REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE
LAS CELULAS QUE FORMAN LA LESION
ATEROESCLEROTICA POR LIPOPROTEINAS

TESIS DE DOCTORADO EN CIENCIAS QUfMICAS
por

MARIA CECILIA SAMPEDRO
Prof. Dra. SILVIA CLARA KIVATINITZ

DIRECTORA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CORDOBA- ARGENTINA

FEBRERO 2004



Director de Tesis: Prof. Dra Silvia Clara Kivatinitz

Comision de Tesis: Prof. Dra. Adriana Gruppi

Prof. Dr. Aldo Héctor Coleoni

Prof. Dr. Hugo José Fernando Maccioni

II




AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer a todos aquellos que de diversas maneras han hecho posible la

realizacion de este trabajo, muy especialmente:

» A la Dra Silvia Kivatinitz, por haberme brindado la posibilidad de trabajar a su lado, en un

ambiente de libertad.

» Al Departamento de Quimica Bioldgica, por permitirme desarrollar este trabajo de tesis.
» Al Consejo de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Provincia de Coérdoba
(CONICOR) y a la Agencia Cordoba Ciencia, por brindarme el apoyo econdémico a través de

sus becas.

» A CONICOR, Agencia Coérdoba Ciencia, Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad
Nacional de Cordoba, a FONCyT, por el apoyo economico brindado al grupo a través de sus

subsidios.

» A los miembros de mi comision de tesis, por los aportes y el seguimiento realizado de mi

trabajo.

» A los profesores Dra. Beatriz Caputto, Dr. José Luis Daniotti, Dr. Gustavo Chiabrando, por

brindarme desinteresadamente su material de trabajo.

» A todos los integrantes del Departamento de Quimica Bioldgica, porque en cierta forma han

llegado a ser una parte importante de mi vida.
» A toda la “familia de planta baja”, por darle alegria al trabajo de cada dia.

» A todas las chicas del departamento, por brindarme su amistad simplemente con el compratir
del mate y las “reuniones de mujeres”. A todas, las que estan y las que no, muchisimas gracias

por los buenos momentos.
» A mi gran amiga Estela, por ser mi apoyo incondicional de cada dia.
» A mis padres, por su apoyo y confianza que me son, desde siempre imprescindibles.

» Muy especialmente a José Luis, por su amor y paciencia y por la hermosa familia que hemos

formado juntos.

» A Lucas y Andrés, por ser mi alegria y fortaleza de cada dia, gracias por darle sentido a mi

vida.

» A Dios, por ser el principio y fin de toda mi vida.

I




ALEXA:

CDa3:

CD4:

CD8:

CMB:

Con A:

COX-1:

COX-2:

Dil:

FITC:

FW-SC:

GSL:

HDL:

HSP:

IL:

LacCer:

LDL:

LDL-R:

MFCh:

MLC:

OxHDL:

PBMC:
PE:
PGE,.
PGI;:

PHA:

ABREVIATURAS
Alexa 488, Molecular Probes
Marcador de linfocitos T
Marcador de poblacion de linfocitos T cooperadores
Marcador de poblacion de linfocitos T citotoxicos
Células mononucleares de bazo de raton.
Concanavalina A
Ciclooxigenasa 1
Ciclooxigenasa 2
1,1°-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina perclorato
Isotiacionato de fluoresceina.
Detector de Citdmetro de Flujo, parametro relacionado con el tamaiio celular
Glicoesfingolipidos
Lipoproteina de alta densidad.
Proteinas de shock térmico
Interleukina
Lactosilceramida
Lipoproteina de baja densidad.
Receptor de la lipoproteina de baja densidad
Intensidad media de fluorescencia
Cultivo mixto linfocitario.
Lipoproteina de alta densidad oxidada.
Células mononucleares de sangre periférica humana.
Ficoeritrina
Prostaglandina E2
Prostaglandina 12

Fitohemaglutinina

v




PMA: Forbol miristato acetato.

PPAR: Receptores activados por el proliferador del peroxisoma

RAP: Proteina asociada al receptor de LDL.

RT-SC detector de citometro de flujo, parametro relacionado con la complejidad
celular

SFB: Suero fetal bovino

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

VLDL-Alexa: Lipoproteina de muy baja densidad marcada con Alexa.




RESUMEN

La Ateroesclerosis se caracteriza por la presencia de areas vasculares que poseen células
musculares lisas y células mononucleares en estado proliferante asi como componentes de la matriz
extracelular, células espumosas y depositos de colesterol. La primera lesion reconocible de la
Aterosclerosis (denominada “fatty streak) es la aparicion de un agregado de linfocitos T y de
macrofagos ricos en lipidos dentro de la capa intima de la pared arterial. En esta lesion temprana,
hay una clara preponderancia de células T con respecto a los macrofagos, siendo la mayoria de
estas células CD4" y receptor de Interleukina 2” (IL-2R"), caracteristica esta tltima de los linfocitos
T activados. La ateroesclerosis se define como una enfermedad inflamatoria ya que las placas
ateromatosas inestables son particularmente ricas en células activadas del sistema inmune y en

productos de activacion liberados por las distintas células.

Diversas lipoproteinas participan en la respuesta inmune en la placa ateromatosa, entre
ellas la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y la lipoproteina de alta densidad (HDL). La
HDL, considerada como una lipoproteina antiaterégénica, regula la proliferacion de las células
musculares lisas y la produccion de prostaglandinas. Esta lipoproteina es considerada beneficiosa
ya que diversos estudios epidemiologicos demuestran una correlacion inversa entre la
concentracion de HDL y la incidencia de enfermedades coronarias. La VLDL es un lipoproteina
aterogénica la cual, entre otras cosas, es capaz de inducir la formacion de las células espumosas en

la placa ateromatosa.

Existen escasos datos acerca del efecto de estas lipoproteinas sobre los linfocitos T y si
existe correlacion con la progresion de la placa ateromatosa. En este trabajo de tesis describimos
algunos efectos importantes de estas lipoproteinas sobre la activacion y proliferacion de las células
que forman el ateroma; los cuales son fundamentales para el disefio de nuevas terapias de

prevencion del desarrollo o de la progresion de la ateroesclerosis.

El objetivo general de esta tesis doctoral fue estudiar la regulacion de la activacion y la
proliferacion de las células que forman la lesion ateroesclerdtica inicial por lipoproteinas anti-

aterogénicas y aterogénicas. Los resultados obtenidos permitieron concluir que:

HDL, una lipoproteina anti-aterogénica, suprime la respuesta linfoproliferativa de la célula
T inducida por varios mitogenos. Cuando esta lipoproteina es debilmente oxidada “in vitro” pierde

esta capacidad.

Un resultado importante que contribuye a enfatizar las propiedades anti-inflamatorias de la
HDL, es que inhibe la respuesta blastogénica sin afectar la proporcion relativa de los linfocitos T

cooperadores y citotoxicos, esto indica que HDL actia en forma similar a la de los fArmacos anti-
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inflamatorios y que es distinta de las drogas inmunosupresoras que inhiben principalmente la

proliferacion de los linfocitos T CD4+ de sangre periférica humana.

Otro hallazgo importante es que HDL inhibe la expresion de los marcadores de activacion
CD25 (receptor de IL-2) y CD2. Estos resultados refuerzan la hipdtesis que los efectos anti-
blastogénicos estdn relacionados con las acciones anti-inflamatorias, ya que la mayoria de las
drogas anti-inflamatorias impiden la expresion del receptor de IL-2 y de CD2. Estos datos

corroboran que HDL dirige los linfocitos T activados hacia un fenotipo de células en reposo.

Sin duda otra via por la que HDL ejerce un efecto anti-inflamatorio es que produce una
inhibicion de la liberacion de PGE2, mediador temprano de la inflamacion, interfiriendo desde el
comienzo con la progresion del ciclo celular de las células que se encuentran en la lesion

ateroesclerotica.

En cuanto a los mecanismos subyacentes al efecto antiproliferativo de HDL se encontrd
que produce una inhibicion de la expresion de mediadores esfingolipidicos, principalmente LacCer.
Ademas, HDL estimula la fosforilacion de Map Kinasa en los linfocitos. Estos dos ultimos datos
refuerzan la nocion de que HDL regula la progresion del linfocito T a lo largo del ciclo celular, ya
que ERK1 (p44) interviene en cascadas de sefializacion que son consecuencia de la unidén y
activacion del complejo del receptor de la célula T que culmina en la multiplicacidon celular. Esta
sefial produce la activacion de la secuencia de sefiales intracelulares Ras/Raf-1/MEK/MAPK en los

linfocitos humanos.

VLDL, una lipoproteina aterogénica, produce inhibicion en forma dosis dependiente de la

proliferacion de células de bazo de raton inducida por la presencia de ConA.

VLDL disminuye drasticamente la poblacion de linfocitos con morfologia de blastos (Fw-
SC elevados) que expresan CD3 (linfocitos T) y en menor medida aquellos que expresan CD19
(linfocitos B). Este mecanismo por el cual VLDL manifiesta efectos antiproliferativos se relaciona
con el bloqueo de la progresion de las células T en el ciclo celular acumulando la poblacion en la
fase G0/G1, por lo tanto produciendo la deplecion de células T totalmente activadas, o sea que

expresan IL-2R.

Estos resultados contrastan con las propiedades aterogénicas de esta lipoproteina ya que
una inhibicion de la proliferacion o multiplicacion de las células inhibiria el crecimiento del
ateroma; sin embargo hay otras células que forman la lesion germinal cuya proliferacion puede ser
afectada por factores liberados por células T. Apoyando ésta hipdtesis se detectdé que VLDL
aumenta la produccion de IL-2 y disminuye la de IL-4 indicando que VLDL promueve una

respuesta de tipo inflamatoria.
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Uno de los hallazgos mas importantes es que VLDL marcada con sondas fluorescentes se
une a una poblacion de linfocitos de tamafo pequefio y rugosidad variada, que presentan
caracteristicas morfologicas de células en estado de reposo. VLDL se une a dominios de la

membrana de esta poblacion linfocitos sin internalizarse.

La union de VLDL a los linfocitos es desplazable por VLDL nativa y no por otras
lipoproteinas, indicando que la unién es especifica y saturable. Esta union se ve incrementada
cuando se estimulan las células con un mitdégeno, y aumenta ain mas cuando se preincuban las

células con el mitégeno y VLDL. VLDL se une principalmente a linfocitos T CD4".

La mayoria de las células estimuladas con el mitégeno que unieron VLDL estan en la fase
GO/G1 del ciclo celular. Esta inhibicion de la progresion del ciclo celular es independiente de la
union de la VLDL a la célula, ya que la preincubacion de las células con VLDL y el mitégeno

produce la inhibicion de la progresion del ciclo celular en la fase GO/G1 unan o no VLDL.

VLDL se une a un receptor de membrana del tipo de los de la familia del receptor de LDL
(pero no LDL-R) y no del tipo de los receptores barredores ya que la union de VLDL se ve
claramente inhibida por la presencia de RAP, proteina chaperona que se une exclusivamente a la
familia de LDL-R. La preincubacion de las células con el mitdogeno y con VLDL aumenta la
expresion de la proteina que une RAP, sugiriendo por el peso molecular de la misma que VLDL se
esta uniendo a VLDL-R o a un receptor ain no descripto . Esta es la primera vez que se sugiere la

existencia de receptor de VLDL en linfocitos T CD4+.
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Introduccion

En la introduccién se describen aspectos relacionados a las lipoproteinas y sus
receptores, a las células que intervienen en la formacioén de la placa ateromatosa y por
ultimo se hace una descripcion histologica y bioquimica del desarrollo de la placa. Estos
aspectos son necesarios para comprender el desarrollo experimental de esta tesis doctoral,
cuyo objetivo general es: Estudiar la regulacion de la activacion y proliferacion de las
células que forman la lesion ateroesclerdtica inicial por las lipoproteinas aterogénicas

(VLDL) y antiaterogénicas (HDL).

CAPITULO 1

LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas son macromoléculas formadas por lipidos y proteinas especificas
denominadas apolipoproteinas, de forma aproximadamente esférica. Todas las
lipoproteinas poseen una estructura comun: un nucleo de lipidos neutros (triglicéridos y
¢ésteres de colesterol) rodeado de una monocapa superficial de lipidos anfipaticos
(fosfolipidos y colesterol no esterificado) y proteinas especificas (Figura 1). Las
lipoproteinas plasmaticas se clasifican de acuerdo a su densidad cuando son separadas por

ultracentrifugacion en gradientes isopicnicos. Las principales clases de lipoproteinas

Colesterol esterificado
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Figura 1. Diagrama de la estructura de las lipoproteinas. (Segrest JP y col., 2001)




Introduccion

presentes en plasma humano son: quilomicrones, lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteina de densidad intermedia (IDL), lipoproteina de baja densidad (LDL)
y lipoproteina de alta densidad (HDL).

Las lipoproteinas en plasma sufren constantemente cambios de tamaiio,
composicion y densidad. En parte estos cambios de composicion son la consecuencia de la
accion de las enzimas. lipoprotein-lipasa (LPL), la lipasa hepatica (HTGL), y por la
lecitina colesterol acil-transferasa (LCAT) (para la lipoproteina de alta densidad-HDL-
especificamente). Hay un constante trafico de apolipoproteinas y otros componentes entre
las diferentes particulas lipoproteicas. Los cambios en el tamafio de la particula afectan la
conformacién de las apolipoproteinas residentes en la superficie modificando asi la

exposicion de los dominios de unidn a los receptores.

A medida que aumenta la densidad Las lipoproteinas (7abla 1) aumenta la cantidad
porcentual de proteinas y disminuye la de lipidos que las forman. El conjunto de

apolipoproteinas que tiene cada lipoproteina es otra caracteristica de las mismas.

Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL
<0.95 0.950-1.006 | 1.006-1.019 | 1.019-1.063 1.06-1.210
Densidad (g/ml)
Componentes
(% de peso seco)
Proteinas 2 8 15 22 40-55
Triglicéridos 86 55 31 6 4
Colesterol Libre 3 12 23 42 12-20
Fosfolipidos 7 18 22 22 25-30
B-100 B-100 A-1, A-II, C-
A-1, A-11, B-48,
Apolipoproteinas C-1, C-II, C- | C-I, C-II, C- B-100 1, C-II, C-II1,
C-1, C-1I, C-1II
11, E 1, E D,E

Tabla 1. Composicion relativa de las distintas lipoproteinas




Introduccion

Las apolipoproteinas son proteinas constituidas preponderantemente por dominios

CAPITULO 2

APOLIPOPROTEINAS

suelen clasificar en dos grandes grupos:

de a-hélices anfipaticas, que se caracterizan por tener dos superficies: una hidrofobica y
otra hidrofilica, que les permite interactuar tanto con los lipidos de las lipoproteinas como
con el medio acuoso (Segrest JP y col., 1994). Debido a su naturaleza anfipatica, las
apolipoproteinas actian como compuestos tensioactivos y tienen un papel importante en
determinar el tamafio y estabilidad de la particula lipoproteica. Las apolipoproteinas
determinan el metabolismo de la particula uniéndose a receptores especificos (ver Capitulo
3) y act@ian también, como co-factores enzimadticos. Las apolipoproteinas plasmaticas se
las apolipoproteinas no-intercambiables
(apoproteina-apo-B100 y apoB48) y las apolipoproteinas intercambiables (apoAl, apoAll,
apoAlV, apoCl, apoCll, apoCIIl y apoE) (Tabla 2).

APOLIPOPROTEINA | PESO MOLECULAR CARACTERISTICAS
A-l 28300 Proteina mayoritaria de HDL, activa LCAT
A-IT 17400 Proteina de HDL y Quilomicrones
B-48 241000 Exclusiva de Quilomicrones
B-100 513000 Proteina mayoritaria de LDL
Se encuentra en Quilomicrones, activa LCAT
C-1 7000
y LPL
Se encuentra principalmente en VLDL, activa
C-I 10000
LPL
Se encuentra en quilomicrones, VLDL y
C-11 9300
HDL
Proteina de HDL, también denominada
D 35000
transportadora de esteres de colesterol
E 33000 En VLDL, LDL y HDL

Tabla 2. Clasificacion y caracteristicas de las distintas apolipoproteinas
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2.1- Apolipoproteina A

Las apoA son los principales componentes proteicos de las HDL (Schaefer EJ y
col., 1978). En humanos hay dos tipos de apoA: apoAl y apoAll. La apoAl es la mas
abundante. Se ha demostrado que hay una correlacion inversa entre la concentracion
plasmatica de apoAl y la predisposicion para contraer enfermedades coronarias (Miller
NE, 1987; Brunzell JD y col., 1984; Maciejko JJ y col, 1983); por el contrario no se ha
demostrado una correlacion inversa con los niveles de apoAll (Miller NE, 1987; Arder DJ
y col.,, 1991). Las HDL humanas son muy heterogéneas; una de las subpoblaciones
principales contiene apoAl pero no apoAll (se la denomina LpAl) mientras que otra de las
subpoblaciones contiene ambas apolipoproteinas (LpAI-All), esta separacion de HDL se
consigue utilizando cromatografia de afinidad (Cheung MC y col., 1984). Aunque no hay
unanimidad en lo reportado por distintos investigadores, la mayoria de los estudios indican
que la LpAl seria mas eficaz en la captura del colesterol proveniente de la célula que la
LpAI-AIl (Lagrost L y col., 1995; Barbaras R y col., 1987). Por consiguiente se ha
propuesto que la apoAl seria un agonista y la apoAll un antagonista del flujo reverso de

colesterol en las células (Barbaras R y col., 1990).

La apoAl, como otras apolipoproteinas que unen fosfolipidos, estd constituida por
una serie de segmentos de a-hélices anfipaticos de 22 aminoacidos de largo separados por
residuos de prolina o glicina (Segrest JP y col., 1992). Durante la maduracion de la HDL,
la apoAl nativa asume tres conformaciones diferentes, segin se trate de la HDL pobre en

lipidos, la HDL discoidal y la HDL esferoidal.

En la ruta de sintesis de la HDL, la primera especie existente se denomina pre 1-
HDL. Esta lipoproteina tiene un peso molecular de aproximadamente 70 KDa, contiene
solamente fosfolipidos y colesterol libre. La pre P1-HDL contiene una proporcion
equimolar de esfingomielina y lecitina (Fielding CJ y col.,, 1995), el contenido de
esfingomielina podria explicar la avidez de esta lipoproteina por el colesterol libre. La
transferencia continua de lecitina y colesterol libre hacia pre B1-HDL en el espacio
extracelular lleva a la formacion de la HDL discoidal. Estudios estructurales indican que
estos discos consisten en una bicapa lipidica circular, estabilizada por la apoAl, y cuando
estos discos entran en el plasma, se convierten en sustrato para la LCAT. La sintesis de

¢ésteres de colesterol por esta enzima, a partir de colesterol libre y de lecitina de la HDL,
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genera lisofosfatidilcolina que rdpidamente es transferida a albumina. La continua
actividad de la enzima LCAT conduce a la aparicion dentro de la bicapa de lipidos de un
nucleo hidrofébico con la consecuente reorganizacion de los fosfolipidos y proteinas de
superficie. Este proceso genera una particula de HDL esférica. Estos cambios estan
acompafiados por grandes alteraciones en los epitopes de la apoAl expresados en la

superficie de la particula.

Hay dos modelos que describen la estructura que adoptaria apoAl en la HDL
discoidal (Figura 2): 1) el modelo de cinto doble o “double belt”, postula que dos
moléculas de apoAl forman un par de o hélices anfipaticas paralelas al plano del disco
(Wlodawer A y col, 1979; Segrest JP, 1977; Borhani DW y col., 1997); 2) El otro modelo
se lo denomina cerca de estacas o “picket-fence” y postula que la repeticion de las
secuencias de 22 amino4cidos de la apoAl se ubican en forma antiparalela perpendicular al
plano del disco (Tall AR y col., 1977; Nolte RT y col., 1992). (Figura 2). La baja
resolucion de las técnicas que se utilizan para estudiar estructura de proteinas y la alta
redundancia (repeticion) de las estructura primaria y secundaria de la apoAl ha hecho muy
dificultoso disefar experimentos que inequivocamente excluyan uno de los dos modelos.
La mayoria de los estudios estructurales y funcionales son consistentes con los dos

modelos.

Figura 2. Modelos de HDL. 1zquierda: representacion del modelo “cerca de estacas”. Las dos moléculas
de ApoAl estan sefialadas de color amarillo y rosa. Centro: representacion del modelo “cinto doble”.
Derecha: modelo estructural de la HDL esférica. (Brouillette CG y col., 2001.).
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Una de las funciones de la HDL, ampliamente estudiada, es la del transporte
reverso de colesterol transportando colesterol desde los tejidos periféricos hacia el higado.
El flujo reverso de colesterol es un proceso dinamico durante el cual la particula de HDL
acumula colesterol y disminuye su densidad, dando origen a subfracciones de HDL que
poseen una continuidad estructural y funcional, estas se denominan HDL3, HDL2 y HDLI.
Ademas del rol que cumple la apoAl en el metabolismo del colesterol participa en otras
actividades muy variadas y fisioldégicamente relevantes como lo son sus actividades anti-
inflamatoria y antioxidante las cuales pueden contribuir a la propiedad anti-aterogénica de

la apoAl (Cockerill GW y col., 1995).

2.11- Apolipoproteina B

La apoB tiene un rol central en el sistema de transporte de lipidos. Es esencial para
la secrecion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos desde el higado y el intestino. Hay
una unica molécula de apoB presente en el quilomicrén, en la VLDL en la IDL y en la
LDL desde su ensamblaje, pasando por la secrecion, la transformacion metabodlica dentro
de la circulacion, hasta llegar a su catabolismo final (Berman M y col, 1978). La apoB no
se intercambia entre las particulas lipoproteicas. Existe en dos formas, la apoB48 y la
apoB100, el 90% de la apoB100 se encuentra en la LDL y el resto en la VLDL. La apoB48

es producida tunicamente en el intestino, estd presente en el quilomicrén y tiene

B plegada anfipaticas

Anterior

Posterior

Anterior Posterior
o Hélices anfipaticas

Figura 3: Diagrama de la organizacion propuesta de la apoB en la superficie de la particula de
LDL. (Segrest JP y col., 2001)
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aproximadamente el 48% del peso molecular de la B100.

La LDL tiene un didmetro aproximado entre 180 y 250 A, mucho menor que el de
la VLDL originalmente secretada, que oscila entre 600 y 800 A. Se pueden identificar
distintas sub-fracciones de LDL que varian en densidad, tamafio, y composicion quimica;
¢éstas son de importancia clinica, ya que se ha descripto que niveles en sangre relativamente
altos de particulas de LDL pequefias y densas estan asociadas con un elevado riesgo de
padecer enfermedades coronarias (Krauss RM, 1995; Musliner TA y col, 1988; Austin MA
y col., 1990). Las apoB son insolubles en soluciones acuosas, por e€so €s que permanecen
con la particula proteica durante todo su metabolismo (Kane JP, 1983). Observaciones
realizadas por microscopia electronica determinaron que la apoB100 esta distribuida en
forma de circunferencia en la superficie de la LDL y que los extremos carboxilo y amino
estan cercanos uno de otro (Figura 3). Andlisis estructurales, utilizando un programa de
computadora denominado LOCATE (Segrest JP y col., 1994), predicen la presencia de dos
regiones de cadenas 3 alternadas con dos regiones de alfa hélices (De Loof H y col., 1987)
y sugirieren la presencia de un tercer dominio alfa hélice en el extremo N terminal, dando a

la apoB100 una estructura pentapartita: NH3-a1-1-02-B2-03-COOH.

2.111- Apolipoproteina E

La apoE es una glicoproteina de 34 KDa, constituyente de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos como son los quilomicrones, la VLDL y sus remanentes y también en algunas
subclases de HDL. El rol principal de la apoE, en el metabolismo de lipidos del plasma, es
mediar la interaccion de los remanentes de quilomicrones y de las lipoproteinas de
densidad intermedia con los receptores de las lipoproteinas, incluyendo el receptor de LDL
y el receptor de remanantes de quilomicrones (LRP, proteina relacionada al receptor de
LDL) o al receptor de apoE. A diferencia de otras apolipoproteinas que son expresadas
principalmente en el intestino y en el higado, el mRNA de la apoE estd presente en la
mayoria de los tejidos del cuerpo, siendo el cerebro el de mayor abundancia (Driscoll DM
y col., 1984). Tres isoformas de apoE son codificadas por tres alelos del locus de apoE,
denominados E2, E3 y E4. La isoforma mas comun es la E3, que se caracteriza por tener
una cisteina como aminoacido 112 y una arginina en el 158. La isoforma E2 tiene cisteina

en las posiciones 112 y 158, mientras que la E4 posee arginina en esas posiciones. El alelo
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E2, en comparacion con el alelo E3, esta asociado con bajos niveles de: colesterol

plasmatico total, colesterol de LDL, apoB y con elevados niveles de TG.

Elevados niveles de TG y apoE son consistentes con la incompleta remocion de los
particulas remanentes que contienen apoE2, presumiblemente debido a un defecto en el
reconocimiento por parte del receptor de las particulas que contienen apoE2 (Havel RJ y
col, 1980). La relacion entre el genotipo de apoE y los niveles de lipidos de la lipoproteinas
plasmaticas, significativamente influenciado por la edad (Zerba KE y col., 1996), sexo
(Reilly Sy col., 1991, 1992, 1994), y distribucion del peso corporal (Reilly S y col., 1992).
Estudios recientes han demostrado que la respuesta de los niveles de las lipoproteinas
plasmaticas a diferentes hipolipemiantes puede ser afectado por el genotipo individual de

la apoE, indicando una significativa interaccion gen-ambiente (Hagberg JM y col., 2002).

La apoE proveniente del higado es la mayor fuente de apoE del plasma y tiene un
importante papel de regular el metabolismo de las lipoproteinas (Mahley RW, 1988).
Independientemente de su actividad fisioldgica, la apo E derivada de los macréfagos inhibe
la progresion de la ateroesclerosis (Linton MF y col., 1995; Boisvert W y col., 1995). Se ha
demostrado in vitro que la apoE tiene propiedades antioxidantes (Miyata M y col., 1996),
inhibe la proliferacion de los linfocitos T (Kelly ME y col., 1994), inhibe la proliferacion
de las células musculares lisas de la pared vascular (Ishigami M y col., 1998) y promueve
el eflujo de colesterol de las células (Mazzone T, 1996; Hara H y col., 1991; Zhang WY y
col., 1996; Smith J y col., 1996; Huang Y y col., 1995).

2.1V- Apolipoproteina C

Las apoC se las considera una familia de proteinas debido a su distribucion
similar en las lipoproteinas y su bajo peso molecular. Las apoC humanas son proteinas
constituyentes de los quilomicrones, VLDL y HDL; en comparacion con apoB, apoE y
apoA, tiene una importante funcion en el desarrollo de hiperlipemia y ateroesclerosis.
Existen cuatro apoC diferentes: apoC1, apoC2, apoC3 y apoC4; sus pesos moleculares
varian entre 6,6 y 8 kDa. El gen de la apoC3 humana esta localizado en el cromosoma 11,
en un cluster que contiene ademas el gen de la apoAl y de la apoAIV. Poco se conoce
sobre las mutaciones naturales de los genes que codifican las apoC. Se ha observado que

pacientes que presentan déficit de apoC1/apoC2 exhiben una marcada disminucion de los
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niveles de ésteres de colesterol, especialmente evidenciable en HDL (Dumon MF y col.,
1986). La deficiencia de apoC1 en HDL modula la actividad de la enzima LCAT, la cual
cataliza la esterificacion del colesterol libre del plasma (Glomset JA y col., 1966). La
importancia de la apoC2 como un activador de la LPL se ha demostrado en pacientes con
defectos genéticos en la estructura o produccion de apoC2, los cuales presentan un elevado
nivel de triglicéridos circulantes produciendo un cuadro patoldgico fenotipicamente
indistinguible del causado por déficit de LPL (Breckenridge WC y col., 1978; Cox DW y
col., 1978; Wang CS, 1991; Santamarina-Fojo S, 1992; Fojo SS y col., 1992).

CAPITULO 3

RECEPTORES DE LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se unen a distintos receptores de la superficie celular, los cuales
se pueden agrupar en dos familias que estan formadas por varios miembros, algunos

relacionados estructuralmente y otros funcionalmente.
Las familias son:

-Receptores de lipoproteinas de la familia del receptor de LDL: esta familia a su
vez puede subdividirse. Esta subdivision obedece a que funcionalmente los miembros de

estas familias son muy disimiles.
-Receptores barredores.

El receptor de LDL esta intimamente relacionado con el transporte de colesterol al

interior celular, endocitando a la pareja lipoproteina-receptor.

Su pariente cercano, el receptor de VLDL, por la similitud de secuencia proteica, y
el apoER2 tienen funciones de “co-receptores”, en algunos casos conjuntamente con
proteoglicanos de la superficie celular, para presentar y ensamblar moléculas sefialadoras
que llevan a la activacion de sefiales dentro de la misma célula (Nimpf J y col, 2000) o en

las células blanco (Howell BWy col., 2001).
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3.1- Receptores de la familia del receptor de LDL

Hay descriptos hasta el presente varios receptores de la familia del receptor de LDL
(LDL-R) estructuralmente relacionados (Figura 4) (Willnow TE y col., 1999; Herz J y
col., 2000). Estos receptores comparten propiedades estructurales e interaccionan con un
amplio grupo de ligandos. Estos receptores tienen razgos comunes que son modulos
distinguibles estructural y funcionalmente, los que son definidos por exones de los genes
correspondientes. Esto moddulos son: 1) repeticiones tipo “A” de union al ligando, 2)
repeticiones tipo B homdlogas a regiones del factor de crecimiento epidermal (EGF), 3)
dominios de 50 residuos con una secuencia consenso de tetrapéptido Tyr-Trp-Thr-Asp
(YWTD), 4) dominios de union-O carbohidrato, 5) un dominio corto de transmembrana de
aproximadamente 20 amino acidos, 6) un dominio citoplasmatico conteniéndola secuencia

sefal para la internalizacion del receptor via “coated-pits”, Asn-Pro-xaa-Tyr (NPXY).

O Repeticiones similares a EGF

LOLA G—‘—'—HW @ Repeticiones similares al complemento
O Repeticiones que contienen YWTD
WLOLR CFF“W O Dominio transmembrana
@ Dominios de unién-O carbohidrato
ApoER2 ff"f'“% O Dominio citoplasmatico

B Dominio similar al receptor Vps10/sortilin
I Region sefal para endocitosis NPxY
O Dominio similar a Fibronectina tipo III

L c;.--ﬁmwiﬁ%m @ Dominio CUB
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Figura 4: Estructura de los miembros de la familia del receptor de LDL (Strickland DK y col.

El receptor de LDL fue el primer miembro de la familia en ser identificado, y su

prominente participacion en la homeostasis del colesterol y en la remocion de la LDL de la
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circulacion estudiada exhaustivamente. Los receptores de esta familia se caracterizan por la
expresion en la superficie celular, por necesitar de la presencia de Ca™ para unir el ligando,
por la propiedad de unir una amplia variedad de ligandos entre ellos a apoE y a la proteina
asociada al receptor (RAP). RAP es una proteina del reticulo endoplasmico que
interacciona fuertemente con los receptores de la familia del LDL-R. Esta proteina actua
como chaperona impidiendo la interaccion celular de los receptores con ligandos presentes
en la via secretoria y la agregacion de los mismos (Bu G, 1998). VLDL-R une RAP con

alta afinidad dificultando la union de cualquier otro ligando.

Los miembros de esta familia participan en un gran numero de funciones
biologicas, ademas del transporte de colesterol, incluyendo la regulacion de la actividad de
las proteasas de superficie, transporte y activacion de hormonas esteroideas, regulacion de
la homeostasis del calcio. Cumplen también un rol central en la sefalizacion intracelular en
el desarrollo embrionario. La familia del receptor de LDL incluye (Figura 4): el receptor
de LDL (Yamamoto T y col., 1984), proteina relacionada al receptor de LDL (LRP)
(Herz J y col., 1988), megalin (Saito A y col., 1994), receptor de VLDL (Takahashi S y
col., 1992), receptor de Apo E2 (apoER2) (Kim DH y col., 1996), LRP1b (a.k.a. LRP-
DIT) (Liu Y, 2000), y MEGF7.

3.1.1- Receptor de LDL (LDL-R)

Es una glicoproteina de trasmembrana de 839 aminoacidos, con un peso molecular
aproximado de 155-165 kDa. Participan en el transporte de colesterol contenido en la LDL
circulante y de esta forma cumple un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis del colesterol sistémico. Este hecho estd bien documentado en el fenotipo de
la enfermedad Hipercolesterolemia Familiar, en donde mutaciones del gen que codifica
para el receptor de LDL llevan a una disrupcion de las vias de regulacion
concomitantemente con un draméatico incremento en los niveles de colesterol plasmatico
causando una severa ateroesclerosis (Goldstein JL y col., 2001). Este receptor fue
descubierto por los investigadores Joe Goldstein y Michael Brown que recibieron el
premio NOBEL en Medicina en 1985 por este hallazgo. Este descubrimiento permitio
desarrollar importantes avances en el tratamiento y la prevencion de la ateroesclerosis.
(Brown MS y col., 1996). Este receptor une principalmente LDL y las apolipoproteinas

que la constituyen.
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3.1.2- Proteina relacionada al receptor de LDL (LRP)

El LRP es una proteina heterodimérica constituida por dos subunidades: una de 515
kDa y otra de 85 kDa. Las dos subunidades permanecen unidas en forma no-covalente y
tienen funciones independientes. La subunidad de 85 kDa contiene los dominios
citoplasmatico y de transmembrana. En el higado, este receptor coopera con el LDL-R en
la remocion de las lipoproteinas remanentes que contienen colesterol (Willnow TE y col.,
1995; Rohlmann A y col., 1998). EL LRP se expresa en la superficie de los sinusoides
hepéticos, y como el LDL-R, el LRP une lipoproteinas que contienen apoE y media su
endocitosis en las células en cultivo. LRP no une LDL, por ello es incapaz de compensar la
falta de LDL-R en los individuos con deficiencia de este receptor (Krieger M y col., 1994).
El papel de LRP en el metabolismo lipoproteico estd mas restringido que el de LDL-R,
este ultimo puede compensar completamente la falta del LRP funcional en el higado
(Rohlmann A y col., 1998). LRP es un receptor multifuncional que interacta con una
amplia variedad de proteinas de secrecion, asi como con moléculas residentes de la
superficie celular; algunas de las funciones incluyen la entrada de virus y toxinas, la
activacion de enzimas lisosomales, la transduccion de sefiales intracelulares y
neurotransmision (Herz J, 2001). Ligandos solubles del LRP son complejos proteasas-
inhibidores de proteasas, como el activador del plasmindgeno y el inhibidor 1 del activador
del plasmindgeno; a2-macroglobulina (Krieger M y col., 1994), hsp96, proteina HIV-1 Tat
(proteina transactivadora para genes virales que es secretada por las células infectadas en

donde se replica el virus de HIV (Liu Y, 2000) y RAP.

3.1.3- Receptor de VLDL (VLDL-R)

A diferencia del LDL-R y de el LRP que se expresan en la mayoria de las células,
principalmente en el higado, la expresion del VLDL-R esta virtualmente ausente de este
oegano. Los niveles relativos de la expresion en diferentes tejidos extrahepaticos varia
entre las especies, pero corazon, musculo esquelético y tejido adiposo son los principales
sitios en todos los mamiferos; estos sitios se caracterizan por una activa metabolizacion de
acidos grasos (Takahashi S y col., 1992; Webb JC y col., 1994; Gafvels ME y col., 1994;

Jokinen EV y col., 1994), ademds se encuentra en ciertas localizaciones del endotelio
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(Wyne KL y col., 1996; Multhaupt HAB y col., 1996). En mamiferos el VLDL-R existe en
dos variantes de distinto peso molecular que se originan por empalmes (splicing)
alternativos del pre-mRNA (Sakai J y col., 1994; Webb JC y col., 1994; Jokinen EV y col.,
1994). Los receptores tipo I contienen un dominio de uniéon O-carbohidrato y poseen un
peso molecular aparente de 130 kDa en condiciones no desnaturalizantes, mientras que el
receptor tipo II carece de este dominio y tiene un peso molecular aparente de 95-100 kDa.
El andlisis cuantitativo de los niveles relativos de expresion de las formas de VLDL-R en
diferentes tejidos no se ha realizado ain. Ambas formas del receptor unen la proteina RAP
con afinidades similares. VLDL-R al igual que LRP reconoce una amplia variedad de
ligandos. Se demostrd con lipoproteinas marcadas con sondas fluorescentes que VLDL-R
une VLDL pero no une LDL; estos datos sugieren que el VLDL-R reconoce
especificamente la apoE pero no apoB (Takahashi S y col., 1992; Patel DD y col., 1997).
La disrupciéon homocigota del gen de VLDL-R en ratones no interfiere con el desarrollo o
con el funcionamiento normal de érganos y tejidos (Frykman PK y col., 1995). A pesar de
que VLDL-R metaboliza VLDL in vivo, su contribucioén al metabolismo sistémico de las
lipoproteinas debe ser pequefio, ya que una falta total del receptor no tiene influencia sobre
el perfil de lipoproteinas plasmaticas. Se ha demostrado en diversos trabajos relacionados
con ateroesclerosis que el VLDL-R se encuentra en macréfagos presentes en lesiones
tempranas y en células musculares lisas de la intima de las lesiones avanzadas, sugiriendo

esto que este receptor estaria involucrado en el desarrollo de la ateroesclerosis.

3.1.4- Receptor de apoE 2 (apoER2)

ApoER?2 tiene una estructura primaria y un tamafio casi idéntico al LDL-R. Une
apoE como otros miembros de la familia de LDL-R (Kim DH y col., 1996), y se encuentra
predominantemente en cerebro, placenta y testiculo (Stockinger W y col., 1998). Esto es
una caracteristica de este receptor ya que los otros miembros de la familia de LDL-R se
expresan principalmente en otros 6rganos y células. Una de las variantes de este receptor
puede actuar como receptor de a2-macroglobulina sugiriendo una participacion en la
captacion de complejos a2-macroglobulina/proteinasa del fluido cerebroespinal y de la

superficie de las neuronas (Stockinger W y col., 1998).

Una caracteristica propia y unica de los receptores VLDL-R y ApoER2 es que

actian en la transduccion de sefales como se demostrd recientemente (Trommsdorff M y
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col., 1999). La disrupcion genética de ambos receptores en ratones identificaron a estos
receptores como parte de una cascada de sefializacion que relaciona la sefial de Reelina
dentro de las neuronas que migran en el desarrollo embrionario. La proteina Reelina es
secretada por las células de Cajal-Retzius en la capa externa de la corteza cerebral en
desarrollo y dirige la migracion de neuronas a través de las fibras radiales, formando asi
distintas capas corticales (Curran T y col., 1998). La Reelina interacciona con los dominios
extracelulares de ambos receptores VLDL-R y ApoER2 (Heisberger T y col., 1999;
D’Arcangelo G y col.,, 1999). Esta interaccioén, posiblemente en conjuncion con la
activacion de un co-receptor que pertenece a la familia de los receptores de superficie
relacionados con la caderina (CNRs), lleva a la fosforilacion de Disabled-1 (Dab-1)
(Howell BW y col., 1999). Disabled-1 es una proteina adaptadora intracelular que se une a
los motivos NPXY presentes en los dominios citosolicos de VLDL-R y ApoER2
(Trommsdorff M y col., 1998-1999). La fosforilacion mediada por tirosinkinasa dispararia
la cascada de kinasas controlando la motilidad y la forma celular actuando sobre el

citoesqueleto neuronal.

3.1I- Receptores barredores o “scavenger”

Los receptores barredores (SR) son receptores que median la captacion selectiva de
los lipidos de las lipoproteinas por las células sin que medie endocitosis de la lipoproteina
(Acton Sy col., 1996; Ji Y y col., 1997; Stangl H y col., 1998). Fueron descriptos primero
en macréfagos como receptores alternativos del receptor de LDL para la captacion de
colesterol y lipidos, llevando al desarrollo de las células espumosas. El nombre se debe a la
diversidad de los ligandos que reconocen los cuales pueden ser proteinas, acidos nucleicos,
glicoproteinas, etc. Los miembros de esta familia se clasifican en: SR clase A (SR-AI, SR-
AlL, SR-AIIIl y el receptor de macrofago con estructura de colageno MARCO); SR clase B
(SR-BI y CD36), SR clase C (SR-C de drosophila), SR-clases D (CD68), E y F,
identificados recientemente y que no presentan similitud estructural con los anteriores
(Figura 5) (Krieger M y col., 1997; Greaves DR y col., 1998; Kunjathoor VV y col.,
2002).

Los SR unen ligandos muy diversos, pero estan particularmente involucrados en la
remocion de lipoproteinas modificadas por oxidacion, glicosilacion, etc. Algunos de éstos

SR (SR-BI y CD36) también unen lipoproteinas nativas como HDL y LDL. Ademas de la
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remocion de lipoproteinas estos receptores también participan en la adhesion y remocion
de las células severamente dafiadas (apoptoticas principalmente), y en la defensa contra las
infecciones bacterianas. Los SR clase A y B se expresan en la placa ateromatosa y estan

involucrados en el desarrollo de las células espumosas y en el comienzo de la primera

lesion ateroesclerodtica.
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Figura 5: Clasificacion de los receptores barredores y sus estructuras propuestas (Strickland DK y col.,
2000
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CAPITULO 4

ATEROESCLEROSIS

La ateroesclerosis es el principal proceso responsable de la patogénesis del infarto
de miocardio y cerebral, gangrena y pérdida de las funciones de las extremidades. El
proceso, en circunstancias normales, es una respuesta protectora a injurias efectuadas al
endotelio y a las células musculares lisas de la pared arterial, que consiste en la formacion
de lesiones fibrosas; pero la respuesta desregulada lleva al desarrollo de la enfermedad y
produce la oclusion de la arteria. Por lo tanto se considera a la ateroesclerosis como una
enfermedad multifactorial inducida por los efectos de varios factores de riesgo sobre un
marco genético. La lesidon se caracteriza por areas vasculares que contienen células
mononucleares y células musculares lisas proliferantes, asi como componentes de la matriz
extracelular resultando en un endurecimiento y engrosamiento de la pared arterial
(ateroesclerosis). En un sentido estricto las lesiones ateroescleroticas estan localizadas en
la intima; contienen ademds células espumosas, depositos de cristales de colesterol

formando estrias grasas y finalmente las placas ateroescleroticas.

4.1- Descripcion del ateroma

Las lesiones ateroesclerdticas se pueden diferenciar por sus caracteristicas

morfoldgicas en dos grandes grupos: las lesiones germinales y las avanzadas.

-Las Lesiones Germinales o nacientes se dividen en tres tipos morfolégicamente
diferentes: Lesiones tipo I, II y III. (Figura 6). Las lesiones tipo I y II se caracterizan por
pequefios depdsitos de lipidos en la pared arterial, en tanto las lesiones tipo III representan

el estadio intermedio entre la lesion tipo II y las lesiones avanzadas .

Las lesiones Tipo I (también denominadas Lesiones Iniciales) consisten en los
primeros depositos iniciales de lipidos microscopicos quimicamente detectables en la
intima y en las reacciones celulares asociadas a esos depositos. Estas lesiones son mas
frecuentes en infantes y nifios, sin embargo también se las encuentra en adultos,

particularmente en sujetos sanos o en localizaciones de las arterias que son resistentes a la
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lesion. Los cambios histologicos iniciales en la intima humana son minimos. Se forman
pequenios grupos aislados de macrofagos que contienen gotas de lipidos en su interior
(Stary HC y col., 1987-1989). En las arterias coronarias estas células se acumulan
preferentemente en regiones de la intima que poseen un engrosamiento adaptativo de tipo
excéntrico. Datos quimicos e inmunoquimicos indican que los macréfagos espumosos de la
intima son marcadores celulares de las acumulaciones patologicas de las lipoproteinas

aterogénicas particularmente en regiones de la intima con un engrosamiento adaptativo.

Las lesiones Tipo II incluyen las estrias grasas (fatty streaks), que se visualizan
como estrias coloreadas de amarillo, parches o manchas en la intima superficial de las
arterias. La evaluacion microscopica de la evolucion de las lesiones indica que las lesiones
tipo II incluyen a las estrias grasas pero no todas las lesiones tipo II poseen estrias grasas.
Estas lesiones se determinan por su composicion y no por ser visibles macroscopicamente.
Microscopicamente las lesiones Tipo II son mas definidas que las Tipo I. Consisten
principalmente de macréfagos espumosos estratificados en capas adyacentes y no soélo
como grupos aislados de pocas células. Las células musculares lisas al igual que los
macrofagos de la capa intima también comienzan a acumular lipidos. Se observa un gran
nimero de macréfagos que no contienen gotas de lipidos en contraposicion con las
lesiones Tipo I o con intimas normales. Otras células también presentes en este tipo de
lesion son los Linfocitos T pero en menor nimero que los macréfagos (Munro JM 'y col.,
1987; Walker LN, 1986). La mayoria de los lipidos de este tipo de lesién se encuentran
dentro de las células. La proporcion de macréfagos y células musculares lisas que
contienen lipidos es variable pero siempre es mayor el nimero de macréfagos que
contienen lipidos que de células musculares lisas. Los lipidos son principalmente ésteres de

colesterol (77%), colesterol libre y fosfolipidos (Insull W Jr y col., 1966).

De las lesiones tipo II generalmente presentes en una persona que posee niveles
elevados de lipoproteinas aterogénicas en sangre, un pequeilo sub-grupo va a proseguir a la
lesion tipo II1 y luego a la lesion avanzada. Este pequefio sub-grupo de lesiones tipo II que
colocaliza con engrosamientos especificos de la intima en localizaciones predecibles, se las
denomina Tipo Ila o “conducentes a la lesion avanzada”. El otro gran sub-gupo de las
lesiones tipo II, que se encuentra en la intima fina y contiene escasas células musculares
lisas, se las denomina Tipo IIb, “resistente a la progresion” o “resistente a la lesion

avanzada”. El Tipo IIb no progresa, o lo hace lentamente y sélo progresa en personas con
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un muy alto nivel de lipoproteinas aterogénicas. Morfologicamente las lesiones tipo Ila
difieren de la IIb por la presencia de células musculares lisas, por contener abundante
matriz intercelular, por la gran acumulacién de lipoproteinas y macrofagos, por la
localizacion profunda en la intima de las células espumosas y por la presencia de gotas de

lipidos extracelulares.

TIPO 1 TIPO I TIPO III TIPO IV TIPO V TIPO VI

Células Estria grasa Acumulacion Corazon Fibrosis Complicacion
espumosas de lipido lipidico alrededor del del ateroma:
aisladas extracelular corazon ruptura,
lipidico hemorragia,
trombosis

Las lesiones ateroescleréticas tempranas Durante la progresion del ateroma, los

son puramente lesiones inflamatorias macrofagos activados secretan multitud de
consistentes en macrofagos y linfocitos T. mediadores que debilitan la placa .

Figura 6: Estadios de la ateroesclerosis. Adaptado de “Identifying sub-clinical
atherosclerotic disease: an evaluation of emerging techniques Task Force Symposium.
Scuol, February 23, 2003. Jean-Charles Fruchart, Lille. France”.

La designacion de lesion Tipo III se aplica a aquellas lesiones que forman la
transicion quimica y morfologica entre las lesiones Tipo II y los ateromas (Ateroma:
Lesion Tipo IV, primer tipo de lesion considerada como avanzada por criterios
histologicos: centro lipidico, desorganizacion de la intima y deformidad de la arteria que
predispone a la rapida progresion de la lesion y conduce a los eventos isquémicos). La
lesion tipo III también se la denomina “lesion intermediaria”, “transicional” o “pre-
ateroma”. Sus caracteristicas histologicas son la presencia de gotas lipidicas extracelulares
visibles microscopicamente que forman grupos que van a depositarse en capas de células
musculares lisas que generalmente co-localizan con engrosamientos de la intima. Estos
depositos de lipidos pueden estar libres o unidos a membranas. Los nucleos lipidicos se
encuentran justo sobre las capas de macrofagos y de las células espumosas, desplazan a los
proteoglicanos de la matriz intercelular y a las fibras. Las lesiones Tipo III contienen mas
colesterol libre, 4cidos grasos, esfingomielina, lisolecitina y triglicéridos que las lesiones
tipo II. Esta lesion puente entre la Tipo II y el ateroma se encuentra en regiones de las

arterias propensas a la progresion de la placa.
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-A las Lesiones Avanzadas se las define histologicamente como aquellas en las
cuales el acumulo de lipidos, células y componentes de la matriz extracelular incluyendo
minerales, esta asociado a la desorganizacion y engrosamiento de la intima, asi como
también a la deformacion de la pared arterial, y a complicaciones como fisura, hematoma y

trombosis. Se las designa como lesiones tipo IV, Vy VL.

La lesion Tipo IV consiste en una densa acumulacioén de lipido extracelular que
ocupa una extensa pero bien definida region de la intima. A este tipo de acumulacion de
lipido extracelular se lo conoce como “nucleo lipidico” (lipid core). Esta formacién de
lipido caracteristico se origina a partir de una incrementada y consecuente confluencia de
pequeinos grupos aislados de lipidos extracelulares que caracteriza a las lesiones tipo III
(Stary HC, 1989). La lesion Tipo IV, denominada Ateroma. El ateroma normalmente no
disminuye la luz del vaso; el engrosamiento de la pared arterial estaria asociado a un
incremento del tamafo de la porcion externa de la arteria (Glagov S y col., 1987). Las
células musculares lisas usuales y la matriz extracelular de la intima profunda son
dispersadas y desplazadas por la acumulacion de particulas de lipidos extracelulares. Entre
el centro lipidico y la superficie endotelial, estd la intima que contiene macrdéfagos y
células musculares lisas con y sin inclusiones lipidicas. Los linfocitos (Jonasson L y col.,
1986) y los mastocitos se encuentran también en esta region. Hay desarrollo de capilares
que rodean al centro lipidico. Frecuentemente los macrofagos, las células espumosas y los
linfocitos estan mas densamente concentrados en la periferia de la lesion. La formacion del
nucleo lipidico precede al incremento del tejido fibroso que va a cambiar la naturaleza de
la intima por encima del centro lipidico. La significancia clinica potencial de la lesion Tipo
IV puede ser importante, aunque esta lesiéon avanzada no causa disminucién de la luz

arterial.

Las lesiones Tipo V se las define como lesiones en la cual se forma un prominente
nuevo tejido conectivo fibroso. Cuando el nuevo tejido es parte de la lesion con un centro
lipidico se la denomina fibroateroma o lesion Tipo Va. Cuando el centro lipidico y otras
partes de la lesion se calcifican se la denomina lesion Tipo Vb. Si en la lesion tipo V esta
ausente el centro lipidico y los lipidos en general estan disminuidos se la denomina Tipo
Ve. Con estas lesiones las arterias disminuyen su luz y pueden desarrollar fisuras,

hematomas y/o trombos y por estas razones estas lesiones son clinicamente relevantes.
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La morbilidad y la mortalidad de la ateroesclerosis es debida a las lesiones tipo IV
y V en las cuales se han desarrollado alteraciones en la superficie de la lesion, hematomas
o hemorragias y depdsitos tromboticos. Las lesiones tipo IV y V con una o mas de estas
caracteristicas adicionales se las denomina lesion Tipo VI. Estas lesiones Tipo VI se las
puede sub-clasificar en TipoVIa a la que posee alteraciones en la superficie, Tipo VIb a

las que tienen hematomas o hemorragias y TipoVle a las que desarrollan trombosis.

4.11- Teorias Bioquimicas de la Aterogénesis

Las principales teorias de la aterogénesis son la “Respuesta a la injuria” (Ross R,
1993), la “Respuesta a las lipoproteinas alteradas” (Steinberg D, 1997) y la “Teoria
Inmunolégica” (Wick G y col., 1997). A pesar de que hay distintas escuelas que adhieren a
una de estas tres teorias, las mismas no se excluyen sino que confluyen en un modelo tinico

de la formacion de la placa ateromatosa (Figura 7).

4.11.1- Hipotesis de Respuesta a la Injuria

Esta hipotesis postula que por una alteracion de la capa intima del vaso producida
por varios factores de riesgo como: injuria mecénica, lipoproteina de baja densidad (LDL)
alterada quimicamente, virus, toxinas, etc; se inicia una disfuncion endotelial. Esta
disfuncion endotelial primaria se ubica principalmente en las ramificaciones del arbol
arterial, produciendo como consecuencia cambios en la permeabilidad de las células,
incremento en la captacion de lipoproteinas, aparicion de glicoproteinas especificas de
adhesion en la superficie endotelial y un aumento en la liberacion de factores
quimiotacticos y de factores de crecimiento. Como consecuencia de todos estos cambios,
las plaquetas, los monocitos y los linfocitos se activan y se adhieren a las células
endoteliales y que finalmente migran a través de ellas hacia la intima. A medida que este
proceso contintia, las células migratorias alcanzan la superficie celular vascular, donde los
monocitos provenientes del torrente sanguineo se convierten en macrofagos, acumulan
lipidos y se transforman en células espumosas; luego junto con los linfocitos que los
acompanan van a formar las estrias grasas. Estas primeras lesiones se van a formar en
aquellos sitios en donde existe una acumulacion previa de células musculares lisas (que

fueron atraidas desde la capa media al mismo sitio que los monocitos) y componentes de la

21




Introduccion

matriz extracelular. El continuo influjo de células y la proliferacion descontrolada de éstas
favorece la progresion de la lesion, llevando a la formacion de la denominada placa
fibrosa. Estudios en animales hipercolesterolémicos han confirmado la participacion de 3
procesos involucrados en la formacion de la lesion ateroesclerotica: 1) proliferacion de las
c¢lulas musculares lisas, macrofagos y posiblemente linfocitos; 2) formacion por las
células musculares lisas de la matriz del tejido conectivo comprometiendo las proteinas
fibroelasticas, coldgeno, y proteoglicanos; 3) acumulacion de lipidos y principalmente

colesterol libre y esterificado en los alrededores de la matriz y de las células asociadas.

4.11.2- Hipotesis de la respuesta a las lipoproteinas alteradas

La hipdtesis se basa en el hecho de que la LDL modificada por oxidacion (oxLDL)
posee la propiedad de provocar la formacion de la célula espumosa (Steinberg D, 1997).
Existen diversas modificaciones que puede sufrir la LDL ademas de la oxidacion; ellas
son: auto-agregacion, formacion de complejos con proteoglicanos y disgregacion por
enzimas hidroliticas pero la mas extensamente estudiada es la modificacion oxidativa. La
oxidacion de la LDL es un proceso complejo (Parthasarathy S y col., 1992) en donde
pueden sufrir oxidacion tanto las proteinas como los lipidos y cada uno de los distintos
lipidos pueden ser atacados. La primera propiedad aterogénica descripta de la oxLDL fue
su capacidad para inducir en la placa ateromatosa la acumulacion del colesterol en los
macroéfagos (Henriksen T y col., 1981). Otra caracteristica es que la oxLDL por si misma
es un agente quimiotactico para los monocitos (Quinn MT y col., 1987) y para células T
(McMurray HF y col., 1993) pero no para las células B. Ademdas aumentaria la liberacion
del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) (Rajavashisth TB y col.,1990) y
de la proteina quimioatrayente de monocitos (Cushing SD y col., 1990) en las células
endoteliales, lo que facilitaria el desarrollo de la primera lesion (estria grasa) por

reclutamiento de monocitos y favoreciendo su diferenciacion a macréfagos tisulares.

4.11.3- Hipdtesis inmunologica de la aterogénesis

La lesion temprana de la ateroesclerosis, las estrias grasas comun en infantes y
personas jovenes, es una lesion inflamatoria que contiene macréfagos derivados de

monocitos circulantes y linfocitos.
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La disfuncion endotelial que resulta de la injuria de dichas células por diversos
agentes, lleva a respuestas compensatorias que alteran las propiedades homeostésicas
normales del endotelio. Los antigenos que pueden llevar a una reaccién inmune humoral
y/o celular asociada a la ateroesclerosis son: 1-lipoproteinas modificadas, 2-
macromoléculas parcialmente degradadas o desnaturalizadas, 3-antigenos cripticos
intracelulares expuestos por la necrosis o citélisis, 4- neoantigenos: como las proteinas de
shock térmico (hsp), 5- antigenos de organismos infectantes, citomegalovirus y Clamydia

pneumoniae.

Las diferentes formas de injuria incrementan la adhesion de leucocitos y plaquetas
al endotelio asi como su permeabilidad. La injuria también induce al endotelio a adquirir
propiedades procoagulantes en vez de anticoagulantes y liberar moléculas vasoactivas,
citoquinas y factores de crecimiento. Si la respuesta inflamatoria no neutraliza
efectivamente o no remueve los agentes agresores, puede continuar indefinidamente,
estimulando la migracion y proliferacion de células musculares lisas que se ubican en el

area de la inflamacion para formar una lesion intermedia.

La ateroesclerosis comienza como una respuesta inflamatoria debido a una reaccion
inmune contra las proteinas del estrés hsp60. Las hsp constituyen determinantes
antigénicos de microorganismos patogenos, siendo esto importante para la induccion de
una respuesta inmune humoral y celular protectora. Los anticuerpos protectores pueden
reaccionar en forma cruzada con hsp, que se expresan en la célula endotelial, generando

una reaccion autoinmune local.

LDL modificada quimicamente por las células endoteliales estresadas o LDL
presente en la intima puede ser retenida en el sitio de la inflamacion. Los macrofagos y las
células musculares lisas pueden captar la LDL modificada a través de los receptores
barredores y transformarse en células espumosas. Estas células espumosas expresan
elevados niveles de hsp60 que lleva a una estimulacion local de los linfocitos T que van a
reaccionar contra estas hsp60/65 perpetuando la enfermedad. Las células espumosas
pueden ser eliminadas por anticuerpos citotoxicos y/o por células T y convertirse en parte

del centro necrotico de la lesion.

La presencia de anticuerpos anti hsp se ha definido como un nuevo factor de riesgo
para la ateroesclerosis independiente de los factores cldsicos como son la hipertension, el

colesterol, el sobrepeso, etc.
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CAPITULO 5

Figura 7: Formacion de las estrias grasas en la Ateroesclerosis. Las estrias grasas inicialmente consisten
de monocitos-macrofagos llenos de lipidos (células espumosas) y de Linfocitos T. Posteriormente se
incorporan un gran numero de células musculares lisas. Los pasos involucrados en este proceso incluyen
la migracion de las células musculares lisas (que es estimulado por el factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor de crecimiento de fibroblastos 2 y factor de crecimiento transformante §) activacion de
los linfocitos T (mediada por factor de necrosis tumoral o, IL-2 y factor estimulante de colonias
granulociticas-monociticas) formacion de células espumosas (mediada por oxL DL, factor estimulante de
colonias de macrofagos, factor de necrosis tumoral a, IL-1) y adherencia y agregacion plaquetaria (que
son estimuladas por integrinas. P-selectinas. fibrina. tromboxano A2. factor tisular) (Ross R. 1999).

POBLACIONES LINFOCITARIAS DE LA PLACA ATEROMATOSA

Los linfocitos son células que reconocen y responden en forma especifica a

antigenos extrafios (antigenos son las sustancias que introducidas en el organismo de un
vertebrado adulto inducen una respuesta inmune, dando lugar a la produccion de otras
sustancias denominadas anticuerpos o a la proliferacién de células sensibilizadas con las
que especificamente reaccionan). La especificidad de la respuesta inmune se debe a los

linfocitos que son las tnicas células capaces de reconocer y distinguir diferentes antigénos.
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Estas células se encuentran en numerosos sitios de inmunizacion del organismos y en los

tejidos linfoides que los drenan.

Los linfocitos pequefios tienen entre 8 y 10 pu de didmetro con un gran nicleo con
cromatina densa. Su citoplasma es escaso y contiene mitocondrias, ribosomas, lisosomas
pero no contiene organelas especializadas. Los linfocitos se originan en la médula 6sea y
en sus estadios iniciales de desarrollo no producen receptores de superficie para los
antigenos, por lo tanto no son respondedores a los mismos. Cuando maduran comienzan a
expresar receptores y antigenos, responden a la estimulacion antigénica y se diferencian
funcionalmente por los productos proteicos que liberan, aunque morfoldgicamente son
similares. Una de las subclases de linfocitos son los Linfocitos B; las unicas células
capaces de producir anticuerpos. Los receptores antigénicos de estos linfocitos son
anticuerpos unidos a la membrana. La interaccion de los antigenos con estos anticuerpos de
membrana inicia una secuencia de reacciones que llevan a la activacion del linfocito B,
culminando en el desarrollo de células efectoras que activamente secretan anticuerpos.
Otra sub-clase son los Linfocitos T, cuyos precursores provienen de la médula 6sea y
luego migran al timo. Estos linfocitos se dividen a su vez en distintas poblaciones
funcionalmente diferentes, de las cuales las mejores definidas son los Linfocitos T
cooperadores y los Linfocitos T citotoxicos (Figura 8). Estos subgrupos de linfocitos
tienen especificidad antigénica y por lo tanto reconocen sélo a los antigenos peptidicos
unidos a las moléculas del complejo mayor de hitocompatibilidad (MHC) que se expresan
en la superficie de las células presentadoras de antigenos. En respuesta a la estimulacion
antigénica, las células T cooperadoras secretan hormonas denominadas citoquinas, cuya
funcién es promover la proliferacion y la diferenciacion de las células T, de los linfocitos B
y los macréfagos. Las citoquinas a su vez reclutan y activan los granulocitos constituyendo
un importante vinculo entre la inmunidad especifica y la natural. Los linfocitos citotoxicos

lisan células que estan infectadas con virus o con otros microorganismos intracelulares.

Los subpoblaciones de linfocitos expresan diferentes proteinas de membrana con
distintas funciones. Esta proteinas sirven como marcadores fenotipicos de las poblaciones
de linfocitos. Los linfocitos T cooperadores expresan CD4 y la mayoria de los linfocitos
citotoxicos expresan CDS. A los linfocitos T en general se los caracteriza por la expresion
de CD3 y a los linfocitos B por la expresion de CD19. La nomenclatura de CD proviene

del término “cluster of differentiation” y se refiere a una molécula que puede ser
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reconocida por un grupo de anticuerpos monoclonales que se utilizan para identificar una
linea o estadio de diferenciacion de la célula. Estos marcadores de diferenciacion o CD se
los puede dividir en distintas categorias: algunos son especificos y constitutivos de una
linea celular (CD3, CDI19, etc) y la expresion de otros varia de acuerdo al estado de
activacion (CD2, CD25) y diferenciacion de la célula. Estas moléculas no son meramente
marcadores fenotipicos sino que estdn involucrados en una gran variedad de respuestas
linfocitarias. Las dos funciones mas frecuentes atribuidas a los antigenos CD son 1)
promover la interaccion célula-célula y la adhesion entre ellas; y/o 2) transduccion de

sefales que llevan a la activacion del linfocito.

Los linfocitos, después de la activacion, sufren cambios bien definidos. Antes de la
estimulacion antigénica o policlonal, los linfocitos pequefios estan en un estado de reposo o
en fase GO del ciclo celular. Si los linfocitos en estado de reposo no encuentran un
antigeno, probablemente morirdn en unos dias o semanas. La poblacion es mantenida por
el desarrollo de nuevas células a partir de sus precursores en la médula 6sea. En respuesta a
un antigeno o a una estimulacion policlonal los linfocitos que estaban en reposo entran en
la primer fase del ciclo celular G1, continuando con la fase de sintesis (S) y la segunda fase

de crecimiento (G2); convirtiéndose en linfocitos grandes que se denominan linfoblastos.

Los linfoblastos tienen entre 10 a 12 p de didmetro y un citoplasma mucho mas
voluminoso, mayor nimero de organelas y mas RNA en relacion a los linfocitos pequefios
no estimulados. La progresion hacia la fase S del ciclo celular contintia y los linfocitos
activados se dividen. Esta secuencia de eventos se denomina transformacion blastogénica.
La division mitotica es responsable de la proliferacion de los clones de linfocitos
respondedores al antigeno. Luego de la proliferacion los linfocitos estimulados se
diferencian desde un estado de reconocimiento del antigeno hacia un estadio efector en
donde eliminan al antigeno. Las células efectoras estdn en un estado quiescente, no
producen células efectoras a menos que sean estimuladas por antigenos. Las células
virgenes, que no han sido expuestas a antigeno especificos y las de memoria expresan
distintas proteinas en superficie. Los linfocitos T virgenes expresan una isoforma de CD45,
denominada CD45A, la mayoria de los linfocitos activados y de memoria expresan una

isoforma denominada CD450.
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Los linfocitos participan en innumerables patologias de origen inflamatorio. Una de

ellas es la Ateroesclerosis. El hallazgo de linfocitos y macrofagos en el ateroma sugiere

que la respuesta inmune contribuye con la patogénesis de las lesiones ateroescleroticas

(Hansson GK, 1997; Libby P, 2000; Lichtman AH y col., 1996) (ver apartado 4.11).

Cel dendritica CD8+
Antigeno
IL-12, INFy, IL-18 Linf Thl

Linf T CD4+
cooperador

IL-2

Cel dendritica CD8- Linf Th2
Antigeno
IL-4

INF ¢y
IL-2

IL-4
IL-5
IL-6
IL-9
IL-10
IL-13

Proliferacion
Activacion de
macrofagos

Alergia
Anticuerpos

Figura 8: Diagrama de las subclases de limfocitos T cooperadores, sus productos de liberacion y sus

funciones generales
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Objetivos

OBJETIVOS GENERALES

-Establecer modelos que permitan estudiar in vitro la formacion del ateroma.

-Estudiar la regulacion de la activacion y proliferacion de las células que forman la lesion
ateroesclerotica inicial por las lipoproteinas aterogénicas (VLDL) vy

antiaterogénicas (HDL).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos se agrupan en dos grupos, uno para los experimentos

realizados con HDL (A) y otro grupo para experimentos realizados con VLDL (B).

A) -Determinar si HDL afecta la respuesta linfoproliferativa de las células T
inducida por diversos mitégenos. Definir si HDL produce cambios en la activacion de las
células T ya sea alterando la expresion de marcadores especificos de la activacion y

proliferacién celular, o de marcadores de la respuesta inflamatoria.

B) -Determinar si VLDL afecta la respuesta linfoproliferativa de las células T
inducida por diversos mitégenos. Definir si VLDL produce cambios en la activacion de las
células T ya sea alterando la expresion de marcadores especificos de la activacion y
proliferacion celular, o de marcadores de la respuesta inflamatoria. Caracterizar la/s

molécula/s a las que VLDL se uniria para producir sus efectos.
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CAPITULO 1

UN MODELO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA
ATEROESCLEROSIS

La Ateroesclerosis, como ya se describioé en el Capitulo 4 de la Introduccion, se
caracteriza por d4reas vasculares que poseen células musculares lisas y células
mononucleares en estado proliferante, asi como componentes de la matriz extracelular,
células espumosas y depdsitos de colesterol. La primera lesion reconocible de la
Aterosclerosis (denominada estria grasa) es un agregado de linfocitos T y de macréfagos
llenos de lipidos dentro de la intima. En esta lesion temprana, hay una clara preponderancia
de células T sobre los macréfagos, siendo la mayoria de estas células CD4" y receptor de
Interleukina 2" (IL-2R"), caracteristica esta ultima de linfocitos T activados (Wick G y
col., 1997). La informacion que se conoce actualmente de la implicancia de los linfocitos B
en la aterogénesis es abundante pero circunstancial (Yla-Herttuala S y col., 1994; Dansky

HMy col., 1997).

En este trabajo de tesis se disefiaron dos modelos para el estudio de la
ateroesclerosis utilizando cultivo de células “in vitro”; para ello se seleccionaron células
abundantes en la lesion ateromatosa germinal y por ello es que se buscaron las condiciones
adecuadas para trabajar con linfocitos activados semejantes a los observados en dichas
lesiones. Uno de ellos consiste en células mononucleares de bazo de raton (CMB) y el otro

en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC).

En ambos modelos se utilizaron mitégenos que producen la proliferacion de los
linfocitos en forma inespecifica, lo cual puede ser detectado por ensayos como
incorporacion de precursores de acido desoxiribonucleico radiactivos (Figura 9) y por los
parametros celulares cuantificables por citometria de flujo (Figura 10) como por ejemplo

el aumento del tamafio (FW-SC) y la complejidad celular (RT-SC).

En la Figura 9 se muestran dos graficos de incorporacion de timidina en funcion
del tiempo de cultivo. Se pudo observar que para CMB y para PBMC la presencia de

mitdégenos como concanavalina A (ConA) y fitohemaglutinina (PHA), incrementan mas de
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10 veces la incorporacion de [H']-timidina, indicando un aumento en la proliferacion
celular. Esta técnica no permite diferenciar las sub-poblaciones de células que incorporan

el radiactivo de aquellas que no lo hacen.
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Figura 9: Proliferacion de los linfocitos por la presencia del mitogeno. PBMC y CMB fueron cultivadas
en presencia de mitdgeno (PHA y ConA respectivamente). Los cultivos se realizaron a distintos tiempos
y para evaluar la proliferacion celular, se agrego a los cultivos 18 hs antes de la finalizacion del mismo
[3H]-timidina. Una vez finalizado el cultivo, se cosecharon las células y se midio la radioactividad en un
contador de centelleo liquido.

La respuesta proliferativa también se puede evaluar empleando citometria de flujo.
En la Figura 10 se muestran graficos de Fw-Sc (tamafio celular) en funcion de RT-Sc
(complejidad celular) de células cultivadas en presencia del mitdogeno a distintos tiempos.
En los tres graficos mostrados el ntimero de células fue de 10000. En presencia del

mitégeno los linfocitos proliferan, aumentando su tamafio y complejidad. Esta técnica

2 hs 24 hs 48 hs

4095
4035
4035

RT-SC
RT-SC

Células totales
RT-5C

4095 o 4035 0 4095
FW-5C FA-5C Fit-5C

Figura 10: Proliferacion de los linfocitos por la presencia del mitogeno. Los graficos de citometria
de flujo indican Fw-SC (parametro relacionado con el tamafo celular) vs RT-SC (parametro
relacionado con la complejidad celular). Se cultivaron CMB + ConA a distintos tiempos y se
observo el aumento de las células en estado blastico debido a la presencia de ConA.
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ofrece varias ventajas; una de ellas es que permite observar la aparicion de distintas
poblaciones celulares de variados tamafios y complejidades, principalmente a las 48 hs de

cultivo (Figura 10 C).

La estimulacion con mitdgenos produce un aumento en la proliferacion celular en
general, aumentando particularmente la poblacion de linfocitos T CD4". Esta estimulacion
produce una diferenciacion de la poblacion de linfocitos T CD4" desde una poblaciéon
uniformemente positiva para CD4" (sefialada en el grafico con el marcador M1, ya que la
otra poblacion es CD 4™ segun el control realizado) a otras dos en las cuales se expresa
CD4 con intensidad de fluorescencia alta (Intensidad media de fluorescencia: CMB: 2770,
PBMC 2437) y otra poblacion con CD4 de intensidad de fluorescencia baja (intensidad
media de fluorescencia: CMB: 1120, PBMC: 908) (Figura 11 B y D). Las CMB presentan
un 31% de linfocitos T CD4", que aumenta a 52% cuando son estimuladas con ConA. Las
PBMC presentan un 43% de linfocitos T CD4" y cuando se estimulan con PHA aumenta a

59%.

CMB 1A

Events
Events

10% 107 102 10°
CD25 CD4
PBMC | C PBMC + PHA D M
[ [ I
5 5
Dm“ 101 102 10* Dm'} 10! 102 10*
CD25 CD4

Figura 11: Efecto de la incubacion con mitogeno sobre la expresion de CD4 y CD25 en la superficie de
las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) y sobre las células de bazo de raton
(CMB). CMB fueron cultivadas por 48 hs en presencia de concanavalina A (ConA) (Paneles A y B),
PBMC fueron cultivados por 72 hs (paneles C y D) con fitohemaglutinina (PHA). La expresion en la
superficie de CD25 y CD4 fueron analizados por citometria de flujo. El eje de las x y de las y representan
intensidad de fluorescencia (escala logaritmica) y nimero relativo de células repectivamente. Los
histogamas de las células controles sin estimular se expresan en color rojo y de las células estimuladas
con el mitdégeno en color negro.
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Otra caracteristica de la estimulacion con mitégenos es el aumento de la expresion
de los marcadores de activacion en la superficie de los linfocitos T. Uno de los marcadores
de activacion que la célula no expresa constitutivamente y que aparece cuando ésta se
estimula, es el receptor de IL-2 o CD25 (Figura 11 A y C). CMB y PBMC sin estimular
presentaron un 6,13% y un 16% de linfocitos T CD25" respectivamente, que aumentaron a

81% y 86% cuando fueron estimuladas.

Los resultados mostrados demuestran que los linfocitos cultivados por mas de 48 hs
en presencia de concanavalina A y fitohemaglutinina presentaron caracteristicas similares a
las de las células T detectadas inmunohistologicamente en las placas ateromatosas
obtenidas de biopsias (Wick G y col., 1997) presentando rasgos caracteristicas de linfocitos
activados: células largas fusiformes con abundante citoplasma, algunas de ellas con una

forma de nucleo irregular 8experimentos no mostrados).

En los capitulos siguientes se mostrara como diferentes compuestos (lipoprotednas,
farmacos, proteinas en general ,etc) afectan a las células linfocitarias en cultivo, como una
forma de acercarnos al estudio de la interaccion en un medio ambiente controlado entre las

sustancias afiadidas y las células T, aspecto que es imposible dilucidar in vivo.

En el Capitulo 2 se presentard la interaccion de los linfocitos con la lipoproteina de
alta densidad (lipoproteina antiaterogénica), en el Capitulo 3 con la lipoproteina de muy
baja densidad (lipoproteina aterogénica) y en el Anexo I se presentaran estudios realizados

con un antiinflamatorio de produccion local (Mannan extraido de Aloe Saponaria).
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CAPITULO 2

REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR HDL.

Se ha demostrado que la lipoproteina de alta densidad (HDL) regula la proliferacion
de las células musculares lisas y la produccion de prostaglandinas (Vifials M y col., 1997),
pero los efectos de la HDL sobre la proliferacion de los linfocitos T son contradictorios. La
HDL es una lipoproteina beneficiosa ya que existen numerosos estudios epidemiologicos
que demuestran una correlacion inversa entre la concentracion de HDL y la frecuencia de
enfermedades coronarias (Miller GJ y col., 1975; Yaari S y col., 1981; Gordon DJ y col.,
1989). Una evidencia mas directa de los efectos protectores de la HDL proviene de
estudios realizados en modelos de animales en donde la elevacion de la HDL se acompafio
de una importante proteccion contra el desarrollo de las estrias grasas, la lesion mas
temprana de la ateroesclerosis (Rubin EM y col., 1991; Plump AS y col., 1994; Paszty C y
col., 1993; Badimon JJ y col., 1990). Atn no se conoce si el efecto protector de la HDL
esta relacionado con su rol en el transporte reverso de colesterol o a mecanismos no
relacionados con su funcion en el transporte de lipidos como la activacion celular y la
proliferacion (Parthasarathy S y col., 1990; Cockerill GW y col., 1999; Mackness MI y
col., 1993).

Se estudi6 el efecto de HDL sobre la activacion de los linfocitos, con mitogeno no
especifico y se determind si HDL modifica la expresion de marcadores de activacion sobre
las células T (CD2, CD25, CDI17) y la proporcion de linfocitos T cooperadores y
citotoxicos. Ademas se estudié si HDL produce modificaciones a nivel de mediadores
caracteristicos de la inflamacion como son PGE2 y LacCer, y si altera las vias de

sefializacion intracelular.
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PARTE I

(PRODUCE HDL MODIFICACIONES EN LA RESPUESTA PROLIFERATIVA'Y
EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS?.

2.11- La HDL inhibe la respuesta proliferativa de las células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) estimuladas, pero no modifica dicha respuesta de las células

no-estimuladas.

Para examinar si HDL es capaz de regular la proliferacion de los linfocitos, se
cultivaron PBMC no estimuladas por 72 hs en ausencia o en presencia de concentraciones
crecientes de HDL humana purificada nativa y oxidada. La proliferaciéon se monitoreod

siguiendo la incorporacion de [*H]-timidina en un contador de centelleo liquido.

Como se muestra en la Figura 12 A, cuando la HDL o la oxHDL se agregaron a las
células PBMC no estimuladas no se observé aumento en la proliferacion ni supresion a
ninguna de las concentraciones estudiadas. Sin embargo la HDL fue capaz de suprimir la
respuesta linfoproliferativa de las células T inducida por varios mitdogenos: PHA
(fitohemaglutinina), MLC (cultivo mixto linfocitario), o anti-CD3 + PMA (phorbol-12-
miristato-13-acetato) que actiian estimulando las células a través de diferentes mecanismos
(Figura 12 B). PHA actta a través del CD3 y del CD2, MLC actla a través del TCR y del
CD3 y PMA a través del CD69.

En el MLC y en los cultivos estimulados con anti-CD3 y PMA, se necesitaron
concentraciones mayores de HDL para alcanzar los mismos niveles de inhibicion de la
respuesta proliferativa inducida por PHA (Figura 12 B), sugiriendo un efecto
preponderante sobre la coestimulacion de CD2. A las 48 hs de cultivo hubo un 25 % de
inhibicion de la incorporacion de [*H]-timidina de las células PBMC estimuladas con PHA

y cultivadas en presencia o ausencia de HDL.

La inhibicién observada (Figura 12A4) parece ser un efecto especifico de HDL ya

que cuando se cultivo a las células PBMC con albimina a las mismas concentraciones de
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proteinas y con LDL a las mismas concentraciones de colesterol no se observd ningliin
efecto supresor de la proliferacion. El efecto inhibitorio de la HDL sobre la respuesta
proliferativa inducida por PHA de las células PBMC, solo es ejercido por HDL en su
estado nativo y no por HDL parcialmente oxidada por radiacion UV. En la Figura 12 B
puede observarse que después de oxidada HDL pierde su efecto inhibitorio ya que los
niveles de radiactividad incorporada en las células PBMC estimuladas con PHA fue similar

a las células cultivadas sin HDL.
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Figura 12: Efecto de la HDL y la oxHDL sobre las células mononucleraes de sangre periférica humana
en estado de reposo o activados. PBMC (2 x 10° células /pocillo) se cultivaron en placas de 96 pocillos
en presencia de concentraciones crecientes de HDL y oxHDL. Panel (A) células activadas con PHA (5
pg/ml) (@, W), anti-CD3 + PMA (®) o MLC (A) o (B) células en estado de reposo (4, W). Después de
54 hs de cultivo de las células estimuladas con PHA, anti-CD3 o 102 hs de MLC, se agregd [3H]-timidina
y la incorporacion de radiactivo fue determinada después de 18 hs de incubacion. Los resultados se
muestran como % del control. Los valores controles fueron los siguientes: células en reposo 9500 + 1500
d.p.m., PBMC + PHA 165000 + 2000 d.p.m., PBMC + anti-CD3 + PMA 79000 + 14000 d.p.m. y MLC
30600 + 4000 d.p.m. Los datos se informan como promedio + SD de determinaciones realizadas por
triplicado. El experimento es uno de tres realizados con diferentes células y purificaciones de HDL

Después de 72 hs de cultivo, las células se analizaron por microscopia de contraste
de fase y se observd que las células cultivadas en presencia de PHA y HDL u oxHDL
formaron grumos, siendo la densidad de grumos por campo diferente (9 £ 1 vs. 19 £ 2 p<
0.0001, respectivamente, determinada por el test de Student como promedio del nimero de
grumos por campo + DE. n=20). Ademas de la diferencia en la densidad, también se
observd que habia diferencias en las dimensiones de los grumos. Los diametros de los
grumos (1 grumo se lo definié como un grupo de al menos cuatro células) se determinaron
con fotografias digitalizadas usando el programa Metamorph 2.0. El promedio de los

diametros de los grumos de las células incubadas con PHA + oxHDL es el doble de

38




Resultados

aquellos formados por células incubadas con PHA + HDL (83 £+ 37 pm vs. 42 £ 17 um
respectivamente, promedio de didmetros = DE, p< 0.0001 determinado por el test de

Student de 100 grumos).

Esto fue confirmado luego de realizar cultivos en los cuales las células fueron
enfrentadas (en presencia de PHA) inicialmente por 24 hs con HDL y luego por un periodo
de 48 hs sin HDL. Se formaron grumos idénticos en densidad y dimensiones a los grumos
formados cuando las células fueron cultivadas por 72 hs sin HDL (20 + 2 vs. 19 + 1,
promedio del nimero de grumos por campo = DE. n=20 y 78 + 40 um vs. 86 = 33 um
promedio de didmetros £ DE. de 100 grumos). Por lo tanto HDL produce sus efectos a
tiempos cortos, es decir durante las 24 primeras horas de incubacidon cuando aln el
mitdégeno no ha producido ningun efecto visible en el linfocito 8figura 10 , capitulo | de

resultados).

Posteriormente se estudidé si el efecto de la supresion de la respuesta
linfoproliferativa inducida por la HDL es un efecto directo sobre los linfocitos (inhibicion
de la neuritogénesis o efecto citotoxico similar al observado en las células neuronales -
Kivatinitz SC y col., 1997; Pajkrt D y col., 1996), o si HDL estd actuando sobre los

eventos tempranos de la activacion de las células T como indica el experimento anterior.

Para descartar que la HDL produjera un efecto citotoxico directo sobre los
linfocitos, se utilizé un colorante supra vital. Este colorante tiene la propiedad de ingresar a
la célula solo cuando la membrana plasmatica estd alterada ya que si la célula mantiene la
integridad de la membrana el colorante no puede ingresar. La HDL no produjo un efecto
citotoxico directo sobre los linfocitos ya que mas del 95% de las células en todas las
condiciones estudiadas excluyeron Tripan Blue después de 48 hs de cultivo. A las 72hs de
cultivo, el 90% de las células controles y el 80% de las células cultivadas con la mayor
concentracion de HDL excluyeron el colorante supra-vital. Por lo tanto HDL no ejerce un

efecto toxico sobre las células.

Los linfocitos de sangre periférica incubados simultaneamente con PHA y HDL
presentan apariencia de células quiescente (células redondas con escaso citoplasma y
nucleos bien definidos) cuando son observados por microscopia electronica (Figura 13 D y
F). Las células PBMC incubadas simultdneamente con PHA y oxHDL tuvieron rasgos
caracteristicos de linfocitos activados (células largas fusiformes con abundante citoplasma,

algunas de ellas con una forma de nucleo irregular) (Figura 13 A y C). Los linfocitos
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incubados con HDL presentan rasgos de células en estado de reposo, mientras que los
linfocitos provenientes de células incubadas con oxHDL tienen la apariencia de células en
estado activado, apariencia similar a la que presentan las células que han sido incubadas
con PHA tnicamente. Por otro lado, ni HDL ni oxHDL alteraron la apariencia morfologica

de los macrofagos (Figura 13 By E).

Figura 13: Microscopia electronica de linfocitos (4, C, D, F) de sangre periférica humana y de
monocitos (B, E) cultivadas en presencia de HDL y de oxHDL. PBMC fueron cultivadas por 72 hs
con PHA y 0.1 mg de proteina de oxHDL/ml (Paneles A, B y C) o 0.1 mg de proteina de HDL/ml
(Paneles D, E y F).

Para descartar la probabilidad de que la HDL ejerza su efecto inhibitorio a través
del secuestro del mitogeno, se realizd un experimento para comprobar si HDL debe estar
presente en forma simultanea con PHA. PBMC fueron inicialmente estimuladas con PHA
durante 24 hs, al cabo de ese tiempo los pocillos se lavaron para remover la PHA y luego
se afadi6 la lipoproteina por 48 hs mas. En estos experimentos la HDL fue capaz de
suprimir la proliferacion de los linfocitos T previamente estimulados con el mitdégeno
(Figura 14). Estos resultados demostraron que HDL no ejerce su efecto inhibitorio por

secuestro de la PHA y sustentan la idea que el efecto anti-proliferativo de HDL se ejerce
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sobre los linfocitos que han iniciado una respuesta blastogénica (Figuras 12 y 13), sin

necesidad de que el mitdgeno esté presente en forma simultanea (Figura 14).

)
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Figura 14: Efectos de HDL y ox HDL sobre células mononucleares de sangre periférica human
aactivadas. PBMC (2 x 105 células/pocillo) fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en presencia de
concentraciones crecientes de HDL (4) y oxHDL (M). Las condiciones fueron similares a las
utilizadas en la Figura 12 excepto que PHA (5 pg/ml) fue removida (cambiando el medio de cultivo
con PHA por medio sin PHA) del cultivo después de 24 hs de incubacion. Después de 54 hs de cultivo
se agregd [3H]-timidina y la incorporacion de radiactivo fue determinada después de 18 hs de
incubacion. Los datos se informan como promedio = DE de determinaciones realizadas por triplicado.
El experimento es uno de tres realizados con diferentes células y preparaciones de HDL.

2.1.2- La HDL inhibe la respuesta blastogénica sin afectar la proporcion relativa de

linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotoxicos.

Habiendo determinado que HDL inhibe la proliferacion de los linfocitos T
activados en etapas tempranas, se estudio si HDL interfiere con la respuesta blastogénica
de alguna subpoblacion de linfocitos especifica. Estas subpoblaciones son importantes ya
que en la placa ateromatosa hay una clara preponderancia de linfocitos T CD4" (capitulo I

resultados).

El complejo del receptor del linfocito T estd constituido por las cadenas alpha-beta,

zeta-zeta del CD3, y por la glicoproteina CD4 (o CDS8) que es responsable del
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reconocimiento de la cadena beta 2 del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II
(MHC II) (o de la cadena a3 del MHC clase I para el CDS). El fenotipo de CD4 es
inherente de la subpoblacion de linfocito T denominada “T cooperador” que coordina la
respuesta inmune del linfocito T antigeno dependiente. Se ha demostrado que la

glicoproteina CD8 se expresa principalmente en los linfocitos T citotoxicos o supresores.

Para definir las subpoblaciones de linfocitos T se realizd citometria de flujo de tres
colores. Para ello se realizaron cultivos de PBMC por 48 y 72 hs con y sin PHA en
presencia o ausencia de HDL (7abla 3). Al cabo de ese tiempo se observdé que HDL
produjo una disminucidn significativa del namero de células de las dos subpoblaciones de

linfocitos T (CD4" y CD8"), sin alterar el nimero total de células dobles negativas.

CD4" CD§" CD4-CD¥ Total

48 hs
PBMC + PHA 70.200 £ 4800  67.600 £ 4700 59.400 + 4100 197.200 £ 9600
PBMC + PHA + HDL  46.200 £ 3200  43.200 + 3000 58.650 + 3900 148.050 £ 9200
72 hs

PBMC + PHA 92.000 £ 5400  138.600 = 7200 63.600 * 4300 294.200 + 10300

PBMC + PHA + HDL  40.200 £2800  55.200 £ 3800 51.000+ 3200 146.400 = 8800

Tabla 3: Efecto de HDL sobre el nimero de células CD4" y CD8". Células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) fueron cultivadas por 48 y 72 hs con fitohemaglutinina (PHA) con y sin
HDL (0.1 mg de proteina de HDL/ml). La expresion de CD4 y CDS en la superficie celular fueron
analizados por citometria de flujo y se informa como numero de células PBMC positivas del total de
linfocitos T CD3+. CD indica “Cluster of Diferentiation”.

2.1.3- HDL inhibe la expresion de marcadores de activacion de la superficie celular

inducidos por un mitégeno.

La activacion de las células en estado de reposo por mitdgenos es un proceso de
multiples pasos (Arai T y col., 1998). Para discernir si el efecto inhibitorio de la HDL
sobre la respuesta blastogénica inducida por PHA afectaba la activacion del linfocito T, se

evalué por citometria de flujo el porcentaje de células T activadas (células CD3"/CD25" y
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células CD3"/CD2"). Se realizaron cultivos de PBMC estimulados con PHA por 48 y 72 hs
en presencia o ausencia de HDL. Existen dos glicoproteinas de membrana, CD25 y CD2,
que son marcadores de activacion de los linfocitos. El término “activacion de la célula T”
se refiere a una serie de eventos que son gatillados por la estimulacidon antigénica de la

célula T, que culmina en la produccion de IL-2 y en la expresion del receptor de IL-2

(Subbaramaiah K y col., 1998).

Los linfocitos, como cualquier otra célula del organismo, presentan un ciclo celular
en el que se distinguen diversas fases: GO, G1, S, G2 y M. La fase G0, o quiescente,
representa a células metabdlicamente activas cuya situacion no es de diferenciacion
terminal y pueden responder a estimulos entrando en el ciclo de diferenciacion; la fase G1
se caracteriza por una intensa actividad sintética de proteinas y precede a la fase S en la
cual se duplica el material genético, la fase G2 precede a la M (mitosis) en la cual se
dividen el nucleo y citoplasma celulares. Durante la estimulacion antigénica (o con un
mitdgenos inespecifico), los linfocitos se activan y la transduccion de esta sefial al ntcleo
da lugar, como ya se vio, a una activacion de los genes con aumento de RNA y sintesis

subsiguiente de linfokinas, receptores de superficie, etc.

El receptor de alta afinidad de IL-2 consiste en tres subunidades diferentes: IL-2Ra
(CD25), IL-2RB, e IL-2Ry. La cadena IL-2RP se expresa constitutivamente en los
linfocitos T citotoxicos CD8" pero no en los linfocitos T cooperadores, y aumenta su
expresion después de la activacion de la célula T. El IL-2Ry se expresa constitutivamente
en las células linfoides. Por el contrario el IL-2R a (CD25) solo se expresa después que la
célula ha sido activada (Santana P y col., 1996; Davaille J y col., 2000; Mandal A y col...
2001; Thiele DL y col., 1983).

La glicoproteina CD2, también denominada receptor de la roseta, es un antigeno de
diferenciacion expresado en los linfocitos T maduros e inmaduros, y su expresion se ve

incrementada después de la activacion de la célula.

Luego de 48 hs de cultivo, las células que fueron cultivadas inicamente con medio
(sin estimulo) presentaron un bajo porcentaje de linfocitos activados, células CD3"/CD25"
o CD3"/CD2" (Figura 15 A y B). Al mismo tiempo, las células que fueron cultivadas en
presencia del mitogeno presentaron dos poblaciones celulares: CD25" y CD2" que diferian

en la densidad superficial de los marcadores (CD25"alto, CD25bajo y CD2'alto,
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CD2'bajo). En los cultivos desafiados con el mitogeno se observé un considerable
aumento de la proporcién de linfocitos T CD25" y CD2", comparada con las células sin
estimulo (Figura 15 A y B). Este aumento es independiente de la presencia de HDL.
Después de 72 hs de cultivo, las células cultivadas en presencia de PHA y sin HDL
(Figura 15 C y D) desarrollan una mayor proporcion de células CD3" CD25 alto y CD3"
CD2"alto, comparadas con las células no estimuladas o con las células estimuladas después
de 48 hs de cultivo. A las 72 hs, las células cultivadas en presencia de PHA y HDL
simultdneamente tuvieron una menor proporcion de células CD3" CD25"alto y CD3"
CD2"alto (Figura 15 C y D). Por lo tanto HDL produjo una disminucién en los marcadores

de activacion de las células T estimuladas. Este resultado esta de acuerdo con la sugerencia

realizada en el apartado 2.1.1 parrafo 2).

48 hs

Eventos
Eventos

Eventos
Eventos

CD25* CD2*

Figura 15: Efecto de HDL sobre la expresion de CD2 y CD25 en la superficie de las células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC). PBMC fueron cultivados por 48 (paneles Ay B) y
por 72 hs (paneles C y D) con fitohemaglutinina (PHA) (histograma negro) y 0.1 mg de proteina de
HDL/ml (histograma gris). La expresion en la superficie de CD25 y CD2 fueron analizados por
Citometria de Flujo. El eje de las x y de las y representan intensidad de fluorescencia (escala logaritmica)
y nimero relativo de células repectivamente. Los histogamas de las células controles sin estimular se
expresan como histogramas rellenos.
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2.1.4- Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que HDL fue capaz de suprimir la respuesta
linfoproliferativa de la célula T inducida por varios mitégenos; por el contrario la oxHDL
no afectd la proliferacion de estds células. Otro resultado importante que contribuye a
enfatizar las propiedades anti-inflamatorias de la HDL fue que la HDL inhibi6 la respuesta
blastogénica sin afectar la proporcion relativa de los linfocitos T cooperadores y
citotoxicios. Este efecto de HDL indica que su accion antiproliferativa es similar a aquella
que ejercen los agentes anti-inflamatorios y diferente de la producida por los
inmunosupresores que inhiben principalmente la proliferacién de los linfocitos T CD4".
HDL inhibié la expresion de dos marcadores de activacion: el CD25 (receptor de 1L-2) que
es un marcador de activacion de aparicion tardia y de CD2 marcador de activacion
temprana. Estos resultados estan de acuerdo con el concepto de que los efectos
blastogénicos estan relacionados con las acciones anti-infllamatorias, ya que la mayoria de
las drogas anti-inflamatorias impiden la expresion del receptor de IL-2 y de CD2. Por lo
tanto HDL dirige a los linfocitos T activados hacia un fenotipo de células en reposo como

las drogas anti-inflamatorias no esteroideas.

PARTE 11

{CUALES SON LAS VIiAS DE SENALIZACION QUE EMPLEA HDL PARA
INHIBIR LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS?.

2.11.1- HDL inhibe la liberacion de protaglandina E2 estimulada por mitogenos.

Las prostaglandinas juegan un rol clave en la regulacion de la inmunidad mediada

por células, modulando la activacion y la proliferacion de la célula T (Goodwin JS, 1989;

45




Resultados

Della Bella S y col., 1997; Phipps RP y col., 1991; Ifiguez MA y col, 1999). La PGE; es
producida a partir del 4cido araquidénico por dos enzimas: la ciclooxigenasa I (COX-1)
y/o la COX-2, en la lesion ateromatosa estdn presentes ambas enzimas (Schonbeck U y
col., 1999). COX-1 se expresa en forma constitutiva y COX-2 aumenta su expresion
cuando las células se activan. En las arterias normales la produccion de PGE; es baja,
mientras que la actividad de sintesis de PGI, es elevada, la situacion inversa ocurre en las
arterias con lesiones ateroescleroticas (Rolland PH y col, 1984). La presencia de PGE; es
uno de los primeros cambios notables en el area de la lesion que la diferencia de la arteria

normal.
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Figura 16: Efecto de HDL sobre la liberacion de PGE2 en células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC). PBMC se cultivaron en presencia o ausencia de PHA con y sin HDL a 12, 24, 48 y 72
hs y se determind de los sobrenadantes de los cultivos la liberacion de PGE, mediante un kit comercial de
ELISA. Los datos se informan como promedio = DE de determinaciones realizadas por triplicado. El
experimento que se informa es uno de tres realizados con diferentes preparaciones de HDL.

Se considera a la PGE, un mediador caracteristico de la inflamacion, y al ser la
ateroesclerosis una enfermedad del tipo inflamatoria se consideré oportuno determinar si
HDL produce modificaciones en la liberacion de PGE,. Para esta determinacion se realizé
un cultivo de PBMC en presencia o ausencia de PHA cony sin HDL a 12,24,48 y 72 hs y
se determiné en los sobrenadantes de los cultivos la liberacion de PGE,. La Figura 16
muestra que tanto las células solas (PBMC) como las incubadas con HDL y sin mitogeno

(PBMC + HDL) no producen PGE,. Cuando las células son estimuladas con PHA se
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produce un aumento de tres veces en la liberacion de dicha prostaglandina a partir de 12 hs
de cultivo. A medida que aumenta el tiempo de cultivo de las células estimuladas con PHA
también aumenta la cantidad de PGE, liberada al medio. Cuando las células fueron
cultivadas con el mitéogeno y con HDL (PBMC + PHA + HDL) se produjo una
disminucién a la mitad de la liberacioén de la prostaglandina, esta disminucion permanece
casi constante aiin con el transcurso del tiempo de cultivo de las células. Con este resultado
se puede afirmar que HDL produce la inhibicion de la liberacion de uno de los mediadores

de aparicion temprana caracteristico de la inflamacion.

2.11.2- HDL afecta la incorporacion de Galactosa en lipidos pero no en glicoproteinas y
tampoco afecta la incorporacion de fosfatos en lipidos. HDL inhibe especificamente la

marcacion de lactosilceramida.

Hay una fuerte tendencia en la literatura a hacer incapi¢ en los mediadores
esfingolipidicos en la formacion de la placa ateromatosa. Se propone que los
glicoesfingolipidos (GSL) regulan la proliferacion celular. Lactosilceramida (LacCer), un
marcador de activacion de los linfocitos denominado CD17 (Symington FW, 1989),
estimula la proliferacion in vitro de las células musculares lisas de la aorta (ASMCs),
(Chatterjee S, 1998) contribuyendo a la progresion del ateroma. Los posibles mecanismos
involucrados incluyen la modulaciéon de las sefiales por parte de GSL mediante
interacciones con tirosin-kinasas asociadas con receptores de los factores de crecimiento
(Hakomori S y col., 1995) y a través de la formacion de metabolitos de GSL que poseen
importantes efectos en el crecimiento celular (Spiegel S y col., 1996). La acumulaciéon de
glicoesfingolipidos (principalmente glucosilceramida, LacCer y gangliosido GM3) en la
pared de la aorta es un rasgo caracteristico de la ateroesclerosis humana (Mukhin DN y
col., 1995; Prokazova NV y col., 1987). Los linfocitos humanos contienen LacCer como
principal GSL neutro (Schwarting GA y col., 1980), el cual se incrementa rapidamente
cuando las células T son activadas con IL-2 (Gyimesi E y col., 1995; Symington FW,
1989).

Se realizaron experimentos de marcacion metabdlica para determinar si HDL

produce alguna modificacion en el tiempo de recambio del residuo glucidico de los lipidos
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y las proteinas. Para ello se cultivaron PBMC en presencia de PHA con y sin HDL y se

., . ., 3 , . , . .,
determind la incorporacion de [H]-Galactosa en los lipidos y proteinas, e incorporacion de

[**P]-ortofosfato en los lipidos.

Los resultados obtenidos (Figura 17) indicaron que HDL produjo disminucién en la
incorporaciéon de la radioactividad principalmente en glicolipidos neutros, una
disminuciéon de menor magnitud, se observo en la incorporacion a nivel de los

gangliosidos. HDL no produjo modificaciones en la incorporacion de radiactividad en las

Glicoproteinas.

En paralelo se realizaron cultivos en las mismas condiciones pero con el agregado
32 . : ., L .
de [*“P] ortofosfato. No se observaron modificaciones en la marcacion de fosfolipidos ni en

fosfoproteinas (datos no mostrados).
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Figura 17: Efecto de HDL sobre la incorporacion de precursores radiactivos en glicoproteinas,
gangliosidos y glicolipidos neutros, en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC)
estimuladas con un mitégeno. Se cultivaron PBMC por 72 hs en presencia de PHA con y sin HDL, se
afiadi6 Galactosa-[H’] las Gltimas 24 hs de cultivo. Las células se cosecharon y centrifugaron. El
sobrenadante se descartd separando el precipitado y se midio la radioactividad incorporada en las células
después de separar gangliosidos, glicolipidos neutros y glicoproteinas.

Se analiz6 la proporcion relativa de la radiactividad incorporada por separacion de
los glicoesfingolipidos en cromatografia en capa delgada. Se reveld con I, los lipidos y la
radiactividad incorporada se cuantifico por autoradiografia en placas sensibles y posterior
lectura en densitometro de barrido de radiactividad (Figura 18). Los resultados obtenidos
indican que en las células estimuladas con PHA hay una marcacion mayoritaria de GM3,

lo cual es previsible ya que GM3 es el gangliésido mayoritario en los linfocitos (Kiguchi

K, 1990).
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B PHA PHA + % de
HDL inhibicién
GlucCer | 2134 +150 | 1627 £120 24
LacCer 3598 £250 | 1923 £135 47
GM3 7539 £530 | 6987 £490 7

L [*H]

Figura 18: Efecto de HDL sobre la incorporacion de precursores radiactivos en gangliosidos y glicolipidos
neutros, en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) estimuladas con un mitogeno Se
cultivaron PBMC por 72 hs en presencia de PHA con y sin HDL. Galactosa-[H3] fue agregada las 24
ultimas hs. Al cabo de ese tiempo se levantaron las células, se centrifugaron y se resuspendieron en
cloroformo:metanol 2:1. Se agregd6 la muestra a una columna de G-25, se eluyd con
cloroformo:metanol:H20 60:30:4,5, se dejo evaporar el solvente toda la noche. Se resuspendié la muestra
en cloroformo:metanol:H20 60:30:4,5 y se sembré en una placa de HPTLC. Se realizé la corrida y
posteriormente se tifio con I, y luego se expuso la placa a la pantalla de tritio durante una semana.
Posteriormente se hizo un barrido de la placa en un escéner de radioactividad (Phosphoimager SI Molecular
Dynamics). Las areas de cada banda fueron cuantificadas densitométricamente con el software Scion Image
y se informan en B.

Cuando las células fueron cultivadas en presencia de PHA y HDL, se observé que
HDL produjo una inhibicidn principalmente en la incorporacion de la marca en LacCer, en
menor cantidad en GluCer y practicamente no inhibi6 la incorporacion en GM3 (Figura 18
A y B). Con estos datos podemos concluir que HDL inhibe la marcacion de glicolipidos
neutros totales, inhibiendo proporcionalmente més la marcacion de LacCer que la de
GluCer. .LacCer es un marcador de la activacion celular y mensajero secundario en las vias

de proliferacion de los linfocitos T (Chatterjee S, 1998).
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2.11.3- HDL estimula la fosforilacion de Map Kinasa en los linfocitos

De los experimentos arriba descriptos se desprende que uno de los caminos de
sefalizacion utilizados por HDL para inhibir la respuesta blastogénica seria a través de los
mensajeros secundarios lipidicos como prostaglandina E2 y LacCer. Estd ampliamente
documentada la relacion existente entre estos mensajeros y la via de sefalizacion de Map
kinasa (Chatterjee S, 1998; Kumar Bhunia A y col., 1996). Se ha descripto en macréfagos
y fibroblastos (Han J y col., 2002) que HDL produce un aumento de la traslocacion al
nucleo y de la fosforilacion de PPARy, y un aumento de la fosforilacion de las dos

isoformas de Map Kinasa p44 y p42.

Las células de los mamiferos responden a estimulos externos mediante la activacion
de una amplia variedad de vias de sefalizacidon, que van a culminar en multiples
respuestas: proliferacion, arresto del crecimiento celular, hipertrofia, diferenciacion o
apoptosis. En vertebrados las acciones de varios estimulos que resultan en la proliferacion
o en el crecimiento hipertrofico convergen en un grupo de cascadas de sefializacion de las
kinasas, a las que colectivamente se las denomina protein-kinasas activadas por mitdgenos
(Force Ty col.,. 1998). Otros autores han descripto que MEK, que tiene por sustrato a p44
y p42, estad involucrada en la respuesta blastogénica de los linfocitos T humanos (Franklin

RA y col., 1994).

Para corroborar la hipotesis que HDL produce modificaciones a nivel de Map
kinasa en los linfocitos humanos de sangre periférica se realizaron cultivos de PBMC por
18 hs en ausencia de estimulo en medio deprivado de SFB. Al cabo de ese tiempo se
realiz6 el estimulo de las células, durante 10 min, con PHA en presencia o ausencia de
HDL. Se realizd6 un Western Blot y se marcé con anticuerpo monoclonal anti fosfo p44-
p42 y se reveld por quimioluminiscencia. Las células que fueron estimuladas con PHA,
presentaron bajos niveles de Map-kinasa fosforilada (Figura 19) mientras que en las que
fueron estimuladas con PHA y HDL se observaron niveles aumentados de Map kinasa

fosforilada.
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Luego de una exposicion al antigeno, los linfocitos maduros requieren de una
intensa, prolongada y repetida proliferacion para establecer una rapida respuesta inmune y
generar memoria inmunolédgica. Debido a las caracteristicas especiales de la proliferacion
del sistema inmune, los reguladores del ciclo celular tiene un papel fundamental en el
control de las funciones inmunes, especialmente en la proliferacion. MEK tiene un
comportamiento dual en cuanto a la relacion entre la actividad y la proliferacion de las

celulas.

PBMC + PHA
+ HDL

Control
positivo

PBMC + PHA  Control
negativo

Figura 19: Se cultivaron células PBMC por 18 hs en ausencia de estimulo en medio RPMI deprivado
de SFB. Al cabo de ese tiempo se realizo el estimulo de las células, durante 10 minutos, con PHA en
presecia o no de HDL en medio RPMI 20% SFB. Las células se cosecharon, lisaron y sembraron en gel
de poliacrilamida y fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada
con un anticuerpo monoclonal anti fosfo p44-p42, seguido del anticuerpo Proteina A- peroxidasa. Se
revelo por el método de quimioluminiscencia. Como control positivo de la expresion de Map Kinasa se
cultivaron en forma paralela células de ovario de hamster chino CHO-K1 en DMEM por 18 hs en
ausencia de SFB y se las estimuld por 10 min con medio DMEM con 10% de SFB. Como control
negativo se uso células PBMC deprivadas de suero y sin estimular. Las areas de cada banda fueron
cuantificadas densitométricamente con el software Scion Image y se muestra en el grafico el % de cada
banda y sus controles.

2.11.4- Conclusiones

Los resultados descriptos en este capitulo muestran que:

-HDL produce una inhibicion de la liberacion de PGE, mediador lipidico temprano
caracteristico de la inflamacion. Ademas inhibe la expresion de mediadores

esfingolipidicos, principalmente LacCer.
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-HDL estimula la fosforilacion de Map Kinasa en los linfocitos indicando que las
vias de accion de HDL conducen finalmente a la activacion de las kinasas p44 y p42

(caracteristicas del tejido neuronal y de los leucocitos).

Tanto la inhibicion en la expresion de los marcadores lipidicos como la inhibicién
de la fosforilacion de la kinasas indican que HDL tiene un efecto antinflamatorio en las

células mononucleares que se encuentran formando parte del ateroma.
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CAPITULO 3

REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR VLDL.

Concentraciones fisioldgicas de la lipoproteina de baja densidad (VLDL) inhiben la
sintesis de DNA de los linfocitos humanos estimulados con fitohemaglutinina (PHA)
probablemente a través de interacciones con un receptor de membrana. Estos resultados
sugieren que la VLDL puede mantener a los linfocitos circulantes de sangre periférica en

un estado no proliferante (Yi Pl y col., 1981).

El efecto anti-proliferativo de la VLDL sobre los linfocitos humanos parece
contradictorio con el rol aterogénico de esta lipoproteina. Se debe tener en cuenta que la
naturaleza de la respuesta de las células T “in vivo” es una consecuencia de varios factores
entre otros la produccion de citoquinas. Las linfocitos denominados Thl secretan IL-2 (una
citoquina pro-inflamatoria) e interferon gamma, favoreciendo la respuesta inmune del tipo
celular; en tanto que los linfocitos Th2 producen IL-4 y otras citoquinas que favorecen la
produccion de anticuerpos o sea la respuesta inmune humoral. En las lesiones
ateroescleroticas, los linfocitos T activados producen IL-2 (Ishigami M y col., 1998) que
podria incrementar la proliferacion de las células que forman el ateroma (Hiltunen TP y
col., 1998). Por la tanto, es de considerable importancia definir si VLDL es un factor que

influencia la activacion de las células T y la produccion de citoquinas.

Debido a la gran variabilidad de la repuesta mitogénica observada con los linfocitos
humanos comparada con ratones endocriados y teniendo en cuenta el hecho que los
receptores de VLDL humanos y murinos son > 94% idénticos (Wyne KL y col., 1996; Kim
D y col., 1996) estudiamos en primer lugar la capacidad de la VLDL humana de afectar la
activacion, proliferacion y produccion de citoquinas (caracteristica de las células T
activadas) de los linfocitos de bazo de raton (CMB) después de la estimulacién con un
mitégeno y en segundo lugar estudiamos si la VLDL era capaz de unirse a los linfocitos y

las caracteristicas de esa union.
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PARTE I

. PRODUCE VLDL MODIFICACIONES EN LA RESPUESTA PROLIFERATIVA
Y EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS?.

3.1.1- La VLDL inhibe la respuesta proliferativa de la células de bazo de raton (CMB)

estimuladas, pero no dicha respuesta en las células no estimuladas.

Existen diversas publicaciones las cuales se describen que la VLDL inhibe la
sintesis de DNA de los linfocitos estimulados por mitégenos (Yi PI y col., 1981); como
solo se hace referencia a este fenomeno y no a su origen, se investigd las causas de esa
inhibicion. Primero, se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de VLDL humana
sobre la capacidad linfoproliferativa de CMB activadas y en estado de reposo. Para ello se
cultivaron CMB en placas de 96 pocillos, en presencia de ConA, con o sin VLDL por un
periodo de 24 y 48 hs. Para evaluar la proliferacion celular, se agregé a los cultivos, 18 hs
antes de la finalizacion del mismo, 1 pCi de [*H]-timidina. Una vez finalizado el cultivo,
se cosecharon las células y se midi6 la radiactividad en un contador de centelleo liquido.
Se observo que concentraciones de VLDL en el rango fisiologico inhiben la incorporacion
de *H-timidina en células T murinas después de 48 hs de ser estimuladas con ConA
(Figura 20). Esta inhibicion es dependiente de la concentracion de VLDL siendo casi
completa a los 55 pg de proteina de VLDL /ml, mientras que el 50% de la inhibicién se
obtuvo con 38 ug de proteina de VLDL /ml y por lo tanto la concentracion usada en todos

los experimentos sucesivos.

La VLDL no produjo efecto en la proliferacion de los linfocitos a periodos cortos
(24 hs) de estimulacion con ConA o en células no activadas (Figura 21). Para descartar un
posible efecto inespecifico de la VLDL, se incub¢ las células en las mismas condiciones
que para VLDL pero en presencia de albumina o de lipoproteina de baja densidad (LDL) a
una concentracion de 100 pg de proteina /ml (Figura 21). Se observo que los efectos de la
VLDL parecen ser especificos ya que no se observo efecto alguno sobre las células cuando

se las incubo con albumina o con LDL.
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Figura 20: Inhibicion de la proliferacion celular dependiente de la concentracion de VLDL. CMB (2 x
10°/pocillo) fueron cultivadas por 48 hs en presencia de ConA con diferentes concentraciones de VLDL. La
*H-timidina estuvo presente durante las Giltimas 18 hs del cultivo. Los datos se informan como promedio de
cuatro experimentos realizados por triplicado con diferentes preparaciones de CMB y de VLDL, expresadas
como (dpm) + DE.
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Figura 21: Efectos de la distintas lipoproteinas sobre la incorporacion de [FH]-timidina en los
linfocitos. CMB (2 x 10°/pocillo) fueron cultivadas por 24 o por 48 hs en presencia o ausencia de ConA
con o sin VLDL (38 ug de proteina /ml ), LDL (100 pug de proteina /ml ), y albimina (100 pg de
proteina /ml ). La *H-timidina estuvo presente durante las Gltimas 18 hs de cultivo. Los datos se
informan como promedio de cuatro experimentos realizados por triplicado con diferentes preparaciones
de CMB y de VLDL, expresadas como (dpm) + DE. * Diferencia estadisticamente significativas entre
(CMB + ConA + VLDL) y (CMB + ConA) donde p < 0.01 después de 48 hs de cultivo, después de 24
hs la diferencia entre estos grupos no fue estadisticamente significativa (p < 0.07) (test de Student). Las
diferencias entre los experimentos fueron menor del 10%.
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Para descartar un efecto citotoxico de la VLDL sobre las células se realizaron
controles con Azul de Tripan, colorante supravital que no ingresa a la célula cuando ésta
mantiene su membrana intacta. Después de 24 hs de cultivo, mas del 95% de las células en
todas las condiciones estudiadas excluyeron Azul de Tripan, y después de 48 hs de cultivo,
el 90% de las células control y el 80% de las células cultivadas con las concentraciones
mas altas de VLDL excluyeron el colorante, por lo tanto se puede descartar un efecto

citotoxico directo de la VLDL.

3.1.2- La VLDL inhibe la respuesta blastogénica de los linfocitos T y B.

Habiendo determinado que la VLDL inhibid la proliferacion celular, se estudio si
esta lipoproteina producia modificaciones en las distintas poblaciones de linfocitos:
linfocitos T (CD3") y linfocitos B (CD19"). Para ello se cultivaron las células en presencia
o ausencia de ConA con o sin VLDL por periodos de 24 y 48 hs. Al cabo de esos tiempos
se incubaron las células con anticuerpos monoclonales anti-CD3 marcado con FITC
(fluorescente verde) y con anti-CD19 marcado con PE (fluorescente naranja). Basados en
la diferencia en la expresion en membrana de los marcadores se consiguié analizar por
citometria de flujo las diversas poblaciones celulares. En primer lugar se observo que
después de 24 hs de estimulacion con ConA o cuando son co-cultivadas con VLDL no se
produjeron cambios significativos en la poblacion de las células T y de las células B
(Figura 22 A-C y G-I). Por el contrario, después de 48 hs de cultivo, la proporcion de
células T en estado bléstico incrementd considerablemente en presencia de ConA (Figura
22 D vs. E); sefialado con un marcador en el eje de Fw-SC (tamafio). Cuando se realizaron
los cultivos con ConA y VLDL simultaneamente, se observéd una disminucion significativa
en la proporcion de células T en estado blastico (Figura 22 F vs. E). Simultdneamente se
determiné el efecto de ConA y VLDL sobre la poblacién de células B (CD19") y se

observo que producen efectos similares (Figura 22 J-L).
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Figura 22. Andlisis fenotipico de la poblacion linfocitaria. Graficos de “Dot-plots” de marcadores
celulares de superficie de las células T (CD3) y de las células B (CD19), en CMB (10%ml)en estado de
reposo y estimuladas, cultivadas por 24 hs y 48 hs con y sin VLDL. Las CMB fueron marcadas con
anticuerpos segun lo descripto en materiales y métodos. El presente grafico es representativo de cuatro
experimentos realizados con preparaciones diferentes de CMB y VLDL. La linea dibujada a valores altos
de “forward scatter” (parametro FW-SC, se correlaciona con el diametro de la célula) indica células en

estado blastico.

3.1.3- La VLDL inhibe la expresion de marcadores de activacion de los linfocitosinducidos

por un mitogeno.
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Para dilucidar si el efecto inhibitorio de la VLDL, sobre la respuesta blastogénica

gatillada por la ConA, estaba afectando no soélo la proliferacion sino también la activacion

de la células T, se evaluo el porcentaje de células T activadas (células que expresan CD3"

y CD25" en forma simultanea). Para ello se realizé un cultivo de CMB en presencia o

ausencia de VLDL, durante 24 y 48 hs de estimulacion con ConA. Se utiliz6 un anticuerpo

monoclonal anti CD3 marcado con FITC (marcador poblacional de linfocito T) y un

anticuerpo monoclonal anti CD25 marcado con PE ( anti IL-2R, marcador de la activacion

celular). A las 24 hs de cultivo se observo que las células cultivadas con medio solo (sin

estimulo) presentaron un bajo porcentaje de células CD3" activadas (Figura 23 A,

cuadrante derecho superior). Como era de esperar, a este mismo tiempo, las células

cultivadas con un mitdégeno tuvieron un considerable incremento en la proporcion de

células IL-2R" (CD25") independiente de la presencia de VLDL (Figura 23 B vs. C,

cuadrante derecho superior).
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Figura 23: Efecto de VLDL sobre la activacion de los linfocitos T. Se muestran graficos de doble
parametro; en el eje de las x intensidad de fluorescencia de CD3 creciente (células T) versus
intensidad de fluorescencia creciente de CD25 (células T activadas) en el eje de las y. CMB en
estado de reposo y activadas (10%ml) fueron cultivadas por 24 hs (panel superior) o por 48 hs
(panel inferior) con o sin VLDL. Las CMB fueron marcadas con anticuerpos segun lo descripto en
materiales y métodos. El presente grafico es representativo de cuatro experimentos realizados con

preparaciones diferentes de CMB y VLDL.

Después de 48 hs de cultivo en presencia de ConA y sin VLDL hubo un incremento

en el porcentaje de células CD3" IL-2R" comparadas con células no estimuladas (Figura

23E vs. D). El incremento en el nivel de células T activadas (CD3" IL-2R") iniciadas por la
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presencia de ConA fue casi totalmente abolido por la presencia de VLDL (Figura 23 F vs.

E, cuadrante derecho superior).

Otro parametro que nos brinda el citometro de flujo es la Intensidad Media de
Fluorescencia (MFCh); este parametro es dependiente del nimero de moléculas en estudio
por célula. Para este caso MFCh de las células positivas (dependiente del numero de
moléculas CD25/célula), siguié la misma tendencia que la poblacion de las células CD25":
(MFCh: 24hs CMB: 711, CMB + ConA: 1384, CMB + ConA + VLDL: 1444 — 48hs
CMB: 1028, CMB + ConA: 1740, CMB + ConA + VLDL: 1232). Observandose una clara

disminucion de MFCh cuando las células son co-cultivadas con ConA y VLDL.

Los experimentos realizados mediante citometria de flujo mostraron que la VLDL
actia selectivamente sobre la poblacion de células T activadas ya que no fue posible

observar ningtn efecto de la VLDL sobre las células estimuladas con ConA por 24 hs.

3.1.4- VLDL arresta a los linfocitos T en la fase GO/G1 del ciclo celular

Para profundizar aun mas en el conocimiento del mecanismo a través del cual la
VLDL inhibe la activacion de las células T, se analiz6 el efecto de esta lipoproteina sobre
el ciclo celular de la poblacién de células CD3" (Tabla 4). Se cultivaron células en
presencia o ausencia de ConA con y sin VLDL por 48 hs. Se las tifio con un anticuerpo
monoclonal anti CD3 marcado con FITC y posteriormente con una solucion de Ioduro de
Propidio (PI es un fluorocromo que se intercala en las dobles hebras del DNA indicando en
geu estadio del ciclo celular se encuentr la célula). Se analiz6 con el citometro de flujo para

establecer en que estadio del ciclo celular se encontraban.

Los resultados mostraron que la VLDL inhibe la progresion de las células activadas
al estadio S/G2/M (VLDL aumenta el % de células en GO/G1 y disminuye el % de
S/G2/M); mientras que la poblacion de células hipodiploides (SubG0/G1) no fue afectado.
Estos resultados indican que el efecto supresor de la VLDL no es debido a la induccion de
apoptosis, sino a un inhibicion en la progresion del ciclo celular. Cuando analizamos el
efecto de VLDL sobre las células no estimuladas (en estado de reposo), se observo que

VLDL produce un incremento en el nimero de células T hipodiploides.
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sub Go/G1 Go/G1 S/G2/M
CMB 8+2 80+2 12+2
CMB + VLDL 22 + 4% 65+2* 13+3
CMB + ConA 8£2 42+3 49+3
CMB + ConA + VLDL 6+2 69 + 3* 25 £ 1%

Tabla 4: Acciéon de VLDL sobre las fases del ciclo celular de células CD3". Anélisis del ciclo celular de
células CD3". CMB (10%ml) fueron cultivadas por 48 hs en presencia de ConA con o sin VLDL en un medio
conteniendo 5% de SFB. Las células fueron doblemente marcadas con anti-CD3" marcada con FITC y
Ioduro de Propidio. A las células T (CD3") se las incluy6 en una regién y se calcularon los porcentajes de
células en sub Go/Gl, Go/Gl o S/G2/M. Los datos se expresaron como promedio = SD de cuatro
experimentos realizados por triplicado. Los experimentos fueron realizados con diferentes preparaciones de
CMB y de VLDL.* Diferencias estadisticamente significativas (CMB + VLDL vs CMB) y (CMB + ConA +
VLDL vs CMB + ConA); p <0.01 (test de Student).

3.1.5- VLDL modificacion el perfil de liberacion de Interleukinas hacia una respuesta

proinflamatoria

Se han descripto diversas funciones para la interleukina 2 (IL-2), entre ellas el
control de la sobrevida de células T, la expansion clonal, la diferenciacion funcional e
inducion de la progresion de las células T a través de la fase G1 hacia la fase S del ciclo
celular (Cantrel DA y col., 1984). Como se describio anteriormente la VLDL produce una
inhibicion en el ciclo celular de los linfocitos, teniendo en cuenta esto, se investig6 si la
VLDL afecta la produccion de las citoquinas liberadas por las células T activadas. Se
analiz¢6 la produccion de IL-2 e IL-4 por las células cultivadas por 24 y 48 hs en presencia
o ausencia de VLDL. Ambas citoquinas se determinaron en los sobrenadantes de los
medios de cultivo usando la técnica de ELISA. Después de 24 hs de estimulacion con
ConA, hubo un aumento significativo de citoquinas en estos sobrenadantes celulares
comparados con los de las células no estimuladas (7abla 5). Interesantemente, a los dos
tiempos estudiados, las células cultivadas en presencia de ConA y VLDL produjeron
elevados niveles de IL-2 comparados con células cultivadas con ConA sin VLDL. Las
células cultivadas con ConA produjeron niveles mas elevados de IL-4 que las células sin

estimular, siendo los niveles mayores después de las 48 hs que a las 24 hs. La VLDL
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interfirid con el aumento de los niveles de IL-4 en las células estimuladas con ConA
después de 48 hs de cultivo (7abla 5). La VLDL produjo una modificacion en el perfil de

liberacion de citoquinas ya que disminuyo la liberacion de IL-4 y aumento la de IL-2.

24 hs 24hs 48 hs 48 hs

IL-2 (ng/ml) IL-4(ng/ml) IL-2(ng/ml) IL-4(ng/ml)

CMB 0.03 +£0.02 n.d. 0.02+0.012 n.d.
CMB + VLDL n.d. n.d. n.d. n.d.
CMB + ConA 5.53+0.16 0.53+0.05 3.12+0.21 1.05 + 0.06

CMB + ConA + VLDL 9.63 £0.15* 0.63£0.05 10.36+0.09* 0.53+0.05*

Tabla 5: CMB (10%ml) fueron cultivados por 24 y 48 hs en presencia o ausencia de ConA con o sin VLDL.
Los datos son expresados como promedio + DE de cuatro experimentos realizados por triplicado. n.d.: no
detectable. Los experimentos fueron realizados con diferentes preparaciones de CMB y de VLDL. *
Diferencias estadisticamente significativas entre (CMB + ConA + VLDL) y (CMB + ConA) p < 0.01 (test de
Student).

3.1.6- VLDL inhibe la proliferacion de los linfocitos T CD4" sin modificar los linfocitos T
CDS§"

Dado que VLDL produjo inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T,
inhibicion de los marcadores de activacion asi como modificacion del perfil de liberacion
de citoquinas, y los antecedentes de la literatura refieren que en la placa ateromatosa estan
presentes principalmente linfocitos T CD4", se estudio si VLDL modifica preferentemente
alguna poblacion especifica de linfocitos T. Para ello se realizé un cultivo de CMB en
presencia o ausencia de VLDL, durante 48 hs de estimulacion con ConA. Se utilizé un
anticuerpo monoclonal anti CD3 marcado con FITC (marcador poblacional de linfocito T)
y un anticuerpo monoclonal anti CD4 marcado con PE (marcador de la poblacion de
linfocitos T cooperadores) o con un anticuerpo monoclonal anti CD8 marcado con PE
(marcador de la poblacion de linfocitos T citotoxicos) y se realizo el andlisis por citometria

de flujo (Figura 24).
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A las 48 hs de cultivo se observo que las células cultivadas con medio solo
presentan una mayor proporcion de linfocitos T CD4" comparadas con los linfocitos T
CDS8". Cuando éstas células son estimuladas con ConA por 48 hs se observé un aumento
en el porcentaje de células CD4" sin modificaciones aparentes de la poblacion CD8". Las
células cultivadas en presencia del mitégeno y de la VLDL presentaron una disminucion
significativa de los linfocitos T CD4" sin modificar la de los linfocitos T CDS". Se
concluye con estos experimentos que VLDL produce una inhibicion de la proliferacion de
los linfocitos T CD3" principalmente de la sub-poblacion CD4" o linfocitos T
cooperadores. VLDL no produjo ninguna modificacion en la proporcion de los linfocitos T
cooperadores y citotoxicos, rasgo opuesto al que se observa en la inflamacion en donde si

existe un desbalance CD4-CDS.

1.00
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0.80 mMCMB +Con A
O CMB + Con A + VLDL
0.60
0.40
0.20
0.00
CD4+/CD3+ CD8+/CD3+

Figura 24: Inhibicion de la proliferacion de las distintas subpoblaciones de linfocitos por VLDL. El
grafico se informa como fraccion de linfocitos T cooperadores /citotoxicos. CMB (2 x 105/pocillo)
fueron cultivadas por 48 hs en presencia de ConA con o sin VLDL (38 pg de proteina/ml ). Se realizo
una citometria de flujo segun lo descripto en materiales y métodos, utilizando anticuerpos monoclonales
anti-CD3-, anti-CD4 y anti-CD8. Los datos se informan como promedio de cuatro experimentos
realizados por triplicado con diferentes preparaciones de CMB y de VLDL, expresadas como %. Hubo
diferencias estadisticamente significativas entre (CMB + ConA + VLDL) y (CMB + ConA) p < 0.01
después de 48 hs de cultivo (test de Student). Las diferencias entre los experimentos fue menor del 10%.

3.1.7- Conclusiones

Las VLDL inhibieron en forma dosis-dependiente la proliferacion de células

linfociticas de bazo de ratén inducida por la presencia de ConA. El 50% de la inhibicion se
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observé a una concentracion aproximada de los 38 ug /ml de VLDL, la cudl es similar a la

fisiologica.

Este efecto antiblastogénico no es producido por LDL ni por Albimina, lo cual

sugiere un cierto grado de especificidad.

Un dato interesante es que VLDL no produjo efecto a las 24 hs cuando la respuesta
de los linfocitos a ConA fue incipiente; por el contrario cuando esta respuesta se midio a
las 48 hs de cultivo, VLDL disminuy6 drasticamente la poblacion de linfocitos con
morfologia de blastos (Fw-SC elevados) que expresan CD3 (linfocitos T) y en menor

medida aquellas que expresan CD19 (linfocitos B).

El mecanismo por el que VLDL manifiesta efectos antiproliferativos se relaciona
con la deplecion de células T totalmente activadas ya que expresan IL-2R (Cantrel DA y
col., 1984), mas particularmente bloquea la progresion de estas células en el ciclo celular

acumulando la poblacion en la fase GO/G1 del ciclo celular.

Estos resultados contrastan con las propiedades aterogénicas de esta lipoproteina ya
que una inhibicion de la proliferacion o multiplicacion de las células inhibiria el
crecimiento del ateroma; sin embargo hay otras células que forman la lesion germinal y
que pueden ser afectadas por factores liberados por éstas células. En apoyo de esta
hipotesis se verifico que VLDL aumentaba la produccion de IL-2 y disminuia la de 1L-4
indicando que VLDL seria capaz de promover una respuesta inflamatoria. Esta posibilidad
se ve reafirmada por el hecho de que VLDL produjo una disminucion significativa de los

linfocitos T CD4" (ver ultimo parrafo 3.1.5).
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PARTE 11

(VLDL INTERACCIONA CON LOS LINFOCITOS?

3.11.1- Obtencion de VLDL marcada con sondas fluorescentes que se unen a la parte

proteica y lipidica

Para responder a la pregunta si VLDL interacciona con los linfocitos se obtuvo
VLDL marcada con dos sondas fluorescentes. Una de ellas, el Dil (perclorato de 1,1°-
dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina) es un colorante lipofilico cuya intensidad
de fluorescencia es débil hasta que se incorpora en los lipidos. Es un fluorescente naranja-
rojo espectralmente similar a la tetrametilrodamina que particiona en la porcion lipidica de
la lipoproteina. La otra sonda es Alexa 488 (Alexa Fluor 488, sal del 4cido carboxilico
ester succinimidilico) Figura 25. Es un fluorescente espectralmente similar a la
fluoresceina (fluorescente verde) que produce conjugados proteicos mas brillantes y mas
fotoestables que esta. Alexa 488 posee un grupo succimidilester que reacciona

eficientemente con aminas primarias para formar complejos estables fluorescente-proteina.

Figura 25: Estructura molecular de las sondas fluorescentes utilizadas para marcar VLDL. A Alexa 488

y B Dil.
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Este método para marcar la VLDL con fluorescentes fue elaborado a partir de
técnicas ya descriptas para la marcacion de HDL con Alexa ( Gu X y col., 2000) y de LDL
con Dil (Stephan ZF y col, 1993).

Para la marcacion de la lipoproteina se obtuvo VLDL y se la separdé en dos
alicuotas. A una de ellas se le agregd una solucion de Dil y se incubo por 18 hs a 37° C. A
la otra alicuota de VLDL concentrada se le agregod el fluorescente Alexa 488 e incubada
toda la noche a 4° C con agitacion constante. La técnica recomendada por el fabricante
separa la proteina marcada con el fluorescente del fluorescente libre mediante columnas
cromatograficas y no fue aplicable a VLDL ya que la recuperacion de la lipoproteina fue
muy escasa. Se desarrolld una técnica aislando la VLDL marcada con Alexa y VLDL
marcada con Dil por ultracentrifugaciéon en gradiente salino, con el que se obtiene la
lipoproteina unida al fluorescente en la parte superior del gradiente y en la inferior el
fluorescente libre. A continuacion de la centrifugacion se dializaron las muestras contra
PBS y se guardaron hasta su utilizacion a —20 °C. VLDL marcada con Alexa y VLDL
marcada con Dil se obtuvieron por separado, y posteriormente se mezclaron para la

realizacion de los experimentos.

La lipoproteina marcada fue controlada, por gel gradiente de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, a fin de corroborar que que no existieran agregados y/o
aductos de apoproteinas entre si, o protedlisis de las mismas causadas por el proceso de

reaccion con el fluorescente Alexa 488.

VLDL-Dil VLDL-Alexa

Fluorescente
Unido

Fluorescente
Libre

Figura 26: Separacion de VLDL marcada con Dil (rojo) y con Alexa 488 (verde) del fluorescente libre
por ultracentrifugacion en gradiente salino
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Este método es novedoso y de fécil aplicacion. Permite utilizar la VLDL marcada
para distintos fines como son la citometria de flujo y la microscopia de fluorescencia. Otra
ventaja de este método es que no produce modificaciones estructurales de la lipoproteina,
obteniéndose VLDL marcada de caracteristicas similares a la VLDL nativa; esto no ocurre

cuando se iodina VLDL ya que esa técnica produce la peroxidacion de la lipoproteina.

3.11.2- VLDL se une a una subpoblacion de linfocitos T activados y esa union es especifica

Se realizaron cultivos de CMB en presencia de ConA por 48 hs. Posteriormente se
incubaron las células con VLDL marcada con Dil y con Alexa por 2 hs a 4 °C. Se analiz6
la union de la lipoproteina a las células mediante citometria de flujo. Como se observa en
en la Figura 27 A y B, del total de células cultivadas, VLDL s6lo se une a una poblacion
celular de tamafio pequefio (valores de FW-SC bajos) y rugosidad variada (valores de RT-

SC en un amplio rango), y no a toda la poblacion (Figura 27 B).

Posteriormente se realizo un cultivo en similares condiciones, luego de las 48 hs las
células se incubaron con VLDL marcada y con distintas lipoproteinas nativas (LDL,
VLDL y HDL) por 2 hs a 4° C. Se analiz6 por citometria de flujo si la uniéon de la VLDL
marcada a las células era desplazada o no por la presencia de las lipoproteinas nativas. Se
observé que la presencia de HDL y de LDL nativas no disminuy6 la union de VLDL a las
células (numero de células totales que unen VLDL: 1524 + 68, preincubando con HDL:
1486 + 52, preincubando con LDL: 1510 £ 72). La presencia de VLDL nativa junto con
VLDL marcada disminuy6 la marca a razon de tres veces su valor (Figura 27 C). Estos
resultados demuestran que VLDL se une en forma desplazable, especifica y saturable a una
poblacion definida de linfocitos T activados sugiriendo que esta union estaria mediada por

un/os receptor/es presente/s solo en algunas poblaciones celulares.

Teniendo en cuenta las concentraciones de VLDL que se emplearon para realizar
los experimentos de desplazamiento el Ki50 (constante de inhibicion del 50% de lo unido)

esta en el rango nanomolar (120 mg/1,).
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Células que unen VLDL
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Figura 27: Union de VLDL a los linfocitos y desplazamiento de esa union por VLDL fria.Se cultivaron
CMB en presencia de ConA por un periodo de 48 hs. Al cabo de ese tiempo se las incubd con distintas
lipoproteinas (LDL, VLDL y HDL) nativas y con VLDL marcada con Alexa y con Dil segin lo indicado
en materiales y métodos. Se analizé por citometria de flujo la union de VLDL marcada a las células. A
representa el numero total de células; B representa el nimero de células que unen VLDL marcada; C
representa el nimero de células que unen VLDL cuando se las incub6 con VLDL fria.

3.11.3-VLDL se une a los linfocitos T estimulados con ConA que presentan caracteristicas

morfologicas de linfocitos T en reposo

Para estudiar la morfologia de los linfocitos que unian VLDL, se realizo
microscopia de fluorescencia de las células incubadas con el mitdégeno por 48 hs. Luego se
incubaron las células con VLDL marcada con Alexa (fluorescente verde) y con Dil
(fluorescente rojo). Como se observa en la Figura 28, VLDL se uni6 solamente a linfocitos
que presentan caracteristicas morfologicas de células en estado de reposo (notar que en el
panel inferior izquierdo de los 4 linfocitos hay solo uno tefiido). La marcacion con Alexa y
con Dil muestra que hay una superposicion de la marcacion (color amarillo), indicando que
VLDL se une a dominios de la membrana de los linfocitos estimulados con el mitogeno.
Esta uniéon a la membrana se desarrolla sin que las porciones lipidicas y proteicas se
separen, esto es importante ya que en el caso de los receptores tipos barredores los lipidos
son internalizados y la proteina permanece en la superficie. Cuando se realizd un

experimento similar empleando VLDL oxidada no hubo coincidencia de las marcas verde
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y roja. Ademas el porcentaje de células marcadas con fue infimo. Esto Gltimo es similar a

lo descripto para la uniéon de HDL a macréfagos (Krieger M y col., 1994).

Células Alexa + Células Dil Superposicion de imagenes

Figura 28: Visualizacion de la union de VLDL a las células. Células CMB se cultivaron en presencia de
ConA con VLDL por un periodo de 48 hs. Al cabo de ese tiempo se las incub6é con VLDL marcada con
Alexa (fluorescente verde) VLDL marcada con Dil (fluorescente rojo). Se muestran fotos de microscopia de
fluorescencia v de fase.

3.11.4- VLDL se une principalmente a linfocitos T CD4"

Se estudio a qué poblacion de linfocitos se une VLDL y si es la misma sobre la cual
produce los efectos anti blastogénicos de inhibicion de la proliferacion. Se incub6 CMB en
presencia o no de ConA por 48 hs; finalizado el cultivo se incubd las células con VLDL
marcada con Alexa y con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 marcado con PE y se analizo

por citometria de flujo.

Los resultados muestran (7abla 6) que las células sin estimular presentan un bajo
porcentaje (4%) de células que unen VLDL con respecto al total de células. Cuando las
células fueron estimuladas con ConA se produjo un aumento considerable en el porcentaje
(12%) de células que unen VLDL. El andlisis de las distintas poblaciones de linfocitos

demostré que VLDL se une en su mayoria a linfocitos CD3" (75%), y a un bajo porcentaje
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a células CD3" (25%), probablemente linfocitos B ya que estos son abundantes en los
preparados celulares de bazo de raton. Muy llamativo es el hecho que casi exclusivamente
se une a linfocitos T CD4". Cuando las células se estimularon con ConA las células que
unen VLDL aumentan alrededor de tres veces, sobre todo la poblacion de linfocitos T

CD4+ (84%), concluyendo que VLDL se une principalmente a linfocitos T CD4".

CMB CMB + ConA

% de células VLDL" del

total de células t1 12£2

CD3" CD4" 755 84+ 5
CD3" CD4 0 2+1
CD3 2543 153

Tabla 6: Union de VLDL a las distintas subpoblaciones de linfocitos T. Se cultivaron CMB en presencia de
ConA por un periodo de 48 hs. Al cabo de ese tiempo se las incub6é con VLDL marcada con Alexa y con
anticuerpo monoclonal anti-CD4 segtn lo indicado en materiales y métodos. Los datos se informan como
porcentaje de células CD3"/CD4", CD3"/CD4 y CD3", promedio de determinaciones realizadas por
triplicado.

3.11.5- Conclusiones

VLDL solo se une a una poblacién celular de tamafio pequeno (valores de FW-SC

bajos) y rugosidad variada (valores de RT-SC en un amplio rango).

VLDL se une solamente a algunos linfocitos que presentan caracteristicas
morfoldgicas de células en estado de reposo. La marcacion de VLDL con Alexa y con Dil

demuestra que VLDL se une a dominios de la membrana de los linfocitos activados.

La uniéon de VLDL a los linfocitos es desplazable por VLDL nativa y no por las
otras lipoproteinas, indicandonos que la unién es especifica y saturable, con un Ki50 de

aproximadamente 1.5 10™ M.

Las células sin estimular presentan un bajo porcentaje de ellas que unen VLDL

respecto al total de células. Cuando las células son estimuladas con el mitégeno se produce
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un aumento de alrededor de tres veces en el porcentaje de células que unen VLDL La
unién de VLDL se verifica principalmente a linfocitos T CD4", no se une a linfocitos T

CDS", pero si se une, en un bajo porcentaje, a células CD3".

Estos resultados indican que VLDL se une a una poblacion definida de linfocitos T
activados CD4+, sugiriendo que esta unién podria estar mediada por un/os receptor/es
presente/s solo en determinadas poblaciones celulares, ya que cumple con las
caracteristicas esperables de la unién de un ligando a un receptor: 1- saturabilidad, 2-
desplazamiento, 3- especificidad de ligando y 4-especificidad en la distribucion celular a la

que se une. Faltaria demostrar si ésta interaccion se relaciona con el efecto blastogénico.

PARTE III

A- ;VLDL INTERACCIONA CON LAS CELULAS LINFOCITICAS EN LAS

CUALES PRODUCE LA INHIBICION DE LA RESPUESTA
LINFOPROLIFERATIVA?

3.111.1- VLDL inhibe la proliferacion de células distintas a las que se une

Para determinar si la inhibicion de la respuesta blastogénica de los linfocitos T por
VLDL era debido a la interaccion de VLDL con esas células, se cultivo CMB en presencia
de ConA con o sin VLDL por 48 hs. Se realizdé una citometria de flujo en la cual se
incubaron las células con VLDL marcada con Alexa por 2 hs. Se determino el porcentaje

de células que unen VLDL vy las células en las que hubo inhibicion de la proliferacion.

Se observd que las células cultivadas en presencia de ConA un 28% de células eran
proliferantes (Figura 29, cuadrante derecho superior e inferior) y que en su mayoria no
unian VLDL (Figura 29 A, cuadrante superior izquierdo). Cuando se cultivaron en
presencia de ConA y VLDL por 48 hs (Figura 29 B), se observo hubo una inhibicion de la

proliferacion significativa de las células que no unen VLDL (2%) (cuadrante derecho
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inferior Figura 29 A). El total de células VLDL" aumenté cuando se las cultivd en
presencia de VLDL (cuadrantes superiores izquierdo y derecho), no observandose
inhibicién de la proliferacion en las células VLDL" proliferantes (Figura 29 A, cuadrante
derecho superior), los porcentajes de células VLDL® fueron similares en ambos casos

(CMB + ConA: 8%, CMB + Con A + VLDL 7%).

A CMB + ConA B CMB + ConA + VLDL
+ +
— . — "
o e A :
— . —
> _ > .

4

0 085 0 4095
56 4% FW-SC 27E% TEA% Fn-EC 1.8

Figura 29: Determinacion de la poblacion de linfocitos T que unen VLDL marcada con la sonda
fluorescente. Graficos de doble parametros; en el eje de las x tamafio de la célula vs intensidad de
fluorescencia creciente de VLDL marcada con Alexa 488 en el eje de las y. CMB fueron cultivadas por
48 hs en presencia de ConA con (Panel B) o sin VLDL (panel A). Las CMB fueron incubadas con VLDL
marcada fluorescentemente segiin lo descripto en materiales y métodos. El presente grafico es
representativo de cuatro experimentos realizados con preparaciones diferentes de CMB y VLDL.

3.111.2- VLDL inhibe la progresion hacia la fase S/G2/M de las células T activadas,

independientemente de si unen o no VLDL

Se estudid si VLDL inhibe la proliferacion de las células arrestandolas en alguna de
las fases del ciclo celular, determinando si existe relacion entre la inhibicion de la
proliferacion y la progresion de las células activadas hacia el estadio S/G2/M. Esto se
determind en la seccion anterior de este capitulo y se observo que VLDL, a las 48 hs de
cultivo aumento el % de células en GO/G1 y disminuy¢ el % de S/G2/M; mientras que la

poblacion de células hipodiploides (SubG0/G1) no fue afectado.
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Se investigd si las células que no progresan en el ciclo celular son las que unen
VLDL. Para ello se cultivaron células con el mitogeno y VLDL, posteriormente se las

incub6 con VLDL marcada con Alexa y con loduro de propidio (PI).

En la Tabla 7 se muestran los datos del ciclo celular de células T (CD3") obtenidos
en experimentos anteriores ya mostrados en la 7Tabla 4, y los datos del ciclo celular de las
células que unen VLDL. Como se puede observar, las células incubadas con el mitégeno
presentan la mayoria de las células que unen VLDL en el estadio de S/G2/M (60%),
mientras que las preincubadas con VLDL la mayoria de las células VLDL" estan en la fase
GO0/G1 del ciclo celular (62%). La pre incubacion con VLDL no aument6 el % de células
en la fase GO/G1 del ciclo celular indicando que la VLDL no incrementa la proporcion de
células susceptibles de encaminarse a la muerte celular programada. Otro dato interesante
es que la inhibicién de la progresion del ciclo celular es independiente de la union de la
VLDL a la célula, ya que como puede observarse en la Tabla 7 la preincubacion de las
células con VLDL y el mitégeno produjo la inhibicioén de la progresion del ciclo celular en
la fase GO/G1, con un porcentaje similar en las células CD3" (69%) que en las células

VLDL" (62%).

% de células CD3" VLDL"
48 hs SubG0/G1 G0/G1 S/G2/M | SubG0/G1  GO/G1 S/G2/M
CMB 8+2 80£2 122 212 44 +£2 33+£2
CMB + ConA 8t 2 45+2 49 +£3 12+3 26+ 1 60+4
CMB + ConA + VLDL 6+2 69+ 3 25+3 11+2 62+3 27+3

Tabla 7: Modificacion del ciclo celular por VLDL de las células T y de aquellas que unen VLDL. Las células
CMB (1x10°/ml) fueron cultivadas por 48 hs en presencia o0 no de ConA con y sin VLDL. Al cabo de ese
tiempo se las incub6é con VLDL marcada con Alexa, se las fij6 con Etanol 70% y posteriormente se les
agregd una solucion de loduro de Propidio (segun lo descripto en materiales y métodos) para ver el contenido
de DNA de las células que unen VLDL. Los datos fueron analizados por Citometria de Flujo y se informan
como % de células en los distintos estadios del ciclo celular y son el promedio £ SD de determinaciones
realizadas por triplicado.
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31IL3- VLDL y en menor proporcion HDL inducen un aumento del porcentaje de

linfocitos activados que unen VLDL

Conociendo que la union de VLDL era incrementada cuando las células se
incubaron con mitégeno y VLDL, se estudio si este efecto era especifico de VLDL o si
otras lipoproteinas y proteinas séricas podian reproducirlo. Para ello se realizo el cultivo de
CMB con ConA y con distintas lipoproteinas (LDL y HDL) y con albumina. Al finalizar el
cultivo se tifieron las células con VLDL doblemente marcadas y se analizdé la union

mediante citometria de flujo.

Los resultados obtenidos (Figura 30) mostraron que la preincubacion con LDL no
produjo un aumento significativo de las células que unen VLDL, y la preincubacion con
albimina no mostr6 efecto alguno. La preincubacion con HDL produjo un aumento del
porcentaje de células que unen VLDL, pero de menor proporcion comparado con el

aumento que produce la preincubacion con VLDL.

40%

CMB + ConA

CMB + ConA + VLDL
CMB + ConA + LDL
CMB + ConA + HLDL
CMB + ConA + Alb

30%

EEEmEE

20%

10%

Unién de VLDL ( % del control)

0%
Alexa+ -Dil+

Figura 30: Efecto de la preincubacion con distintas lipoproteinas en la union de la VLDL a las células.
Las células CMB fueron cultivadas por 48 hs en presencia o no de ConA, con distintas lipoproteinas
(VLDL, LDL y HDL) y con albumina por 48 hs. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células con
VLDL marcada con Alexa y con Dil. La unién se evalu6 por Citometria de Flujo y los datos se informan
como % de células que unen VLDL marcada con los fluorescentes y son el promedio £ SD de
determinaciones realizadas por triplicado.
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B- CARACTERIZACION DE LA/S MOLECULA/S QUE UNE VLDL

VLDL se une a una/s molécula/s que se expresa/n principalmente en los linfocitos
T CD4+ activados. Esta union es desplazable tnicamente por VLDL nativa en
concentraciones nanomolar y no por LDL ni por HDL. La expresion de esta/s molécula/s
se induce por la preincubacién con VLDL y en menor medida por HDL. Esta/s molécula/s
tiene/n varias de las caracteristicas de los receptores descriptos de lipoproteinas. Los
experimentos anteriores indican que es muy poco probable que la/s molécula/s sea un
receptor barredor, ya que no hay ninguna diferencia en la unién de VLDL cuando hay

lipoproteina modificadas.

Debido a la falta de disponibilidad en el mercado internacional de anticuerpos
contra los receptores de las lipoproteinas, se intent6 su identificacion basandose en las
propiedades que tienen éstos receptores de unir otras moléculas no lipoproteicas. Una de
ellas es la “proteina asociada al receptor de LDL” (RAP). Esta proteina tiene la
particularidad que se une solamente a la familia de receptores de LDL y no a la familia de

receptores barredores. RAP se une a los distintos receptores con variadas afinidades.

3.111.4- La proteina asociada al receptor de LDL (RAP) inhibe la union de VLDL

Hasta el momento en la literatura solo se ha descripto la presencia de LDL-R en los
linfocitos. Por ello se realizaron ensayos con el objetivo de caracterizar la molécula a la

cual se une VLDL.

La familia de los receptores de lipoproteinas denominada “familia del receptor de
LDL” (a diferencia de los “receptores barredores™) se caracteriza por unirse a una amplia
variedad de ligandos entre ellos a apoE y a una proteina denominada proteina asociada al
receptor (RAP). RAP es una proteina del reticulo endopldsmico que interacciona
fuertemente con los receptores de la familia del LDL-R. Uno de los integrantes de esta

familia, el VLDL-R une RAP con alta afinidad; esta unién inhibe fuertemente la de
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cualquier otro ligando al receptor, en cambio LDL-R une RAP con baja afinidad (Bu G y
col., 2000).

Basado en esta caracteristica diferencial entre las dos grandes familias de
receptores, se realizd un cultivo de CMB con ConA y VLDL por 48 hs. Al cabo de ese
tiempo se les analizd por citometria de flujo, las células se pre-incubaron con RAP (a una
concentracion de 400nM) durante 2 hs y posteriormente con VLDL-Alexa otras 2 hs
adicionales. Se determind el % de células que unen VLDL y se observdo que la
preincubacion con RAP produjo una inhibicion de la union de VLDL-Alexa. Se presento
una marcada disminucion de la intensidad de fluorescencia de Alexa” (fluorescencia verde)
como muestra el histograma de la Figura 31 A. En el grafico determinamos un marcador
(M1) que senala la mayor intensidad de fluorescencia (intensidad de fluorescencia positiva
para Alexa); ésta fluorescencia se vio considerablemente disminuida por la preincubacién
con RAP. La tabla (Figura 31 B) indica el % de células VLDL" obtenidas de la regién M1.
Para CMB + ConA el % de células que unen VLDL no se vid significativamente
modificado por la presencia de RAP (sin RAP: 19% de células positivas, con RAP: 14%).
Cuando las células son preincubadas con VLDL el % de células que une VLDL aumenta a

88%, disminuyendo a 36% cuando las células son preincubadas con RAP.

Pre-Incubacion Incubacion % en M1 MFCh
CMB + ConA VLDL-Alexa 19+2 979
-RAP
CMB + ConA 14+1 920 £
VLDL-Alexa &
CMB + ConA + VLDL | VLDL-Alexa 88+ 5 1602
RAP
CMB + ConA + VLDL 363 1190
VLDL-Alexa
ALEXA

Figura 31: Inhibicion de la union de VLDL a las células por la RAP. Se cultivaron células CMB en
presencia de ConA con y sin VLDL por 48 hs. Al cabo de ese tiempo se las se pre-incubé con RAP
durante 2 hs y posteriormente con VLDL-Alexa otras 2 hs, segin lo descripto en materiales y métodos. Se
determiné el % de células que unen VLDL mediante Citometria de Flujo.En A se muestra un Histograma
de niimero de células en funcién de la intensidad de fluorescencia de Alexa, M1 indica la region de
intensidad de fluorescencia que se considera positiva para Alexa. En rojo se indican las células que fueron
cultivadas con ConA y posteriormente con VLDL-Alexa, en verde son las células estimuladas con ConA
e incubadas con RAP y VLDL-Alexa; en negro son las células cultivadas con ConA y VLDL; seguida de
una incubacion con VLDL-Alexa, en azul se indican las células cultivadas con ConA y VLDL; seguida de
una incubacion con RAP y VLDL-Alexa. En B se muestra una tabla con los % de las células que une
VLDL que estan dentro de la region delimitada por M1. Los datos se informan como promedio de
determinaciones realizadas por triplicado.
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Con estos datos concluimos que VLDL se une a un receptor en membrana del tipo
de la familia del receptor de LDL y no del tipo de los receptores barredores ya que la uniéon

de VLDL se ve claramente inhibida por la presencia de RAP.

Este experimento también se realizd a 2 y 24 hs; se observd que VLDL se union en
muy baja proporcion a las 2 hs de cultivo, incrementandose significativamente la union
cuando se cultiva a las células por 24 hs. La union se vi6 inhibida en todos los casos por la

presencia de RAP.

3.111.5- RAP se une a una proteina de membrana de un peso molecular de 90 Kda

Para profundizar alin mas en el estudio del receptor que une VLDL se utilizaron
lisados de CMB estimuladas por 48 hs con ConA y cultivadas en presencia o ausencia de
dicha lipoproteina. Los lisados celulares fueron incubados con RAP-GST, (segun lo
indicado en materiales y métodos). Posteriormente se las incubd con un anticuerpo
primario monoclonal anti-GST, y luego con un anticuerpo secundario de ratén anti-

peroxidasa. Se reveld con el método de quimioluminiscencia aumentada.

A B
CMB + ConA
+ VLDL CMB + ConA
PM
)
N "\J-"" ¥ bt 1
Rl ' Lv Y A
105 == 1 1 AT
/ \'w_ JHI"I.\;T"F' )
'»“ I W s .
75 == \
72% 28% "
CMB + ConA CMB + ConA
+ VLDL

Figura 32. Expresion de la molécula que une RAP en células linfociticas. Se cultivd células CMB en
presencia de ConA con y sin VLDL por 48 hs. Al cabo de ese tiempo se lisaron las células y fueron
sembradas en geles de poliacrilamida y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Las membranas
fueron bloqueadas y una de ellas (A) incubada con RAP-GST, luego con un anticuerpo monoclonal
anti-GST y se reveld con el método de quimioluminiscencia. Las bandas resultantes fueron
cuantificadas densitométricamente con el software Scion Image 1. En B se muestran las areas de cada
banda y los % de las mismas obtenidas por densitometria.
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Como se observa en la Figura 32 A, RAP se unid a una proteina de membrana de
un PM de aproximadamente 90 KDa, no concordando con ninglin receptor de VLDL
descripto hasta el momento en linfocitos T. Por densitometria se estimaron las areas de las
bandas, y se observd que la preincubacion con VLDL produjo un aumento (mayor de tres
veces) de la expresion del receptor que une RAP (CMB + ConA: 28%; CMB + ConA +
VLDL: 72%). Debe aclararse que RAP so6lo se une a la familia de reecpores de LDL y no

se une a otras moléculas (Melman L y col., 2001).

3.111.6- Conclusiones

VLDL inhibe la proliferacion de células distintas a las que se une. La mayoria de
las células estimuladas con el mitdgeno que unieron VLDL estan en la fase GO/G1 del
ciclo celular. La inhibicion de la progresion del ciclo celular es independiente de la unién
de la VLDL a la célula, ya que la preincubaciéon de las células con VLDL y el mitégeno
produjo la inhibicion de la progresion del ciclo celular, con un % similar en la fase G0/G1

tanto si son CD3" o si unieron VLDL.

La preincubacion con VLDL y en menor proporcion con HDL indujeron un
aumento del porcentaje de linfocitos activados que unen VLDL. LDL y albiamina no
producen ninguna modificacion en la union de VLDL. Esto resultados indican que VLDL

también afecta a las células que unen VLDL.

VLDL se une a un receptor de membrana del tipo de la familia del receptor de LDL
y no del tipo de los receptores barredores ya que la union de VLDL se ve claramente
inhibida por la presencia de RAP, por las razones indicadas en las conclusiones del punto

anterior

La proteina RAP se une a un receptor de la familia de LDL-R presente en los
linfocitos activados con concanavalina A, de un peso molecular de 90 kDa (similar al de

VLDL-R) y ésta proteina es aumentada por la preincubacion con VLDL.
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CONCLUSIONES GENERALES

Para responder al objetivo general de esta tesis de estudiar la regulacion de la
activacion y proliferacion de las células que forman la lesion ateroesclerdtica inicial por las
lipoproteinas antiaterogénicas (HDL) y aterogénicas (VLDL), se enumeran a continuacion

las conclusiones a las que se ha arribado a partir de los resultados obtenidos:

REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR HDL.

HDL, una lipoproteina anti-aterogénica, suprime la respuesta linfoproliferativa de
la célula T inducida por varios mitégenos. Cuando esta lipoproteina es debilmente oxidada

“in vitro” pierde esta capacidad.

Un resultado importante que contribuye a enfatizar las propiedades anti-
inflamatorias de la HDL, es que inhibe la respuesta blastogénica sin afectar la proporcion
relativa de los linfocitos T cooperadores y citotdxicos, esto indica que HDL actia en forma
similar a la de los farmacos anti-inflamatorios y que es distinta de las drogas
inmunosupresoras que inhiben principalmente la proliferacion de los linfocitos T CD4" de

sangre periférica humana.

Otro hallazgo importante es que HDL inhibe la expresion de los marcadores de
activacion CD25 (receptor de IL-2) y CD2. Estos resultados refuerzan la hipdtesis que los
efectos anti-blastogénicos estan relacionados con las acciones anti-inflamatorias, ya que la
mayoria de las drogas anti-inflamatorias impiden la expresion del receptor de IL-2 y de
CD2. Estos datos corroboran que HDL dirige los linfocitos T activados hacia un fenotipo

de células en reposo.

Sin duda otra via por la que HDL ejerce un efecto anti-inflamatorio es que produce

una inhibicion de la liberacion de PGE; mediador temprano de la inflamacion,
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interfiriendo desde el comienzo con la progresion del ciclo celular de las células que se

encuentran en la lesidon ateroesclerotica.

En cuanto a los mecanismos subyacentes al efecto antiproliferativo de HDL se
encontrd6 que produce una inhibicion de la expresion de mediadores esfingolipidicos,
principalmente LacCer. Ademas, HDL estimula la fosforilacion de Map Kinasa en los
linfocitos. Estos dos ultimos datos refuerzan la nocién de que HDL regula la progresion del
linfocito T a lo largo del ciclo celular, ya que ERK1 (p44) interviene en cascadas de
sefalizacidon que son consecuencia de la union y activacion del complejo del receptor de la
célula T que culmina en la multiplicacioén celular. Esta sefial produce la activacion de la

secuencia de senales intracelulares Ras/Raf-1/MEK/MAPK en los linfocitos humanos.

REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR VLDL.

VLDL, una lipoproteina aterogénica, produce inhibicion en forma dosis
dependiente de la proliferacion de células de bazo de raton inducida por la presencia de
ConA. El 50% de la inhibicion se observo alrededor de los 38 ug /ml de VLDL. Este efecto

antiblastogénico no es producido por LDL ni por albimina, lo cual sugiere especificidad.

Un dato interesante es que VLDL no produce el efecto antiproliferativo a las 24 hs;
la inhibicion se observo recién después de 48 hs de cultivo. VLDL disminuye
drasticamente la poblacion de linfocitos con morfologia de blastos (Fw-SC elevados) que
expresan CD3 (linfocitos T) y en menor medida aquellos que expresan CD19 (linfocitos

B).

Este mecanismo por el cual VLDL manifiesta efectos antiproliferativos se relaciona
con el bloqueo de la progresion de las células T en el ciclo celular acumulando la
poblacion en la fase GO/G1, por lo tanto produciendo la deplecion de células T totalmente

activadas, o sea que expresan IL-2R.

Estos resultados contrastan con las propiedades aterogénicas de esta lipoproteina ya
que una inhibicion de la proliferacion o multiplicacion de las células inhibiria el
crecimiento del ateroma; sin embargo hay otras células que forman la lesion germinal cuya

proliferacion puede ser afectada por factores liberados por células T. Apoyando ésta
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hipdtesis se detectdé que VLDL aumenta la produccion de IL-2 y disminuye la de IL-4
indicando que VLDL promueve una respuesta de tipo inflamatoria. Esto es concordante
con el hecho que VLDL produce una disminucién de los linfocitos T CD4+

principalmente.

Uno de los hallazgos mas importantes es que VLDL marcada con sondas
fluorescentes se une a una poblacion de linfocitos de tamafio pequefio y rugosidad variada,
que presentan caracteristicas morfologicas de células en estado de reposo. VLDL se une a
dominios de la membrana de esta poblacion linfocitos sin internalizarse y sin que haya

liberacion selectiva de lipidos de la lipopoteina.

Ensayos de competencia se demostrd que la union de VLDL a los linfocitos es
desplazable por VLDL nativa y no por otras lipoproteinas, indicando que la unién es
especifica y saturable. Esta union se ve incrementada cuando se estimulan las células con
un mitégeno, y aumenta ain mas cuando se preincuban las células con el mitdogeno y
VLDL. VLDL se une principalmente a linfocitos T CD4", no se une a linfocitos T CD§",

pero si lo hace en un bajo porcentaje a células CD3".

Estos resultados indican que VLDL se une a una poblacion definida de linfocitos T
activados CD4", sugiriendo que esta union estaria mediada por un/os receptor/es presente/s
solo en algunas poblaciones celulares, el/los cual/cuales tendria una constante de afinidad
del orden nanomolar y que no seria/n receptores que se caracterizan por sufrir endocitosis

(LDL-R) y que no participan en la liberacion selectiva de lipidos de lipoproteinas (SRs).

VLDL no sélo inhibe la proliferacion de las células que la unen, sino que inhibe la
de las células que no unen VLDL. La mayoria de las células estimuladas con el mitégeno
que unieron VLDL estan en la fase GO/G1 del ciclo celular. Esta inhibicion de la
progresion del ciclo celular es independiente de la union de la VLDL a la célula, ya que la
preincubacion de las células con VLDL y el mitégeno produce la inhibiciéon de la

progresion del ciclo celular en la fase GO/G1 unan o no VLDL.

La preincubacion de las células y el mitogeno con VLDL y en menor proporcion
con HDL inducen un aumento del porcentaje de linfocitos activados que unen VLDL. LDL
y albimina no producen ninguna modificacion en la unién de VLDL. Esto resultados

indican que VLDL también afecta a las células que unen VLDL.
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VLDL se une a un receptor de membrana del tipo de los de la familia del receptor
de LDL (pero no LDL-R) y no del tipo de los receptores barredores ya que la union de
VLDL se ve claramente inhibida por la presencia de RAP, proteina chaperona que se une
exclusivamente a la familia de LDL-R. La preincubacion de las células con el mitogeno y
con VLDL aumenta la expresion de la proteina que une RAP, sugiriendo por el peso
molecular de la misma que VLDL se estd uniendo a VLDL-R o a un receptor aun no
descripto . Esta es la primera vez que se sugiere la existencia de receptor de VLDL en

linfocitos T CD4".
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REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR HDL.
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Figura 33: Vias de inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T por HDL. Esquema de los resultados
obtenidos en el capitulo 2de esta tesis, en relacion a la regulacion de la proliferacion de las células que
forman las estrias grasas por HDL. Se muestra la accion de HDL sobre los linfocitos T CD4" activados,
disminuyendo la expresion de CD25, CD2 y LaCer.

La inflamacion es uno de los mecanismos patologicos causante de una gran
variedad de enfermedades. La reaccion inflamatoria involucra complejas interacciones
entre células inflamatorias (neutrdfilos, linfocitos, y monocitos/macroéfagos) y células
vasculares (células endoteliales y células musculares lisas). La inflamacién vascular se
puede limitar con mecanismos contraregulatorios anti-inflamatorios que mantienen la
integridad y la homeostasis de la pared vascular. Una de las sefiales anti-inflamatorias

externas es la HDL (.Tedgui A y col., 2001).

Una de las funciones mas conocidas de la HDL es la de promover el eflujo de
colesterol de las células. El eflujo de colesterol de los macrofagos lleva a la reduccion de la

formacion de las células espumosas, dando como resultado la inhibicion del proceso
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inflamatorio. Otro efecto protector de la HDL es la capacidad de inhibir la oxidacion de

LDL (Navab M y col., 2000).

HDL ha mostrado tener muchos efectos anti-ateroesclerdticos, varios de los cuales
son potencialmente anti-inflamatorios. La HDL puede unir y neutralizar lipopolisacaridos
pro-inflamatorios, y puede también neutralizar los efectos de la proteina reactiva de fase
aguda SAA, que es transportado predominantemente unido a HDL (Burger D y col., 2002;
Artl A y col.,. 2000). Los resultados mostrados en el capitulo demuestran que HDL fue
capaz de suprimir la respuesta linfoproliferativa de la célula T inducida por varios

mitogenos. Por el contrario cuando se oxida, la HDL pierde esta capacidad.

La oxHDL que se empled en este trabajo es una preparacion de oxHDL levemente
oxidada (Salmon S y col., 1992; Kivatinitz SC, y col., 1997). Los resultados, junto con los
hechos, demuestran que la oxHDL levemente oxidada es menos efectiva en provocar el
eflujo de colesterol de las células (Morel DW y col.,, 1994). La HDL de animales
hipercolesterolémicos esta mas peroxidada que la de los animales controles (Artola RL y
col., 1997), esa HDL es mas susceptible que la LDL a la oxidacion leve (Viani Py col.,
1996), vehiculo principal para el transporte de los hidroperoxidos lipidicos plasmaticos
(Bowry WVy col., 1992) y esa oxHDL es citotoxica par las células en cultivo (Kivatinitz
SC, y col., 1997) sugiriendo que la oxidacion de HDL puede puede ser un factor
importante en la formacion del ateroma. En resumen, los sujetos normocolesterolémicos
que tienen altos niveles de HDL estan protegidos contra la respuesta proliferativa
descontrolada de los linfocitos que lleva a la formacion del ateroma, mientras que en
sujetos hipercolesterolémicos este efecto antiaterogénico se pierde debido a la oxidacion de

la HDL.

Otro resultado importante que contribuye a enfatizar las propiedades anti-
inflamatorias de la HDL es que inhibe la respuesta blastogénica sin afectar la proporcion
relativa de los linfocitos T cooperadores y citotoxicos. Este efecto de HDL indica que su
accion antiproliferativa es similar a aquella que ejercen los fAirmacos anti-inflamatorios y
es diferente de la de farmacos inmunosupresores que inhiben principalmente la
proliferacion de los linfocitos T CD4". Los resultados de los experimentos realizados con
los marcadores de activacion de los linfocitos T sugieren que los efectos anti-blastogénicos
estan relacionados con las acciones anti-inflamatorias, ya que la mayoria de los fArmacos

anti-inflamatorios impiden la expresion del receptor de IL-2 y de CD2. Por lo tanto HDL
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dirige a los linfocitos T activados hacia un fenotipo de células en reposo como las drogas

anti inflamatorias no esteroideas.

HDL produce inhibicion de diversos marcadores de activacion tempranos que
normalmente se ven incrementados en la placa ateromatosa. Entre ellos podemos destacar
la inhibicion de la liberacion de PGE, y de la marcacion de LacCer. En las estrias grasa se
acumulan grandes cantidades de LacCer conjuntamente con oxLDL, factores de
crecimiento y citoquinas inflamatorias (Chatterjee S. 1998). Se ha descripto que este
glicoesfingolipido estimula la proliferacion “in vitro” de células musculares lisas de aorta

(Chatterjee S, 1991).

Varios estudios “in vitro” han demostrado que la PGE2 induce la produccion de IL-
2 y la expresion de su receptor (Minakuchi R y col., 1990; Baker PE y col., 1981; Walker
C y col., 1983) por lo tanto la disminucién que HDL produce en la liberacion de PGE2
podria ser una de las causas de la disminucion de CD25 (IL-2R) en estas células T y
ademas es concordante con el papel anti-inflamatorio de HDL ya que disminuye la
liberaciéon de una citoquina pro-inflamatoria. La disminucion de PGE2 también es
antiaterogénica ya que niveles aumentados de PGE2 incrementan la expresion del receptor

de LDL en las células musculares lisas y de los fibroblastos (Nield H y col., 1993).

Los receptores activados por el proliferador del peroxisoma (PPAR) son factores de
transcripcion que se expresan en la mayoria de las células de la pared vascular asi como en
las lesiones ateroescleroticas (Barbier O y col., 2002; Chinetti G y col., 2000), en donde
impiden el desarrollo del proceso aterogénico, modulando los estadios tempranos de la
placa. PPARY, es activado por factores de crecimiento los cuales son fosforilados a través
de la via de sefializacion de la Map-kinasa. Se ha descripto en macrofagos y fibroblastos
(Han J y col., 2002) que HDL produce un aumento de la traslocacion al nucleo y de la
fosforilacion de PPARy, y un aumento de la fosforilacion de las dos isoformas de Map
Kinasa p44 y p42. Los resultados obtenidos en esta tesis sobre los efectos de HDL en los
linfocitos T concuerdan con estos datos de literatura, ya que se observa un claro aumento

de la fosforilacion de Map kinasa.

Los resultados aqui descriptos sugieren que los efectos anti-ateroescleroticos de la
HDL son importantes en los primeros estadios del desarrollo del la placa ateromatosa. Los

hallazgos sobre HDL expanden las cualidades antiaterosclerdticas de la misma

86




Discusion

relacionando las propiedades antiproliferativas que posee con sus propiedades anti-

inflamatorias (esquema 1).

Los resultados del capitulo 2 son de utilidad en el estudio de los mecanismos por
los cuales HDL ejerce una accion de anti-inflamatoria y por lo tanto contribuiran al
desarrollo de fAirmacos mas especificos para el tratamiento o la prevencion del desarrollo
de la ateroesclerosis y que probablemente posean menos efectos colaterales o secundarios

perjudiciales para el organismo en general.

/ Anti-inflamatorio

——»  Anti-proliferativo
Anti-trombotico
/ \A Profibrinolitico

W ! /

Aumento del transporte reverso de colesterol

!

Efecto anti-aterotrombotico

Anti-oxidante 4 —

Esquema 1: Esquema de las multiples acciones bioldgicas de HDL como un potente anti-
aterotrombotico. Adaptado de Shah PK y col., 2001. A la figura se le agrego la flecha roja que
interrelaciona el efecto anti-inflamatoro que describen los autores con el efecto anti-proliferativo
que nuestros resultados indican.
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REGULACION DE LA ACTIVACION Y PROLIFERACION DE LAS CELULAS
FORMADORAS DEL ATEROMA POR VLDL.
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Figura 34: Vias de inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T por VLDL. VLDL una lipoproteina
aterogénica inhibe la proliferacion de las células T presentes en la placa germinal pero produce
condiciones proinflamatorias al estimular la secrecion de mediadores de la inflamacién como la
interleukina 2 que es un estimulo para la proliferacion de las células musculares lisas, también inhibe la
produccion de interleukina 4 que inhibe la proliferacion de estas células. VLDL inhibe especificamente
los linfocitos CD25+y CD4+ que son principalmente lifocitos proliferantes.Lo que es interesante en el
caso de VLDL es que cambia la proporcion de linfocitos CD4+ altamente positivos que tienen
caracteristicas morfologicas de blastos (alto fw) en linfocitos no blasticos alterando minimamente la
expresion de CD4.

VLDL, una lipoproteina aterogénica, inhibe la proliferacion de las células T
presentes en la placa germinal pero produce condiciones proinflamatorias al estimular la
secrecion de mediadores de la inflamacion como la IL-2 que es un estimulante de la
proliferacion de las células musculares lisas; también inhibe la produccion de IL-4 que

inhibe la proliferacion de estas células (Geng Y y col., 1995; Ross R, 1993).
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VLDL inhibe especificamente los linfocitos T CD25+ y CD4+ que son
principalmente linfocitos proliferantes (Ridgway W y col., 1998). Lo que es interesante en
el caso de VLDL es que transforma los linfocitos CD4 " (con alta densidad de superficie de
antigeno) que tienen caracteristicas morfoldgicas de blastos (alto Fw-SC) en linfocitos en
estado de reposo (ya que disminuyen los dos marcadores de activacion medidos CD4,

CD25), alterando minimamente la expresion de CDS.

VLDL ejerce su efecto sobre las células previamente activadas por algan estimulo
como es la presencia de un mitégeno. VLDL se une principalmente a una poblacion de
células de tamano pequefio y variada rugosidad con caracteristicas de células en reposo.
Esta poblacion celular aparece s6lo después de 48 horas de estimulacion y por los célculos
de la cantidad de VLDL unida se desprende que todas las células de la poblacién son
positivas. Es interesante notar que ninguno de los otros marcadores de superficie probados

(CD3, CD25 y CD4) distingue entre estas dos poblaciones de células T.

Empleando experimentos de competencia se determind que esta union de la
lipoproteina es desplazable por la propia VLDL y no por otra lipoproteina y por lo tanto es
especifica. Tanto de los datos de union como de desplazamiento es factible calcular que el

Kd para VLDL es del orden de 1,5 nM.

Otra caracteristica importante de la unioén es que es inhibida en forma irreversible
por la proteina RAP. Esta proteina se une a toda la familia del receptor de LDL con
distintas afinidades, uniéndose con baja afinidad (250 nM) a LDL-R y con alta afinidad (1-
10 nM) a ApoER2, LRP y VLDL-R (Bu G y col., 2000). Esta caracteristica excluye a otra
gran familia de receptores de lipoproteinas que son los receptores barredores, ya que ellos

no unen RAP.

Hasta el momento en la literatura no se ha descripto la existencia de un receptor de
VLDL o ApoER2 en linfocitos; el unico receptor descripto es el de LDL. El receptor al que
VLDL se estd uniendo no es el receptor de LDL ni ApoER2 por diversos razones. Primero:
en experimentos de competicion se observo que la uniéon de VLDL no es desplazable por la
presencia de LDL sino Unicamente por la presencia de VLDL, union que es saturable y
posee un Ki50 de 10” aproximadamente. Segundo: la preincubacion de las células y el
mitégeno conjuntamente con VLDL produce un aumento de la expresion del receptor, con
el consiguiente aumento de la unién de VLDL a las células. Este efecto es opuesto al que

se observa con LDL-R, ya que la expresion de éste disminuye cuando se cultivan linfocitos
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con el mitéogeno y LDL (Chan PK y col., 1998). Tercero: al incubar las células con el
mitdégeno y VLDL se puede observar por western blot una banda de 90 kDa a la cudl une
RAP. Este peso molecular concuerda con el peso molecular de una de las variantes del
receptor de VLDL (Sakai J y col., 1994). Los otros receptores de esta familia poseen pesos
moleculares mayores a 130 kDa (apoER2 y LDL-R) y mayores a 200 kDa (LRP) (Herz J y
col., 1991).

Por lo tanto los datos obtenidos son s6lo compatibles con la uniéon de VLDL a
VLDL-R. No podemos descartar que se trate de un receptor ain no descripto; para ello
seria necesario obtener la secuencia de aminoacidos o probar la identidad con una bateria

de anticuerpos monoclonales contra este receptor.

La posibilidad de que fuese una molécula diferente a las ya descriptas es remota ya
que las moléculas que unen RAP han sido ampliamente estudiadas (Melman L y col.,
2001) e identificadas (Andersen OM vy col., 2000). Una caracteristica de RAP la diferencia
de otras chaperonas y es que RAP es una chaperona especializada que funciona
unicamente con los miembros de la familia de LDL-R mientras que las otras chaperonas
interactian con una amplia variedad de proteinas estructural y funcionalmente diferentes

(Melman L y col., 2001).

Todos estos resultados tienden a consolidar el mas actual punto de vista acerca de
que la ateroesclerosis es una enfermedad inflamatoria sostenida por una respuesta de

células T cooperadoras tipo 1 (Benagiano M y col., 2003).

Los datos presentados con respecto al aumento de la expresion del/los receptor/res
de VLDL por preincubacion con VLDL explican lo observado por otros investigadores con
respecto a que habria una induccion de la expresion de los receptores de VLDL y de los
barredores durante la progresion de la lesion ateroesclerotica (Hiltunen TP y col., 1998). El
estudio de las lipoproteinas y sus distintos efectos son importantes para el desarrollo de
nuevas terapias farmacolodgicas y para la prevencion de la ateroesclerosis, siendo un blanco
eficaz el receptor de VLDL en estas células y asi lograr la regulacion de la activacion y la

proliferacion de las células que forman la placa ateromatosa.
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Purificacion de las lipoproteinas humanas

Las lipoproteinas humanas VLDL (lipoproteina de muy baja densidad), LDL
(lipoproteina de baja densidad), y HDL (lipoproteina de alta densidad) fueron obtenidas de
muestras de suero humano fresco de donantes sanos. Se purificaron por ultracentrifugacion
secuencial en gradientes salinos de bromuro de potasio (BrK) y Tris-HCl 10mM, a una
densidad final de 1019 g/ml, 1063 g/ml y 1210 g/ml para VLDL, LDL y HDL
respectivamente. Para su rdpida obtencion se empled una ultracentrifuga de mesa OPTIMA
TL (Beckman, Ins.) con un rotor de angulo fijo TLA-100.2. Se centrifugo a 900000 rpm
por 2 hs para cada lipoproteina. Se dializaron contra Tri-HCI 10mM, EDTA 0,01% por 24
hs con tres cambios de buffer y se esterilizaron con un filtro de 0,2 p. Se guardaron a 4° C

hasta su utilizacion.

Oxidacion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas (40-150 pg de proteina) fueron oxidadas siguiendo dos protocolos
diferentes: 1) mediante una irradiacién a una longitud de onda entre 290 y 385 nm en
cuvetas de cuarzo (1 cm de paso de luz, conteniendo 1 ml de la preparacion de
lipoproteinas) por 30 minutos, como fue descripto por Salmon y col., 1992); 2) por el
agregado de CuSO4 15 uM (en cuvetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz y volumen final
de 1,5 ml); la oxidacion fue monitoreada a 37° C por registro continuo de la absorbancia a

una longitud de onda de 234 nm, usando un espectrofotometro de doble haz.

Purificacion de células mononucleares de bazo de raton (CMB)

Las células mononucleares de bazo de ratén (CMB) se obtuvieron de ratones Balb-c
(CNEA, Argentina) endocriados, de 6-8 semanas de edad. Se extrajeron los bazos en
esterilidad y fueron colocados en cépsulas de petri con medio RPMI-1640 (SIGMA
Chemical Co., USA). Los bazos se disgregaron con un cedazo, la suspension celular se la
coloco posteriormente en un tubo de 14 ml y se lo completdé con medio RPMI para su
lavado. Se centrifugo durante 10 minutos a 1500 rpm en una centrifuga de mesa, se retird
el medio y se repitio la operacion de lavado. Se descartd el sobrenadante y a las células se

le agregd 5 ml de la solucion de lisis NH4CI 8,3 g/l en Tris-HCI 0,01 mol/l pH= 7,5
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(SIGMA Chemical Co., USA), se lo homogeneiz6 e incubd a temperatura ambiente con
agitacion ocasional. Las células fueron lavadas 3 veces con RPMI-1640 5% SFB, contadas

en camara de Neubauer y sembradas en placas multipocillos.

Purificacion de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC)

Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) se obtuvieron a
partir de sangre de dadores sanos normocolesterolémicos La sangre se extrajo con heparina
sodica (5000 UI/ ml). Las células mononucleares se obtuvieron por centrifugacion en un
gradiente de Ficoll-Histopaque densidad= 1096 g/ml (SIGMA Chemical Co., USA),
durante 30 minutos a 2000 rpm en un centrifuga de mesa. La nube de células
mononucleares se extrajo de cada tubo con pipeta tipo Pasteur y se la colocéd en tubo de 14
ml para su lavado con medio RPMI-1640. El proceso de lavado fue de 10 minutos a 1500
rpm en centrifuga de mesa y se realizé 3 veces. Las células fueron resuspendidas en medio
RPMI-1640 5% de suero fetal bovino (SFB) y contadas en cdmara de Neubauer para su

posterior sembrado en las placas multipocillos.

Ensayos de proliferacion celular

Se cultivaron CMB (2x10°) en placas de 96 pocillos por triplicado, en presencia de
Concanavalina A (Con A, 3 pg/ ml), con o sin lipoproteinas (50 pl/ pocillo) en un volumen
total de 0,2 ml, en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina 100
ul/100ml. Se realizaron en estufa con una atmoésfera de 5% de CO, 95% de aire a 37° C
por un periodo de 24 y 48 hs. Para evaluar la proliferacion celular, se agrego a los cultivos
18 hs antes de la finalizacion del mismo 1 puCi de [*H]-timidina. Una vez finalizado el
cultivo, se cosecharon las células y se midi6 la radioactividad en un contador de centelleo

liquido.

Se cultivaron las células PBMC (1x10° células) en placas multipocillos (96
pocillos) por triplicado en presencia o no de fitohemaglutinina (PHA, 0,3%) con o sin HDL
(50 pl/ pocillo) en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina 100

ul/100ml. Se realizaron en estufa con una atmosfera de 5% de CO;, 95% de aire a 37° C por
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un periodo de 48 y 72 hs. Par evaluar la proliferacion se utilizé la misma técnica que para

CMB.

Determinaciones por Citometria de flujo.
Anadlisis fenotipico de las poblaciones de linfocitos

Se sembraron las células CMB (1x10° células/ ml) en placas multipocillos (24
pocillos). Se cultivaron en presencia o no de Con A (3 pg/ml) con o sin VLDL (250 pl/
pocillo) en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina 100 pl/100ml.
Se realizaron en estufa con una atmdsfera de 5% de CO; 95% de aire a 37° C por un
periodo de 24 y 48 hs. Al cabo de ese tiempo se separaron mediante centrifugacion (1500
rpm 10 minutos en centrifuga de mesa) las células del sobrenadante del cultivo, éste ultimo
se lo guardé a —20° C para una posterior determinacion de citoquinas. Las células fueron
lavadas 2 veces con solucion salina balanceada de HANKS que contenia 1 % de Albimina
sérica bovina (ASB) y 0,1% de NaNj. Las células fueron contadas en un camara de
Neubauer y se determiné la viabilidad de las mismas mediante la técnica de exclusion de
Azul de Tripan (colorante supravital). Las células (1x10°) fueron incubadas con un
anticuerpo anti- CD32/CD16 de raton (40 ul/ 1x10° células) durante 1 hora a 4° C con el
fin de bloquear la union inespecifica de las inmunoglobulinas a través del receptor Fc
(fragmento constante del receptor de la inmunoglobulinas). Luego del bloqueo del receptor
Fc, las células fueron lavadas 3 veces con HANKS 0,5% ASB e incubadas con anticuerpos
monoclonales anti-CD3 de raton marcado con FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) y con
anti-CD19 de ratébn marcado con PE (Ficoeritrina) o con anti-IL-2R (CD25) de raton
marcado con PE. Los anticuerpos (Ipg/ 1x10° células) fueron incubados durante 30
minutos a 4° C y en la oscuridad. Posteriormente las células se lavaron 3 veces con
HANKS 0,5% ASB, se fijaron con paraformaldeido 2% y se guardaron a 4° C hasta su
analisis. Para el estudio de las poblaciones linfocitarias murinas se utilizd el mismo
protocolo ya descripto utilizando anticuerpos monoclonales anti-CD4 y anti-CDS§
marcados con PE (1ug/ 1x106 células). Todos los anticuerpos para la determinacion de
glicoproteinas de membrana de origen murino fueron obtenidos de Pharmingen San Diego,

CA, USA. El andlisis de las células se realizdo con un Citdmetro de Flujo (ORTHO
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Inmunocount Flow Cytometry Systems) y los datos se analizaron con el software WinMDI

version 2,7.

Para el andlisis de las poblaciones linfocitarias humanas: se sembraron las células
PBMC (2x10° células/ ml) en placas multipocillos (24 pocillos). Se cultivaron en presencia
o ausencia de Fitohemaglutinina (PHA, 0,3%) con o sin HDL (250 ul/ pocillo) en medio
RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina 100 ul/100ml. Se realizaron en
estufa con una atmosfera de 5% de CO, 95% de aire a 37° C por un periodo de 48 y 72 hs.
El protocolo de Citometria de flujo empleado fue el mismo que para las células CMB. Los
anticuerpos utlizados fueron: anticuerpo monoclonal anti-CD3 humano marcado con
Rodamina, anticuerpo monoclonal anti-CD4 marcado con FITC y anticuerpo monoclonal
anti CD8 marcado con Ficoeritrina. El andlisis de las células se realizé de la misma forma

que para CMB.
Analisis del ciclo celular y contenido de DNA por el método de loduro de Propidio

El contenido de DNA se determiné empleando un técnica descripta por Nicoletti y
colaboradores (Nicoletti Y, 1991). Las células (1x10%ml) fueron cultivadas por 48 hs en
presencia o no de Con A, con y sin VLDL. Al cabo de ese tiempo se las marcé con un
anticuerpo anti-CD3 de raton marcado con FITC, como se describi6 mas arriba. Las
células fueron lavadas con HANKS 0,5% ASB y fijadas con 500 pl/ 1x10° células de
Etanol 70% en PBS bien frio (preparado y guardado a —20° C hasta su utilizacion). La
fijacion con Etanol 70% es un paso muy critico ya que se lo debe agregar a las células gota
a gota y con agitacion vigorosa para evitar la formacion de grumos. Se lo dejo toda la
noche a 4° C, se lo lavd con PBS y se le agregd 500 pl/ 1x10° células, de una solucién de
Ioduro de Propidio (PI 50 pg/ ml, SIGMA Chemical Co., USA) que contenia
Ribonucleasa-A (500 unidades/ ml), y se lo dejo toda la noche a 4° C y en oscuridad. (EI
etanol fija las células y permeabiliza las membranas permitiendo la entrada de PI a las
células. PI es un fluorocromo que se intercala en las dobles hebras del DNA. La
ribonucleasa-A se usa para eliminar la marcacion de las dobles hebras de RNA). Se lavo
con PBS 2 veces y se resuspendio en el liquido empleado en el citometro de flujo

(ISOTON-II). El andlisis de las células se realizdo como se describié mas arriba.
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Determinacion de Citoquinas y Prostaglandina E; en los sobrenadantes de los cultivos

Los sobrenadantes de los cultivos de CMB (1x10%/ml) en presencia o no de Con A,
con y sin VLDL durante 24 y 48 hs; se guardaron a —20° C hasta su andlisis, evitando ser
descongelados reiteradas veces. Se realizd un ensayo inmuno-enzimatico (ELISA) para la

determinacion de los niveles de IL-2 e IL-4 en los sobrenadantes de los cultivos.

Con los sobrenadantes de los cultivos de PBMC con y sin mitdgeno en presencia o
no de lipoproteina a distintos tiempos se cuantificd los niveles de protaglandina E2. Se
emplearon kits comerciales (Pharmingen, CA, USA) y se siguieron las instrucciones del

fabricante.

Determinacion de proteinas totales

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Lowry modificado (Peterson

GL, 1977).

Determinacion de Colesterol

La determinacion cuantitativa del colesterol se realizd con un kit comercial
(GTLab, Rosario, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente el
colesterol libre de la muestra, como asi también el proveniente de la hidrdlisis de los
ésteres de colesterol por accion de la enzima colesterol estearasa, es oxidado a delta 4-
colestona por accion de la enzima colesterol oxidasa. El peréxido de hidrégeno producido,
en presencia de peroxidasa, 4-aminofenazona y fenol, forma una quinoneimina con un pico
de absorciéon a 505 nm. La intensidad de color es proporcional a la concentracion de

colesterol de la muestra.

Microscopia electronica

PBMC fueron cultivadas con HDL, oxHDL y estimuladas con fitohemaglutinina
por 72 hs, centrifugadas a 850 g por 15 min a 4 °C, fijadas con glutaraldehido 3%, y

tefiidas con tetroxido de osmio 1%y posteriormente con acetato de uranilo.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para realizar electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia de SDS
se utilizo el sistema descripto por Laemmli (1970). La composicion del gel separador fue:
10% (p/v) poliacrilamida, 0,27% (p/v) bisacrilamida (N,N-metilen-bis-acrilamida), 0,025%
(v/v) TEMED (N, N,N, N, tetra-metilendiamina), 0,09% (p/v) persulfato de amonio, Tris-
HC10,375M, pH= 8.8 y 0,1% (p/v) de SDS. La composicion del gel concentrador fue: 3%
(p/v) acrilamida, 0,08% (p/v) de bisacrilamida, 0,1% (v/v) TEMED, 0,15% (p/v) persulfato
de amonio, Tris-HCI 0,125 M pH= 6,8 y 0,1% (p/v) SDS. Las muestras de lipoproteinas
(10ug de proteina) se calentaron a 100°C durante 5 minutos en presencia de buffer de
muestra: 3% (v/v) 2-mercaptoetanol, 1% (p/v) de SDS, Tris-HCI 0,0625 M pH=6,8. Junto
con las muestras se sembraron en el gel marcadores de pesos moleculares conocidos. El
buffer de la corrida electroforética consistié en Tris 0,0025 M-Glicina 0,2 M, pH= 8,3,
conteniendo SDS al 0,1% (p/v). La electroforesis se desarrolld a temperatura ambiente, a
12V/em hasta que las proteinas se concentraron en el gel separador, luego se le aplico
15V/cm hasta que el frente de corrida llego al final del gel. Se sac6 el gel y se corto el gel
concentrador. Se tifio el gel con Coomasie (Brillant blue R-250 SIGMA Catalogo N°
B7920) durante 20 minutos a 55° C en bafio maria. Posteriormente se lo destifio con
sucesivos cambios de una solucion 5% metanol y 7,5% acido acético. Una vez destefiido el

gel se analizaron las bandas resultantes.

Marcacion metabdlica: incorporacion de [H3]-galact0sa y [32P]-0rt0fosfat0

Se cultivaron PBMC (1,5 x 10° células/ ml) en placas de 6 pocillos de volumen
final 4 ml por 48 y 72 hs en presencia de PHA con y sin HDL (750 ul/ pocillo). Se agrego
desde tiempo cero Galactosa-[H’] (3,3 pCi/ 1,5 x10° células). En paralelo se realizaron
cultivos en las mismas condiciones pero con el agregado de[**P]ortofosfato (25 x10° cpm/
1,5 x10° células).Al cabo de ese tiempo se cosecharon y se centrifugaron 15 minutos a
13200 rpm. Se separé el sobrenadante del precipitado. Al sobrenadante se le midi6 la
radioactividad y se guarddo a —-20° C. Al precipitado se le agregé 500 pl de
Cloroformo:metanol (2:1 v/v), se determind la radioactividad y se lo dejo toda la noche a —
20° C. Se centrifugaron 15 minutos a 13200 rpm y se separé nuevamente el sobrenadante

del precipitado. Al precipitado se le agregd 100 ul de NaOH 0,1 N, se lo dejo toda la noche
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a—20° Cy se le determind la radioactividad. Al sobrenadante se le midio la radioactividad
y después se le agregd 100 ul de H,O destilada, se lo agitd y se lo dejo hasta la aparicion
de dos fases. Se separaron ambas fases, se midi6 la radioactividad y se guard6 a —20° C

(Fase superior: Gangliosidos, Fase inferior: Glicolipidos neutros).

Cromatografia en placa fina de alta resolucion

Se cultivaron PBMC (1,5 x 10° células/ ml) en placas de 6 pocillos de volumen
final 3 ml por 72 hs en presencia de PHA (0,3%) con y sin las distintas lipoproteinas (750
ul/ pocillo). Durante las tltimas 24 hs se agregoé Galactosa-[H?] (5 uCi/ 1,5 x10° células).
Al cabo de ese tiempo se levant6 el cultivo en frio. Se centrifugd 10 minutos a 2000 rpm,
se lavd con PBS bien frio se centrifugd nuevamente y se resuspendio el precipitado en
cloroformo:metanol 2:1 agitando en todo momento. Se agregd la muestra a una columna de
G-25, se eluyo con cloroformo:metanol:H,O 60:30:4,5; se repiti6 la elusion, recolectando
todo el volumen en ambos casos. Se determinaron las dpm y se dejo evaporar el solvente
toda la noche a 37° C. Se resuspendié la muestra en 25 pl cloroformo:metanol:H,O
60:30:4,5, se agitdé con vortex y sembr6 igual cantidad de cpm en una placa de HPTLC
(Cromatografia en placa fina de alta resolucion). Se realizdé una pre-corrida utilizando
como solvente cloroformo:metanol 4:1 v/v y se dejo secar bien la placa. Posteriormente se
realizd la corrida utilizando como solvente cloroformo:metanol: CaCl, 0,3%. 2H,O
60:36:8. Se dejo secar la placa y se expuso a la pantalla de tritio una semana.
Posteriormente se la escaned en un escaner de radioactividad (Phosphoimager SI

Molecular Dynamics).

Marcacion de la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) con sondas fluorescentes

Se purific6 VLDL como se describio mas arriba, se determin6 la concentracion de
proteinas y de colesterol por las técnicas descriptas anteriormente. La lipoproteina se
concentrd hasta obtener una concentracion de 163ug de proteina/ ml. Una vez concentrada
se la dividi6 en dos alicuotas de igual volumen (500 ul) para ser marcadas con distintos
fluorescentes. A una de las alicuotas de VLDL se le agregd una solucion de Dil (1,1°-
dioctadecyl-3,3,3°,3 -tetrametilindocarbocianina perclorato) a una concentracion final de

300 pg de Dil por 1 mg de proteina. Se incubo por 18 hs a 37° C. A la otra alicuota de
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VLDL concentrada (500 pl ) se le agregd 50 pl de bicarbonato de sodio 1M y la mezcla
fue transferida a un vial del reactivo fluorescente Alexa 488 (Alexa 488, Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) e incubada toda la noche a 4° C en agitacion constante con una barra
magnética. La VLDL marcada con Alexa y VLDL marcada con Dil se re-aislaron por
ultracentrifugacion en gradiente salino de BrK (técnica utilizada para aislar lipoproteinas
descripta mas arriba), se dializaron contra PBS con tres cambios y se las guardaron

alicuotadas a —20° C hasta su posterior utilizacion.

Obtencion de la proteina asociada al receptor (RAP)

La proteina asociada al receptor humana (RAP) humana se prepard como proteina
de union de la glutation S-transferasa en Escherichia coli a partir de un vector de expresion

pGEX-KG como se describid anteriormente (Herz J y col., 1991).

Determinacion de la union de lipoproteina marcada con sondas fluorescente a las

células linfocitarias: citometria de flujo y microscopia de fluorescencia

Se cultivaron CMB como se describié en el andlisis fenotipico de las distintas
poblaciones linfocitarias. Una vez finalizado los cultivos se cosecharon las células y se las
colocé en tubos tipo epppendorf en hielo. Se lavaron con PBS, se centrifugaron 4 minutos
a 3500 rpm. EL lavado se repiti6 3 veces. A 1x10° células se las incubd con 50 pl de
VLDL marcada con Dil (VLDL-Dil) durante 2 hs a 37° C, se lavaron 2 veces con PBS 5%
alblimina sérica bovina (ASB), EDTA 2mM. Se incub6 con 50 ul de VLDL marcada con
Alexa (VLDL-Alexa) por 1 hora a 4° C. Se lavo nuevamente con PBS 5% ASB, EDTA
2mM vy se resuspendié en ISOTON II. Inmediatamente se las analiz6 en el citometro de
flujo. En forma paralela se incubaron las células con RAP 2 hs a 4° C y posteriormente con
50 ul de VLDL-Alexa por 1 hora a 4° C. Se continud con el mismo protocolo descripto

mas arriba para su analisis por citometria de flujo.

-Para la microscopia de fluorescencia se utilizaron las mismas células que para la
citometria de flujo. Las células se centrifugaron 4 minutos a 3500 rpm, se descartd el

sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 30 pl de PBS. Se colocaron sobre un
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portaobjeto, fueron cubiertas por un cubreobjetos y selladas con barniz. Inmediatamente

fueron observadas en el microscopio de fluorescencia.

Western Blot

Las células se cultivaron como se describié anteriormente; al tiempo fijado se
levantaron, se colocaron en tubos tipo eppendorf en hielo. Las células se lavaron con PBS
pH=7,4, se centrifugaron a 3500 rpm 5 minutos y al precipitado se lo resuspendié en 100 ul
del buffer de lisis fuerte RIPA el cual poseia inhibidores de proteasas (Deoxicolato de Na
0,5% (p/v), Triton X-100 1% (v/v), SDS 0,1% (p/v), PBS 1X, PMSF 1mM, Leupeptina 5
ug/ml, Aprotinina 10 ug/ml). Se las incub6 durante 30 minutos en hielo. Al cabo de ese
tiempo se centrifugaron a 10000g 10 minutos 4° C, se separ6 el sobrenadante y se
determino6 la concentracion de proteinas por el método de Lowry. Se prepard un gel de
poliacrilamida al 10% y se desarrollo la electroforesis como se describi6 mas arriba. Se
sembraron las muestras de los lisados celulares (10 ug de proteina por carril) junto con
marcadores de peso molecular conocidos. Una vez corrido el gel se realiz6 la transferencia
a membrana de nitrocelulosa. Se utiliz6 el método himedo manteniéndose constante una
corriente de 300 mA durante 1 hora fijandose a 150V. El buffer de transferencia consistio
en el buffer de corrida mas metanol al 20% (v/v). Se coloreo la nitrocelulosa con Ponceau
S al 0,2% (p/v), acido acético al 1% (v/v). Se decolord el gel mediante sucesivos lavados
con agua destilada y se estabilizo posteriormente con Tris-HCl 10 mM pH=7,4. se bloque6
la nitrocelulosa con una soluciéon de Bloqueo de alblimina sérica bovina al 2,5% (BSA,
p/v), polivinilpirrolidona 2,5%(p/v), TBS (Tris 50mM — NaCl 200 mM) durante 2 hs a 4°

C. Las incubaciones siguientes dependieron de la proteina a estudiar:

Para el estudio del receptor de VLDL se utilizaron lisados de CMB estimuladas por
48 hs con Concanavalina A y cultivadas en presencia o ausencia de dicha lipoproteina. Los
lisados fueron sembrados por duplicados para ser posteriormente sometidos a distintos
tratamientos. La membrana fue bloqueada e incubada con RAP-GST 200 nM durante 6 hs
a temperatura ambiente y con agitacion constante. Se lavd con TTBS (TBS, Tween 20 al
0,05%) tres veces durante 15 minutos. Se lo incubd con un anticuerpo primario
monoclonal anti-GST (Santa Cruz ,USA) (dilucion 1:400 durante 1:30 hs a temperatura
ambiente y con agitacion constante). Se lavo tres veces con TTBS y se la incubd con un

anticuerpo secundario de raton anti-peroxidasa (Inmunotech) (dilucion 1:50000, durante
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1:30 hs a temperatura ambiente y con agitacion constante). Se lavé nuevamente con TTBS
y se reveld con el método de quimioluminiscencia “Renaissance” (NEN, Boston, MA,
USA) siguiendo el protocolo descripto por esta empresa y utilizando placas de radiografia
de alta sensibilidad Kodak BioMax MS. Las bandas resultantes fueron cuantificadas

densitométricamente con el software Scion Image 1, NIH, USA.

Para el estudio de la fosforilacion de Map kinasa, se utilizaron células PBMC
cultivadas por 18 hs en ausencia de estimulo en medio RPMI-1640 deprivado de SFB. Al
cabo de ese tiempo se realizd el estimulo de las células, durante 10 minutos, con PHA en
presecia o no de HDL en medio RPMI-1640 20% SFB. Las células se cosecharon, lisaron
y sembraron como se describié mas arriba. A la membrana de nitrocelulosa se la incub6
por 2 hs con la solucion de bloqueo, se lavoé 3 veces con TTBS, se la incubd con el
anticuerpo primario monoclonal anti fosfo p44-p42, Biolabs, Dilucion 1:1000 a 4° C toda
la noche en agitacion constante. Se lavo 3 veces con TTBS durante 10 minutos cada lavado
en agitacion. Se incubd por 1:30 hs con el anticuerpo secundario Proteina A-peroxidasa
(SIGMA Chemical Co., USA) Dilucion 1/60000, a temperatura ambiente en agitacion. Se
lavo 3 veces con TTBS y una vez con TBS. Se revelo con el método de
quimioluminiscencia “Renaissance” (NEN, Boston, MA, USA). Como control de la
expresion de Map Kinasa se cultivaron en forma paralela células de ovario de hamster
chino CHO-K1 (ATCC, USA) en medio esencial minimo DULBECCO (DMEM, SIGMA
Chemical Co. USA) por 18 hs en ausencia de suero fetal bovino y se las estimul6 por 10

minutos con medio DMEM con 10% de SFB.

Purificacion de mannan de A. Saponaria

Mannan de A. saponaria se purificd siguiendo el procedimiento descripto para

mannan de A. Vera (McAnalley, 1990).

Ensayos de proliferacion y activacion de linfocitos incubados con mannan de A

saponaria.

Las células (CMB y PBMC) se cultivaron en placas de 24 pocillos por triplicado,
en presencia de concanavalina A (Con A, 3 pg/ ml) o fitohemaglutinina (PHA, 0,3%)

respectivamente, con o sin mannan (0.6mg/ml) en un volumen total de 2 ml, en medio
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RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina 100 ul/100ml. Se realizaron en
estufa con una atmdsfera de 5% de CO, 95% de aire a 37° C por un periodo de 96 hs. Se
evalud la proliferacion por citometria de flujo. Para evaluar la activacion de las células se
utilizo el protocolo de citometria de flujo descripto mas arriba. Los anticuerpos utlizados
fueron: anticuerpo monoclonal anti-CD3 de raton marcado con FITC y anticuerpo

monoclonal anti CD25 de ratdon marcado con Ficoeritrina
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MANNAN INHIBE LA RESPUESTA BLASTOGENICA PERO A
DIFERENCIA DE LAS LIPOPROTEINAS AUMENTA IL-2R (CD25)

Los modelos experimentales descriptos en el Capitulo I de la seccion resultados
también resultaron utiles en el estudio de las propiedades antiinflamatorias del gel extraido

de Aloe saponaria (Davis RH y col, 1987,1989, 1992).

La familia de Aloe estd constituida por plantas tropicales y subtropicales. Dos
sustancias basicas se extraen de las hojas de aloe. Una de ellas, el gel, se extrae de la pulpa
de las hojas y contiene polimeros de carbohidratos: glucomananes y dacido péctico
(McAnalley BH, 1990). Una caracteristica importante que distingue al mannan de A.
saponaria del de A. vera es el contenido de antraquinona. El gel de A. saponaria contiene
aproximadamente 98.5% de agua. El total de so6lido estd compuesto por 60% de
polisacaridos y el resto por componentes organicos e inorganicos. Los carbohidratos que

se encuentran son galactosa, glucosa, manosa, ramnosa, xylosa y acido urénico.

Existen datos en la literatura que reportan diversas acciones inmunoregulatorias de
este polisacarido “in vivo” e “in vitro” (Reynolds T y col., 1999). Es un modulador de la
inmunidad humoral y celular (Wooles WR y col., 1963), también estimula la proliferacion
de las células hematopoyéticas pluripotentes, células formadoras de colonias
granulociticas-monociticas y céluas que van a formar colonias colonias mieloides y

eritroides (Pospisil My col., 1982; Burgaleta C y col., 1997; Maisin JR y col., 1996).

El principio activo que le confire dichas propiedades es el Acemannan (ACM), el
cual esta formado por polimeros lineales del tipo 1,4 B-D-manopiranosa (con peso
molecular de 15 kDa) conteniendo un 18% de grupos acetilos (designado como
Acemannan 1, y polimeros del tipo 1,4-a-D-manopiranosa (peso molecular 66 kDa), con

un 10% de grupos acetilos, denominado Acemannan 2.

Inicialmente el interés en ACM se centrd en su accion sobre las quemaduras, pero
existen datos de sus propiedades antivirales y antiproliferativos “in vivo”. La mayoria de
los experimento fueron realizados con Acemannan® extraido de A. vera, poco se conoce

sobre los efectos de mannan extraido de A. saponaria en el sistema inmune.
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Para determinar las vias de accion del gel de A. saponaria en el cotrol de la
respuesta inflamatoria se lo probo en los dos modelos desarrollados en el Caitulo I. Se
probo el efecto del mannan en células mononucleares humanas y murinas cultivadas en
presencia y ausencia de mitdgenos inespecificos y se determind por citometria de flujo los

efectos del mannan sobre la proliferacion de las células.

Se cultivaron células de bazo de raton (CMB) y células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) por 96 hs en presencia o ausencia de mannan purificado y
mitogenos (ConA y PHA respectivamente). Los resultados obtenidos (Figura 35 A y B)
mostraron que mannan inhibid la respuesta linfoproliferativa inducida por el mitégeno en
ambos casos, ya que la poblacion de células de gran tamafio (células en estado blastico) fue
especificamente reducida. CMB cultivadas en presencia de ConA presentaron un 80% de
células con el tamafio de blastos con respecto al nimero total de células, esta poblacion se
redujo a 66% cuando se cultivaron las células en presencia del mitdogeno y mannan (60% y
31% para PBMC + PHA y PBMC + PHA + mannan). Es interesante el hecho que las
células en estado de reposo no se modificaron significativamente por el agregado de

mannan (Figura 35 Ay B).

Events
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Figura 35: Efectos del mannan de A. Saponaria sobre el tamaiio celular. CMB y PBMC fueron
cultivadas en presencia de un mitégeno con (histograma abierto negro) o sin mannan (histograma lleno
rojo) (paneles A y B respectivamente). Los valores de Fw-Sc (tamafio celular) fueron determinados por
citometria de flujo y representados como Fw-SC en funcion de nimero de células. Las curvas representan
el promedio de datois obtenidos de tres experimentos separados.

Para discernir si el efecto inhibitorio del mannan sobre la respuesta blastogénica
producida por la ConA afectaba la proporcion relativa de las dos poblaciones linfocitarias

(linfocitos T y B) de las células de bazo de raton, se determind el porcentaje de células
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CD3" (linfocitos T) luego de ser cultivadas por 96 hs en presencia o ausencia de ConA,
con y sin mannan. Los resultados obtenidos (Figura 36 A) indicaron que mannan no
modifico la proporcion relativa de las células T cuando las células fueron cultivadas sin el
mitogeno. Cuando las células se cultivaron en presencia de ConA (Figura 36 C) se observo
que mannan produjo modificaciones sélo en la poblaciéon CD3", mientras que no se
observo efecto en la poblacion CD3’, indicando que mannan inhibid principalmente la

proliferacion de los linfocitos T.
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Figura 36: Efecto de mannan de A. Saponaria sobre la expresion de CD3 y CD25 en CMB. CMB fueron
cultivadas en ausencia (A-B) o en presencia (C-D) de ConA con (histograma abierto negro) o sin mannan
(histograma lleno rojo), y la expresion de CD3 y CD25 se analizé por citometria de flujo a 96 hs de
cultivo. Los ejes de las x y de las y representan intensidad de fluorescencia (escala dE tres logaritmos) y
el numero relativo de células, respectivamente. Los histogramas de las células tefiidas con el control de
isotipo se indican con un histograma de color verde. Las curvas representan el promedio de tres
experimentos realizados por separado.

El receptor de IL-2 (IL-2R o CD25) es esencial para la expansion clonal y el
crecimiento de los linfocitos T luego de una estimulacion con antigenos (o mitégenos). IL-
2R es un marcador de activacion de los linfocitos T ya que se expresa solo después de la
activacion con algun estimulo (Taniguchi T y col., 1993; Waldmann TA, 1994; Minami
YT y col., 1993; Nakari TM y col., 1994). Cuando se cultivaron las células sin mitdgenos,
mannan produjo un incremento en la expresion de CD25 (Figura 36 B). Los porcentajes de
CMB CD25" fue del 18% en ausencia de mannan y se incrementé a 74% cuando las

células fueron cultivadas con mannan. Este hecho puede explicar alguno de los efectos
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inmunoestimulantes del mannan observados in vivo (Harris C y col, 1991; Peng SY y col.,
1991; King GK y col., 1995; Corsi MM y col., 1998; King GK y col., 1995) Los cultivos
en los cuales se incun6 en simultaneo mannan y ConA, se observé un aumento en la
expresion de CD25" (Figura 36 D) comparadas con las que fueron cultivadas con el
mitégeno uUnicamente, similar a lo observados en las células en reposo, indicando que
mannan tiene un efecto inmunomodulador de la respuesta controlando la expansion celular
sin interferir con la expresion del receptor de interleukina. La intensidad media de
fluorescencia (MFCh) de las células positivas, que depende del nimero de moléculas
CD25/unidad de superficie celular, sigue la misma tendencia que la poblacion de células
CD25 positivas (CMB + ConA: 2133, CMB + ConA + mannan: 2609); por lo tanto

mannan incrementa la densidad de superficie del receptor de IL-2 en las células T.

En conclusion, nuestros resultados mostraron que mannan inhibi6 la proliferacion
de varios tipos celulares activados. De esta forma el efecto benéfico de mannan puede ser
debido, al menos en parte, por a un efecto directo del mannan sobre las células

incrementando su activacion.

Esta accion podria ser realizada a través del receptor de manosa (MR) que estaria
involucrado en el efecto directo del acemanan sobre una linea celular de macrofagos,

inhibiendo su accién luego de una preincubacion con ConA (Karaca K y col., 1995).

Se identific6 una proteina denominada DEC-205 como un miembro de la familia
del receptor de manosa y del receptor de fosfolipasa A2. DEC-205 fue identificada como
una proteina de 200KDa (gp200) que fue reconocida por un anticuerpo monoclonal que
reconoce MR6. gp200-MR6 es de gran interés debido a su expresion en las células
epiteliales en la corteza de timo (de Maagd RA y col., 1985), en las células dendriticas y en
bajos niveles en los linfocitos T. Ademas se demostrd que el anticuerpo monoclonal MR6
tiene un efecto anti-proliferativo en los cultivos de células T que proliferan en respuesta a
IL-4 , y ademas inhibe la produccion de IgE dependiente de IL-4 en las célula B (Larche M
y col., 1988; Weinberg RA, 1995).

Los resultados muestran que mannan al igual que HDL produce una inhibicion de
la respuesta blastogénica, pero a diferencia de esta aumenta la expresion del marcador de
activacion CD25. Estos resultados indican que las propiedades anti-inflamatorias de HDL

y mannan (Davis RH y col, 1987,1989, 1992) ocurren por vias alternarivas. Los modelos
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Anexo 1

experimentales desarrollados en esta tesis permitiran caracterizar con mas detalle cuales

son esas vias.

Por ultimo, en un modelo distinto empleando células tumorales, los resultados
obtenidos por nosotros (ver separata N° 3, anexo II) son los primeros en la literatura en

demostrar un efecto directo de mannan en las células linfoides.
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Abstract

In this study, we tested the antiproliferative effects of mannan from 4loe saponaria using normal murine (SpMC) and human
cells (PBMC) and several tumoral cell lines. Employing flow cytometry, it could be determined that mannan inhibits the
proliferative response in normal and tumoral cells. Mannan affects the expression of CD3" SpMC indicating that mannan
inhibits mainly T lymphocyte proliferative response. Also in SpMC cultured with or without mitogen mannan produces an
increase of an activation marker (CD25). On C1498 cell line, mannan reduces CD3 expression and abolishes the CD25
expression. In conclusion, mannan has a dual beneficial effect when applied to normal and tumoral cells at the same time by

inhibiting the activation of cancer cells and improving that of normal ones.

© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Aloe saponaria; Activation; Tumoral cell; Mannan

1. Introduction

The Aloe family is constituted by tropical or
subtropical plants characterized by lance-shaped
leaves with jagged edges and in some species sharply
tapered as saponaria. Although the Aloe is an original
species from South Africa, it also grows in tropical
and tempered areas, and has successfully been intro-

* Corresponding author. Tel.: +54-3514334168; fax: +54-
3514334074.

E-mail addresses: silvia.kivatinitz@fcq.unc.edu.ar,
skivat@dqb.fcq.unc.edu.ar (S. Kivatinitz).

1567-5769/% - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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duced and cultivated in various regions of Argentina.
Like most members of this group, Aloe vera L. (Aloe
barbadensis Mill. or Aloe vulgaris Lam.) is a species
that does not tolerate temperatures under 0 °C. Aloe
saponaria (Ait.) Haw. (dloe latifolia Haw.) seems to
be an exception, since it can thrive in atmospheres
with a minimum temperature of until — 7 °C, which
explains its wide distribution in the region of Cordo-
ba, Argentina.

Two basic substances are extracted from the leaves
of aloe. The so-called gel is derived from the pulp of
the leaves and contains carbohydrate polymers such as
glucomannanes or pectic acid [1]. One important
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feature that distinguishes saponaria mannan from
vera mannan is the content of anthraquinone (Mur-
ature, personal communication). Saponaria gel is
composed of approximately 98.5% water. The total
solid is made up of over 60% polysaccharides, while
organic acids and inorganic compounds account for
the remainder of the solid. The mucilage, sugars, fiber,
proteins, ash, fats, aloin and resin are the major
constituents of the solid [2]. The carbohydrates found
are galactose, glucose, mannose, rhamnose, xylose
and uronic acids.

It has been reported that the polysaccharide has
diverse immunomodulatory activities in vivo as well
as in vitro (reviewed in Ref. [3]). It is a modulator of
cellular and humoral immunity [4] and it also stim-
ulates proliferation of murine pluripotent hematopoi-
etic stem cells, granulocyte macrophage colony-
forming cells, and cells forming myeloid and erythroid
colonies [5—7]. As well as i.v. administration of
polysaccharide induces protection of murine hemato-
poietic stem cells against X-ray exposure, thereby
decreasing the mortality of the exposed animal.

Acemannan (ACM) extracted from the plant A.
vera and A. saponaria is a polydispersed b (1-4)-
linked acetylated mannan. Interest in ACM was fo-
cused initially for wound healing, but there have
recently been several reports on its antiviral and
antiproliferative properties in vivo. Parenteral admin-
istration of ACM has been followed by a great
regression of tumors such as fibrosarcomas in rats,
mice, dogs and cats [8§—12]. Other aloe constituents,
lectins and polysaccharides have been proposed to
prevent carcinogenesis. Lectin-like substances from
the leaves of A. vera and A. saponaria have been
shown to have haemoagglutinating properties, and
fresh preparations also promoted the growth of normal
human cells in culture but inhibited tumor cell growth
[13]. Most of these experiments were carried out
using Acemannan® but little is known about the
effects of the mannan extracted from A. saponaria
on the immune system or its anti tumoral effects.

In this study, we tested the antiproliferative effects
of A. saponaria gel using tumoral cell lines, C1498
(mouse acute myeloid leukemia), HT29 (human co-
lorectal adenocarcinoma), PC-12 (rat pheochromocy-
toma), CHO (ovary of an adult Chinese hamster), L6
(rat myoblast), NIH 3T3 (fibroblast from mouse) and
normal murine and human cells.

2. Materials and methods
2.1. Mannan purification

A. saponaria mannan purification was performed
following the procedure described for A. vera man-
nan [1].

2.2. Purification of murine SpMC

Spleens from Balb-c mice (CNEA, Argentina) age
6—8 weeks were removed and cell suspensions were
prepared by homogenization in a tissue grinder. The
erythrocytes were lysed by brief incubation in 8.3 g/
1 NH4Cl in 0.01 mol/l Tris—HCI pH 7.5 (Red Blood
cell lysing buffer, Sigma-Aldrich, MO). The cells
were washed three times with RPMI-1640 medium
and their viability determined by trypan blue dye
exclusion was always >99%.

2.3. Animal treatment

Male mice from a from Balb-c strain (CNEA)
were used. Animals were maintained under standard
lighting and temperature conditions. All the mice
were treated according to NIH regulations and the
Institutional Care and Use of Animals Committee
(exp. no. 15-99-40426) approved animal handling
and experimental procedures. Mice under light ether
anesthesia received intradermal injections in both
hind feet with 0.25 ml of an emulsion constituted
by 0.05 ml of phosphate-buffered saline (PBS) pH
7.4 and 0.20 ml of complete Freund’s adjuvant
(CFA, Sigma-Aldrich). After 10 days of inoculation,
spleens were removed and cell suspensions were
prepared as indicated above. The purified protein
derivative (PPD) antigen from Mycobacterium tuber-
culosis was obtained from Instituto Nacional de
Microbiologia “Carlos Malbran” (Buenos Aires,
Argentina).

2.4. Purification of human PBMC

PBMC were isolated by Fycoll-Hypaque (His-
topaque, Sigma-Aldrich) from freshly drawn hepa-
rinized blood or buffy coat of healthy donors. The
layer of mononuclear cells was recovered and
their viability determined by trypan blue dye
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exclusion was always >99%. The investigation
conforms to principles outlined in the declaration
of Helsinki.

2.5. Cell lines

In this study, we used several cell lines: C1498 is
an IL-4R" spontaneously occurring C57BL/6 mye-
loid leukemia; HT29 is a human colon cancer cell
line; PC-12 is a cell line derived from a transplant-
able rat pheochromocytoma; CHO cell line derived
from an ovary of an adult Chinese hamster; L6 is a
rat myoblast; and NIH 3T3 fibroblast from Mus
musculus (mouse). All the cells lines were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(Gibco Life Technologies Paisley, UK), 10% heat
inactivated fetal bovine serum and 1% penicillin/
streptomycin.

2.6. Cell proliferation assays

Cell cultures were set up in triplicate in 24-well
microculture plates and incubated at 37 °C in RPMI-
1640 medium containing 10% fetal bovine serum in
a 5% CO, atmosphere. SpMC (1 x 10° cells/ml)
were cultured in the presence of concanavalin A
(Con A) (3 ng/ml) with different concentrations of
mannan, and as a control experiment the effects of
vincristine and doxorubicin (10 ng/ml and 600 pg/
ml, respectively) were tested simultaneously. SpMC
(1 x 10° cells/ml) were cultured in the presence or
absence of Con A (3 pg/ml) or mannan (0.6 mg/ml)
in a total volume of 2 ml for 96 h. SpMC (1 x 10°
cells/ml) from inoculated mice were culture in the
presence or absence of Con A (3 pg/ml), PPD (15
pg/ml, antigen-specific stimulation) or mannan (0.6
mg/ml). Cultures were carried out for 96-h period
since the mitogenic effect of Con A is fully dis-
played at this time, after longer culture times most
cells die and the percentage of viable cells is very
low to perform this kind of experiments [14]. Cul-
tures containing 1 x 10° PBMC were cultured in the
presence of phytohaemagglutinin (PHA) (5 mg/ml)
with or without mannan (0.6 mg/ml) in a total
volume of 2 ml for 96 h [15]. The tumoral cell lines
were cultured without mitogen with or without
mannan (0.6 mg/ml). Cell proliferation was evaluat-
ed by flow cytometry.

2.7. Phenotypic analysis of lymphocyte population
and the murine cell line C1498

Cultures of SpMC (1 x 10° cells/ml) were incubat-
ed in RPMI-1640 medium (or DMEM for C1498 cell
line) (24 wells/plates) at 37 °C during 96 h in the
presence or absence of Con A (3 pg/ml) with or
without mannan (0.1 g%) in a total volume of 2 ml.
The cells were washed with Hank’s balanced salt
solution (HBSS) containing 1% BSA and 0.1%
NaNj; and preincubated with anti-mouse CD32/CD16
for 1 h at 4 °C in order to block immunoglobulin non-
specific binding through Fc receptor (constant frag-
ment of immunoglobulin receptor). Following Fc
blocking, cells were incubated with FITC-labeled
anti-mouse CD3 monoclonal antibody (T lymphocyte)
and PE-labeled anti-mouse IL-2R (CD25) monoclonal
antibody (activated lymphocyte). Antibodies (1 1g/10°
cells) were incubated for 30 min at 4 °C. The cells
were washed three times with HBSS, fixed in 2%
formaldehyde and stored at 4 °C in the dark until
analysis. All antibodies were purchased from Phar-
mingen, San Diego, CA.

2.8. Platelets, erythrocytes (if any) and non-lymphoid
cell were excluded from analysis by setting an
appropriate gate on the forward light scatter (FW-
SC) vs. 90° light scatter parameters (RT-SC)

FW-SC is primarily related to cell size and thus a
high value is an index of blastogenic response. RT-SC
(measured at 90°) is related to a variety of factors
including refractive index, granularity and cell shape.
We collected data from 10,000 cells in each sample
using a flow cytometer (ORTHO Immuno Count Flow
Cytometry System) and results were analyzed with
WinMDI software version 2.7.

3. Results And Discussion

The effects of mannan on normal human and
murine mononuclear cells were examined by flow
cytometry. When SpMC were exposed for 96 h to
different concentrations of mannan, it was found an
inhibition of the blastogenic effect of Con A, a non-
specific mitogen (Fig. 1). The experiment showed that
with a dose of approximately 0.6 mg/ml the response
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Fig. 1. Effects of different concentrations of mannan from 4. saponaria on cell proliferation. SpMC were cultured for 96 h in the presence of the
mitogen Con A and with different concentrations of mannan from 4. saponaria. Concentrations are indicated in the figure. As control, cells
were treated with doxorubicin (DXR) or vincristine (VCR) at 10 ng/ml and 600 pg/ml, respectively. Results represent the mean + S.E. of

triplicate experiments.

decayed to the half; thus, this concentration was
selected to be employed in the next experiments. As
control experiments, the effects of vincristine an
doxorubicin were tested simultaneously, both these
drugs inhibited the proliferative response elicited by
Con A as previously described [16] (Fig. 1).
Stimulated SpMC and PBMC were cultured during
96 h in the presence or absence of purified mannan
and the mitogens (Con A or PHA, respectively). Fig.
2A and B shows that mannan inhibits the lympho-
proliferative response induced by the mitogen in both
cases, since the population of cells with higher size
(blast cells) was specifically reduced. The population

of cells with the size of blastic ones comprised 80% of
the total cell number in cultures of SpMC plus Con A
and this population was reduced to 66% of the total
cell number when mannan was added to the cultures
(60% and 31% for PBMC plus PHA and PBMC plus
PHA plus mannan, respectively). It is also interesting
that the total number of cells bearing the volume of
resting cells was not affected by the addition of
mannan (Fig. 2A and B).

To determine whether the antiblastogenic effect of
mannan on normal cells could be extended to blasto-
genic tumoral cells, the same analysis was carried out
employing several murine and human tumoral cell

A B
I M1 |
L M1 |
BMC + PHA
% SpMC + ConA
>
2 SpMC + ConA PBMC + PHA
+ Mannan + Mannan
o

FW-SC

0 4095
FW-SC

Fig. 2. Effects of mannan from A. saponaria on cell size. SpMC and PBMC were cultured in the presence of a mitogen with (open, black
histograms) or without mannan (filled histograms) (panels A and B, respectively). Forward scatter light values (cell size) were determined by
flow cytometry and represented as forward scattered versus cell number histograms. The curves display the mean of data from three separate

experiments.
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Table 1
Effect of mannan on tumoral cell proliferation

Cell lines Number of cells
plus % of
mannan inhibition

PCI2 2700 + 100 1360 + 70 50

CHO 4200 + 200 580 + 30 86

L6 7500 £ 400 1590 + 80 79

NIH 3T3 7600 + 400 720 + 40 91

C1498 4050 + 400 1800 + 80 45

HT29 6500 + 300 2275490 35

Tumoral cell lines were cultured for 96 h with and without mannan.
The proliferation was evaluated by flow cytometry. Data are
reported as mean of four experiments carried out in triplicate done
with different cells and mannan preparations and expressed in
number of cells £ S.D.

lines. Table 1 shows that mannan inhibits spontaneous
proliferation of all the lines tested.

In order to discern whether the inhibitory effect of
mannan on the balstogenic response elicited by Con A
affected or not the relative proportion of lymphocytes
(T cell vs. B cell) in cultures of spleen cells, the
percentage of CD3" SpMC (T cells) after 96 h of Con
A stimulation and cultured with and without mannan
was evaluated by flow cytometric analysis. Fig. 3A
shows that mannan does not change the proportion of
T cells in cultures of SpMC after 96 h of culture. Fig.

SpMC + Con A
+ Mannan

Events

0

10° 10

CD3

3C shows that mannan affects only CD3" SpMC,
while no effect could be observed on CD3™ SpMC,
thus indicating that mannan inhibited mainly T lym-
phocyte proliferation.

The multisubunit receptor of interleukin-2 cytokine
(IL-2R or CD25) is both essential in mediating T-cell
growth/clonal expansion following antigen (or mito-
gen) stimulation, and a marker of T-cell activation
since it is expressed only upon activation with the
stimuli [17—-20]. When cells were cultured without
mitogen, mannan produced an increase in the expres-
sion of CD25 (Fig. 3B). The percentages of SpMC
CD25" were 18% in absence of mannan and increased
up to 74% when cells were cultured with mannan.
This fact could explain some of the immunostimulant
effects of mannan observed in vivo. Cultures that
contain simultaneously Con A and mannan had a
higher proportion of the CD25" cells (Fig. 3D) than
cells cultured with mitogen alone, to an extent similar
to the one observed on resting cells, indicating that
mannan has an immunomodulatory effect controlling
the ‘extent of the cell expansion without interfering
with interleukin receptor expression. The mean fluo-
rescence intensity (MFCh) of positive cells, which
depends on the number of CD25 molecules/cell sur-
face unit, follows the same trend as the popula-
tion of CD25 positive cells (SpMC+ Con A: 2133,

M1

SpMC

+ Mannan

SpMC + Con A
+ Mannan

CD25

Fig. 3. Effect of mannan from A. saponaria on CD3 and CD25 surface expression on murine SpMC. SpMC were cultured in the absence (A—B)

or presence (C—D) of Concanavalin A with (open, black histograms) or without mannan (filled histograms), and the cell-surface expression of

CD3 and CD25 was analyzed by flow cytometry at 96 h of culture. The x- and y-axes represent fluorescence (three-decade log scale) and
relative cell number, respectively. Histograms from cells stained with control isotype-matched mAb are indicated by an open gray histogram.

The curves display the mean of data from three separate experiments.
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SpMC +Con A +mannan: 2609); thus, mannan in-
creases the surface density of IL-2 receptor on T
cells.

To test the effect of mannan on tumoral cells, we
observed the expression of the lymphocitic marker
CD3 and the activation marker CD25 on C1498 cell
line that has been reported to respond to IL-2 stimuli
[20]. The effect of mannan on CD3 expression was
similar to that observed for SpMC stimulated with
mitogen (Figs. 3C and 4A). The most interesting
result was that mannan abolished the expression of
CD25 on this tumoral cells contrasting with the effect
of mannan on normal murine cells cultured with or
without mannan (Figs. 3B,D and 4B).

To discard the possibility that mannan inhibits the
action of a non-specific stimuli like Con A and PHA
but not the proliferative effect of a specific stimulus, a
mouse model was employed. SpMC from mice im-
munized with CFA were stimulated in vitro with PPD
for 96 h with and without mannan. The blastogenic
responses to the stimulus and CD3 and CD25 expres-
sion were analyzed by flow cytometry. Table 2 shows
that PPD increased 20% the cells in the blastogenic
region and that the presence of mannan halved the
number of blastic cells. More interestingly, mannan
increased the percentage of CD3-CD25" cells. The
control experiment carried out employing Con A
instead of PPD as in vitro challenge followed a similar
trend although the number of blastic cells was higher
than in the experiments of cells challenged with PPD.

In conclusion, our results show that mannan inhib-
its proliferation of many types of normal activated and
tumoral cells. We focused the study on the question if

M1

Events

C1498

+ Mannan

Table 2

Effect of mannan on CD3"—CD25" SpMC proliferation
Proliferation Percentage
number of of cells
cells CD3"-CD25"

SpMC infected 4400 + 200 7

SpMC infected + PPD 5200 + 300 7

SpMC infected + PPD + 2900 + 100 29

mannan
SpMC infected+Con A 6500 + 400 2
SpMC infected + Con A+ 2300 + 100 40

mannan

SpMC, infected with CFA, were cultured for 96 h in the presence or
absence of Con A, with and without mannan. The proliferation of
the total cells and the cells that express CD3 and CD25 were
evaluated by flow cytometry. Data are reported as mean of four
experiments carried out in triplicate done with different cells and
mannan preparations and expressed in number of cells + S.D.

this antiproliferative effect was the consequence of an
antiactivation effect. To test this hypothesis, we
employed lymphocytic cells since its activation
markers are well known. It was found that, while
mannan inhibits the expression of activation markers
(CD3-CD25" cells) of tumoral cells of lymphocytic
origin, it enhances its expression on normal lympho-
cytes. Thus, the beneficial effects of mannan on
animals bearing tumors [8—12] could be due, at least
in part, to the direct effects of mannan on tumoral and
normal cells inhibiting the activation of cancer cells
and improving that of normal cells. This action could
be exerted through the mannose receptor (MR) since it
has been reported its involvement in the effect of
acemannan on a macrophage cell line by inhibiting its
action after pre-incubation with Con A [21].

C1498

+ Mannan

CD25

Fig. 4. Effect of mannan from A. saponaria on CD3 and CD25 surface expression on the tumoral cell line C1498. C1498 cells were cultured
with (open, black histograms) or without mannan (filled histograms), and the cell-surface expression of CD3 and CD25 was analyzed by flow
cytometry at 96 h of culture. The x- and y-axes represent fluorescence (three-decade log scale) and relative cell number respectively. Histograms
from cells stained with control isotype-matched mAb are indicated by an open gray histogram. The curves display the mean of data from three
separate experiments.
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Sequence alignment identified the protein DEC-
205 as a member of the mannose receptor family
based on the overall structural similarity to the MR
and phospholipase A2 receptor (PLA2R). DEC-205
was identified as the 200-kDa glycoprotein (gp200)
recognized by mAb MR6. gp200-MR6 was of interest
due to its expression by epithelial cells in the cortex of
the thymus [21], dendritic cells and at low levels by T
lymphocytes. In addition, mAb MR6 was shown to
have an anti-proliferative effect on cultures of T
lymphocytes proliferating in response to interleukin-
4 (IL-4) and to inhibit the IL-4-dependent production
of IgE by B cells [23—-26]. DEC-205 has recently
been assigned the cluster of differentiation number
CD205.

Correct control of the cell cycle results from the
coordinated and sequential activation-inactivation of
key regulators known as cyclin-dependent kinases
(CDKs). The CDK activity is highly regulated by a
number of different elements through the phases of
the cycle. Since the cell cycle is a tightly regulated
process, one might predict that the deregulation of
some elements could cause abnormal proliferation
contributing to cancer. It has been proposed that most,
if not all tumors have altered the restriction check-
point through an alteration of the p16/cyclinD1/pRb
pathway [26]. This proposal is supported by the ratio
of primary tumors and tumoral cell lines (like C1498)
that display an alteration in this pathway.

This is the first report on the effects of mannan
from A. saponaria on the proliferative response of
normal and tumoral cells in vitro. Moreover, the
results could explain the beneficial effects of aloe
when employed as therapeutic agent against cancer,
because it does not interfere with normal lymphocyte
activation and inhibits tumoral cell proliferation and
activation.
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Summary

Most of the cells in the atherosclerotic plaque are T cells, mainly CD4+
and interleukin-2 receptor+ (CD25+). High-density lipoprotein (HDL) regu-
lates the proliferation of smooth muscle cells, but the effects on lymphocytes
have not been studied yet. We studied the HDL effect on mitogen activated
T-cells of human peripheral blood to determine whether HDL inhibits the
proliferation of T-cells preventing their activation. T-cells of human peripheral
blood (PBMC) were isolated and cultivated in the presence of phytohacmag-
glutinin (PHA) and HDL. HDL inhibits the proliferative response of PBMC
induced by PHA, produces a diminution of the total number of T-cells without
affecting CD4+/ CD8+ ratio and maintains the lymphocytes stimulated with
PHA in a non-activated state, thus diminishing the expression of CD2 and
CD25. HDL has a regulatory cffect on T-cells hampering plaque progres-
sion.

Introduction

Atherosclerosis is an inflammatory disease [1, 2]. In fact, the earliest
recognizable lesion of the atherosclerosis (the so-called “fatty streak™) is an
aggregation of lipid-rich macrophages and T- lymphocytes within the intima
[3]. Unstable plaques are particularly rich in activated immune cells, sug-
gesting that they may initiate plaque activation. A rapid increase in the un-
derstanding of the mechanisms that govern the recruitment, differentiation,
and activation of immune cells in atherosclerosis had occurred in the last
few years. In these early lesions, there is a clear preponderance of T cells
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over macrophages and it has been shown that most of these cells are CD4*
and interleukin-2 receptor (IL-2R", CD25%) i.e. activated T lymphocytes [4].

Mitogen activation of T-cells involves a complex set of coordinated events
leading to T-cell differentiation and proliferation. T-cell DNA replication
and mitosis, although dependent on activation of the T-cell antigen-receptor
complex [5], are actually determined by a critical threshold of signals gen-
erated by the interaction of IL-2 with its specific membrane receptor [6].
Once a critical density of IL-2 receptors is reached, cell cycle progression
occurs provided that an adequate concentration of IL-2 is present [6]. It has
been proposed that the balance between pro-inflammatory and anti-inflam-
matory cytokines may be decisive for the progression of the lesion [7, 8].

The proliferative response of cells forming the early atherosclerotic le-
sion to lipoproteins has been studied. Physiological concentrations of very
low-density lipoprotein (VLDL), an atherogenic lipoprotein, inhibit DNA
synthesis in phytohemagglutinin-stimulated human lymphocytes probably
through interactions with a membrane receptor. These results suggest that
VLDL may maintain circulating blood lymphocytes in a non-proliferative
state [9]. More recently, it has been reported that VLDL inhibits lymphocyte
proliferation by reducing IL-2 receptor but enhances the levels of IL-2, sug-
gesting that one atherogenic effect of VLDL is to modulate the cytokine
secretion profile of lymphocytes to a predominantly pro-inflammatory re-
sponse [8]. A direct mitogenic effect of low density lipoprotein (LDL) [10-
12] and suppression of the response to mitogens [13-15] have been reported
depending on the type of cell, the source of lipoprotein, and its degree of
oxidation.

High density lipoprotein (HDL) has been shown to regulate smooth muscle
cell, and prostacyclin production [16], but to our knowledge the effects of
HDL on T- lymphocyte proliferation are contradictory. HDL is considered
a benefical lipoprotein since epidemiological research shows an inverse
correlation between the concentration of plasma HDL and the frequency of
coronary artery disease [17-19]. More direct evidence of the protective ef-
fects of HDL comes from studies in which elevation of HDL in animal models
hasled to a dramatic protective effect against early atherosclerotic fatty streak
formation [20-23]. It is not yet known whether the protective effects of HDL
are related to their role in reverse cholesterol transport or to mechanisms
unrelated to their lipid transport function, such as cell activation and pro-
liferation [24-34].

We now address the study of HDL effects on peripheral blood cells ac-
tivated with a nonspecific mitogen as a model of inflammatory response.
We determined whether HDL modify T-cell expression of activation markers
(CD2 and CD25) and the proportion of helper and cytotoxic lymphocytes.

Methods
-Purification of human peripheral blood mononuclear cells
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by Fycoll-
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Hypaque (Histopaque - Sigma Chemical Co.) from freshly drawn heparinized
blood or buffy coat of healthy donors. The layer of mononuclear cells was
recovered and their viability, determined by trypan blue dye exclusion, was
always > 99%. The investigation conforms with principles outlined in the
declaration of Helsinki.

PBMC depleted of accessory cells (AC) were obtained as follows. To
remove AC, PBMC were treated with SmM L-leucine-O-methyl ester (Leu-
O-Me, Sigma Chemical Co.) in serum-free medium (5 x 10° cells per ml)
at room temperature for 40 min [35]. Then the cells were incubated at 37
°C (5% CO, incubator) for 1 h in a 60 mm diameter sterile plastic petri dish.
The non-adherent cells were removed and subjected to the same procedure
once more. The recovered population is referred to as AC-depleted PBMC.

-Purification of human HDL and oxHDL

HDL was prepared essentially as previously described [36] from healthy
donor’s plasma. Sequential fractionation was performed using an Optima-
TLX desk-top ultracentrifuge with a rotor TLA-100.2 (Beckman Ins.) and
KBr solutions at final density of 1.019, 1.063 and twice at 1.210 g/ml (to
remove some contaminating albumin). The total centrifugation time was 8
hat 15 °C.

HDL was dialysed against RPMI-1640 (with three changes of 4 h each
one) and sterilized by ultrafiltration. This preparation was named HDL.
oxHDL was obtained by UV-irradiation at 290 nm < A = 385 nm in quartz
cuvettes (1 cm light-path containing 2 ml of preparation) for 30 min [37].
HDL and oxHDL final concentration was adjusted to 0.50 mg of protein/
ml. Protein determination was carried out employing a modified Lowry
method [38].

-Lymphocyte proliferation assays

Cell cultures were set up in triplicate in 96-well microculture plates and
incubated at 37 °C in RPMI-1640 containing 5% fetal calf serum (RPMI-
5) in a 5% CO2 atmosphere. 1.25 x 10° cellls were cultured with PHA
(phytohaemagglutinin) (5 mg/ml) or with anti-CD3 (50 pg/ml) plus PMA
(phorbol-12-myristate-13-acetate) (20 hg/ml) in a total volume of 0.200 ml
for 72 h. AC-depleted PBMC were stimulated with anti-CD3 (50 pig/ml) plus
PMA (20 ng/ml). To examine the effect of HDL on mixed lymphocyte culture
(MLC), 1 x 10° PBMC from A individual were cultured in 96-well microc-
ulture plate with the same number of allogenic cells (obtained from B indi-
vidual) per well in 200 ml of complete medium during 120 h.

When lipoproteins were added to the cultures (0.040 to 0.200 mg of pro-
tein/ml as indicated in each experiment), the same volume of medium was
withdrawn from the respective well.

When we evaluated the effect of the lipoproteins on previously activated
T-cells, PBMC were incubated with PHA during 24 h, and the 96-well mi-
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croculture plate was centrifuged during 10 min at 4 °C and 850 g and the
wells washed three times with RPMI-5 to remove the PHA. Then lipoproteins
were added to the cultures (0.040 to 0.200 mg of protein/ml into a final volume
of 0.20 ml/well).

The cultures incubated for 48 or 72 h were pulsed with 1 pCi [*H|thymidine
during the last 18 h of the culture. Cultures were interrupted by harvesting
and radioactivity was measured in a liquid scintillation counter.

-Flow cytometric determinations

Cultures of PBMC (1 x 10° cells/ml) were incubated in RPMI-5 (24 wells
plates) at 37 °C during 48 or 72 h in the presence or in the absence of PHA
(5 mg/ml) with or without HDL (250 ml/well) in a total volume of 1 ml. The
cells were washed with Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) containing
1% BSA and 0.1% NaN, and preincubated with inactivated human serum
for 1 h at 4°C in order to block immunoglobulin non-specific trapping through
Fc receptor. Following Fc blocking, cells were incubated with anti-human
CD3, with anti-human IL2 R (CD25) or with anti-human CD2 monoclonal
antibody (1g/109 cells) for 30 min at 4°C. In a parallel experiment cells were
stained with Abs specific for human CD3, CD8, and CD4 to determine the
percentage of cach T cell subset (Cytognos, Salamanca, Spain). The cells
were washed three times with HBSS and fixed in 2% formaldehyde and stored
at 4°C in the dark until analysis. Ten thousand events were acquired using
a flow cytometer (ORTHO Inmuno Count Flow Cytometry System) and
results were analyzed with WinMDI software.

-Statistical analysis

Each set of results presented in the figures is typically representative of
three experiments using different donors of cell and lipoprotein with a same
protocol. The results represented the mean of triplicate determinations + SD.
The significance of differences between means was calculated by the Stu-
dent’s t-test.

Results

-HDL inhibits proliferative response of stimulated PBMC but does not
modified the response of non-stimulated cells.

To examine whether HDL is able to regulate lymphocyte proliferation,
non-stimulated PBMC were cultured during 72 h in the absence or in the
presence of increasing concentrations of purified HDL, and monitored by
[*H] thymidine incorporation. As it is shown in Figure 1 A, when HDL or
oxHDL were added to non-stimulated resting PBMC cultures, both
lipoproteins displayed neither a mitogenic nor a suppressive activity at any
of the concentrations tested. However, HDL was able to suppress the T-
lymphoproliferative response induced by several mitogens: PHA
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Figure 1: Effect of HDL and oxHDL on resting or activated human peripheral blood
mononuclear cells. PBMC (2 x 10° cells/well) were cultured in 96-well microtiter
plates in the presence of increasing concentrations of HDL and oxHDL. Panel (4)
resting cells (&, B) or (B) cell activated with PHA (5 pug/ml) (&, M), anti-CD3 plus
PMA (®) or MLC (A). After 54 h of culture for cells activated with PHA or anti-CD3
or 102 h for MLC, [*H]-thymidine was added and uptake was determined after 18 h
of incubation. Results are shown as % of control to facilitate comparison. Control
values were as follows: resting cells 9500 = 1500 d.p.m., PBMC + PHA 165000 +
2000 d.p.m., PBMC + anti-CD3 plus PMA 79000 + 14000 d.p.m. and MLC 30600 +
4000 d.p.m..Data are expressed as the mean + SD of triplicate determinations. The
experiment is one of three carried out with different blood sources for PBMC and
HDL purification.

(phytohacmmaglutinin), MLC (mixed lymphocyte culture), or anti-CD3 +
PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) that acts through different mecha-
nisms (Figure 1 B). PHA acts through CD3 + CD2, MLC through TCR +
CD3, and PMA through CD69. In MLC and cultures stimulated with anti-
CD3 plus PMA, higher concentrations of HDL were necessary to attain the
same values of inhibition of the proliferative response induced by PHA (Figure
1B), suggesting a preponderant effect on CD2 costimulation. At 48 h there
was 25 % of inhibition in [*H] thymidine incorporation between PBMC stimu-
lated with PHA and culture in the presence or absence of HDL.

This seems to be a rather specific effect of HDL since when PBMC were
incubated with albumin at the same concentration of proteins or LDL at the
same concentration of cholesterol, we could no detect any suppressive ef-
fect (data not shown). The inhibitory effect of HDL on the proliferative re-
sponse of PBMC induced by PHA could be exerted only by HDL in its na-
tive conformation and not by HDL mildly oxidized by UV-irradiation. It
can be observed in Figure 1B that, upon oxidation, HDL looses the inhibi-
tory effect since the level of [*H] thymidine incorporation in PHA-stimu-
lated PBMC cultured with oxHDL is similar to that of cells cultured with-
out HDL.

The next experiments in this section were designed to discern whether
the suppression of the lymphoproliferative response induced by HDL was
exerted directly on lymphocytes (i.e., a cytotoxic effect similar to that ob-
served on neuronal cells in culture, [37]), or acting on an earlier event dur-
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ing T-cell activation.

We discarded a direct cytotoxic effect because more than 95% of the cells
in all the conditions tested excluded trypan blue after 48 h of culture. After
72h of culture, 90% of the control cells and 80% of the cells cultured with
the highest concentration of HDL excluded trypan blue.

When the cells were analyze after 72 h of culture using light microscopy,
it could be observed that cells incubated with PHA and HDL or oxHDL
formed clumps but the density of clusters per campus was different (9 £+ 1
vs. 19 £2 p< 0.0001, respectively, as determined by Student’s 7 test mean
number of cluster per campus = S.D. n=20). Also, the dimensions of the
clusters were different. The diameters of clusters (one cluster was defined
as the group of at least four cells) were determined from the digitized
photomicrographs by using the morphometric menu of the Metamorph 2.0
software. The average cluster diameter of cells incubated with PHA +oxHDL
were twice greater than those formed by cells incubated with PHA + HDL
(83 £37 um vs. 42 £ 17 pum mean diameters £ S.D., p< 0.0001 as deter-
mined by Student’s 7 test of 100 clusters). The idea that HDL is not exert-
ing a toxic effect is further supported by the fact that the density and dimen-
sions of the clusters formed when cells were culture (always in presence of
PHA) initially for 24 h with HDL and then for a period of 48 h without HDL
is identical to that of cells cultured for 72 h without HDL (20 £2 vs. 19+ 1
mean number of cluster per campus £ S.D. n=20 and 78 = 40 pum vs. 86 +
33 um mean diameters = S.D. of 100 clusters).

HDL does not to exert a toxic effect directly on lymphocytes because
Iymphocytes from PBMC incubated simultancously with PHA and HDL
appeared normal (rounded cells with scarce cytoplasm and well-defined

Figure 2: Electron microscopy of activated human peripheral blood mononuclear
cells cultured in the presence of HDL. PBMC were cultured for 72 h wih PHA and
0.1 mg of protein of oxHDL/ml (Panels A, B and C ) or 0.1 mg of protein of HDL/
ml (Panels D, E and F).
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nucleus) when observed by electron microscopy (Figure 2 D and F). PBMC
incubated simultancously with PHA and oxHDL had the characteristic fea-
tures of activated lymphocytes, (large fusiform cells containing abundant
cytoplasm, some cells with irregular nuclear shape, Figure 2 A and C). Thus,
Iymphocytes from PBMC incubated with HDL had the morphological fea-
tures of resting lymphocytes, while lymphocytes from cells incubated with
oxHDL had the same appearance of activated lymphocytes of PBMC in-
cubated with PHA alone. On the other hand, neither HDL nor oxHDL al-
tered macrophage morphological appearance (Figure 2 B and E). In order
to know if HDL inhibits the mitogenic effect of PHA due to sequestration
of the mitogen, an experiment was performed to prove if HDL must be present
simultaneously with PHA. PBMC were initially stimulated with PHA dur-
ing 24 h, the plates were washed to remove the PHA and then lipoproteins
were added to the wells. In this set of experiments, HDL was able to sup-
press the proliferation of T-cells previously stimulated with the mitogen
(Figure 3). These results demonstrated that HDL does not exert its inhibi-
tory effect by PHA sequestration and support the idea that the antiproliferative
effects of HDL are exerted on lymphocytes that had been directed to a blas-
togenic response (Figure 1 and 2), an that the simultancously presence of
the mitogen is not necessary (Figure 3).

-HDL inhibits blastogenic response without affecting relative proportion
of helper T lymphocyte and cytotoxic T lymphocyte.

T lymphocyte receptor complex includes the alphabeta zetazeta chains
of CD3, and glycoprotein CD4 (or CDS8) that is responsible for recognition

60000 -

50000

40000 -

p-m.

30000 -

d

20000 -

10000 -

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 |

HDL (mg of protein/ml)

Figure 3: Effect of HDL and ox HDL on activated human peripheral blood mononu-
clear cells. PBMC ( 2 x 10° cells/well) were cultured in 96-well microtiter plates in
the presence of increasing concentrations of HDL (®) and oxHDL (). The conditios
are similar to those of Figure 1 except that PHA (5 Hg/ml) was removed from the
cultures after 24 hours of incubation. After 54 h of culture, [PH]-thymidine was added
and uptake was determined after 18 h of incubation. Data are expressed as the mean
+ SD of triplicate determinations. The experiment is one of three carried out with
different blood sources for PBMC and HDL purification.
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Table 1: Effect of HDL on the number of CD4 and CDS8 positive cells. Human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were cultured for 48 and 72 h with
phytohaemagglutinin (PHA) with or without of HDL (0.1 mg of protein of HDL/ml).
The cell-surface expression of CD4 and CDS8 were analyzed by flow cytometry and
is presented as number of positive PBMC gating on CD3+ T-lymphocytes. CD indi-
cates cluster of differentiation.

cpat cpgt oDa-oDg Total

48 hs
PBMC + PHA 70,200 67,600 59,400 197,200
PBMC + PHA + HDL 46,200 43,200 58,650 148,050
72 hs
PBMC + PHA 92,000 138,600 63,600 294,200
PBMC + PHA + HDL 40,200 55,200 51,000 146,400

of beta2-chain of MHC II class molecule (or alpha3-chain of MHC I class
molecule for CD8). CD4 phenotype is inherent in T helper subpopulation,
which coordinate the immune response to T-dependent antigens. Glycoprotein
CD8 has been shown to be primarily expressed on cytotoxic and suppres-
sor T lymphocytes. To define the T-cell subpopulation(s) we used three color
flow cytometry. After 48 or 72 h of culture, HDL inhibited the expression
of both molecules CD4 and CD8 reducing the number of both types of T-
cells (helper and suppressor/cytotoxy lymphocytes), but did not interfere
with the total number of double negative cells (Table 1).

-HDL inhibits the expression of surface activation markers induced by
mitogen.

The activation of resting T-cells is a multiple step process [39, 40]. To
discern whether the inhibitory effect of HDL on the blastogenic response
clicit by PHA was affecting T- cell activation, we evaluated the percentage
of activated T-cells (CD3* CD25" cells and CD3" CD2" cells) by flow
cytometric analysis after 48 and 72 h of PHA stimulation. Both CD25 and
CD2 are considered markers of lymphocyte activation. The term “T-cell
activation” refers to events triggered by antigen stimulation of T cells that
culminate in IL-2 production and IL-2 receptor expression [41]. The high
affinity IL-2R consists in three distinct subunits: IL-2Ra (CD25), IL-2Rf3,
and IL-2Ry. The IL-2R[ chain is expressed constitutively in CD8 cytotoxic
T-cells but not in CD4 helper T-cells and is further induced upon T-cell
activation. The IL-2RYy is expressed constitutively in lymphoid cells. In
contrast, IL-2Ra (CD25) is expressed only upon activation [42-45]. The E-
rosette receptor (CD2) is a differentiation antigen expressed on immature
and mature T lymphocytes, and its expression is increased upon activation
of T-cells [46].

We observed that after 48 h of culture, the cells cultured with medium
alone (without stimulus) presented a low percentage of activated CD3*CD25"
or CD3*CD2" cells (Figure 4 A and B). At the same time, in the cultures
with mitogen there are two populations of CD25" and CD2" cells that dif-
fer in the surface density (CD25™ist yg. CD25"°" and CD2 il vs. CD2"ov),
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Figure 4: Effect of HDL on CD2 and CD25 surface expression on human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC). PBMC were cultured for 48 (panels A and B) and
72 h (panels C and D) with phytohaemagglutinin (PHA) (gray histogram) and 0.1 mg
of protein of HDL/ml (black histograms) and the cell-surface expression of CD25 and
CD2 were analyzed by flow cytometry. The x- and y-axes represent fluorescence
(three-decade log scale) and relative cell number respectively. Histograms from con-
trol cells are indicated by a soft black histogram.

In mitogen challenged cultures there is a proportion of CD25"and CD2" cells
noticeably higher, irrespectively of HDL presence, than in non stimulated
cells (Figure 4 A and B). After 72 h of culture, cells culture in the presence
of PHA without HDL (Figure 4 C and D) developed a higher proportion of
CD3" CD25*ieh and CD3* CD2*ieh cells when compared with the non-stimu-
lated cells or with stimulated cells after 48 h. After 72 h, cultures that con-
tain PHA and HDL simultancously had a lower proportion of the CD3*
CD25*ih and CD3* CD2 b cells (Figure 4 C and D).

Discussion

Inflammation is a basic pathological mechanism that underlies a vari-
ety of discases. The inflammatory reaction involves the complex interac-
tions between inflammatory cells (neutrophils, lymphocytes, and monocytes/
macrophages) and vascular cells (endothelial cells and smooth muscle cells).
The vascular inflammation can be limited by anti-inflammatory
counterregulation mechanisms that mantain the integrity and homeostasis
of the vascular wall. One of the external anti-inflammatory signals is the HDL
[47].

The best-known function of HDL is the promotion of cholesterol efflux
from cells. Efflux of cholesterol from macrophages leads to a reduction in
foam cell formation. As a result, the inflammatory process is inhibit. There-
fore, HDL is anti-inflammatory, thus protecting against the development of
atherosclerosis. Another protecting effect of HDL is the ability to inhibit the
oxidation of LDL [48].
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In addition to HDL’s cholesterol efflux propertics, antioxidant proper-
ties, and ability to inhibit adhesion molecule expression in endothelial cells,
HDL has been shown to have many other effects, several of which are po-
tentially anti-inflammatory. HDL can bind and neutralize the proinflammatory
lipopolysaccharides, and may also neutralize the effects of the acute phase
reactant SAA, that is transported predominantly bound to HDL [49-50].

Our results show that HDL was able to suppress the T-lymphoproliferative
response induced by several mitogens. Interestingly enough, oxHDL could
not suppress T-lymphocytes proliferation. Thus, if the suppressive effect we
describe here is relevant in preventing ASCVD probably oxHDL would not
be active as its native counterpart.

The oxHDL we employed here is a mildly oxidized HDL preparation [51-
52]. Our results together with the facts that mildly oxHDL are less effec-
tive in provoking cholesterol efflux [53], that the HDL from
hypercholesterolemic animals is more peroxidized than that of controls [54],
that HDL is more susceptible than LDL to mild oxidation [55], that it is the
principal vehicle for circulating plasma lipid hydroperoxides [56] and that
oxHDL is cytotoxic to cells in culture [52] suggest that the oxidation of HDL
could be an important factor in atheroma formation. In summary, we think
that normocholesterolemic subjects that have high levels of HDL are pro-
tected against an uncontrolled proliferative response of lymphocytes lead-
ing to atheroma growing, while in hypercholesterolemic subjects this anti-
atherogenic effect is lost due to the oxidation of HDLs.

Another important result that contributes to emphazise the anti-inflam-
matory properties of HDL is that HDL inhibits the blastogenic response
without affecting relative proportion of helper T-lymphocyte and cytotoxic
T-lymphocyte. This effect of HDL indicates that its antiproliferative action
is similar to that of anti-inflammatory compounds and different from that
of immunosupressors that inhibit mainly the proliferation of CD4 pheno-
type lymphocytes. The results of experiments done with T-cell activation
markers further strengthen the fact that antiblastogenic effects of HDL are
related to an anti-inflammatory action, since most anti-inflammatory drugs
imped the expression of IL-2R and CD2 [57].Thus HDL directs activated
Ilymphocytes to a resting phenotype like non-steroidal anti-inflammatory
drugs.
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