorio, diversas evidencias han demostrado que CD14,
TLR4 y TLR2 son esenciales en las respuestas inflamatorias y al parecer contribuyen de

forma importante en la enfermedad aterosclerosa; por lo que fue adecuado plantear:

¢Cual es el papel de los receptores CD14, TLR4 y TLR2 en la secrecion de citocinas

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias al estimulo de la LDLmm en monocitos?

17



Hipotesis.

La activacion de CD14, TLR4 y TLR2 por la LDLmm inducira la secrecion de citocinas

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en monocitos provenientes de individuos sanos.
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Objetivos.

*

General.
Demostrar que la LDLmm activa a los monocitos a través de CD14, TLR4 y
TLR2 induciendo la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias.

Especificos.

Determinar si la LDLmm es capaz de inducir la secrecion de interleucinas en
monocitos provenientes de sujetos sanos.

Determinar si la secrecion de estas interleucinas depende de la activacién de la
viaCD14 & TLRA4.

Determinar si la secrecion de estas interleucinas depende de la activacién de la

via TLR2.
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Disefio experimental.
El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion Médica del Instituto
Mexicano del Seguro Social y se condujo de acuerdo a las Guias de Declaracion de

Helsinki.

Tipo de estudio.

Se realizd un estudio experimental, transversal y prospectivo.

Poblacion de estudio.

Se incluyeron a 8 donadores sanos que ingresaron en forma consecutiva al

Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

Criterios de inclusién.

1. Donadores masculinos, mayor de 20 afios y menor de 30 afios.

2. Sujetos normolipidémicos.

3. Sin factores de riesgo cardiovascular.

4. Clinicamente sin aparente enfermedad aterosclerosa.

5. Ausencia de infecciones en la Gltima semana.

6. Firma de consentimiento informado por escrito de su aceptacion al presente

estudio.

Criterios de Exclusién.

1. Donadores que cursen con sindrome anémico.
2. Donadores con antecedentes de enfermedad inflamatoria crénica o proceso
infeccioso activo.

3. Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o inmunosupresores.

Criterios de Eliminacion.

1. Negativa a firmar consentimiento informado.
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2. Donadores en los que no se logre obtener el nUmero de monocitos necesarios

para los experimentos.

Variables independientes.

I.  Células provenientes de los donadores:

Sujetos sanos.

Il.  Lipoproteina de baja densidad minimamente modificada (LDL mm).%

Escala de medicién: Presente o ausente.

Tipo de variable: Nominal.

Variables dependientes.

I.  Citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias I1L-1B, IL-6 e 1L-10.?
Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de Variable: Cuantitativa continta.

? Definicion conceptual: La LDL modificada oxidativamente se considera cuando es modificada
artificialmente por iones cobre, que catalizan la lipoperoxidacion lipidica, generando hidroperoxidos de
lipidos, perdxidos ciclicos y fragmentacion lipidica.

Definicion operacional: LDL nativa oxidada con iones cobre durante 1 hora a 37° C, con un grado de
oxidacién medida por el método de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico.

® Definicién conceptual: Citocina pro-inflamatoria es un proteina producida por células activadas,
participando en la induccion, expresion y regulacién de otras moléculas inflamatorias. Citocina anti-
inflamatoria es una proteina cuya principal funcion es inhibir a células activadas y por tanto, manteniendo
un control homeostasico de las reacciones inmunitarias innatas y mediadas por células.

Definicion operacional: Se consideran citocinas pro-inflamatorias a IL-1p e IL-6; e interleucina anti-
inflamatoria a IL-10. Para ambas se realizaran mediciones de proteina en el sobrenadante del cultivo

celular mediante citometria de flujo.
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Materiales y Métodos.

Obtencién de la LDL nativa (LDLn).

La LDL nativa (LDLn) se recuperé de plasma de donadores sanos y ajustd a una
densidad de 1.2 g/mL a 4° C por adicion de KBr (J.T. Baker, New Jersey, USA)-NaCl
(Caledon Laboratories Ltd, Georgetown, USA), posteriormente se realizé un gradiente
de densidad a 4° C que consistié en 2.5 mL de plasma a una densidad de 1.2 g/mL y 2.5
mL de solucién salina a una densidad de 1.006 g/mL en tubos de policarbonato a 4° C
(las densidades se corroboraron por el método del picnémetro) y se centrifugd 4 horas a
80,000 rpm a 4° C en microultracentrifuga (Sorvall Discovery M150 SE en rotor
S80AT3), despues se separd la banda correspondiente a la lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL) localizada a una densidad de 1.006 g/mL y adicionaron 2 mL de
solucién salina de densidad 1.065 g/mL por adicion de KBr (J.T. Baker), se centrifugo
nuevamente 4 horas a 80,000 rpm a 4° C. Finalizado el tiempo de centrifugacion se
recupero la banda de la superficie la cual corresponde a la LDLn, se concentrd y dializd
contra 1 L de regulador de fosfatos-cloruro de sodio (PBS) 1X libre de EDTA a un pH
de 7.4 toda la noche a 4° C y se le determind la concentracion de proteinas por el

método de Bradford.

Andlisis de la LDLn.

El andlisis del colesterol total se realizé por el método de colesterol esterasa y oxidasa
de colesterol (Dade Behring, Deerfield, Illinois, USA). La concentracion de triglicéridos
se determiné por la actividad de la glicerol cinasa (Dade Behring). Para la medicién de
la lipoproteina de alta densidad (HDL) se aplico la técnica de precipitacion de

sulfodextrano y sulfato de magnesio (Dade Behring).
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La concentracion de LDL se obtuvo empleando la formula de Friedewald:

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

Oxidacién de la LDLn.

La concentracién de proteinas de la LDLn se ajustdé a 300 ug/mL con PBS libre de
EDTA (Sigma-Aldrich) y se adicion6 CuSO4*5H,0 1 mM (Sigma-Aldrich) quedando
una concentracion final de 10 uM de CuSO4+5H,0. La muestra se incubo a 37° C,
durante 1 hora y al terminar el tiempo de incubacion se detuvo la reaccién colocando el
tubo en hielo. La LDLmm se dializ6 en 1 L de PBS-EDTA (Sigma- Aldrich) 0.5 mM a
un pH de 7.4 durante toda la noche a 4° C. La determinacion del grado de oxidacion de

la LDL se realiz6 por la determinacion de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico.

Determinacion del grado de oxidacién por el método de sustancias reactivas al

acido tiobarbitdrico.

En tubos por separado se colocaron 100 ug de LDLn y LDLmm respectivamente, y se
adicionaron 2 mL de H,SO, (J.T. Baker) 4 M y 0.25 mL de &cido fosfotungstico
(Caledon Laboratories Ltd) al 10%, se mezcld e incub6 a temperatura ambiente 5
minutos, a continuacion se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos, se descarté el
sobrenadante y se adicion6 1 mL de H,SO4 4 M més 0.15 mL de &cido fosfotingstico al
10% vy se incubd 5 minutos a temperatura ambiente; al término de la incubacion se
centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se removid y el paquete se
resuspendio con 2 mL de agua destilada y 0.5 mL de acido 2- tiobarbiturico (TBA)
(Sigma-Aldrich). La mezcla se incubo 1 hora en bafio de agua a 95° C y posteriormente
los tubos se colocaron en hielo y se les adicionaron 2.5 mL de 1-butanol (Caledon,
Ontario, Canada) y se centrifugd a 2000 rpm. Se preparé una curva estandar de

malonaldehido (MDA) (Sigma-Aldrich) con cantidades equimolares de MDA bajo las

23



condiciones de reaccién utilizando TBA (Sigma-Aldrich) como estdndar y se determiné

la densidad oOptica de las muestras y estandares a 535 nm.

Deteccién de endotoxinas mediante el ensayo de lisado de amebocitos de

Limulus.
A todas las preparaciones de LDLn y LDLmm, se les realiz6 la deteccion de
endotoxinas utilizando el kit de lisado de amebocitos de Lymulus (LAL) por el método
de “gel clot” (Charles River Endosafe, Charleston, S.C.). El estdndar 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 pL de LDLn y LDLmm y a cada
tubo se les adicion6 100 pL del reactivo LAL, posteriormente se incubaron a 37° C por
1 hora en bafio maria. Se realiz6 una curva estdndar con el LPS de Escherichia coli de
0.03 EU/mL a 0.5 EU/mL bajo las condiciones de reaccion para las lipoproteinas. 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 condicién se interpretd como un resultado negativo. Las
muestras positivas se descartaron y solo se usaron las que resultaron negativas en los

experimentos.

Obtencidn de células mononucleares.

Las células mononucleares se obtuvieron de concentrados leucocitarios, los cuales se
diluyeron 1:5 en PBS 1X a pH de 7.4 y se adicionaron 7 mL de la sangre diluida sobre
una capa de 3mL de Lymphoprep (Axis-Shield, Cambridgeshire, UK) y posteriormente
se centrifugd a 2000 rpm por 30 minutos. Las células mononucleares se removieron de
la interfase y se lavaron dos veces con PBS 1X a 1200 rpm a 15 y 10 minutos por
lavado, respectivamente; después se resuspendieron con 2 mL de PBS 1X pH de 7.4, -

BSA 0.5%, -EDTA 0.05 mM.
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Purificacién de monocitos.

La purificacion de monocitos se realizé utilizando el Kit Il para aislamiento de
monocitos por seleccion negativa (Miltenyi Biotec MACS, Bergish Gladbach,
Germany) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las células mononucleares
se resuspendieron en regulador PBS-BSA al 0.5%-EDTA 2 mM (Sigma-Aldrich) a 10’
células/mL en 80 pL de PBS-BSA 0.5%-EDTA 2 mM (Sigma-Aldrich), y se
adicionaron 20 pL del cocktail de anticuerpos biotinilados contra CD3, CD7, CD16,
CD19, CD56, CD123 y glicoforina A; se incubd a 4° C durante 10 minutos en
oscuridad, se lavaron dos veces con 1 mL de regulador, y se centrifugé a 1200 rpm
durante 5 minutos. El paquete celular se resuspendio en 80 pL del regulador y se
adicionaron 20 puL de microesferas magneticas acopladas a anticuerpo anti-biotina, y se
incubd a 4° C durante 15 minutos en oscuridad. Posteriormente, el paquete celular se
lavd con regulador y se resuspendié en 500 pL de regulador y se pasaron por la columna
de separacion LS MACS (Miltenyi Biotec MACS), se lavo la columna y se recupero la
fraccion negativa. Las células recuperadas fueron tefiidas con anti-CD14FITC y la
pureza determinada por citometria de flujo. Se determind la viabilidad celular por

exclusion con la tincion de azul tripan.

Capacidad de inhibicién de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 vy anti-TLR2.

Los monocitos fueron cultivados en medio de cultivo RPMI en placas de 96 pozos a una
concentracion de 2x10° células/pozo. En los ensayos de blogueo, los monocitos fueron
preincubados 1 hora a 37° C con 10 pg/mL de anti-CD14 (Clona MEM10, BD
Biosciences, San Jose, California, USA) o anti-TLR4 (clona HTA125, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) y en presencia de ambos anticuerpos,
posteriormente se estimularon con 100 ng/mL de LPS de Escherichia coli serotipo

O111:B4 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Por otro lado, los monocitos fueron tratados
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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, Plymouth Meeting, PA, USA). Como control adicional, las
células fueron tratadas con 10 pg/mL de anticuerpo no relacionado antes de la
estimulacion con los ligandos de los TLR. Como testigo negativo, los monocitos fueron
incubados sélo con medio de cultivo o con anticuerpo no relacionado pero sin agonistas.
Los sobrenadantes de los cultivos fueron colectados después de 24 horas de incubacion

a 37° C y se conservaron a -70° C.

Ensayos de blogueo de CD14, TLR4 vy TLR2 al estimulo de la LDLmm.

Para los experimentos de bloqueo los monocitos fueron tratados con 10 pg/mL
anticuerpo anti-CD14 (BD Biosciences) o 10 pg/mL anti-TLR4 (Santa Cruz
Biotechnology), y la combinacién de ambos durante 1 hora a 37° C. Mientras tanto, en
otro ensayo los monocitos fueron tratados con 10 pg/mL de anti-TLR2 (eBiosciences)
por 1 hora a 37° C. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron en
medio de cultivo y se estimularon con 64 pg/mL de LDLmm durante 24 horas a 37° C.
Como control de anticuerpo, las células fueron tratadas con un anticuerpo no
relacionado seguido del estimulo de la LDLmm. Como testigo negativo, los monocitos
fueron incubados sélo con medio de cultivo o con anticuerpos no relacionados pero sin
la LDLmm. Los sobrenadantes de los cultivos fueron colectados después de 24 horas de

incubacion a 37° C y se conservaron a -70° C.
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Determinacién de citocinas por citometria de flujo.

Los niveles de IL-1B, IL-6 e IL-10 se cuantificaron en los sobrenadantes de los
monocitos por citometria de flujo usando el kit “Cytometric Bead Array (CBA)” (BD
Biosciences). Brevemente, los estandares fueron diluidos (de 5 a 5000 pg/mL). Un
volumen de 50 pL de las diluciones de los estandares y las muestras fueron colocadas
en tubos y se mezclaron con 50 pL de perlas de captura recubiertas con anticuerpos
especificos contra las citocinas: IL-8, IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70, 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 citdbmetro de

flujo FACSCalibur (BD Biosciences, Mountain View).
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Disefio estadistico.

El andlisis estadistico fue realizado mediante la prueba de Mann—-Whitney. El nivel de
significancia en todos los casos fue de una p<0.005. El analisis fue realizado utilizando

el programa de computo SPSS 15.0 para WINDOWS.
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Resultados.

Pureza de los monocitos.

Los monocitos se purificaron a partir de células mononucleares humanas por seleccion
negativa y la pureza celular se evalud por citometria de flujo marcando las células con
el anticuerpo monoclonal anti-CD14FITC. El porcentaje de células CD14+ fue superior
al 96% (Figura 5) y la viabilidad celular se determin6 por exclusién con la tincién de

azul tripan, la cual fue mayor al 90% en todos los casos.

Uy

Count

2
100 10‘| 107 103 104

CD14FITC
Figura 5. Determinacién de la pureza de los monocitos. Histograma representativo

de la expresion de CD14 en monocitos purificados por seleccion negativa. Histograma
en blanco: control de isotipo. Histograma gris: CD14FITC.
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Capacidad de inhibicién de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 vy anti-TLR2.

Para validar la capacidad de inhibicién de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y anti-
TLR2, los monocitos se preincubaron con los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y
ambos anticuerpos y, posteriormente se estimularon con LPS como testigo positivo de
la activacion de la via CD14/TLR4. Por otro lado los monocitos se incubaron
previamente con anticuerpo anti-TLR2 y después se estimularon con Pam3CSK4 como
testigo positivo de la activacion de TLR2. Se encontrd que los anticuerpos anti-CD14 y
anti-TLR4 inhiben la secrecion de IL-1p, IL-6 e IL-10 en monocitos en respuesta a LPS
(barras blancas de la Figura 6A, 6B y 6C, respectivamente) y, en el mismo sentido, el
bloqueo de TLR2 indujo una inhibicion en la secrecion de IL-1B, IL-6 e IL-10 (barras

negras de la Figura 6A, 6B y 6C, respectivamente).
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de los anticuerpos contra CD14, TLR4y TLR2

determinada por la secrecion de IL-1p, IL-6 e 1L-10. Los monocitos fueron tratados
con anticuerpo anti-CD14, anti-TLR4 o ambos y anti-TLR2 y estimulados con LPS y

PAM3CSK4. Adicionalmente los

monocitos fueron incubados con anticuerpo no

relacionado en presencia 0 ausencia de los ligando de TLR. Se recolectaron los
sobrenadantes y después de 24 horas y se determinaron las concentraciones IL-18 (A),
IL-6. (B) e IL-10 (C) por CBA. Los valores de las barras blancas se asocian con el eje Y
de la izquierda y los valores de las barras negras se asocian con el eje Y de la derecha.

*p<0.005.
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Caracterizacion de la LDL.

La LDLn se obtuvo por ultracentrifugacion y a las muestras obtenidas se le determind la
expresion de HDL la cual fue de 0% y de VLDL que fue en promedio del 2%, la pureza
de la LDL en promedio fue de 98% (Figura 7). Entonces, la LDL se oxid6 con
CuSO,4°5H,0 y se determind el grado de oxidacion por el método de sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico, el grado de oxidacion promedio de la LDLn fue de 0.71
nmol/mL de equivalentes de malonaldehido y para la LDL modificada oxidativamente
fue en promedio de 2.5 nmol/mL equivalentes de malonaldehido la cual se designo
como LDLmm (Figura 8). Antes de realizar los ensayos para determinar el efecto
bioldgico de la LDLmm sobre los receptores CD14, TLR4 y TLR2 se realiz6 la prueba
de deteccion de endotoxinas a las preparaciones de LDL a través del ensayo de lisado de

amebocitos de Lymulus y resultaron negativas.
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Figura 7. Caracterizacion de la lipoproteina de baja densidad obtenida por
ultracentrifugacion. Cuantificacion de las moléculas de lipoproteina de alta densidad
(HDL), lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteina de baja densidad
(LDL) de 5 extracciones de LDLn obtenidas de forma independiente.
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Figura 8. Grado de oxidacion de LDLn y LDLmm. 300 pg/mL de LDLn fueron
oxidados con CuSO4*5H,0 a una concentracion final de 10 pM durante una hora a 37°
C. El grado de oxidacion se cuantifico en 100 pg/mL de LDLn y 100 pg/mL de
LDLmm, por el método de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico. Los niveles de
oxidacion se expresan en equivalentes de malonaldehido (La reaccion se midi6 a 535
nm).

34



La LDLmm induce la secrecion de IL-18 e IL-6 a través de CD14 y TLRA4.

La estimulacién con LDLmm provoco la secrecion de las citocinas pro-inflamatorias
IL-1B e IL-6. Al bloquear el receptor CD14 previo a la estimulacion con LDLmm, se
observo una disminucion en la secrecion de IL-1B del 72%, al bloquear TLR4 del 67%
y al bloquear ambos receptores del 73% con respecto al control positivo (Figura 9A);
asimismo se observo una disminucion de IL-6 del 58% al bloquear CD14, del 63% al
bloquear TLR4 y del 69% al bloquear ambos receptores con respecto al control positivo
(Figura 9B). Al tratar las células con un anticuerpo no relacionado no se afecta la

secrecion de estas citocinas.
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Figura 9. Inhibicion de la secrecion de IL-1p e IL-6 por el bloqueo de CD14 y
TLRA4. Las células fueron estimuladas con 64 ug/mL de LDLmm. Para bloquear a estos
receptores, las células fueron tratadas con 10 ug/mL de anti-CD14 y/o anti-TLR4antes
de ser estimuladas con la LDLmm.. A) Niveles de secrecion de IL-1p. B) Niveles de
secrecion de IL-6. *p<0.005.
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La LDLmm induce la secrecion de IL-1B e IL-6 a través de TLR2.

La estimulacion con LDLmm provoco la secrecion de IL-1p e IL-6 (Figuras 10A y
10B). Al bloguear TLR2 previo a la estimulacion con LDLmm se observd una
disminucion en la secrecion de IL-1B del 65% (Figura 10A); asi como de IL-6 del 62%
(Figura 10B) con respecto a sus testigos positivos. Al tratar las células con un

anticuerpo no relacionado no se afecta la secrecion de estas citocinas.
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Figura 10. Inhibicién de la secrecion de IL-1p e IL-6 por el bloqueo de TLR2. Las
celulas fueron estimuladas con 64 ug/mL de LDLmm. Se bloqueé TLR2 con anticuerpo
monoclonal anti-TLR2 (10 pg/mL), previo a la estimulacion con la LDLmm.. A)
Niveles de secrecion de IL-1pB. B) Niveles de secrecion de IL-6. *p<0.005.
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La LDLmm induce la secrecion de IL-10 a través de CD14, TLR4 y TLR2.

La estimulacion con LDLmm también provocO la secrecién de la citocina anti-
inflamatoria IL-10. Al bloquear a CD14 previo a la estimulacion con LDLmm se
observd una disminucion en la secrecion de 1L-10 del 63%, asi como, una disminucion
del 60% al bloquear a TLR4 y del 63% al bloquear a ambos receptores para esta misma
citocina (Figura 11A); ademas se observo una disminucién en la secrecion de IL-10 del
75% al bloquear TLR2 (Figura 11B). Cuando las células fueron tratadas con un

anticuerpo no relacionado no se afectd la secrecién de 1L-10.
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Figura 11. Inhibicion de la secrecion de IL-10 por el bloqueo de CD14, TLR4 y
TLR2. Los monocitos fueron tratados con anticuerpos anti-CD14, y/o anti-TLR4, o
anti-TLR2 (10 pg/mL) previo a la estimulacién con la LDLmm (64 pg/mL). A) Niveles
de secrecion de IL-10 blogueando CD14, TLR4 y ambos. B) Niveles de secrecion de
IL-10 bloqueando TLR2. *p<0.005.
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Anélisis de resultados.

La aterosclerosis es actualmente considerada una enfermedad inflamatoria crénica en la
que los monocitos son criticos y estan involucrados diversos factores de riesgo como las
altas concentraciones de LDL en plasma. Varios estudios han demostrado que las
modificaciones oxidativas a la LDL influyen en el desarrollo de la placa aterosclerosa a
través de una respuesta inflamatoria [10, 11]; ademaés se han involucrado a receptores de
la inmunidad innata en esta enfermedad, especialmente TLR4 y TLR2 demostrandose
un incremento en la expresién de estos receptores en la placa y considerandose la
posibilidad de que estos receptores sean activados por el reconocimiento de la LDL

modificada oxidativamente iniciando o acelerando el fendmeno inflamatorio [30, 31].

Inicialmente fue evaluada la especificidad de los anticuerpos anti-CD14, anti-TLR4 y
anti-TLR2 y se demostro que los anticuerpos anti-CD14, y anti-TLR4 fueron capaces de
inhibir la secrecién de IL-1p, IL-6 e IL-10 en presencia de LPS y de forma similar el
anticuerpo anti-TLR2 inhibio la secrecion de IL-1p, IL-6 e IL-10 al estimulo de

Pam3CSK4.

Los resultados muestran que la LDLmm induce un incremento en la secrecion de I1L-13
e IL-6 en monocitos y dicho aumento concuerda con datos obtenidos por otros autores,
los cuales encontraron que los monocitos expresan un aumento en la secrecion de las

mismas citocinas bajo el estimulo de LDLox [41].

En este trabajo se investigo la participacion del correceptor CD14 en la secrecion de IL-
1B e IL-6 en respuesta a LDLmm vy los resultados muestran que el bloqueo de CD14
resulta en una considerable reduccion en la produccion de IL-1p e IL-6 en monocitos
cuando son estimulados con LDLmm. Estos datos son consistentes con estudios previos

en los cuales se demostro que el bloqueo de CD14 en monocitos provoca una inhibicion
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significativa en la secrecion de IL-1p e IL-6 al estimulo de LDLox [41], mas aun se ha
demostrado que el bloqueo de CD14 ocasiona una reduccion en la produccién de TNF-a.
en monocitos en presencia de LDLmm [43]. Con estos resultados se sugiere que la

activacion de CD14 participa en la respuesta inflamatoria a la LDLmm.

Los TLR son esenciales en la respuesta inmune innata y al interaccionar con los PAMP
inducen la expresion de citocinas pro-inflamatorias [44]. Los resultados obtenidos
demuestran que la LDLmm induce la secrecion de IL-1p e IL-6 a traves de TLR4, estos
resultados son apoyados por estudios previos que demuestran que el bloqueo de TLR4
en monocitos y macrofagos inhibe la secrecion de TNF-a al estimulo de la LDLmm
[43]; ademas, se ha demostrado que el bloqueo de TLR4 en macrofagos afecta la
produccion de TNF-a al estimulo de productos finales de la glicosilacion avanzada de la
LDL [45].

Se ha demostrado que la via CD14/TLR4 es critica en la activacion de células
presentadoras de antigenos [42, 46] por lo que se analizd esta via en respuesta a la
LDLmm, los resultados muestran que la secrecion de IL-1B e IL-6 al estimulo de la
LDLmm se inhibe al bloquear a CD14 y TLR4 sugiriendo que ambos receptores
participan en la respuesta pro-inflamatoria mediante la secrecion de IL-1p e IL-6 en
respuesta a la LDLmm, estos resultados son apoyados por estudios previos donde se
demuestra que el bloqueo de CD14 y TLR4 inhibe la secrecion de TNF-a en monocitos
y macrofagos al estimulo de la LDLmm [43, 45].

Estudios previos han establecido el papel de TLR2 en el desarrollo de la lesion
aterosclerosa y han sugerido que antigenos enddgenos puedan activarlo [47, 48] por lo
que también se investigd la participacidn de este receptor al estimulo de la LDLmm vy se
demostrd que la secrecion de IL-1B e IL-6 es también dependiente de TLR2 sugiriendo

su participacion en la secrecion de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a LDLmm.
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Resultados similares han demostrado que antigenos enddgenos inducen la secrecion de
TNF-a a través de TLR2 [49].

Los resultados obtenidos indican que la activacion de CD14, TLR4 y TLR2 por la
LDLmm induce la secrecion de IL-18 e IL-6; ambas citocinas activan las células
endoteliales induciendo la expresion de quimiocinas como la MCP-1 y sobre-regulan las
moléculas de adhesion, facilitando la adhesion de leucocitos sobre las células
endoteliales [50, 51] lo cual contribuye o exacerba la respuesta inflamatoria durante la
aterosclerosis.

Por otro lado, se demuestra que la LDLmm induce la secrecion de IL-10 a través de
CD14, TLR4 y TLR2, ya que el bloqueo de estas vias produjo disminucion en la
secrecion de esta citocina. Evidencias previas demuestran que la LDLox induce la
secrecion de IL-10 [52] y otros reportes indican que la LDL minimamente oxidada
induce la expresion del RNAm de IL-10 en macréfagos [53]. Esto sugiere que la
LDLmm induce la secrecion de IL-10 posiblemente para mantener un balance pro-

inflamatorio y anti-inflamatorio [54, 55].
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Conclusion.

Los resultados obtenidos demuestran que la LDLmm activa a los monocitos a través de
CD14, TLR4 y TLR2 induciendo la secrecion de IL-1B ¢ IL-6 y, ademas induce la

secrecion de 1L-10.
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Propuestas y/o recomendaciones

# Con base en los resultados obtenidos se propone analizar la ruta de activacion de
estos receptores a traves de la determinacion de la fosforilacion de NF-xB y
MAPK en respuesta a LDLmm.

% Ofra alternativa para el analisis de la activacion de CD14, TLR4 y TLR2 con
LDLmm seria a través de células provenientes de ratones deficientes de estos

receptores.
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