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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresiéon de TLR2 y TLR4 en células CD14+ estimuladas con HDL y LDL
glicadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles basales de TLR2 y TLR4 en las CMSP CD14+ estimuladas con HDL y
LDL glicada.

Determinar los niveles post-estimulo de TLR2 y TLR4 en las CMSP CD14+ estimuladas con
HDL y LDL glicada.



RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una preocupacion de salud mundial que afecta a millones
de personas en todo el mundo. Dicha enfermedad causa una importante morbimortalidad. La
magnitud del problema radica no solo en la resistencia a la insulina sino también se asocia con
complicaciones vasculares como la aterosclerosis. Estudios reportan altos niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) con sindrome metabdlico, DM2 y desarrollo de la
aterosclerosis. Un proceso importante para la aterogénesis es la glicacion no enzimatica de
proteinas lo cual genera productos de glicacion avanzada (AGES) que son un factor importante
para el inicio y la progresion de lesiones ateroscleréticas en los pacientes con DM2. Se ha
propuesto que las lipoproteinas de baja y alta densidad (HDL) son glicadas en mayor
proporcion gracias a la hiperglicemia presente en la DM2 sufriendo una modificacién lo cual
ocasiona que sean reconocidas por las células monociticas CD14+ involucrados en las
respuestas inflamatorias. El objetivo de la presente investigacion fue determinar si las proteinas
HDL y LDL en estado glicado son capaces de inducir la expresion de los receptores tipo Toll 2y
4 de células mononucleares de sangre periférica humanas.Se observé que las lipoproteinas de
baja como de alta intensidad son capaces de inducir un aumento en la expresion de TLR2 y
TLR4 en células monociticas CD14+ de sangre periférica cuando son modificadas por glicacion.
Estos resultados nos sugieren que la modificacién de lipoproteinas por glicacion activa la via de
sefializacién dependiente de MYD88 en las células monociticas CD14+ y la posterior activacion
de NF-kB activando la expresion de genes proinflamatorios dando como resultado un aumento

en la expresion de TLR2, TLR4 y un aumento en la secrecién de citocinas proinflamatorias.



INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una condicién causada por una deficiencia cuantitativa en
la secrecion de insulina o por un estado de resistencia a esta y un estado de hiperglicemia
cronica(Giacco y Brownlee, 2010). La incidencia de DM2 sigue creciendo a nivel mundial, un
estudio reciente menciona que la prevalencia de diabetes incrementaria del 2.8% en el 2000 al
4.4% en el 2030 resultando en 366 millones de personas afectadas (Wild y col., 2004). Sin
embargo hasta el 2012 existen 371 millones de diabéticos (IDF, 2012), se espera que
aumenten a 552 millones para el 2025 (Whiting y col., 2011). Existen diversos factores que
contribuyen al desarrollo de la DM2, entre ellos el sedentarismo y el consumo de alimentos con
alto contenido calérico son los que generan una mayor poblacion obesa lo que a su vez
aumenta la prevalencia de DM 2 (Gugliucci, 2000; Schulze y col.,2004). Otro factor importante
es la predisposicién genética a DM2 donde los factores genéticos y su relacién entre genes no

estan aun bien comprendidos (Gugliucci, 2000).

La DM2 es responsable de alrededor el 90% de casos de diabetes (Van den Oever y
col.,, 2012). La diabetes mellitus puede ser asintomatica por muchos afios, lograndose su
diagnéstico principalmente por complicaciones relacionadas. Los sintomas mas comunes son
fatiga, pérdida de peso, polifagia, polidipsia, poliuria, irritabilidad y vision borrosa (Clark y col.,
2007). El estado de hiperglicemia en la DM2 genera en gran parte una serie de complicaciones
causadas por lesiones micro- y macrovasculares (Saha y Tuttle, 2010), produciendo patologias

como retinopatia, nefropatia y neuropatia (Gugliucci, 2000).

La aterosclerosis es conocida por ser una enfermedad inflamatoria lipido-inducida. La
disfuncién endotelial termina con la acumulacion subendotelial de lipoproteinas aterogénicas y
la adhesién de leucocitos en el endotelio, incluyendo monocitos y linfocitos T (den Dekker y
col., 2010). Subsecuentemente, se producen y secretan citocinas proinflamatorias, las cuales
pueden activar macrofagos residentes, los cuales participan en la inflamacion local (den Dekker
y col.,, 2010; Ross, 1999). ElI complejo entre las células inflamatorias, las citocinas y las
enzimas puede conducir a la aparicion de una lesion aterosclerética y eventualmente la
formacion de una placa o la ruptura de la misma (Davies y col., 1985; Spagnoli y col., 2007).
Existen varios mecanismos que pueden contribuir al desarrollo de las lesiones ateroscleroticas
en los pacientes con DM2, tales como la hipertensién, hipercolesterolemia, disfuncion

endotelial, aumento de la activaciéon y agregacion plaquetaria, alteraciones de la coagulacion de



la placa anormal, alteraciones de las lipoproteinas, y modificacion de proteinas por glicacion

(Calverley y col., 2003; Creager y col., 2003; Kumar y col., 1999).

La glicacion de proteinas es un proceso de condensacién espontaneo y no enzimatica
de azucares reductores, principalmente la glucosa, con proteinas para formar productos
covalentes estables que producen una alteracion estructural y altera la funcionalidad de las
mismas. (Gonzélez Flecha y col., 2000). El grupo aldehido (o cetona) de azucares reductores o
compuestos derivados de la glucosa, como el glicoaldehido o metilglioxal (Takeuchi y col.,
2001; Bunn y Higgins, 1981; Gonzalez Flecha y col., 2000) condensan reversiblemente con los
grupos amino de las proteinas formando una base de Schiff (0 aldimina) que experimenta un
cambio irreversible a una cetoamina mas estable conocida como “producto de amadori” (Bunn
y Higgins, 1981; Gonzalez Flecha y col., 2000), estas son conocidas como aductos de
fructosamina y son parte de la primera fase de la glicacion llamada “glicacion temprana”
(Gugliucci, 2000). En segunda fase el producto es sometido a ciclos de condensacién con
aminas adicionales, deshidrataciones y fragmentaciones de oxidacion para producir
compuestos heterogéneos estables denominados en general como productos finales de
glicacion avanzada (AGEs) (Voziyan y col, 2003). Los AGEs modulan el inicio de la
aterogénesis en las paredes de los vasos sanguineos provocando un proceso inflamatorio,
proliferativo y ademads, contribuyen a la perturbacion vascular en la enfermedad establecida
(Janine y col., 2010), dando lugar a padecimientos como nefropatia, neuropatia y aterosclerosis
(Gugliucci, 2000;Jakus y Rietbrock,2004).

El proceso de glicacion tiene significancia fisioldgica y patofisiol6gica, dado que bajo
condiciones fisiolégicas, la glicacion puede detectarse en el proceso de envejecimiento celular,
siendo asi las reacciones mas rapidas e intensas junto a concentraciones de glucosa altas. La
hiperglicemia es conocida por aumentar el proceso de glicacion en todas las fases y esta
comprobado que niveles altos de glucosa estan directamente relacionados con la formacién de
AGEs,asi como es conocido que la hiperglicemia cronica tanto como aguda favorece la
glicaciéon temprana, intermedia y avanzada de proteinas (Jakus y Rietbrock,2004). Se produce
un incremento en la formacion de AGEs en sangre y tejidos de diabéticos asi como en otros
estadios patofisiologicos, como la aterosclerosis, la enfermedad de Alzheimer, enfermedad

renal terminal, artritis reumatoide y cirrosis hepética (Jakus y Rietbrock,2004).

La modificacion de lipoproteinas por glicacion durante el desarrollo del sindrome

metabdlico asi como en la DM2, presentan un papel muy importante para el desarrollo de la



aterosclerosis. Estudios recientes sugieren que las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y de
baja densidad (LDL) pueden influenciar la funcion de las células beta de los islotes
pancreaticos de Langerhans, implicando un rol de estas Ultimas en la patogénesis de DM2
(Janine y col., 2010). La dislipemia aterogénica es una caracteristica prominente en DM2
incluyendo niveles elevados de lipoproteinas con apolipoproteinas B (ApoB) y bajos niveles de

HDL, donde esta ultima cumple un papel antiaterogénico (Janine y col., 2010).

Las lipoproteinas de alta densidad son una de los 5 grupos mayores de lipoproteinas.
Contienen la proporcion mas alta de colesterol, son abundantes en ApoA-1 y ApoA-2. Su
principal funcién es transportar el colesterol internamente desde las células gracias al
transportador ATP-binding Cassette A1 (ABCA1l) hacia el higado (Tabet y Rye, 2009). La
enzima plasmatica lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) convierte el colesterol libre en un
colesterol éster (una forma mas hidrofébica de colesterol) transportada a su nudcleo (o core,
utilizado también frecuentemente) (Christison y col., 1995).Los niveles de HDL deseables son
de 40 mg/dL para los hombres y 50 mg/dL para las mujeres (Bonow y col., 2011). Las HDL son
altamente heterogéneas en composicion, identificandose mas de 100 proteinas en ella (Nahla y
col., 2012), teniendo un amplio espectro de actividades antiaterogénicas, incluyendo el flujo de
colesterol celular de los tejidos periféricos en el proceso de transporte reverso, asi como
actividades anti-inflamatorias, anti-oxidativas y anti-apoptéticas (Scanu y Edelstein, 2008). La
anormalidad encontrada mas frecuentemente en la composicion de HDL en pacientes con DM2
es un enriquecimiento de triglicéridos en el nucleo de HDL y una deplecién de esteres de
colesterol (Janine y col.,, 2010), otras alteraciones pueden ser un incremento en la
concentracion de la enzima amiloide sérica A (SAA), acumulacion de ApoAl y ApoA2,
disminucioén de enzimas asociadas a HDL como la paraoxonasa 1 (PON1) (Janine y col., 2010;
Nahla y col., 2012) y la LCAT (Janine y col., 2010). Un estudio reciente demuestra que la
particula HDL es capaz de proteger a la LDL de la glicacibn no enzimética y asi mismo

demuestra tener una capacidad anti-glicativa (Nahla y col., 2012).

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) pertenecen también a los 5 grupos mayores
de lipoproteinas, estas contienen a la apolipoproteina B (ApoB). Tiene un nucleo altamente
hidrofébico que consiste en &cidos grasos poliinsaturados como linoleato y alrededor de 1500
moléculas de colesterol esterificado, su estructura puede ser altamente heterogénea. La
funcién principal de las LDL es el transporte de colesterol hacia las células cuando estas lo
requieren. Los niveles optimos para personas deben rondar en menos de 100 mg/dL (NHLBI,

2004; Bonow Yy col., 2011) y deben ser menores a 70 mg/dL para personas con alto riesgo de



enfermedades cardiovasculares (Rodney y col., 2003). La LDL participa en los procesos de la
aterosclerosis, dando como resultado la formacion de células espumosas. Para ser fagocitadas
por los macréfagos/monocitos, las lipoproteinas deben ser quimicamente modificadas, esta

modificacion debe ser por glicacion y/ oxidacion de estas ultimas (Nahla y col., 2012).

Uno de los mecanismos inflamatorios que participan durante la aterosclerosis es la
activacion de receptores tipo toll (TLRs) (Bjorkbacka, 2006). La sefalizacion de receptores tipo
toll es dada por la proteina adaptadora de diferenciacion mieloide de respuesta primaria
(MyD88) codificada por el gen MyD88. MyD88 juega un papel central en las respuesta
inmunitaria tanto innata como adaptativa. Esta proteina funciona como un transductor de sefial
en las vias de sefializacién para la Interleucina 1 y los receptores tipo toll. Asi mismo estas vias
regulan la activacion de numerosos genes proinflamatorios (Buchsbaum y col., 2012). Es una
proteina adaptadora universal utilizada por todos los TLRs (excepto TLR3) para activar el
Factor Nuclear Kappa Beta (NF-kB) (Arancibia y col., 2007). Otra proteina adaptadora es Mal
(también conocido como TIRAP), la cual es necesaria para reclutar MyD88 durante la
sefializacién por TLR 2 y TLR 4 favoreciendo asi que MyD88 continte la sefalizacion a través
de IRAK (Arancibia y col., 2007).

Recientemente se encontré que la glicacion de las lipoproteinas LDL y HDL induce la
expresion y activacion de TLRs en células murinas, ademas esta modificacion conduce a su
posterior oxidacion generando ligandos que activan mas receptores tipo toll, ayudando asi al
desarrollo de la lesion ateroscleroética (Bjorkbacka, 2006). Por otro lado, se reporta que ratones
deficientes en TLR2, TLR4 y el gen MyD88 tienen un desarrollo reducido de aterogénesis,
sugiriendo entonces que los TLRs contribuyen de manera importante en esta enfermedad
(Bjorkbacka, 2006). Un estudio hecho con ratones knockout (TLR2 -/- apoE -/-) comprueba que
la expresion y activacién de TLR2 participa en la progresion de aterosclerosis (Liu y col., 2007).
Otro estudio reportd que en macréfagos provenientes de ratdén expresan TLR4 al ser expuestos
a LDL minimamente modificada (un paso temprano en su oxidacién) activando las vias de

sefializacion dependientes e independientes de TLR4 (Miller y col., 2005).

Con estos antecedentes es posible considerar que durante el estado de hiperglicemia
producido por la DM2 existe una tasa mas alta de lipoproteinas glicadas (Janine y col., 2010;
Nahla y col., 2012), las cuales pueden contribuyen al desarrollo de la lesion aterosclerética
indicado por el proceso inflamatorio y la expresion de TLRs asi como la activacion de la

sefializacién dependiente de MyD88 (Bjorkbacka, 2006) como se ha observado en modelos de



ratones. Considerando lo anterior es muy probable que el mecanismo de activacion y expresion
de TLRs sea similar en humanos de permitiendo la activacibn de vias de sefalizacion
dependiente del MyD88 vy la expresion de receptores tipo Toll. Por lo que en este trabajo se
medira la activacion de la sefializacion de TLRs en células CD14+ humanas estimuladas con
HDL y LDL glicadas.



ANTECEDENTES

Diabetes Mellitus Tipo 2

Los cambios en el comportamiento humano y su estilo de vida en el Ultimo siglo han resultado
en un incremento dramatico de incidencia en la diabetes a nivel mundial (Zimmet y col., 2001).
La epidemia es principalmente de DM2 asociandose principalmente a la obesidad y el sindrome
metabdlico. En conjunto con la susceptibilidad genética, la DM2 es inducidapor factores
ambientales y sus comportamientos tales como el sedentarismo (Lyssenko y col., 2008).

La diabetes fue considerada como una enfermedad de menor importancia a lo largo del
mundo. Hoy toma lugar como una de las principales amenazas en la salud humana en el siglo
21 (Zimmet y col., 2001). En las dltimas dos décadas se ha observado un incremento explosivo
en el numero de personas diagnosticadas con diabetes a nivel mundial, aumentando en més
del 100% en los ultimos 13 afios, con una estimacion de 151 millones de diabeticos en el 2000
(Whiting y col., 2011) a 371 millones en el 2012 (IDF, 2012).

La incidencia deDM2 sigue creciendo a nivel mundial, estudios recientes predicenque la
prevalencia de diabetes incrementara del 2.8% en el 2000 al 4.4% en el 2030 resultando en
366 millones de personas afectadas (Gugliucci, 2000; Wild y col., 2004).Sin embargo hasta el
2013 existen 371 millones de diabéticos (IDF, 2012), se espera que aumenten a 552 millones
para el 2025 donde la mayoria de los afectados viven en paises pobres o0 en vias de desarrollo
(Whiting y col., 2011).Se haestimado que hay mas personas con tolerancia a la glucosa, lo cual
es de suma importancia yaque son mas susceptibles a desarrollar DM2 (Van den Oever y col.,
2012). Es una amenaza multifactorial de salud causada por una compleja interaccion entre la
predisposiciébn genética y los factores ambientales, con un aumento dramético en su
prevalencia (Temelkova-Kurktschiev y Stefanov, 2011).

México ocupa el sexto lugar en nimero de DM2 a nivel mundial con 10.6 millones de
pacientes con DM2 aproximadamente. De este total, alrededor de 2 millones de ellas no han
sido diagnosticadas (IDF, 2012).

La diabetes mellitus incluye una serie de trastornos metabdlicos que son resultado de la
secrecion de insulina (Deng y col., 2004), en la respuesta periférica a la misma o en ambas; lo
gue conduce a un sindrome caracterizado por hiperglucemia crénica y alteraciones en el

metabolismo general de carbohidratos, proteinas y lipidos (Diaz-Flores y col., 2004).



Patogénesis

La secuencia patolégica de DM2 es compleja y detalla varios elementos que actdan al mismo
tiempo para causar esta enfermedad. Una predisposicidbn genética debe existir, aunque es
conocido muy poco hasta la fecha. Si el fenotipo de la diabetes ocurrirh depende de muchos
factores ambientales que puedan tener una capacidad para estresar el sistema homeostéatico
de la glucosa, junto a la aparicionrecurrente de obesidad y un estilo de vida sedentario sonuna
causa mayor de la epidemia de la diabetes a nivel mundial (Leahy, 2005).

La insulina es la hormona clave para la regulacion de la glucosa en sangre. En general,
la normoglicemia se mantiene por la interaccion equilibrada entre la secrecion de insulina y la
eficacia de las acciones de la insulina. Después de una comida, la insulina es secretada en
cantidades elevadas, lo que disminuye la produccién hepatica de la glucosa y conduce a una
captacion de glucosa en musculos y tejido adiposo (Bergman y Lilly, 1989). La célula de
pancreas normal es capaz de adaptarse a los cambios en la accién de la insulina, es decir, una
disminucion de la accién de la insulina se acompafia de la regulacién positiva de la secrecion
de insulina (y viceversa) (Bergman y Lilly, 1989). La adaptacion de las células beta del
pancreas impide el desarrollo de la DM2 en un gran nimero de personas insulino resistentes.

El primer evento en la secuencia que conduce a esta enfermedad es una resistencia
insulinica que lleva un incremento en la sintesis y secrecion de insulina, e hiperinsulinismo
compensatorio lo cual conduce a trabajar mas a las células beta, siendo capaz de mantener la
homeostasia metabdlica por afios (Stumvoll y col., 2003). Otros estudios proponen gque una
masa disminuida de células betas por factores genéticos o citotdxicos predisponen también a la
intolerancia de la glucosa (Leahy, 2005).Asi mismo cuando la adaptacion de la célulabeta es
insuficiente, ya sea por agotamiento, glicotoxicidad (Yki-Jarvinen, 1992), lipotoxicidad (Poitout y
Robertson, 2008), ferrotoxicidad (Kim y col., 2000), deposicién amiloide (Hoppener y col.,2000),
etc., los sujetos desarrollan intolerancia a la glucosa (IGT) o DM2 (Deng y col., 2004).

Complicaciones

La DM2 magnifica la morbilidad y mortalidad de patologias cardiovasculares. Aparte de las
complicaciones microvasculares ya conocidas como nefropatia y retinopatia, existe una
creciente epidemia de complicaciones macrovasculares tales como enfermedades de las
arterias coronarias, arterias periféricas y venas de la carétida, particularmente afectando a la

poblacién con pacientes DM2 (Creager y Col., 2003).



Complicacionesmicrovasculares. Si bien las complicaciones macrovasculares se
asocian con importante morbilidad y mortalidad en paciente diabéticos, las complicaciones
microvasculares también contribuyen de manera significativa. Del 30-45% de los pacientes
diabéticos sufren complicaciones microvasculares y la DM2 se ha convertido en la principal
causa de ceguera y enfermedad renal crénica en los paises occidentales (Abdul-Ghani y col.,
2006).

Adicionalmente a las elevaciones de la glicemia que, a través de los afos, va
desencadenando procesos bioquimicos vy fisico-quimicos en los tejidos, se suman la duracion
de la enfermedad, la hipertensién y la dislipemia los cuales son considerados como importantes
factores de riesgo (Abdul-Ghani y col., 2006).

La nefropatia diabética es presentada por el dafio que causa el exceso de la glucosa
sobre las nefronas, dando lugar a procesos inflamatorios, degenerativos y escleroticos
relacionados a hiperglicemia persistente asociado a otros factores (hipertension, dislipemia,
predisposicion genética) (Yokoyama y col., 2009). La retinopatia diabética por su lado es un
desorden de la vasculatura en la retina que ocurre igualmente como una complicacién de la
diabetes, siendo la causa principal de ceguera en los adultos de Estados Unidos. Es
caracterizada por signos de isquemia retinal (microaneurismas, hemorragias, anormalidades
intraretinales microvasculares, neovascularizacién, etc.) y signos de permeabilidad

incrementada en la vasculatura retinal (Kempen, 2004).

Complicaciones macrovasculares. Las complicaciones macrovasculares como la
enfermedad periférica, la cardiopatia coronaria y el accidente cerebrovascular son la causa
mas importante de morbilidad y mortalidad en la DM2 (Bate y Jerums, 2003). El estado de
hiperglicemia sostenida complica al diabético. Las complicaciones microvasculares estan
directamente relacionadas con su estadoaunque no esta bien clara aun esa relaciéon con las
complicaciones macrovasculares (Jiménez Navarrete, 2000). Las complicaciones
macrovasculares de la diabetes pueden ocurrir con niveles de glicemia en 126 mg/dl o menos
(Jiménez Navarrete, 2000). La DM2 incrementa el riesgo de la enfermedad de cardiopatia
coronaria de 2 a 4 veces y elimina la proteccién en el sexo femenino no-diabético de esta
enfermedad (Bate y Jerums, 2003). La DM2 y las complicaciones macrovasculares estan
asociadas junto con hiperglucemia, hipertension, alteraciones lipidicas, un estado

protrombatico, la resistencia a la insulina, obesidad abdominal (Van den Oever y col., 2012)



(Bate y Jerums, 2003), tabaquismo y la nefropatia son los factores de riesgo mas importantes
para la enfermedad cardiovascular (Van den Oever y col., 2012).

Los pacientes diabéticos tienen una mayor probabilidad de sufrir un infarto al miocardio
(IAM) y adicionalmente, poseen una menor probabilidad de sobrevivencia y pronostico frente a
los pacientes no diabéticos (Herlitz y col.,, 1992). Ademas presentan una mayor tasa de
mortalidad los sobrevivientes a un IAM siendo diabéticos (Vaccaro y col., 2004).

La enfermedad vascular periférica (EVP) es una afeccion en la que se crean depositos
grasos (llamados placa) a lo largo de las paredes de las arterias que transportan sangre a
extremidades superiores e inferiores. Es comUnmente conocida como ateroesclerosis o
endurecimiento de arterias. Las arterias se estrechan lentamente y pueden incluso bloquearse,
afectando la circulacion de la sangre, especialmente en las piernas y en los pies. La EVP es
una caracteristica clinica coman que impacta significativamente en el pronéstico y costos del
cuidado de la salud en la poblacion diabética con una tasa de prevalencia alta (22%) (Vigilance
y col., 1999).

En la poblacién con DM2, se sefala un incremento de 1.5 a 3 veces en la mortalidad por
cardiopatia coronaria, en comparacion con lo observado en la poblacion general (LeRoith y
Olefky, 2003). Los pacientes diabéticos presentan primariamente un incremento en la
incidencia de fallo cardiaco congestivo (Aronson y col., 1997). Estos pacientes suelen tener una
enfermedad arterial coronaria (EAC) mas extensa en el momento del diagndstico, asi como un
mayor nimero de factores de riesgo y presentar este padecimiento en la quinta o sexta década
de vida, asi como evidencia patolégica y angiografica indicando que las arterias coronarias se
encuentran mas graves en pacientes con DM2 (Aronson y col., 1997).

La enfermedad cerebrovascular representa una importante fuente de gastos para los
servicios de salud, y la DM2 es un importante factor de riesgo paraestas enfermedades, ya que
causa la proliferacién endotelial y el engrosamiento de la membrana plasmética de los vasos
sanguineos. Los pacientes diabéticos tienen una incidencia significativamente mayor de
enfermedad de mdultiple vasos en comparacion con pacientes no diabéticos, si se menciona la
mortalidad por accidentes apopléticos es mas alta en pacientes con DM2, y estos son
pacientes los que tienden a mayor mortalidad en el accidente cerebrovascular, una mayor
frecuencia de recurrencia, y una recuperacion pobre comparado con los pacientes sin DM2. La
prevalencia de diabetes en los pacientes que sufren un accidente cerebrovascular es de 10 y
20%, con una tendencia al aumento durante los Ultimos 20 afios, probablemente en respuesta
a las crecientes tasas de sobrepeso y obesidad en la poblacion general y otros factores como

el sedentarismo (Béjot y Giroud, 2010).



Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria de la pared arterial, donde los mecanismos
inmunes tanto celular como humoral estan participando. La disfuncién vascular endotelial y la
retencién de lipoproteinas en la intima arterial han sido reportadas como los eventos primarios
en la aterogénesis, promoviendo la liberacién de citocinas y quimiocinas (Rodriguez y col.,
2009).

En una variedad de modelos animales de aterosclerosis, ocurren signos de inflamacion
relacionados con una acumulacion incipiente de lipidos en la pared arterial (Libby y col, 2002).
Un ejemplo es que leucocitos son encontrados en las lesiones tempranas de la aterosclerosis
no solo en animales sino en modelos humanos también (Libby y col, 2002).

En la formacion de la aterosclerosis, la teoria con mayor aceptacion en la actualidad, y
la que recibe mayor atencion, es la hipotesis de respuesta a lesion; las caracteristicas centrales
de esta hipotesis son:

1. Surgimiento de lesiébn endotelial crénica focal, casi siempre sutil, con el resultante
incremento de permeabilidad endotelial u otra evidencia de disfuncion endotelial.

2. Incremento del paso de lipoproteinas al interior de la pared vascular (insudacién), sobre
todo LDL o LDL modificadas, con su alto contenido de colesterol, y también VLDL.

3. Una serie de interacciones celulares en estos focos de lesion que implican células
endoteliales, monocitos-macro6fagos, linfocitos T y células de musculo liso originadas en la
capa intima.

4. Proliferacion de las células de musculo liso en la intima con formacion subsecuente de

matriz extracelular por estas mismas (Kumar y col., 1999).

Lesion Endotelial

Las lesiones ateroscleroticas, de acuerdo con la Asociacion Americana del Corazon, estan
dividas en 2 grupos: lesiones de la intima no-aterosclerotica y lesiones ateroscleréticas
progresivas. Un tercer grupo de lesiones: placas ateroscleréticas sanadas, que son las lesiones
mas prevalentes, son localizadas particularmente en las arterias carétidas (Spagnoli y col.,
2007). La lesién endotelial crénica o repetida es la piedra angular de la hipétesis de respuesta a
lesion. Factores como las endotoxinas circulantes, hipoxia, productos derivados del humo de
cigarro, virus y toxinas endoteliales especificamente como homocisteina podrian participar, sin

embargo,es mucho mas probable que otros factores tales como trastornos hemodindmicos
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(fuerzas deslizantes, flujo turbulento) y efectos adversos de la hipercolesterolemia, sean los
gue actuan de manera conjunta (Kumar, 1999).

Las fuerzas deslizantes y el flujo turbulento ocasionan incremento de la permeabilidad
endotelial y del recambio de células, aumento de la endocitosis de LDL mediada por receptor e
incremento de la adhesividad del endotelio a leucocitos (LDLR). Estas alteraciones se
acompanfan de trastornos de la expresion de genes de moléculas importantes, como citocinas,
moléculas de adhesion y proteinas de coagulacion. La compleja geometria del sistema arterial
con sus giros, vueltas y ramificaciones puede dar lugar a patrones de flujo turbulento con
fuerzas deslizantes de grado variable capaces de generar focos de disfuncion endotelial
(Kumar y col.,1999).

La hiperlipidemia contribuye a la aterogénesis de varias maneras (Kumar y col., 1999):

1. La hiperlipidemia crénica, en particular hipercolesterolemia, puede iniciar por si sola la
disfuncion endotelial.

2. Con la hiperlipidemia crénica, las lipoproteinas se acumulan dentro de la intima en los
sitio de lesion o disfuncion endotelial.

3. De mayor importancia, brinda la oportunidad para modificar los lipidos en la pared
endotelial, sobre todo por mecanismos oxidativos, que producen LDL modificadas. Se
piensa que los cambios de glicacién y oxidacion de las LDL representan un aspecto
significativo del proceso aterogénico. Se piensa que en el microambiente de monocitos
y células endoteliales adheridos a las LDL, estimulan la produccion de radicales libres
generados por estas células activadas. Las LDL oxidadas contribuyen a la aterogénesis
de la siguiente manera: 1) los macrofagos las ingieren con rapidez por medio del
receptor “carrofiero”(scavenger)distinto del receptor clasico LDL; 2) son quimiotacticas
para monocitos circulantes; 3) incrementan la adhesion de monocitos; 4) inhiben la
motilidad ya presente en las lesiones; 5) estimulan la liberacion de factores de
crecimiento y de citocinas; 6) Son citotoxicas para células endoteliales y células del

musculo liso, y 7) son inmunogénicas (Kumar y col., 1999).
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Sucesos Celulares en la Aterogénesis

La lesibn endotelial ha sido propuesto para ser un evento patofisiolégico temprano y
clinicamente relevante en el proceso aterosclerético. Los pacientes con disfuncion endotelial
tienden a tener un riesgo incrementado para los eventos cardiovasculares futuros, incluyendo
accidente cerebrovascular (Spagnoli y col., 2007).

La participacion de la inflamacion en la aterosclerosis en todos sus estadios es lo
siguiente enfocandose desde otro punto.

A. El reclutamiento de leucocitos a la lesion naciente. Las células blancas se adhieren
pobremente al endotelio normal. Cuando la monocapa endotelial sufre inflamacion,
expresa moléculas de adhesion que son conjugados con sus ligandos correspondientes en
leucocitos, formando con integrinas y selectinas una adherencia mas firme. Las citocinas
proinflamatorias expresadas en el ateroma proveen un estimulo quimiotactico a los
leucocitos adherentes, direccionando su migracion a la intima.

B. Los linfocitos T se unen con los macréfagos en la intima durante la evolucion de la lesion.
Estos leucocitos, asi como las células residentes de la pared vascular, secretan citocinas y
factores de crecimiento que pueden promover la migracion de células de musculo liso y
estas expresar enzimas especializadas que pueden degradar a la elastina y el colageno en
respuesta a la estimulacién inflamatoria. La degradacién de la matriz extracelular arterial
permite la penetracion de las células de musculo liso a la placa creciente.

C. Por ultimo, los mediadores de inflamacion pueden inhibir la sintesis de colageno y evocar
la expresion de colagenasas por las células espumosas en la lesion intimal. Estas
alteraciones en el metabolismo de la matriz extracelular hacen mas delgada la capa fibrosa

dejandola débil y susceptible a la ruptura. (Libby y col., 2002) (figura 1).
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Figura 1.- Participacion de la inflamacién en todos los estadios de la aterosclerosis (Libby y col.,
2002)

Se ha observado que la glicacion de lipoproteinas (HDL y LDL) induce la expresion y
activacion de TLRs, esta modificacién también conduce a su oxidacién generando ligandos que
activan mas receptores tipo Toll, favoreciendo a su vez el desarrollo de la enfermedad
aterosclerética (Younis y col., 2008).

La proliferacion de células de musculo liso alrededor del foco de células espumosas
convierte las bandas grasosas en ateromas maduros fibro-adiposos (Linton y Fazio, 2003). La
evolucion del ateroma se ha relacionado con una reaccion inflamatoria cronica con células T
activadas, monocitos-macrofagos, células endoteliales y células de musculo liso, en la cual
expresan o contribuyen con una variedad de citocinas que pueden tener alguna funcién a la
adherencia, locomocidn y replicacion celular (Linton y Fazio, 2003).

Las placas en la intima representan un agregado central de células espumosas
provenientes de macréfagos y células de masculo liso, algunas de las que, ya muertas, han
liberado lipidos y restos celulares y estan rodeadas por células de musculo liso. Durante su
evolucién el ateroma celular-adiposo sufre modificaciones por un mayor depésito de colageno,
elastina y proteoglicanos. Este tejido conectivo es prominente sobre todo en el lado de la
intima, donde forma el llamado casquete fibroso. Asi avanza el ateroma fibro-adiposo hasta su
maduracion completa. Algunos ateromas muestran proliferacion celular considerable y el tejido
conectivo que se forma produce las placas fibrosas. Otros retienen células llenas de lipidos y
residuos grasosos en un nucleo central (Kumar y col., 1999).

La trombosis es una complicacién de las etapas tardias de la aterosclerosis y los

trombos organizados pueden contribuir a la formacion de placas e invasion de la luz vascular.
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En general las plaquetas no se adhieren a la pared arterial sino a una lesion grave previa 0 a
una porcion desnuda del endotelio, aun las alteraciones bioquimicas mas sutiles de una célula
endotelial normal pueden crear condiciones para producir trombos (Falk y Fernandez-Ortiz,
1995).

Efectos de la Diabetes en Aterosclerosis

Los principales factores de riesgo adquirido susceptibles de control son cuatro: hiperlipidemia
(hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia), hipertension, tabaquismo y diabetes (Kumar y col.,
1999). Hay varios mecanismos que pueden contribuir al aumento de aterosclerosis en los
diabéticos ademéas de los factores de riesgo mas comunes, estos incluyen la disfuncion
endotelial, aumento de la activacién y agregacion plaquetaria, alteraciones de la coagulacion y
la composicion de la placa anormal, alteraciones en la composicion de las lipoproteinas, y
proteinas glicadas (Kumar, 1999).

La diabetes modifica la vasodilataciéon dependiente de endotelio antes de la formacién
del ateroma. Un numero fundamental de mecanismos contribuye a la disminuida
biodisponibilidad del éxido nitrico derivado del endotelio en la diabetes (Beckman y col., 2009).
La hiperglicemia inhibe la produccién de éxido nitrico bloqueando la eNOS sintasa y al mismo
tiempo incrementando las especies reactivas de oxigeno en las células endoteliales y musculo
liso (Beckman y col., 2009). La resistencia a la insulina provoca el exceso de liberacion de
acidos grasos libres del tejido adiposo, el cual activa la enzima de sefializacién proteina cinasa
C, Inhibiendo a fosfatidilinositol-3 (PI-3) cinasa (un antagonista de la via eNOS), e
incrementando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Beckman y col., 2009).

La diabetes incrementa la produccion de vasoconstrictores, tales como endotelina-1, la
cual activa sus receptores correspondientes en la célula de muasculo liso vascular para inducir
la vasoconstriccion. En adicion, esta incrementa la retencion de agua y electrolitos/iones en los
rifiones por medio del sistema de renina-angiotensina e induce la hipertrofia de las células del
musculo liso. Asi mismo puede estimular la producciéon de receptores para los AGEs e
incrementar la transcripcién inducida por la LDL oxidada. Estudios recientes demuestran que
células de musculo liso arteriales cultivadas de pacientes con DM2 poseenuna mayor

capacidad de migracion (Beckman y col., 2009).

Funciones modificadas en plaquetas. Las plaguetas pueden modular la funcion

vascular y participar significativamente en la formacion del trombo. Las anormalidades pueden

14



exacerbar la progresién de la aterosclerosis y como consecuencia la ruptura de la placa. La
concentracion de glucosa interplaquetaria se iguala a la concentracién extracelular ya que no
depende de insulina (Beckman y col., 2009), esta a su vez es la que regulalos niveles de
glucosa en las células endoteliales, llevando a la activacion de la proteina cinasa C (Beckman 'y
col., 2009).
En los pacientes con diabetes, se observa un desorden en la homeostasis del calcio. La
regulacion alterada del calcio contribuye a una actividad modificada siendo que el calcio
intraplaquetario regula su cambio de forma, secrecién, agregacion y formacion del tromboxano.
Los pacientes con diabetes tienen una sobreexpresion de glicoproteina Ib (Gplb) sobre
la superficie plaquetaria, la cual participa en la unién del factor Von Willebrand y Gpllb/llla, el
cual media la interaccion plaqueta-fibrina. Estas anormalidades a su vez disminuye la
produccion endotelial de antiagregantes como Oxido nitrico y la prostaciclina asi como
incrementando la produccion de fibrin6geno y activadores plaquetarios, como trombina y factor
Von Willebrand. En conjunto, estas anormalidades causadas por la diabetes incrementan la
activacion plaquetaria intrinseca y decrementan los inhibidores endégenos de esta misma
(Beckman y col.,, 2009). En adicion, la diabetes aumenta la coagulabilidad de la sangre,
ayudando a la ruptura de la placa ateroscler6tica o su erosién lo que ocasionaria una oclusion

trombotica de la arteria (Beckman y col., 2009)(figura 2).

Alteraciones de las lipoproteinas. Surgen como parte del cuadro clinico en la DM2;
se mencionan entre ellos bajos valores circulantes de lipoproteina de alta densidad (HDL)
(Beckman y col., 2009). Los bajos niveles de HDL representan la segunda anormalidad mas
comun en DM2. Los niveles elevados de lipoproteinas ricas en triglicéridos bajan los niveles de
HDL promoviendo los intercambios de colesterol del HDL a VLDL via proteina transferencia
colesteril-ester (Beckman y col., 2009).

Alteraciones en la composicion de la lipoproteina de baja densidad. La LDL es uno

de los principales determinantes para la cardiopatia coronaria, los cambios cualitativos en las
LDL de los pacientes con diabetes sugieren mayor aterogénicidad. En concreto, la
apolipoproteina B de LDL es susceptible a la glicacion, esto disminuye su afinidad por el
receptor de LDL, y aumenta su susceptibilidad a la modificaciobn oxidativa. Ademas, la
composicion de esta es alterada en los pacientes con diabetes; en concreto, la LDL es més
pequefia y mas densa, siendo esta una forma mas susceptible a la peroxidacion y oxidacion,

conduciendo finalmente a un aumento en la captacion por macrofagos con la posterior
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formacion de células espumosas, y por lo tanto un mayor potencial aterogénico (Fabryova y
Cagan, 1998).

Receptores Tipo Toll

Los TLRs son unos receptores de una familia evolutivamente conservada de patrones de
reconocimiento expresados en varios tipos celulares, los cuales emplean un rol esencial en la
respuesta inmune innata. Estos receptores contienen un receptor Toll/IL1 (TIR) con un dominio
homdlogo en su region citoplasmética la cual es esencial para la sefalizacion (Abbas y col.,
2011).

Diabetes Mellitus
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Figura 2.- Disfuncion endotelial en la diabetes: En la diabetes la hiperglicemia, la liberacién de
acidos grasos libres y la resistencia a la insulina dan como resultado eventos metabdlicos

adversos en la célula endotelial. La activacion de estos sistemas afecta a la funcién endotelial,

16



aumenta la vasoconstriccion, incrementa la inflamacion y promueve la trombosis. Se
decrementan los niveles de 6xido nitrico y se aumentan las concentraciones de endotelina-1 y
angiotensina Il dando lugar al incremento del tono vascular y al crecimiento vascular de las
células de musculo liso. La activacién del factor nuclear de transcripcion kB (NF-kB) y la
proteina 1 activadora induce la expresion de genes proinflamatorios, con la liberacion de
quimiocinas atrayentes de leucocitos, asi como un incremento en la produccion de citocinas
proinflamatorias y la expresion aumentada de moléculas de adhesion celular. Incrementando
asi también la produccién del factor tisular y el inhibidor activador de plasmina lcreando un
milieu protrombdético, mientras disminuye el 6xido nitrico derivado de endotelio y la prostaciclina

favoreciendo la activacion de las plaguetas (modificado de Beckman y col., 2009).

Los TLRs son encontrados en la superficie celular asi como en membranas
intracelulares, siendo capaz de reconocer microbios en diferentes localizaciones de la célula.
Algunos de los productos que estimulan las sefalizacion de los TLRs incluyen el
lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram negativas, el peptidoglicano de bacterias gram
positivas, lipoproteinas bacterianas, acido lipoteicoico, lipoarabinomanano, zymosan, proteina
flagelina del flagelo bacteriano, motivos CpG sin metilar, RNA de doble hélice asi como de una
hélice. El TLR2 es especifico para peptidoglicano,lipoproteinas, acido lipoteioico y porinas asi
como hemaglutinina viral, ElI TLR4 reconoce el lipopolisacarido, mannanos flngicos,
fosfolipidos parasitarios, proteinas virales de la envoltura, entre otras (Abbas y col., 2011).

Los miembros de la familia TLR comparten una arquitectura comun, que consiste en un
ectodominio que lleva ricas repeticiones de leucina (LRR), un segmento de transduccion de
membrana, y un dominio de sefalizacion citoplasmatico toll parecido al receptor de interleucina
1 (TIR). La activacion de los TLR por estimulos microbianos, resulta la mayoria de los casos en
el reclutamiento de las proteinas adaptadoras citoplasmaticas MyD88 (factor de diferenciacion
mieloide de respuesta primaria 88), y TIRAP/Mal (proteina asociada a TIR/adaptador tipo
MyD88) seguido por la formacién de un complejo con la cinasa serina/treonina IRAK y TRAF6
(proteina adaptadora contenedora del dominio TIR asociado a factor 6), después de la
modulacion de la familia del complejo de proteinas IKK y proteinas IkB (inhibidor del factor
nuclear kB) y que en Ultima instancia se traduce en la activacion y translocacion nuclear del
factor de transcripcion NF-kB. Este factor de transcripcion controla la expresion de genes
implicados en la modulaciéon de la inmunidad innata y adaptativa. La sefializacién de TLR

también activa varias cinasas MAP, tales como p38, JNK y ERK1/2, o via de sefializacién
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dependiente de TRIF, IRF-3 que desemperfian un papel modulador en la induccién de genes de

expresion pro-inflamatorio (figura 3) (Bjorkbacka, 2006).
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Figura 3.Activacion de receptores tipo Toll. Cuando TLR2, 4 y 5 se activan, el MyD88 es
reclutado junto al dominio TLR / TIR para inducir la produccion de citocinas pro-
inflamatorias a través de una via de sefializacion clésica. En esta via de la familia de las
proteinas IKK se activa en un proceso que implica a IRAK-1 y TRAF6. El complejo IKK
cataliza la fosforilaciéon de IkBa y la degradacion por el proteosoma, por lo tanto
permitiendo NF-kB para traslocarse en el nlcleo. Una vez en el ntcleo, NF-kB regula la
expresion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas e adhesién. Ademas, TLR2 y
TLRA4utilizan una via de MyD88 independiente que implica el reclutamiento de PI3K y
TRIF al dominio TLR/TIR. TLR4 activa una via TRIF-dependiente que induce la
activacion de IRF-3 y, posteriormente, la produccién de IFN e tipo | en respuesta a LPS
(Bjorkbacka, 2006).

Receptores Toll y la Aterosclerosis
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Evidencia de diversas fuentes han sugerido que los TLRs pueden patrticipar en la aterosclerosis
de multiples maneras (Liu y col., 2007). Varios reportes documentan la expresion de TLRs en
lesiones ateroscleréticas (Xu y col., 2001) y sugieren que la via de NF-kB es activada en la
lesion, resultando la transcripcidbn de una variedad de genes participantes en la respuesta
celular de tipo inflamatorio y proliferativo a la aterogénesis y finalmente la sintesis de péptidos
antimicrobianos asi como citocinas proinflamatorias (Liu y col., 2007). Estd comprobado por
otro lado que la expresion de TLR4 en macri6fagos es aumentada por la LDL oxidada, lo que
sugiere un mecanismo potencial para efectos sinergisticos de hipercolesterolemia e infeccion
en la aceleracion de la aterosclerosis (Liu y col., 2007).

Se sugiere que los TLRs pueden tener participacion en la aterosclerosis con moléculas
endégenas (MM-LDL, HSP60, EDA) y exdgenas (provenientes de patdgenos) junto con sus
ligandos afines (Liu y col., 2007; Vabulas y col., 2001). Los TLRs pueden interferir con el
metabolismo del colesterol directamente en los macréfagos (Castrillo y col., 2003) sugiriendo
un mecanismo adicional en elque los TLRs participan en la aterogénesis (Liu y col., 2007). Se
ha documentado la expresién en particular de TLR1, TLR2, TLR4 y en menor proporcion TLR5
en placas aterosclerdticas de modelos humanos y murinos donde fueron localizados en
macrofagos y células endoteliales principalmente (Xu y col., 2001).En un estudio hecho por
Edfelt y colaboradores, la expresion de TLR2 y TLR4 aumentd en lesiones ateroscleréticas
humanas y frecuentemente fueron localizados con NF-kB asi como el aumento de del factor
nuclear en macréfagos TLR positivo (Edfeldt y col., 2002).

Un estudio reportd que los ratones C3H/HeJ son resistentes a la aterosclerosis en
comparacion con ratones C57BL/6 al ser alimentados con una dieta alta en colesterol (Paigen,
1995). Estos ratones C3H/Hed cuentan con una mutacion puntual en la regién
intracitoplasméatica del TLR4 que codifica para un receptor no funcional. Los leucocitos de
ratones C3H/HeJ carecen de respuestas inflamatorias a LDL minimamente modificada,
apoyando la idea de que la minima modificacion de la LDL inicia la aterosclerosis a través de
TLR4 (Shiy col., 2000).

Lipoproteinas
Las diferencias especificas entre las diferentes clases de lipoproteinas implica la cantidad de

lipidos presente, lo cual afecta su tamafio, densidad y la naturaleza de la apolipoproteina en su

membrana (Cruz Jaime, 1995).
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Lipoproteinas de Baja Densidad

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) pertenecen también a los 5 grupos mayores de
lipoproteinas, estas contienen a la apolipoproteina B100 (ApoB100). Tiene un ndcleo altamente
hidrofébico que consiste en acidos grasos poliinsaturados como lindleato y alrededor de 1500
moléculas de colesterol esterificado, su estructura puede ser altamente heterogénea. La
funcion principal de las LDL es el transporte de colesterol hacia las células cuando estas lo
requieren. Los niveles 6ptimos para personas deben rondar en menos de 100 mg/dL (NHLBI),
2004) y deben ser menores a 70 mg/dL para personas con alto riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Rodney y col., 2003). La LDL participa en procesos de la aterosclerosis,
como la formacion de células espumosas que son el resultado, pero estas lipoproteinas deben
ser quimicamente modificadas para ser fagocitadas por los macro6fagos/monocitos, esta
modificacion debe ser por un proceso de glicacion y/ oxidacién (Nahla y col., 2012).

La lipoproteina de baja densidad constituye alrededor del 50% del plasma humano, el
tamanfo de la particula es mas pequefia que las proteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones y
VLDL). El colesterol constituye alrededor de la mitad de la masa de LDL estando esterificado
en su mayor parte. Alrededor del 25% del total de LDL esta constituido por proteinas
principalmente APO B100 con indicios de APOC. Esta proteina es la mas peligrosa por su
elevado potencial aterogénico ya que transporta la mayor cantidad de colesterol (Cruz Jaime,
1995).

LDL en relacién con aterosclerosis. Las lipoproteinas de baja densidad juegan un
papel importante en el desarrollo de la lesién. Cuando las LDLs son reclutadas de la circulacion
en la pared arterial, estas se oxidan y son convertidas en ligandos para los receptores
scavenger expresados en la superficie celular de los macréfagos (Tabet y Rye, 2009;
Steinberg, 1997), y esta establecido que los monocitos fagocitan LDL glicada (Younis y col.,
2012). La indiscriminada fagocitacion por parte de los macréfagos logra que se generan las
células espumosas, uno de los tipos celulares clave en las lesiones ateroscleréticas (Tabet y
Rye, 2009; Van Der Wal y col., 1992).La modificaciobn oxidativa de LDL juega un papel
importante en el desarrollo de una lesién aterosclerética, asi como en su desestabilizacion y la

ruptura de la placa (Tabet y Rye, 2009; Napoli y col., 2001). Otros estudios nos ayudan a
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comprender que la glicacibn y la oxidacibn en estas lipoproteinas parecen ocurrir

simultaneamente (Younis y col., 2008).

Lipoproteinas de Alta Densidad

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son una de los 5 grupos mayores de lipoproteinas.
Contienen la proporcibn més alta de colesterol, son abundantes en ApoA-1 y ApoA-2. Su
principal funcién es transportar el colesterol internamente desde las células gracias al
transportador ATP-binding Cassette A1 (ABCAL) hacia el higado (Tabet y Rye, 2009). La
enzima plasmatica lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) convierte el colesterol libre en un
colesterol éster (una forma mas hidrofébica de colesterol) transportada a su nucleo (o core)
(Christison, 1995). Lo niveles de HDL 6ptimos deben ser mayores de 40 mg/dL para hombres y
50 mg/dL para mujeres (Bonow y col., 2011). Las HDL son altamente heterogéneas en
composicion, identificandose mas de 100 proteinas en ella (Nahla y col., 2012),teniendo un
amplio espectro de actividades antiaterogénicas, incluyendo el flujo de colesterol celular de los
tejidos periféricos en el proceso de transporte reverso, asi como actividades anti-inflamatorias,
antioxidativas y antiapoptéticas (Christison, 1995; Janine y col., 2010; Scanu y Edelstein, 2008).

La anormalidad encontrada mas frecuentemente en la composicion de HDL en
pacientes con DM2 es un enriquecimiento de triglicéridos en el nlcleo de HDL y una baja en los
niveles de esteres de colesterol (Janine y col., 2010), otras alteraciones pueden ser un
incremento en la concentracion de amiloide sérica A (SAA), acumulacién de ApoAl y ApoA2,
disminucion de enzimas asociadas a HDL como la paraoxonasa 1 (PON1) y la LCAT (Janine y
col., 2010). Un estudio reciente demuestra que la particula HDL es capaz de proteger a la LDL
de la glicacion y asi mismo demuestra tener una capacidad anti-glicativa (Nahla y col., 2012).

La lipoproteina de alta densidad es una pequefia particula excretada por el higado en
forma de discos (Cruz Jaime, 1995). A medida que absorbe el colesterol del tejido periférico va
adoptando una forma esférica, para después terminar en el higado donde es metabolizado y
excretado (Cruz Jaime, 1995). Existen 5 subpoblaciones de HDL llevando su didmetro desde
10.6 a 7.6 nandémetros (Tabet y Rye, 2009).Alrededor de 100 proteinas han sido identificadas
en HDL, su composiciéon varia en personas que padecen o son susceptibles a diabetes,
ateroesclerosis o inflamaciéon crénica. Las principales variaciones estan en paraoxonasal
(PONL1), lecitina colesterol aciltransferasa, fosfolipasa A2, amiloide sérica A y apolipoproteina J.
Se relaciona la baja actividad de PON1 en HDL se asocia con la baja proteccion de HDL en la
oxidacién de LDL (Younis y col., 2012).
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HDL e inflamacién. Existe evidencia que la HDL inhibe la inflamacién asociada con el
desarrollo de la placa aterosclerética, incluyendo el paso inicial (Tabet y Rye, 2009). Estudios in
vitro e in vivo han demostrado que las HDLs son altamente efectivas en inhibir la expresion de
moléculas de adhesion endoteliales y previniendo el reclutamiento de monocitos en la pared
arterial (Cockerill y col., 1995; Tabet y Rye, 2009)). Estas lipoproteinas también inhiben el
proceso de oxidacion de LDL (Kopprasch y col., 2004). Varias lineas de investigacion sugieren
gue las HDLs tienen propiedades antioxioxidantes que protegen contra el dafio oxidativo en la
aterosclerosis. Estos efectos benéficos han sido atribuidos a las enzimas como PON1 y PAF-
AH (Tabet y Rye, 2009; Forte y col., 1999; Ng y col., 2005).Varios estudios han demostrado
gue la HDL tiene una actividad antiglicativa en la LDL in vitro, apoyandose en que la PON1 esta
asociado a esta actividad antiglicativa (Younis y col., 2012). El conjunto de estudios dan una
evidencia clara de que la lipoproteina de alta densidad reduce el desarrollo de la lesion
aterosclerética por multiples mecanismos (Tabet y Rye, 2009). La HDL demuestra tener la
habilidad para influenciar la funcién endotelial y los mecanismos responsables de sus

propiedades antiinflamatorias (Tabet y Rye, 2009).

Productos de Glicaciéon Avanzada

La glicacion postsecretora de proteinas es un proceso donde la condensaciéon no-enzimatica de
la glucosa con proteinas se lleva acabo formando aductos covalentes que son estables dando
como resultado alteraciones estructurales y consecuentemente, anormalidades funcionales.
Bajo condiciones fisioldgicas, la solucién de glucosa existe como un anillo de piranosa estable
en equilibrio con su forma de aldehido de cadena abierta (Younis y col., 2008). El grupo
aldehido (o cetona) delos azucares (su reductor) o los compuestos de baja masa derivados de
la glucosa, tales como el glicoaldehido o el metilglioxal, son reversiblemente condensados con
grupos aminos en las proteinas, formando una labil base de Schiff (o aldimina) la cual
irreversiblemente es modificada a una cetoamina mas estable conocida como producto amadori
(figura 4) (Younis y col.,, 2008).Este producto amadori puede tener ciclos posteriores de
condensacién entre grupos amino y grupos aldehidos lo que dard resultado a una
fragmentacion oxidativa dando al final ciertos compuestos referidos como productos de
glicacion avanzada (AGEs) (Basta y col., 2004; Brown y col., 2006; Thornalley y col., 1999;
Younis y col., 2008; Voziyan y col., 2003).
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Figura 4.-Glicacién no-enzimética de proteinas, comienza con la condensacién de un grupo
aldehido de un azucar reductor y un grupo amino libre para formar una base de Schiff labil
(glicosamina), la cual irreversiblemente llega a un rearreglo dando una cetoamina mas estable

la cual es conocida como “producto de Amadori’(Gonzélez Flecha y col.,2000).

Los AGEs se forman a un ritmo constante y lento en el cuerpo humano, desde su fase
embriogénica y son cumulados con el tiempo. (Younis y col., 2008; Hernebring y col., 2006). En
el caso de la diabetes, su formacion se ve acelerada debido a la incrementada presencia de la
glucosa y sus aldehidos de bajo peso molecular como el glicoaldehido o el metilglioxal
(Thornalley y col., 1999; Younis y col.,, 2008). Diversasproteinas son glicadas durante la
diabetes y son asociadasconsus complicaciones. La mas conocida es la hemoglobina Alc
(HbAlc), otras moléculas implicadas son proteinas séricas como la albumina, proteinas de
membrana eritrocitarias, apolipoproteina B 100 (apoB100), proteinas de la mielina periférica y
citoesquelética, colagena de la piel, proteinas de la cérnea como la colagena I, fibronectina y
laminina (Younis y col., 2008). La funcion de la proteina glicada puede ser modificada si el o los
grupos amino afectados son rearreglados en su forma estructural o al menos en su sitio activo
(Younis y col., 2008). Las proteinas glicadas son acumuladas con la edad (Verzijl y col., 2000) y
han sido implicadas en la enfermedad de Alzheimer (Sasaki y col., 2001), osteoporosis (Hein y
col., 2006), sordera (Assimakopoulos y col., 2001), ceguera (Howes y col., 2004) y varios
canceres (Younis y col., 2008) asi como las principales complicaciones vasculares en la

diabetes como nefropatia, retinopatia, neuropatia y aterosclerosis (Jakus y Rietbrock,2004).
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Los niveles de AGEs estan correlacionados con la severidad de las lesiones
ateroscleréticas y con la acumulacion de proteinas plasmaticas, lipoproteinas y lipidos en la
pared del vaso (Bjorkbacka, 2006)

Recientemente se ha propuesto que los intermediarios comunes que contribuyen a la
formacion de AGEs son 3-deoxi-glucosona, glioxal y metilglioxal (Takeuchi y col., 2001). El
glioxal y metilglioxal pueden ser formados también por la autoxidacion de la glucosa y por
productos de glucolipidos (Thornalley y col., 1999). Estos productos iniciales e intermediarios
de glicacion lentamente se someten a una compleja serie de reordenamientos quimicos
adicionales para producir estructuras irreversibles (AGEs) de color amarillo-marron con una
propensién a generar especies reactivas de oxigeno e interactuar con las estructuras
especificas de la superficie celular (Brownlee y col., 1988).

Los AGEs comprenden un gran numero de estructuras quimicas que incluyen: 2-(2-
furoil)-4(5)-furanil-1H-imidazol (FFI), 1-alquil-2-formil-3,4 diglicosil pirrol (AFGPs), N-e-carboxi-
metil-lisina (CML), pirralina y pentosidina (Vlassara y col., 1994). Estudios bioquimicos e
inmunohistoquimicos sugieren que entre las modificaciones de las proteinas, el producto final
de glicaciéon avanzada CML se acumula in vivo de forma predominante (lkeda y col., 1996).
Algunos productos AGEs son antigénicos, y se ha demostrado que el anti-AGE del suero
predominantemente reconoce CML unido a proteina (Ikeda y col., 1996). La CML es un AGE
predominante en los depdsitos intracelulares neurofibrilares en los pacientes con enfermedad
de Alzheimer (Voziyan y col., 2003) y en células espumosas derivadas de macréfagos en las

placas ateroscleréticas humanas (Imanaga y col., 2000).

Glicacion de LDL

La glicacién no enzimatica de LDL toma su lugar principalmente en la apoB. La lisina es el
mayor aminoacido que sufre glicacion con un rango de 2-17% de residuos LDL-lisina. No existe
evidencia substancial que otros aminoacidos en la LDL son glicados con glucosa o
glicoaldehido (Brown y col., 2006; Younis y col., 2008).

Esta demostrado in vivo que la apoB en la LDL de pacientes con Diabetes mellitus
contiene una proporcion mas alta de glucosa unida a lisina comparada con individuos no
diabéticos (Schleicher y col., 1981). Otro estudio indica que el contenido de fructosamina en
LDL aislada en pacientes con DM2 fue mas alta que en los pacientes no diabéticos (Sanguinetti
y col., 1999), asi como otro estudio donde la apoB glicada en suero es mas alta en los

pacientes diabéticos que en pacientes sin diabetes (Tames y col. 1992) ademas de que los
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pacientes con niveles de LDL elevados sin diabetes mostraban una concentracion mas alta de
apoB glicada pero manteniendo el porcentaje de dicha apolipoproteina en valores normales
(Tames y col. 1992). El porcentaje de apoB glicada en pacientes con diabetes esta
correlacionado positivamente con las concentraciones de Hb1Ac y glucosa en ayunas (Tames y
col. 1992). Otro estudio encontré que la concentracion de LDL glicada circulante se ve
aumentada gracias a la hiperlipidemia sin relacionar el estado glicémico, esto gracias a que se
encontraron dichas concentraciones elevadas en pacientes con hiperlipidemia sin diabetes
(Howes y col., 2004; Tames y col. 1992).

Glicacion de HDL

En un estudio reciente se mostré que HDL glicada aislada de pacientes con diabetes reduce
potencialmente la inhibicion de liberacion de TNF-a e IL-18 comparado con la HDL nativa.
Asimismo la glicacion de HDL in vivo disminuye su habilidad para inhibir estas mismas
citocinas. Los niveles de glicacion no enzimatica de la HDL glicada y HDL de diabético se
incrementaron 28 veces y 4 veces respectivamente con los niveles de HDL nativa (Liu y col.,
2012).
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METODOLOGIA

Materiales y Métodos

Obtencion de CMSP CD14+

Se eligieron 5 sujetos control en ayuno de 12 horas en edades similares para obtener muestra
de sangre periférica, este numero fue elegido para observar la estimulacion de los CMSP y no
una comparacion entre poblaciones. Se obtuvo el pool de muestra sanguinea conteniendo en
los tubos anticoagulante heparina, este pool fue utilizado para determinar la expresion y
activacion de los TLR-2 y -4 mediante citometria de flujo (Martinez-Soto, 2012).

Preparacion de LDL y HDL Glicada

Preparacion de LDL. 1 mg de LDL se disolvié en 1 mL de PBS 20mM, PH 7.2 con
EDTA 1mM, 0.1 mg de cloranfenicol y NaN33 mM, aforado en 500 mL de PBS 20mM, y se
incubd con una solucién de glucosa 0.4M a 37 °C durante 1 semana bajo una atmosfera de
nitrégeno (Martinez-Soto, 2012; Ravandi y col., 2000).

Posterior a la semana de incubacién, la proteina se redujo con 1.3 gr de NaBH4 en 500
mL de PBS 0.1 M durante 1 hora a 4 °C, posteriormente se dializé contra una solucion de
fosfatos 0.1M con EDTA 1mM durante 24 horas (Martinez-Soto, 2012; Ravandi y col., 2000).

Preparacion de HDL. Para la preparaciéon de la lipoproteina de alta densidad se llevo

el mismo proceso que con LDL.

Determinacién de TLRs 2y 4 en células monociticas CD14+ mediante citometria de flujo.

A partir del pool de sangre total, se tomaron alicuotas de 500 L de la suspension celular y se
depositaron en tubos para citometria ajustando la cantidad de células mononucleares a
1x10° cel/100 uL en PBS, pH 7.4. Se estimularon las células con LDL y HDL respectivamente a
una concentracion de 50 ng/mL durante 2 horas a temperatura ambiente (T.A.) para observar si
hay una activacion de TLR-2 y TLR4. Se utiliz6 un control de LDL (0o HDL en su caso) sin

glicarse, esto para determinar la activacion basal que pudiese existir para ambos TLR. Se
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utiliz6 como control positivo zymosan para TLR2 y TLR 4(Martinez-Soto, 2012; Marshak-
Rothtstein, 2006).

Posteriormente se lavaron las células y se afiadieron 20 pL de anticuerpo
correspondiente a CD14, TLR2 y TLR4 (Anti-CD14-PerCP/Cy5.5, Anti TLR2-FITC, Anti-TLR4-
PE, respectivamente; Biolegend, San Diego, CA). Se incubaron las células durante 30 minutos
en la oscuridad a T.A., después se lavaron las células con 2.5 mL de PBS/SFB 2% y se
centrifugaron por 5 minutos a 1500 g, posteriormente se decantd el sobrenadante (el cual fue
guardado para la determinacién de citocinas IL-6 e IL-8 por ensayos de tipo ELISA;
PREPROTECH, 2012) y a las células estimuladas se les agregd 1 mL de solucién de lisis
(para glébulos rojos) y se incubaron durante 15 minutos en la oscuridad a T.A. Se procedi6 a
lavar las células y después a agregar 200 pL de solucién fijadora y se incubé durante 20 min en
oscuridad a T.A. Se lavaron las células con 2.5 ml de PBS/SFB 2% y posteriormente se
centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm, se decanté el sobrenadante y se afiadi6 200 yL de
PBS. Finalmente se analizaron 20,000 eventos por citometria de flujo (Camacho Villa y col.,
2012; Martinez-Soto, 2012).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los mecanismos celulares y moleculares donde la diabetes acelera las enfermedades
cardiovasculares faltan de ser elucidados. Estudios recientes demuestran claramente que
reduciendo el nivel de glucosa con tratamiento de insulina disminuye los eventos
cardiovasculares. Ademas de la aterogénesis, la hiperglicemia induce inflamacion, afecta la
matriz extracelular y a las proteinas procoagulantes, incrementa la apoptosis en las células
endoteliales, decrementan su proliferacion e inhibe la fibrindlisis, resultando en disfuncién
endotelial. La hiperglicemia también induce estrés oxidativo (Moscat y col., 2003) lo que
conllevaria a una mayor oxidacion de proteinas (Levitan y col., 2010).

Esta documentada la expresion en particular de TLR1, TLR2, TLR4 y en menor
proporcién TLR5 en placas ateroscleréticas de modelos humanos y murinos  donde fueron
principalmente localizados en macréfagos y células endoteliales (Xu y col., 2001). En dichas
células, ambos TLR2 y TLR4 frecuentemente fueron localizados con NF-kB (Edfeldt y col.,
2002). Adicionalmente se ha reportado que las lipoproteinas de baja densidad glicadas crean
una respuesta de tipo inflamatoria en modelos de ratén (Tabet y Rye, 2009), con base a estos
antecedentesen este trabajo se determinard si se activan los mismos mecanismos en células

monociticas de humanos.

Expresion de CD14+ en Células Monociticas de Sangre Periférica Estimuladas con LDL,
LDL Glicada, HDL, HDL Glicaday Zymosan.

Se determind la expresion del receptor CD14 en células monociticas de sangre periférica,
estimuladas con lipoproteinas (HDL y LDL), lipoproteinas glicadas y zymosan a una
concentracion de 50 ng/ml (figura 5) por 2 horas. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de células que expresan CD14 en superficie, estimuladas
con HDL y HDL glicada (41.11 y 50.10% respectivamente;P < 0.05) asi como entre las células
estimuladas con LDL y LDL glicada cuyos porcentajes de células que expresan CD14 fueron
35.88 y 69.95% respectivamente (P < 0.05). Estos resultados sugieren que en las células
monociticas humanas se observa el mismo tipo de efecto sobre el aumento del porcentaje
decélulas que expresan CD14 en superficie como cuando las células monociticas murinas son
expuestas a una LDL minimamente modificada segun Miller y colaboradores, (Miller y col.,
2003). Se utiliz6 como control positivo a zymosan (Martinez-Soto, 2012) para TLR2 y TLR4 por

tener una reaccion cruzada para ambos TLRs (Palazzo y col., 2008), donde se observé como
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se esperaba un aumento significativo del 86.89% en el porcentaje de células que expresan

CD14 en superficie en comparacion con la expresion basal que fue de 24.37%(P < 0.05).
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Figura 5.- Expresion de CD14 en CMSP. (P < 0.05)

Expresion de TLR2 en células monociticas de sangre periférica estimuladas con LDL,
LDL glicada, HDL, HDL glicaday Zymosan

Se cuantificé la expresion de TLR2 en células monociticas humanas utilizando los mismos
estimulos previamente mencionados. Se observd una diferencia estadisticamente significativa
en el porcentaje de células positivas a TLR2 cuando son estimuladas con HDL glicada
comparado con las células expuestas a HDL (figura 6, 60.22 y 36.23, respectivamente; P <
0.05). Para el caso de las LDL se obtuvo un comportamiento similar en donde se mostr6 una
diferencia significativa (P < 0.05) cuando las células son estimuladas con LDL glicada (66.38%),
comparado con el porcentaje de las células estimuladas con LDL (34.98%) que expresan TLR2.
El porcentaje de células que expresan TLR2 frente al estimulo con zymosan fue del 91.61%
comparado con el estimulo basal de 25.89% de las células monociticas que expresan TLR2,

mostré una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05). Observamos una correlacion
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con el estudio hecho con ratones knockout (TLR2 -/- apoE -/-) en donde se determind que la
expresion y activacién de TLR2 participa en la progresién de aterosclerosis (Liu y col., 2007)
desde el punto de vista que el TLR2 es sobreexpresado al ser expuesto a LDL modificada la

cual contiene en gran cantidad a la apolipoproteina E.
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Figura 6.- Expresion de TLR2 en CMSP. (P < 0.05)

Expresion de TLR4 en células monociticas de sangre periférica estimuladas con LDL,
LDL glicada, HDL, HDL glicaday Zymosan.

Se midio la expresion de TLR4 en CMSP utilizando los estimulos y condicionespreviamente
mencionados. Cuando se estimularon los monocitos con HDL glicada y ser comparados contra
monocitos expuestos a HDL se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de células que expresan TLR4 en superficie (49.74 y 60.33%, respectivamente; P<
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0.05). Las células monociticas estimuladas con LDL glicada aumenta significativamente el
porcentaje de células que expresan TLR4 en superficie (62.45%) comparado con el porcentaje
de células que expresan TLR4 cuando se exponen a LDL (43.07%; P < 0.05). La expresion de
TLR4 en monocitos fue de 88.86% para el control positivo zymosan en comparacion con la
expresion basal de TLR4 que fue de 23.29% la cual mostr6 una diferencia significativa (P <
0.05). La expresion de TLR4 se ve aumentada cuando las células monociticas son expuestas a
las lipoproteinas modificadas por glicacion, esto concuerda con el ensayo donde los leucocitos
de ratones C3H/HeJ que cuentan con una mutacion puntual en la region intracitoplasmética del
TLR4 carecen de respuestas inflamatorias a LDL minimamente modificada, apoyando la idea
de que la minima modificacion de la LDL inicia la aterosclerosis a través de TLR4 (Shi y col.,
2000) asi como el que diferentes lipidos oxidados han sido reportados que expresan y activan
TLR4 (den Dekker y col., 2010). Xu y colaboradores demostraron que la LDL oxidizada es
capaz de incrementar la expresion de mRNA de TLR4 en cultivos de monocitos derivados de
humano en contraste con los niveles expresados de LDL nativa sugiriendo que tal vez presente
el mismo proceso ante el estimulo de las lipoproteinas modificadas por glicacion que se llevé a
cabo en el presente estudio utilizando células monociticas de sangre periférica humanas (Xu y
col., 2001).
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Figura 7.- Expresion de TLR4 en CMSP. (P < 0.05)
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Estos resultados nos sugieren que hay una activacién de TLRs en células monociticas
de sangre periférica en humanos asi como existe en modelos de raton (25,28, 29) y podrian
activar la via de sefalizacién dependiente de MYD88 y NF-kB (Bjorkbacka, 2006) como ya
estd comprobado que en ratones deficientes de MyD88, TLR2 y 4 tienen un desarrollo reducido
de la aterosclerosis y es posible que la sefializacién este dada por los TLR2 y 4 (Tabet y Rye,
2009). Segun Dasu y colaboradores las concentraciones altas de glucosa inducen la
expresion de TLR 2y 4 via de la proteina quinasa C (PKC) estimulando el NADPH oxidasa en
cultivos de monocitos de humano (Dasu y col., 2008) generando una mayor expresion de TLRs
in vivo conjuntamente con las lipoproteinas glicadas y otras posibles moléculas séricas
modificadas por glicacion o glicoxidacion. Este estudio también demuestra que la expresion de
estos TLRs debido a la alta concentracién de glucosa dependen de MyD88. La via de
activacion de PKC esté envuelta en la activacion de NF-kB (Moscat y col., 2003) e informacion
publicada nos dice que hay una reaccion cruzada entre TLR2, TLR4 y PKC (Dasu y col., 2008).
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CONCLUSIONES

Se observd que las lipoproteinas de baja como de alta intensidad son capaces de inducir un
aumento en la expresién de TLR2 y TLR4 en células monociticas CD14+ de sangre periférica
cuando son modificadas por glicacion.

Esto sugiere que la modificacion de lipoproteinas por glicacién probablemente activa la
via de sefalizacién dependiente de MYD88 en las células monociticas CD14+ y la posterior
activacion de NF-kB activando la expresion de los genes proinflamatorios dando como
resultado un aumento en la expresion de TLR2, TLR4 y de las citocinas proinflamatorias.

PERSPECTIVAS

Evaluar la expresion de TLR2 y 4 asi como la secrecion de citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-8
al ser expuestas con LDL y HDL glicoxidadas en CMSP CD14+ de humanaos.

Evaluar la via de sefalizacién dependiente de MyD88 y NF-kB en células monociticas
CD14+ de humanos estimuladas con LDL y HDL glicadas asi como glicoxidadas ya que solo

estd comprobado en modelos de raton.
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