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La tuberculosis pulmonar es la en-

fermedad infecciosa más arraigada en

la humanidad, cada año causa más

de 2 millones de muertes y se repor-

tan 8 millones de nuevos casos clíni-

cos con incremento de cepas multi y

extremadamente resistentes. Aunque mucho se ha

investigado sobre los mecanismos de la respuesta

inmune a la infección por M. tuberculosis, no se ha

logrado la identificación de marcadores específicos

que expliquen la susceptibilidad de algunos indivi-

duos a desarrollar tuberculosis, mientras que en otros

casos la infección permanece latente o se resuelve

favorablemente. La resolución de la infección por

M. tuberculosis se asocia a la respuesta inmune del

tipo Th1, e involucra la producción de citocinas

proinflamatorias y mecanismos microbicidas.

Estudios in vitro reportan que TNF-˜, IL-12 e

IFN- estimulan la producción de la enzima de óxi-

do nítrico sintetasa inducible (iNOS), elevan los ni-

veles de óxido nítrico para favorecer la eliminación

intracelular de M. tuberculosis,1-3 mientras que algu-

nos polimorfismos en el receptor de IFN-γ incre-

mentan la susceptibilidad a desarrollar tuberculosis

pulmonar.4,5 La actividad de virulencia de M. tuber-

culosis se ha relacionado con las moléculas que for-

man su pared celular y con proteínas secretadas,6 estos

antígenos parecen modular la respuesta inmune en

etapas tempranas de la infección a través de los re-

ceptores de inmunidad innata de macrófagos

alveolares.

Los receptores de inmunidad innata más relevan-

tes que participan en el reconocimiento de M. tuber-

culosis son los receptores Tipo Toll (TLR) de macró-

fagos. Investigaciones recientes apuntan a los

receptores de reconocimiento TLR2 y CD14 como

las piezas fundamentales en la respuesta inmune que

determinarían el curso de la infección pulmonar cau-

sada por micobacterias, ya que estos receptores po-

seen la mayor capacidad para el reconocimiento de

proteínas, glicolípidos y peptidoglicanos de M. tu-

berculosis.7-11 En etapas tempranas de la infección,

TLR2 recluta a CD14 en regiones de la membrana

citoplasmática con alto contenido de fosfatidilino-

sitol 4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P
2
), esto permite que
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TLR2 sea reclutado a fagosomas con carga bacteriana

en la que M. tuberculosis continúa estimulándolo.12

En esta etapa, los glicolípidos evitan la maduración

del fagosoma, inhiben la asociación del fosfatidil

inositol 3 fosfato (PI3P) y bloquean el flujo de cal-

cio.13

Se ha demostrado que una alta tasa de activación

en TLR2, por productos de M. tuberculosis (TDM,

proteínas LpG y 19kDa) inhibe la producción de

IFN-γ y la expresión de MHCII, además de molé-

culas coestimuladoras en macrófagos y células

dendríticas, atenua la presentación de antígenos.14-16

En un estudio epidemiológico se identificó una va-

riante de la proteína intracelular TIRAP relacionada

con TLR2, que confiere protección contra bactere-

mias, neumococo invasivo, malaria y tuberculosis,17

al hacer evidente que la activación de TLR2 por es-

tos patógenos puede ser una desventaja en la res-

puesta del huésped para eliminar la infección. Otros

estudios en humanos muestran que polimorfismos

de TLR2 o TLR4 dan un incremento en la suscepti-

bilidad a infecciones microbianas, principalmente

influenciado por el balance Th1/Th2.18-20

Se ha reportado que el aumento en la expresión

de TLR2 y su activación excesiva en macrófagos in-

fectados con M. tuberculosis generan una respuesta

Th2, como resultado de la producción de las enzi-

mas supresoras de señalización de citocinas como

SOCS1, e IRAK-M, que inhiben la trayectoria de

señalización del receptor de interferón gamma (IFN-

γ R) y de TLRs en macrófagos, así como de la inhi-

bición de los receptores IL-12R, IL-23R e IFN-γ R̃

en linfocitos; provoca vías de señalización antiinfla-

matorias (IL-10, TGF-β) que promueven la super-

vivencia y proliferación de los bacilos.21

Recientemente se demostró que M. tuberculosis

restringe la respuesta proinflamatoria de macrófa-

gos, mediante la actividad catalítica de la hidrolasa

Hip1 atenuando la activación de TLR2.22 Más aún,

se ha evidenciado que ratones TLR2-/- presentan una

respuesta inflamatoria excesiva con altos niveles de

TNF-α, INF-γ y óxido nítrico en espacios alveolares

ante la infección por M. tuberculosis.23 Nuestro estu-

dio demuestra la importancia de los receptores TLR2

y CD14 de macrófagos humanos THP-1 en la in-

fección por M. tuberculosis (H37Rv), en un modelo

Knock Down (KD), evidenciando que M. tubercu-

losis modula la respuesta inmune a través del recep-

tor TLR2, al inhibir la producción de óxido nítrico

para favorecer su supervivencia, y utiliza a CD14

para favorecer una rápida internalización en macró-

fagos.

MAMAMAMAMATERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOS

A partir de la línea celular THP-1 de monocitos, se

realizó la transformación a macrófagos, estimulan-

do químicamente con fobol 12-miristato 13-acetato

(PMA) a una concentración final de 10µM, por 48

hrs en medio DMEM, enriquecido con 10% de suero

fetal bovino inactivado por calor. Para inducir el

silenciamiento de los genes tlr2 y cd14 in vitro, los

siRNAs duplex (siRNA-TLR2 forward 5'-

ACACAAUAGAGGAAGAUUC-3', reverse 5’-GA

AUCUUCCUCUAUUGUGU-3’, siRNA-CD14

forward 5’-AAACGGCUUAGGUUGAGA-3’,

reverse 5’-UCUCAACCUAGAGCCGUUU-3’)

fueron transfectados con DARMAFECT2® por tri-

plicado, en 1x106 macrófagos/pozo, con siRNAs a

concentración final de 1.8 nM en los grupos de ex-

perimentación; silenciamiento de cd14 (CD14-KD),

silenciamiento de tlr2 (TLR2-KD), silenciamiento

de cd14 y tlr2 (CD14-KD/TLR2-KD), control de

transfección (Liposomas), control negativo de

silenciamiento la transfección con un siRNA ines-

pecífico (Dharmacon Control no-ontarget) y célu-

las sin transfección. Se utilizó ramdom hexamers (In-

vitrogen) para la conversión de los transcritos a
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cDNA, la amplificación se realizó con SyBR Green

Supermix en un equipo CFX96TM, y la expresión

génica se normalizó con el método  ∆∆Ct, con los

oligonucleótidos: TLR2 (forward 5’-

GGGTTGAAGCACTGGACAAT-3’, reverse 5’-

TCCTGTTGTTGGACAGGTCA-3’), CD14

(forward 5’-ACTTGCACTTTCCAGCTTGC-3’,

reverse 5’-GCCCAGTCCAGGATTGTCAG-3’), y

GAPDH (forward 5’-

GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3’, reverse 5’-

AGGGGTCTACATGGCAACTG-3’). La expresión

de las proteínas TLR2 y CD14 en la membrana ce-

lular de los macrófagos se determinó por citometría

de flujo, con anticuerpos monoclonales anti-TLR2-

FITC y anti-CD14-PE, con un equipo Beckton

Dickinson modelo Calibur, y se empleó el software

Cellquest para demostrar la efectividad del silencia-

miento y comprobar la ausencia de los receptores

TLR2 y CD14 en la membrana de los macrófagos.

Los grupos de experimentación se infectaron con

M. tuberculosis H37Rv, a una razón de infección

5:1 (bacterias/macrófagos), seis horas después se re-

tiró el sobrenadante del cultivo celular, se lavó dos

veces, con el fin de evitar bacterias remanentes no

fagocitadas. A las 48hrs después del inicio de la in-

fección, se colectó el sobrenadante y se filtró con una

membrana de 0.22 µm, y se realizaron dos lavados

para eliminar las posibles bacterias extracelulares.

Posteriormente, las células en monocapa se lisaron

con 1ml de agua estéril miliQ libre de RNasas a 0°C,

y se centrifugaron a 1000rpm/10 minutos, el

sobrenadante de esta centrifugación se guardó en

Trizol®, para recuperar el RNA total y el pellet fue

resuspendido en 500 µl de medio y sembrado en pla-

cas con agar Middlebrook 7H10.

Luego de tres semanas, se midieron las unidades

formadoras de colonias (UFC). A partir del

sobrenadante de los grupos de experimentación, se

hizo la cuantificación de citocinas (TNF-α, IL-12,

IFN-γ, IL-10 y TGF-β) por ELISA, con kits

eBiosciencie®. Del lisado celular se obtuvo el RNA

total con columnas de extracción Qiagen RNAeasy®,

y se midió la expresión génica normalizada de las

citocinas, tomando como gen constitutivo GAPDH,

se utilizó el método  ∆∆Ct, con los siguientes oligo-

nucleótidos; TNF-α (forward 5 4 0+”¨�-

GTGCTTGTTCCTCAGCCTCT-3’, reverse 5’-

TGGGGAACTCTTCCCTCTG-3’), IL-12

(forward 5  ”¨0+”¨�-GCCCAGCTGCTGAG

GAGAGT-3  ”̈ 0+”̈ �, reverse 5  ”̈ 0+”̈ �-TGGGT

GGGTCAGGTTTGATG-3  ”¨0+”¨�), IFN-γ
(forward 5’-ACGAGATGACTTCGAAAAGCTG-

3’, reverse 5’-TTTAGCTGCTGGCGACAGTTC-

3’), IL-10 (forward 5’-GGGAGAACCTGAA

GACCCTCA-3’, reverse 5’-TGCTCTTGTTTTCA

CAGGGAAG-3’), TGF-β (forward 5  ”̈ 0+”̈ �A

AGTGGACATCAACGGGTTC3  ”̈ 0+”̈ �, reverse

5 ”¨0+”¨�GTCCTTGCGGAAGTCAATGT3

”¨0+”), GAPDH (forward 5’-GGCCTCCAAG

GAGTAAGACC-3’, reverse 5’-AGGGGTCT

ACATGGCAACTG-3’).

La actividad del óxido nítrico se evaluó de mane-

ra indirecta, utilizando el reactivo de Griess con los

sobrenadantes de los grupos de experimentación.

Además, se medió la expresión génica normalizada

del gen óxido nítrico sintetasa inducible (inos) por

RT-PCR en tiempo real.

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOSADOSADOSADOSADOS

La optimización del modelo TLR2 Knock Down de

macrófagos THP-1 (siRNA-TLR2 y siRNA-CD14)

se obtuvo a una concentración de 1.8 nM/siRNA 48

hrs después de su transfección.  En estas condiciones

se presentó la máxima ausencia de transcritos tlr2,

con un porcentaje de silenciamiento génico de

93±2%, mientras que la expresión de la proteína en

la membrana celular se inhibió en 98±4% (p<0.001).
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De igual manera, para cd14 el silenciamiento génico

fue de 94±2%, y la expresión de CD14 en la mem-

brana celular se suprimió en 92±4% (p<0.001). Des-

pués de infectar los grupos experimentales por 48

hrs con M. tuberculosis H37Rv, las bacterias intrace-

lulares se plaquearon por tres semanas y se midieron

las unidades formadoras de colonias (UFC). Los cul-

tivos que involucraban el silenciamiento de TLR2

(siRNA-TLR2, siRNA-CD14/TLR2) mostraron una

inhibición del crecimiento bacilar de 97±5%

(p<0.001), y para el modelo siRNA-CD14 sólo se

observó inhibición en el número de UFC del 36%

(p<0.05) (figura 1). Estos resultados muestran que

probablemente las bacterias fueron eliminadas, ya que

no se presentaron UFC en los cultivos de sobrena-

dantes, tomados a las 6 hrs de infección en macrófa-

gos con siRNA-TLR2. Para determinar si se activó

el mecanismo microbicida iNOS/óxido nítrico, se

analizó la expresión génica de la enzima iNOS.

Mecanismo microbicida iNOS/óxido nítrico

La expresión génica de inos muestra un incremento

significativo de 72% para siRNA-CD14, 116% para

siRNA-TLR2 y 172% para siRNA-CD14/TLR2,

con  respecto al control de infección (figura 2). Por

otra parte, la concentración de nitritos aumentó sig-

nificativamente (p<0.05), e indica la presencia de

óxido nítrico únicamente en macrófagos TLR2-KD

infectados por M. tuberculosis (figura 3).

Finalmente, los niveles de las citocinas TNF-α e

IFN-γ presentan un incremento significativo en las

muestras que involucran el silenciamiento de TLR2

(siRNA-TLR2) con respecto al control de infección

(figura 4 y figura 5), sugieren que la respuesta inmu-

ne Th1 prevalece en la infección por M. tuberculosis

en macrófagos TLR2-KD.

DISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓN

Los resultados de esta investigación permiten esta-

blecer que el silenciamiento del receptor TLR2 con-

tribuyó a disminuir el número de UFC en un 97±5%,

a 48hrs después de la infección. En este tiempo los

macrófagos TLR2-KD y CD14-KD/TLR2-KD in-

fectados con M. tuberculosis incrementaron signifi-

cativamente la producción de IFN-ã, asociada con la

activación de macrófagos para incrementar la pro-

ducción de iNOS y óxido nítrico. Entonces, la exce-
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Fig. 1. Reducción significativa de las UFC para muestras TLR2-KD.

Fig.  2. Incremento significativo en los transcritos de inos en los grupos con
silenciamiento génico.
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siva activación de TLR2 puede ser una desventaja en

la respuesta inmune del huésped para eliminar la in-

fección, e indica que el receptor TLR2 representa un

fino sintonizador del balance inmunológico Th1/Th2

y, en consecuencia, es una pieza fundamental para el

establecimiento de la infección por M. tuberculosis,

la modulación de TLR2 por factores de virulencia

de M. tuberculosis ajusta las condiciones para facili-

tar su supervivencia y multiplicación. Por esta ra-

zón, al inhibir la expresión del receptor TLR2 la in-

fección por M. tuberculosis activa vías alternas que

permiten la respuesta proinflamatoria y el mecanis-

mo microbicida iNOS/óxido nítrico.

RESUMENRESUMENRESUMENRESUMENRESUMEN

La tuberculosis pulmonar es la forma clínica más

frecuente de la infección causada por Mycobacterium

tuberculosis (Mtb). La aparición de cepas multidro-

goresistentes (MDR) y extremadamente drogoresis-

tentes (XDR) de Mtb hace necesaria la exploración

de nuevas alternativas para el control de la tubercu-

losis, entre ellas la inmunoterapia. El bacilo de la

tuberculosis infecta a macrófagos, interaccionando

con los receptores de superficie para inhibir los me-

canismos microbicidas y permitir su supervivencia.

El objetivo de esta investigación fue evaluar el papel

de los receptores de inmunidad innata TLR2 y CD14

de macrófagos THP-1 en la infección por M. tuber-

culosis. Se utilizó un modelo Knock Down (KD) in

vitro, silenciando los genes tlr2 y cd14 de macrófa-

gos de la línea celular THP-1, y se infectaron con

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) a razón de 5:1.

El silenciamiento del receptor TLR2 reflejó un in-

cremento en la expresión de citocinas proinflamato-

rias (TNF-α, IFN-γ), lo que activó el mecanismo

microbicida iNOS/óxido nítrico para disminuir en

más de 95% las UFC (p<0.001). El silenciamiento

del receptor CD14 produjo una disminución de 29%
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Fig. 3. La actividad del óxido nítrico se observó sólo en el grupo de macrófa-
gos TLR2-KD.

Fig. 4 Incremento significativo de la citocina TNF-α en el grupo de macrófa-
gos TLR2-KD.

Fig. 5. Aumento significativo en la expresión de ifn-γ en los grupos de macró-
fagos con silenciamiento en tlr2.
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en el conteo de UFC con respecto al control, aun-

que sin actividad del mecanismo microbicida. Estos

resultados sugieren que M. tuberculosis utiliza al re-

ceptor TLR2 de macrófagos para evadir la respuesta

inmunem, y que la presencia de CD14 es importan-

te para establecer la rápida internalización del baci-

lo. Los resultados obtenidos proporcionan la base

de nuevas estrategias de tratamientos moleculares, y

silencian genes temporalmente para favorecer una

respuesta inmune efectiva que resuelva la infección

causada por M. tuberculosis.

Palabras clave: Silenciamiento, Receptores, Macró-

fagos, M. tuberculosis, UFC (Unidades Formadoras

de Colonia).

ABSABSABSABSABSTRATRATRATRATRACTCTCTCTCT

Pulmonary tuberculosis is the most common clini-

cal form of infection caused by Mycobacterium tu-

berculosis (Mtb). The emergence of multi-drug-re-

sistant tuberculosis (MDR-TB) and extensively drug-

resistant tuberculosis (XDR-TB) requires the explo-

ration of new alternatives for the control of tuber-

culosis, including immunotherapy. The tubercle

bacillus infects macrophages by interacting with sur-

face receptors to inhibit the mechanisms allowing

their survival and microbicides. The aim of this in-

vestigation was to assess the role of innate immunity

receptors TLR2 and CD14 on THP-1 macrophage

infection with M. tuberculosis. We used an in vitro

Knock Down (KD) model, silencing genes TLR2

and CD14 from the macrophage cell line THP-1,

and were infected with Mycobacterium tuberculosis

(H37Rv) at a ratio of 5:1. TLR2 receptor silencing

reflected an increase in the expression of

proinflammatory cytokines (TNF-á, IFN-ã), which

activated the microbicidal mechanism iNOS / ni-

tric oxide, decreasing CFUs by more than 95% (p

<0.001). Silencing CD14 receptor produced a 29%

decrease in CFU counts compared to the control,

though with inactivity of the microbicide mecha-

nism. These results suggest that M. tuberculosis uses

macrophage TLR2 receptor to evade the immune

response, and that the presence of CD14 is impor-

tant for establishing the rapid internalization of ba-

cillus. The results provide the basis for new molecu-

lar treatment strategies, temporarily silencing genes

to promote an effective immune response to resolve

the infection caused by M. tuberculosis.

Keywords: Mute, Receivers, macrophages, M. tu-

berculosis, CFU (Colony Forming Units).
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