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Q.F.B. Armando Salvador Flores Torres            Fecha de graduación: Julio, 2015 
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Título del Estudio: EFECTO DEL BLOQUEO DE TLR2 Y CD14 EN MACRÓFAGOS 
INFECTADOS CON Mycobacterium tuberculosis 
 
Número de páginas: 85 
 
Candidato para la obtención del grado de Maestro en Ciencias con Orientación  
en Inmunología Médica. 
 
Área de estudio: Inmunología 
 
Propósito y Método de Estudio: Un tercio de la población mundial está infectada por 

Mycobacterium tuberculosis. Se ha reportado previamente que receptores de la 
inmunidad innata como TLR2 y CD14 interaccionan con la bacteria induciendo una 
respuesta inmune contra el bacilo. Recientemente en nuestro laboratorio se 
demostró el incremento de la muerte intracelular del bacilo en macrófagos KD para 
TLR2 y CD14. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del bloqueo de dichos 
receptores utilizando anticuerpos monoclonales en macrófagos THP-1 infectados 
con Mycobacterium tuberculosis. Macrófagos THP-1 fueron infectados con 
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) y posterior a 48 horas de infección, los 
receptores TLR2 y CD14 fueron bloqueados utilizando anticuerpos monoclonales. El 
sobrenadante fue recuperado de los cultivos a diferentes tiempos para la 
cuantificación de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-Ȗ, TNF-α) y antiinflamatorias (IL-
10 y TGF-ȕ). Por otro lado, las células fueron lisadas para cuantificar la carga 
bacteriana. Los resultados generados fueron evaluados con la prueba de ANOVA y 
el análisis de comparación múltiple de Tukey utilizando el software Graphpad Prism 
versión 6.0.  

 
 
Contribuciones y conclusiones: El bloqueo de TLR2 y TLR2/CD14 con mAb 
favorece la muerte intracelular de Mycobacterium tuberculosis. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1 Tuberculosis 

 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por miembros del complejo de 

Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye a Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

agente etiológico de TB en humanos. El bacilo de la tuberculosis infecta a 

millones de personas cada año, siendo la segunda causa de muerte ocasionada 

por enfermedades infecciosas en el mundo, después del virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH). Esta enfermedad generalmente afecta los 

pulmones (tuberculosis pulmonar), pero también puede afectar otros sitios del 

cuerpo (tuberculosis extrapulmonar). Por lo general solo una proporción 

relativamente pequeña de personas infectadas con Mtb desarrollará la 

enfermedad (menos del 10%), sin embargo la probabilidad de desarrollar TB es 

alta en personas cuyo sistema inmune se encuentra comprometido, como en el 

caso de personas infectadas con VIH, o personas bajo tratamiento con 

medicamentos inmunosupresores (1). 
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En la actualidad, la ausencia de una vacuna completamente protectora contra la 

TB, el lento desarrollo de nuevos fármacos, la necesidad de regímenes 

terapéuticos prolongados y la emergencia de cepas multidrogo-resistentes y 

extremadamente drogo-resistentes de Mtb son cuestiones que resaltan la 

problemática actual de la TB (2). 

 

 

Figura 1. Microscopía electrónica de Mycobacterium tuberculosis.  (Jean-Pierra Tissier, Franco Menozzi, 

Instituto Pasteur). 

 

1.2 Mycobacterium tuberculosis 

 

Las micobacterias son bacterias no móviles, no esporuladas, débilmente gram 

positivas, que aparecen al microscopio como bacilos de 1-4µm de longitud y 

0.3-0.6µm de ancho. Están incluidas en el orden de Actinomicetales, el cual 

comparte con otras bacterias como Corynobacterium, Nocardia y Rhodococcus. 

Una característica distintiva de estas bacterias es la presencia de ácidos 

micólicos en su pared celular que juegan un papel crítico para la estructura y 

función de la pared celular (3). Las micobacterias son bacterias intracelulares 

facultativas cuyas células dianas son los fagocitos, particularmente los 
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macrófagos y monocitos en donde se multiplican. A pesar de la existencia de 

muchas micobacterias ambientales, las patogénicas como Mtb son 

estrictamente parásitas (4). 

 

 

Figura 2. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Adaptación de Van Crevel R., 

Innate immune recognition of Mycobacterium tuberculosis, Clinical and Developmental Immunology, 2011. 

PIM: Manósido de fosfatidilinositol. 

 

Mtb es un patógeno de lento crecimiento con un tiempo de duplicación de 12-24 

horas bajo condiciones óptimas (5). La característica más sobresaliente de Mtb 

es la estructura compleja de su pared celular (Figura 2) (6), la cual es la capa 

más externa del bacilo, por tanto tiene una interacción directa con los elementos 

de la respuesta inmune (7). La pared celular está constituida principalmente por 

un complejo macromolecular formado por ácidos micólicos arabinogalactano-

peptidoglicano (8) y posee un elevado contenido de lípidos (9). La estructura 

peculiar de la pared del bacilo le provee una barrera impermeable excepcional 



 
 

4 

 

protegiéndola de las drogas y componentes tóxicos,  brindándole hidrofobicidad 

extrema, resistencia a la desecación, a la acidez y alcalinidad, y además juega 

un papel importante en su virulencia (5, 10). 

 

1.3 TLR2 y CD14: Receptores de la inmunidad innata 

 

El sistema inmune innato ha evolucionado para detectar y responder un amplio 

rango de microorganismos. La detección de microorganismos es mediada por 

receptores especializados llamados receptores de reconocimiento de patrones 

(PRRs), los cuales son capaces de reconocer patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMPs). Los PRRs están expresados ampliamente en células del 

sistema inmune como macrófagos. Después del reconocimiento del PAMP, los 

PRRs transducen una señal al interior de las células permitiendo la activación 

de factores de transcripción. Los factores de transcripción activos contribuyen al 

inicio del proceso inflamatorio y la maduración de células presentadoras de 

antígenos (APCs) involucradas en la regulación positiva de moléculas solubles 

y de superficie celular (11). En el caso de Mtb, existen muchos grupos de PRRs 

que se unen a diferentes estructuras conservadas del bacilo, incluyendo los  

receptores del complemento (CR1, CR3 y CR4), receptores de manosa, CD14, 

DC-SIGN, receptores tipo Toll, CD44 y receptores tipo scavenger (Figura 3) (12-

17). 
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Figura 3. Receptores de captura y de reconocimiento de Mycobacterium tuberculosis. Adaptación de van 

Crevel R, Innate Immunity to Mycobacterium tuberculosis, Clinical Microbiology Reviews, 2002. LAM: 

Lipoarabinomanano. 

 

Los receptores tipo Toll (TLRs) son receptores muy bien caracterizados que 

reconocen un amplio rango de PAMPs (17). Los TLRs son reconocidos como 

miembros de la súper familia del receptor de la IL-1 (interleucina-1) y comparten 

una vía común de activación mediada por su dominio de señalización Toll/IL-1R 

(receptor de la interleucina-1) (18). En la actualidad se han descubierto diez 

genes que codifican para TLRs en humanos (TLR1-TLR10) y doce en ratones 

(TLR1-TLR9 y TLR11-TLR13) (19), de estos se han identificado los ligandos 

para todos ellos menos para el TLR10 de humanos y el TLR12 y TLR13 de 

ratones (20). Los TLRs forman heterodímeros u homodímeros para cumplir su 
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función de reconocimiento y señalización. La mayoría de ellos forman 

homodímeros con algunas excepciones, entre ellos destaca el TLR2, el cual es 

capaz de formar heterodímeros con TLR1 o con TLR6, lo cual le permite 

reconocer diferentes lipopéptidos: el heterodímero TLR1-TLR2 reconoce 

lipopéptidos triacilados, mientras que el heterodímero TLR2-TLR6 responde 

frente a lipopéptidos diacilados (21-25). Esta capacidad de reconocimiento de 

TLR2 es la razón por la cual diversos estudios han reportado la participación de 

este receptor en la respuesta de macrófagos alveolares contra Mtb donde este 

receptor reconoce la mayor parte de las moléculas del bacilo tales como 

peptidoglicanos, lipoproteínas, glicolípidos como LAM (lipoarabinomanano), 

AraLAM (lipoarabinomanano con residuos de arabinosa), ManLAM 

(lipoarabinomanano con residuos de manosa) y dimanósidos de fosfatidilinositol 

acilados (26).  

 

CD14 es una glicoproteína compuesta de 375 aminoácidos ricos en 

repeticiones de leucina presente de manera soluble en sangre o como una 

proteína de membrana de 55kDa de anclaje glicosilfosfatidilinositol expresada 

en la superficie de monocitos, macrófagos y de leucocitos polimorfonucleares 

(20, 27). CD14 interactúa con muchos ligandos de TLRs y tiene una función 

muy importante aumentando la activación de éstos (20). Es capaz de 

interactuar con diversos homodímeros y heterodímeros de TLRs (Figura 4), 

entre esos se encuentran el TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 y TLR9 (28-34). 

Los sitios de unión de CD14 hacia los diferentes ligandos de TLRs se solapan, 

de esta manera el LPS (lipopolisacárido) compite con el ADN y con 
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peptidoglicanos, el ácido lipoteicoico (LTA) compite con el peptidoglicano, y el 

ADN de doble cadena compite con polyI:IC (ácido poliriboinosilico-policitidilico) 

por su unión a CD14 (28, 30, 35). Aún se desconoce cómo CD14 es capaz de 

unirse a antígenos con tan distinta estructura molecular. Esta molécula es 

considerada una de las proteínas más importantes en la regulación de la 

respuesta inflamatoria mediada por TLR4. Dicho receptor se une al LPS 

conduciendo a la activación del NF-κB (factor nuclear potenciador de las 

cadenas kappa de las células B activadas) y la expresión de citocinas mediadas 

por el complejo TLR4/MD2 (36). CD14 es capaz de mediar la producción de 

TNF-α en respuesta a ligandos del dímero TLR2-TLR6 como MALP2 

(lipopéptido 2 activador de macrófagos), LTA, zymosan a y Pam2CSK4 

(lipoproteína sintética diacilada) (20). Además CD14 se encuentra involucrado 

en la fagocitosis de Mtb no opsonizado por macrófagos vía el reconocimiento de 

componentes de la pared celular, como LAM (37). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Unión de TLR2, TLR6 y CD14 para el reconocimiento  de diferentes antígenos. Adaptación de 

Ploegh HL, Accessory molecules for Toll-like receptors and their function, Nature Reviews Immunology 

2012. 
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1.4 Epidemiología de la tuberculosis 

 

La infección por Mtb ocurre cuando algunos bacilos dispersos en el aire de un 

paciente con TB pulmonar activa alcanzan el alveolo de otro huésped (Figura 5) 

(38). Posteriormente, el bacilo es rápidamente fagocitado por macrófagos 

alveolares profesionales, que normalmente destruyen por mecanismos de la 

respuesta inmune innata a los microorganismos fagocitados (39). Las citocinas 

proinflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 

(IL-8) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) se producen en las etapas 

iniciales de la infección, atrayendo neutrófilos y macrófagos los cuales 

fagocitarán los bacilos extracelulares y promoverán la inflamación a través de la 

liberación de citocinas (40). Los monocitos inflamatorios se diferenciarán en 

macrófagos, quienes fagocitarán a las bacterias, pero no todas ellas serán 

destruidas. En esta fase de la infección, la micobacteria crece logarítmicamente 

y los macrófagos se acumulan, ocasionando daño tisular (17).  

 

La respuesta inmune adquirida en la tuberculosis se caracteriza por un infiltrado 

celular (linfocitos y otras células del sistema inmune) que formarán el 

granuloma. El granuloma tiene un papel dual, conteniendo la infección por una 

parte, la evasión y la persistencia de bacterias viables por otra (41). Después de 

2 a 3 semanas de la infección, la inmunidad mediada por linfocitos T se 

desarrolla y las células T-antígeno específicas llegan, polarizándose 

principalmente a linfocitos Th1 y liberando citocinas tales como IFN-Ȗ (interferón 

gamma) activando macrófagos, favoreciendo la producción de especies 
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reactivas del nitrógeno (RNS) para destruir la micobacteria intracelular. 

Subsecuentemente, el crecimiento bacteriano logarítmico se detiene y la 

necrosis en el granuloma inhibe el crecimiento extracelular de la micobacteria 

(17). De manera adicional, reportes han demostrado que las APCs pueden 

contribuir a un defecto en la estimulación de células T a través de la producción 

de citocinas inmunorreguladoras como TGF-ȕ (factor de crecimiento 

transformante beta) e IL-10 (interleucina-10) (38, 42). 

 

 

Figura 5. Patogénesis de la tuberculosis. Adaptación de Claudio Nunes-Alves MGB. In search of a new 

paradigm  for protective immunity to TB. Nature Reviews Microbiology, 2014. 
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1.5 Citocinas 

1.5.1 Citocinas inflamatorias: IL-6,  TNF-α e IFN-Ȗ 

Después de la fagocitosis de la micobacteria inhalada, los macrófagos 

alveolares son estimulados para secretar citocinas proinflamatorias, como TNF-

α, IL-1ȕ, IL-6 e IL-12 (15, 43). La producción incrementada de IL-6 es un 

parámetro de muchas enfermedades inflamatorias crónicas y en conjunto con 

TNF-α son requeridas para la protección contra Mtb en ratones (44). A pesar de 

su importancia mediando la inflamación, la IL-6 no es tan importante como el 

TNF-α; esta última induce en los macrófagos mecanismos antibacterianos (45). 

La IL-6 es importante para la resistencia contra la TB después de la infección 

con altas dosis de Mtb, pero no es necesaria para el control de su crecimiento a 

bajas dosis (46-48). Un estudio de desarrollo de vacunas empleando una 

subunidad de Mtb demostró la importancia de la IL-6 en la inducción de 

respuestas protectoras Th1 (49), sin embargó también se ha visto que puede 

generar un efecto inhibitorio en la señalización del IFN-Ȗ (47). Altos niveles de 

IL-6 han sido encontrados en fluidos pleurales y broncoalveolares de pacientes 

con TB, pero a su vez se ha visto que esta citocina tiende a antagonizar los 

efectos del TNF-α previniendo la unión del TNF-α a los macrófagos inhibiendo 

su actividad antibacteriana (50-52). Por otro lado, un estudio demostró que la 

IL-6 favorece el crecimiento de la micobacteria intra y extracelularmente (53) 

mientras inhibe la producción de TNF-α y de IL-1ȕ a nivel transcripcional in vitro 

(54).  
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El TNF-α es una citocina crítica para la respuesta contra Mtb, puede estimular 

neutrófilos y macrófagos de manera autocrina y parácrina para inducir la 

apoptosis y la producción de RNS y de especies reactivas del oxígeno (ROS), 

trayendo como consecuencia la destrucción del bacilo (55). Esta citocina es 

esencial para la formación del granuloma y probablemente para su 

mantenimiento (56) y además es una señal importante para la activación del 

macrófago, en conjunto con el IFN-Ȗ (57). Los ratones deficientes de esta 

citocina son incapaces de controlar la infección por Mtb, y los granulomas no se 

forman adecuadamente en sus pulmones (58), además los ratones en los 

cuales el TNF-α es neutralizado durante la fase crónica de la infección 

rápidamente sucumben a la enfermedad (59). El reciente desarrollo de 

fármacos anti-TNF-α para el tratamiento de enfermedades inflamatorias 

crónicas ha generado la reactivación de casos de TB (58). 

 

Por otra parte, el IFN-Ȗ es una citocina producida especialmente por células T 

para activar macrófagos e inducir la producción de ROS y RNS y es 

probablemente la citocina más importante para la respuesta inmune contra 

micobacterias (4). Esta citocina es secretada principalmente por células Th1 y 

células CD8+, células NK, NKT y APCs (60). Los ratones deficientes en IFN-Ȗ o 

en su receptor son extremadamente susceptibles a Mtb y BCG (bacilo de 

Calmette y Guérin); dichos ratones desarrollan la infección rápidamente 

mostrando una alta carga bacteriana, formación progresiva y destructiva del 

granuloma y una muerte temprana (61, 62). Los pacientes con defectos 

genéticos en la función del receptor de  IFN-Ȗ o en su vía de señalización (por 
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ejemplo STAT1, transductor de señal y activador de transcripción 1) son 

particularmente propensos a infecciones crónicas por micobacterias (63). 

Además, el tratamiento a estos pacientes con IFN-Ȗ exógeno genera mejoría 

clínica (64). 

 

1.5.2 Citocinas antiinflamatorias: IL-10 y TGF-ȕ 

 

Al primer contacto de la micobacteria con los fagocitos se producen grandes 

cantidades de TNF-α, IL-12 y otras citocinas proinflamatorias, pero además se 

induce la producción de IL-10 y TGF-ȕ las cuales pueden inhibir su efecto (65-

68). Números elevados de células T reguladoras (Treg), las cuales producen 

estas citocinas inmunosupresoras, están reportadas en sangre periférica de 

pacientes con TB y en el sitio de infección (69). La producción de IL-10 seguida 

de la fagocitosis del bacilo puede ocurrir como una respuesta natural 

antimicrobiana por el huésped, o puede ser inducida por la bacteria como un 

mecanismo de evasión (70). La IL-10 tiene la capacidad de bloquear la 

maduración del fagosoma de manera dependiente de STAT-3 (Transductor de 

señal y activador de transcripción 3), lo cual facilita la supervivencia de Mtb y su 

crecimiento (71). Un mecanismo importante de destrucción de Mtb es mediante 

la activación de macrófagos por el IFN-Ȗ, el cual puede ser inhibido por la IL-10 

(72, 73). Además de antagonizar los efectos del IFN-Ȗ, la IL-10 producida 

durante la fagocitosis puede bloquear la presentación de antígeno regulando 

negativamente la expresión de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) (72). 
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De manera parecida a la IL-10, el TGF-ȕ tiene un papel prominente en la 

desactivación de macrófagos y supresión de células T en respuesta a Mtb (74). 

Una característica importante de la TB pulmonar activa es la producción 

excesiva de esta citocina, donde en estudios de TB en humanos se ha visto que 

la IL-10 y el TGF-ȕ puede encontrarse elevada en pulmones (75) y en suero de 

pacientes con TB pulmonar latente (76). En cultivos de células mononucleares 

fagocíticas infectadas o expuestas a los componentes de la bacteria también 

producen altas concentraciones de estas citocinas (77). Además, la producción 

de TGF-ȕ está asociada con fibrosis durante la infección crónica con Mtb (78). 
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CAPÍTULO 2 

 

 

ANTECEDENTES 

 

2.1 Papel de TLR2 y CD14 en respuesta a la infección por Mtb 
 

Existen diversos reportes que indican la importancia de TLR2 en la respuesta 

contra Mtb. Mtb y la lipoproteína de 19-kDa inhiben la expresión del MHC-ll y el 

procesamiento de Ag mediante un mecanismo dependiente del TLR2 el cual 

involucra un defecto del transactivador de clase ll (CIITA) (79). La proteína 

ESAT-6 de Mtb (blanco antigénico secretado tempranamente) es capaz de 

unirse directamente al TLR2; esta unión activa a la proteína Akt (protein-cinasa 

B), esta a su vez impide la unión de la proteína adaptadora MyD88 (gen de 

respuesta primaria de diferenciación mieloide 88) con la proteína citoplasmática 

IRAK-4 (cinasa 4 asociada al receptor de interleucina 1). Al impedir esta unión 

se impide la cascada de señalización que normalmente concluiría en la 

activación del factor de transcripción NF-κB, necesario para la producción de 

citocinas inflamatorias necesarias para la defensa del macrófago contra el 

bacilo (80). 

 

Mtb ha desarrollado mecanismos para inhibir la maduración de los fagosomas 

(81, 82), y para neutralizar el ambiente ácido del compartimento fagolisosomal 

(83, 84) asegurando así su supervivencia dentro de los fagocitos. Sin embargo 
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recientemente se demostró que la bacteria es capaz de traslocarse del 

fagolisosoma al citosol (85), una característica solo de algunas cepas virulentas 

de micobacterias. En este estudio se observó que la sola infección con Mtb 

regula negativamente la expresión del TLR2 y de otras proteínas involucradas 

en la señalización vía MyD88 (85). 

 

Para resaltar aún más la importancia de TLR2 en la respuesta contra Mtb, en un 

modelo de ratones knockout (KO) para TLR2 infectados con el bacilo se 

observó el desarrollo de lesiones granulomatosas pulmonares con infiltrados de 

neutrófilos, más grandes a los encontrados en ratones wild-type (WT) (86), 

además bajos niveles de iNOS (sintasa de óxido nítrico), TNF-α, TGF-ȕ, IL-1ȕ e 

IL-2 comparados con los ratones WT (86). 

 

CD14 funciona como una molécula accesoria que al unirse al TLR4 o al dímero 

TLR1-2 es capaz de reconocer estructuras de Mtb. El conocimiento del papel in 

vivo de CD14 durante la infección con micobacterias es relativamente limitado. 

La ausencia de CD14 resulta en producción reducida de TNF-α por macrófagos 

infectados con M. avium in vitro, los ratones KO presentan una reacción 

granulomatosa similar a los WT después de la infección intravenosa in vivo (87). 

Por otra parte, ratones KO para CD14 con TB pulmonar la mortalidad es baja 

comparada con los ratones WT después de 20 días de infección, la cual está 

acompañada de una inflamación pulmonar reducida (88). 
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Recientemente en nuestro laboratorio se generó un modelo knock-down (KD) 

para TLR2, CD14 o ambas moléculas en macrófagos derivados de monocitos 

de la línea celular THP-1 utilizando siRNAs (RNAs de interferencia), donde 

posteriormente se infectaron a los macrófagos silenciados. En este estudio se 

observó un incremento en la expresión de TNF-α, IL-12 e IFN-Ȗ a las 48 horas 

de infección. La activación de macrófagos por IFN-Ȗ en el modelo Knock-Down 

condujo a un incremento en la transcripción de iNOS, además de la reducción 

de la carga bacteriana, concluyendo de esta manera que los receptores de la 

inmunidad innata CD14 y TLR2 de macrófagos THP-1 favorecen los 

mecanismos de internalización y supervivencia de Mtb en un modelo de 

infección in vitro (89). 

 

2.2 Uso de anticuerpos monoclonales para bloquear receptores 

 

Desde hace algún tiempo se han utilizado anticuerpos monoclonales (mAb) 

para evaluar la función o el efecto sobre diversas moléculas en diferentes 

patologías. Existen estudios donde se demuestra que el bloqueo de TLR2 

utilizando mAb puede ser de utilidad para algunas enfermedades. Entre estas 

investigaciones se encuentra la de Claudia Monaco et al. en el 2009, en donde 

bloquearon TLR2 en un modelo in vitro de arteriosclerosis humano. En este 

estudio encontraron que la señalización de TLR2 mediante MyD88 juega un 

papel predominante en la inflamación y en la degradación de la matriz en la 

arteriosclerosis humana, y sugiriendo el empleo de anticuerpos anti-TLR2 como 

una estrategia terapéutica para la arteriosclerosis y sus complicaciones (90). 
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Por otra parte, Susu M. Zughaier en el 2010 publicó un artículo en donde 

bloquea TLR2 en macrófagos y las estimuló con polisacáridos capsulares de 

Neisseria meningitidis. Al bloquear TLR2 se observó una reducción significativa 

de los niveles de TNF-α e IL-18, concluyendo que el reconocimiento de 

polisacáridos capsulares de meningococos por parte de macrófagos ocurre vía 

TLR2 (91). 

 

En la actualidad no se ha generado ninguna vacuna protectora contra la TB y 

siguen en aumento el número de casos de pacientes infectados con cepas 

multidrogo y extremadamente drogo-resistentes, por lo tanto es necesaria la 

búsqueda de nuevas terapias para contener la infección. Estudios previos 

señalan la importancia de TLR2 y de CD14 como moléculas de la respuesta 

inmune innata que participan en el reconocimiento de estructuras de Mtb y 

éstas han sido utilizadas como mecanismos de evasión de la respuesta inmune. 

El uso de mAb en un modelo in vitro podría ayudar a elucidar el papel de estos 

receptores en la TB y de esta manera generar futuras terapias para el control de 

la infección. 
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CAPÍTULO 3 

 

JUSTIFICACIÓN 
 

 

 

Son necesarios estudios in vitro para determinar el efecto del bloqueo de CD14 

y TLR2 en un modelo de infección establecida para elucidar si se favorece la 

sobrevivencia o muerte intracelular de M. tuberculosis. 
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CAPÍTULO 4 

 

HIPÓTESIS 
 

 

El bloqueo de TLR2 y CD14 de macrófagos infectados con M. tuberculosis 

favorece su muerte intracelular. 
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CAPÍTULO 5 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

 

 

Determinar el efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 durante la infección por M. 

tuberculosis en macrófagos derivados de la línea celular de monocitos THP-1. 
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CAPÍTULO 6 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Desarrollar el modelo de bloqueo de TLR2 y CD14 en macrófagos 

infectados con M. tuberculosis. 

2. Determinar el efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 sobre la carga bacteriana 

en macrófagos infectados con el bacilo. 

3. Cuantificar los niveles de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-Ȗ y TNF-α), 

antiinflamatorias (IL-10 y TGF-ȕ) en el modelo de bloqueo de TLR2 y CD14 

en macrófagos infectados con M. tuberculosis. 
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CAPÍTULO 7 

 

MATERIAL Y MÉTODOS  

 

7.1 Mantenimiento de la línea celular THP-1 
 

La línea celular de monocitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202) se expandió en 

medio de cultivo RPMI1640 (Sigma R6504-1L) enriquecido con 10% de suero 

fetal bovino (ATCC 30-2020) inactivado con calor en frascos de cultivo de 25, 

75 y 125 cm2 (Corning 430790, 431079 y 431080). Posteriormente, las células 

fueron acondicionadas en medio Advanced DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium; Life technologies 12491-015) con L-glutamina al 1% (Sigma G-1517) y 

enriquecidos con 5% de suero fetal bovino (ATCC 30-2020) inactivado. Se 

descartó la contaminación por Mycoplasma utilizando el kit PCR Universal 

Mycoplasma Detection (ATCC 30101-K) sembrando 104 células con una 

confluencia del 90%. Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 3 

minutos a 4°C (Thermo Scientific), y se resuspendió el botón celular con buffer 

de lisis. Posteriormente se realizó la PCR (Reacción en cadena de la 

polimerasa) siguiendo las instrucciones del proveedor (Tabla 1). Se evaluó la 

viabilidad de las células durante todos los experimentos con la tinción de azul 

tripano (Sigma-Aldrich 468) observándolas con ayuda de una cámara de 

Neubauer (Baxter B3178-1) por microscopía de luz (Zeiss 470801). 
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Tabla 1. Condiciones de PCR para la detección de Mycoplasma. 

 Temperatura (°C) Tiempo (segundos) Ciclos 
Desnaturalización 94 30  

20 Alineamiento 7060.5  30 
Elongación 72 45 
 Continuar con los ciclos con una temperatura de alineación 

constante 
Desnaturalización 94 30  

12  Alineamiento 60 30 
Elongación 72 45 
 Elongación final: 72°C por 4 minutos 

                              4°C en espera 

 

7.2 Transformación de monocitos a macrófagos 
 

Los macrófagos fueron transformados a partir de monocitos de la línea celular 

THP-1 mediante estimulación con Forbol 12-Miristato 13-Acetato (PMA; Sigma-

Aldrich 8139) a tres diferentes concentraciones (5, 10 y 15nM) a dos diferentes 

tiempos (48 y 72horas). Para la evaluación de la diferenciación completa se 

analizaron: a) morfología característica de macrófagos por microscopía (Life 

Technologies 4471136), b) fagocitosis utilizando perlas de látex (Polysciences 

19824-1), c) viabilidad celular con la tinción de azul de tripano (SIGMA 468) y d) 

marcadores característicos de las etapas de diferenciación de macrófagos 

(Figuras 6 y 7) (92) tiñendo con anticuerpos monoclonales anti-CD14 

(Conjugado con APC-Cy7, clona MФP9, BD 557831), anti-CD35 (Conjugado 

con PE, clona E11, BD 559872), anti-CD44 (Conjugado con FITC, clona G44-

26, BD 555478) y anti-CD282 (Conjugado con Alexa Fluor 647, clona 11G7, BD 

558319) utilizando el citómetro de flujo LSRFORTESSA de BD capturando 

10,000 eventos por cada tratamiento. Los resultados fueron analizados en el 

software Flowing Software 2.0. 
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Figura 6. Estrategia general de la transformación de monocitos a macrófagos. 

 

 

  

                                 

 

 

 

 

Figura 7. Expresión de marcadores de superficie de monocitos y macrófagos THP-1 

transformados con PMA. 
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7.3 Infección con Mycobacterium tuberculosis 
 

Para realizar la infección con Mtb se utilizó la cepa de referencia H37Rv (ATCC 

25618) la cual se creció inicialmente en medio Middlebrook 7H9 (Difco 271310) 

con 0.5% de glicerol (Jalmex 56815) enriquecido con el complejo dextrosa y 

albúmina, ADC (BD 212352). La bacteria se dejó creciendo por tres semanas 

para que alcanzara el crecimiento exponencial, y posteriormente fue 

resembrada en agar Middlebrook 7H10 (Difco 26210) con 0.5% de glicerol y 

enriquecido con el complejo dextrosa, albúmina y ácido oleico, OADC (BD, 

211886). Después se infectaron los macrófagos THP-1 con Mtb a una razón de 

infección de 5:1 (bacilos:macrófagos) utilizando el tubo número uno de la escala 

de McFarland. Las células se mantuvieron en cultivo por 48 horas a 37°C con 

5% de CO2 (Sterilchem gard lll MCO-18AIC-UV). 

 
7.4 Bloqueo con anticuerpos monoclonales 
 

Se transformaron los monocitos a macrófagos con 10nM de PMA a 48horas 

utilizando placas de cultivo de 48 pocillos (Thermo Scientific 150687) a 1x105 

células por pocillo en 500μL. Se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra CD14 (Conjugado con FITC, clona 61D3, Biogems 06211-50-25) y contra 

TLR2 (Conjugado con PE, clona TL2.1, Biogems 24911-60-100) para bloquear 

dichos receptores en los macrófagos infectados y sin infectar a diferentes 

tiempos (0, 6, 24 y 48horas). Para determinar la eficiencia del bloqueo se 

utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra los mismos receptores de 

la misma clona con diferente fluorocromo (mAb dirigido contra TLR2 conjugado 
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con APC, clona TL2.1, eBioscience 17-9922-42; y dirigido contra CD14 

conjugado con PE, clona 61D3, eBioscience 12-0149-42). Como control se 

utilizó un control de isotipo de las mismas clonas y fluorescencencias que los 

anticuerpos utilizados para bloquear (IgG1 conjugado con FITC, clona 61D3, 

IgG2a conjugado con PE, clona TL2.1, BD  Simultest IMK-Lymphocyte 340182). 

Fueron capturados 10,000 eventos por cada tratamiento. Los resultados fueron 

analizados en el software Flowing Software 2.0. Se contaron con dos grupos: El 

primer grupo fue utilizado para obtener el porcentaje de bloqueo por citometría 

de flujo, y otro grupo del cual se obtuvieron las células para cuantificar las 

unidades formadoras de colonias y el sobrenadante para medir citocinas (Figura 

8). 

 

Figura 8. Estrategia general del bloqueo de TLR2 y CD14. 



 
 

27 

 

7.5 Determinación de la carga bacteriana 
 

Después de los diferentes tiempos de bloqueo, las células fueron despegadas 

por pipeteo, centrifugadas a 1200rpm por 5 minutos (Thermo Fisher SL40P), y 

del botón celular fueron lisadas utilizando agua estéril a 0°C. Se sembró el 

lisado celular realizando diluciones 1:10 en medio Middlebrook 7H10 (Difco 

26210) por triplicado para cada tratamiento y se dejaron incubando 3 semanas 

para permitir el crecimiento bacteriano. Posteriormente, se contaron las 

unidades formadoras de colonias (Sol-Bat Q20) para obtener la carga 

bacteriana en cada uno de los grupos de estudio. 

 

7.6 Cuantificación de citocinas 

 

A partir de los macrófagos infectados y bloqueados se recuperó el 

sobrenadante de cultivo a los diferentes tiempos (0, 6, 24 y 48 horas) para la 

cuantificación de las citocinas IL-6 (EH2IL6, Thermo Scientific), IL-10 (EHIL10, 

Thermo Scientific), IFN-Ȗ (DIF50 RyD Systems), TNF-α (EHγTNFA, y TGF-ȕ 

(DB100B, RyD Systems) por ELISA. La absorbancia para cada ensayo se 

obtuvo utilizando un lector de placas (Biorad) a 495nm de longitud de onda. Se 

construyó una curva de calibración a partir de las lecturas de los estándares, 

mediante ésta se obtuvo la ecuación de la recta, se despejaron los valores de 

las lecturas y se calculó la concentración de citocinas para cada tratamiento. 
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CAPÍTULO 8 

 

RESULTADOS  

 

 

8.1 Mantenimiento de la línea celular THP-1 

  

Se trabajó con la línea celular THP-1 (ATCC TIB-202), la cual está constituida 

por monocitos humanos provenientes de una leucemia monocítica aguda. Estas 

células no son adherentes, su crecimiento es en suspensión celular (Figura 9), 

cuyo tiempo de duplicación es de aproximadamente 30 horas. 

 

 

Figura 9. Monocitos de la línea celular THP-1. 

 

Se realizó una cinética de crecimiento de las células, encontrándose un tiempo 

aproximado de duplicación de 30 horas desde el pase número dos (Figura 10). 
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Figura 10. Cinética de crecimiento de células THP-1. 

 

Se descartó la presencia de Mycoplasma, una bacteria comúnmente 

encontrada en líneas celulares de muy difícil detección (93). Para ello se realizó 

una prueba de PCR específica, la cual detecta más de 60 especies de 

Mycoplasma, incluyendo las especies más comunes que infectan cultivos 

celulares: M. arginini, M. fermentans, M. hominis, M. hyorhinis y M. orale. En la 

figura 11 se presenta un gel de agarosa al 3% donde la línea celular empleada 

en el estudio se encuentra libre de la bacteria al no observarse ninguna banda, 

distinto a lo observado en el control positivo donde se presenta una banda 

cercana a los 400 pares de bases. 
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Figura 11. Prueba de contaminación por Mycoplasma. Gel de agarosa al 3% de muestras 

de células THP-1. A) Control positivo B) Control negativo (vehículo), C) Muestra 1, D) 

Muestra 2, E) Control positivo + muestra 1, F) Control positivo + muestra 2. Control 

positivo: (DNA cromosómico de M. arginini), Control negativo: Vehículo, Muestra 1: células 

THP-1, Muestra 2: células THP-1 contaminadas con Mycoplasma. 

 

8.2 Transformación de monocitos a macrófagos 

 

La diferenciación de los monocitos THP-1 puede ser estimulada con diferentes 

sustancias, entre ellas con forbol-12-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA o 

PMA). Bajo la inducción del PMA, las células THP-1 paran de proliferar y se 

diferencian en células con apariencia de macrófagos. La diferenciación de las 

células THP-1 está asociada a una alteración dramática en la morfología 

celular, adquiriendo una variedad de formas, sus núcleos se vuelven irregulares 

y pueden reconocerse vacuolas fagocíticas en su citoplasma (94). 
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Se probaron tres diferentes concentraciones de PMA: 5, 10 y 15nM a dos 

diferentes tiempos: 48 y 72 horas. La transformación completa de los monocitos 

a macrófagos fue evaluada en base a sus cambios morfológicos mediante 

microscopía, por su capacidad funcional con pruebas de fagocitosis y en base a 

la expresión positiva o negativa de moléculas de superficie por citometría de 

flujo. 

 

  

  

Figura 12. Morfología durante la transformación de monocitos a macrófagos. Se utilizó 

10nM de PMA a las a) 0 horas de transformación, b) 24 horas de transformación, c) 48 

horas de transformación y d) 72 horas de transformación.  

 

a) b) 

c) d) 
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A las 0 horas de transformación, las células tenían aún forma redonda y  se 

encontraban en suspensión (Figura 12a). Para las 24 horas las células ya se 

encontraban adheridas a la placa, incrementando además su tamaño (Figura 

12b). A las 48 horas incrementaron aún más su tamaño y ya se apreciaban 

orgánulos citoplasmáticos (Figura 12c). Finalmente, a las 72 horas después de 

refrescarles el medio con medio libre de PMA, las células obtuvieron diversas 

formas, donde la más común presentaba prolongaciones extendidas 

asemejando fibroblastos (Figura 12d). 

 

De manera adicional, se evaluó la viabilidad de los macrófagos utilizando la 

tinción de azul de tripano, en donde se observó una viabilidad se mantuvo por 

mayor del 90% durante la transformación a las diferentes horas evaluadas 

(Figura 13). 

 

 

Figura 13. Porcentaje de viabilidad celular durante la diferenciación. ANOVA con análisis 

de comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Además, se evaluó el fenotipo de los macrófagos transformados a los diferentes 

tiempos y diferentes concentraciones en base a reportes que demuestran el 

aumento o la disminución de la expresión de moléculas de superficie y la 

disminución o desaparición de otros marcadores en la transición de monocitos a 

macrófagos (92) mediante citometría de flujo utilizando los marcadores CD14 

(mayor intensidad en macrófagos), CD35 (presencia en monocitos, ausencia en 

macrófagos), CD44 (presencia en macrófagos, ausencia en monocitos) y TLR2 

(mayor intensidad en macrófagos). Tanto los macrófagos transformados a las 

48 y 72 horas expresaron CD44, CD14 y TLR2, y fueron negativos para CD35 

(Figura 14), pero la expresión de las primeras moléculas fue mayor a las 48 

horas de transformación, por lo cual se optó por utilizar este tiempo de 

transformación (Figura 15). 

 

 

 

Figura 14. Expresión de marcadores de superficie en los macrófagos THP-1. a) Células 

positivas para Alexa Fluor 488 (CD44) y negativas para PE (CD35). b) Células positivas 

para APC (TLR2) y CD14 (APC-Cy7). 
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Figura 15. Intensidad media de fluorescencia de CD14 (Alexa Fluor 488) y TLR2 (APC) de 

macrófagos transformados a diferentes tiempos. La transformación se realizó utilizando 

10nM a las 48 horas (rojo) y 72 horas (azul). El color morado indica el solapamiento de 

ambos tratamientos. 

 

 

Una vez que se decidió el mejor tiempo de transformación (48 horas) y la mejor 

concentración de PMA (10nM), se realizaron pruebas funcionales de fagocitosis 

añadiendo 10 perlas de látex por cada macrófago (10:1) a diferentes tiempos (0, 

1, 2, 3 y 4 horas), donde >90% de los macrófagos fueron capaces de fagocitar 

las perlas a partir de la segunda hora (Figura 16).  

 

Finalmente se realizó una prueba funcional  de los macrófagos determinando la 

producción de TNF-α utilizando ESAT-6, una proteína anteriormente reportada 

que induce la producción de esta citocina en células THP-1 (95), a una 

concentración de 10µg/mL a las 0, 6, 8 y 24 horas. Los sobrenadantes fueron 

recuperados y se evaluó la producción de TNF-α, donde se observó que los 

macrófagos THP-1 son capaces de producir grandes cantidades de esta 
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citocina bajo el estímulo, y que la producción de TNF-α disminuye con el 

tiempo, siendo el pico máximo a las 4 horas (Figura 17). 

  

      

Figura 16. Prueba de fagocitosis de macrófagos. 

 

 
 
Figura 17. Cuantificación de TNF-α bajo el estímulo de ESAT-6. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

1 hr 2 hr 

3 hr 4 hr 
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8.3 Infección de macrófagos con Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

 

Se utilizó la cepa de referencia H37Rv de Mycobacterium tuberculosis para la 

infección de los macrófagos transformados.  Debido a reportes indican que la 

sola infección con Mycobacterium tuberculosis disminuye la expresión de TLR2 

y otras moléculas involucradas en la señalización de MyD88 (85), se evaluó si 

se observaba el mismo fenómeno en nuestro modelo experimental. No se 

observaron diferencias significativas comparando los grupos de macrófagos 

infectados y macrófagos sin infectar al menos a los tiempos y dosis de Mtb 

evaluadas, P>0.05 (Figura 18 y 19). 

 

 

  

Figura 18. Intensidad media de fluorescencia de TLR2 en macrófagos infectados y sin 

infectar. Anova y prueba de Tukey, P<0.05. 
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Figura 19. Intensidad media de fluorescencia de CD14 en macrófagos infectados y sin 

infectar. Anova y prueba de Tukey, P<0.05. 

 

 

8.4  Bloqueo de TLR2 y CD14 de macrófagos infectados con Mtb 

 

Para bloquear los receptores se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra TLR2 (conjugado con PE) y contra CD14 (conjugado con FITC) a 

diferentes tiempos: 0, 6, 24 y 48 horas. Además se utilizaron anticuerpos 

dirigidos contra las mismas moléculas pero conjugados con diferentes 

fluorocromos (TLR2 con APC; CD14 con PE) para determinar la eficiencia del 

bloqueo. Se utilizó un control de isotipo, siendo este un anticuerpo dirigido 

contra otra molécula aleatoria de la misma clona y la misma fluorescencia. Los 

grupos experimentales con los que se trabajaron se mencionan en la Tabla 2.  

 

 

 



 
 

38 

 

 

Tabla 2. Grupos experimentales. 

Macrófagos sin infectar Macrófagos infectados 

Sin mAb Sin mAb 

Control de isotipo Control de isotipo 

mAb-TLR2 mAb-TLR2 

mAb-CD14 mAb-CD14 

mAb-TLR2/CD14 mAb-TLR2/CD14 

 

 

Al utilizar el control de isotipo sobre los macrófagos infectados a los diferentes 

tiempos, no se observó fluorescencia ni para FITC ni para PE (Figura 20).  

 

 

Figura 20. Fluorescencia del control de isotipo a las 6 horas. a) Histograma de color 

amarillo representa la fluorescencia del control de isotipo; el histograma de color azul la 

fluorescencia en FITC de CD14. b) Histograma de color amarillo representa la 

fluorescencia del control de isotipo; el histograma de color rojo la fluorescencia en PE de 

TLR2. 

 

Antes de realizar el bloqueo se contaron con macrófagos teñidos solo con los 

mAb para evaluar la eficiencia del bloqueo, donde se puede observar en la 

figura 21 que los macrófagos solo presentan la fluorescencia de éstos mAb. 
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Figura 21. Dotplots antes del bloqueo de macrófagos infectados con Mtb. a) Macrófagos 

teñidos con mAb-TLR2 (APC); b) Macrófagos teñidos con mAb-CD14 (PE). mAb en el eje 

de las x: anticuerpos para bloquear; mAb en el eje de las y: anticuerpos para evaluar la 

eficiencia del bloqueo. 

 

Posterior al bloqueo se evaluó la eficiencia del bloqueo. Se puede observar en 

la figura 22 el desplazamiento de las poblaciones de la figura 20 a la región de 

dobles positivas, lo que indica que además se marcarse con el mAb para 

evaluar la eficiencia del bloqueo se están tiñendo con los mAb para bloquear. 

 

Se pudo apreciar una reducción de la intensidad media de fluorescencia de 

TLR2-APC y CD14-PE después de haber sido bloqueados con los mAb TLR2-

PE y CD14-FITC (Figura 23), esto pudo apreciarse en todos los tiempos en los 

que fueron evaluados éstas moléculas. 
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Figura 22. Dotplots después del bloqueo de macrófagos infectados con Mtb. Macrófagos 

bloqueados con mAb-TLR2 a las a) 0 hr, b) 6 hr, c) 24 hr y d) 48 hr; Macrófagos 

bloqueados con mAb-CD14 a las e) 0 hr, f) 6 hr, g) 24 hr y h) 48 hr. mAb en el eje de las x: 

anticuerpos para bloquear; mAb en el eje de las y: anticuerpos para evaluar la eficiencia del 

bloqueo. 

 

 

Figura 23. Intensidad media de fluorescencia de macrófagos bloqueados y sin bloquear. a) 

IMF de TLR2 (APC) de macrófagos bloqueados (azules) y macrófagos sin bloquear (rojos) 

a las 24 horas, b) IMF de CD14 (PE) de macrófagos bloqueados (azules) y macrófagos sin 

bloquear (rojos) a las 24 horas. 
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Al comparar los eventos positivos para los mAb TLR2-APC y CD14-PE en los 

macrófagos infectados sin bloquear y bloqueados se pudo apreciar una 

disminución en el porcentaje de eventos marcados con éstos mAb en todos los 

tiempos evaluados, mostrando además diferencias altamente significativas, 

P<0.05 (Figuras 24 y 25). 

 

El porcentaje máximo de eventos bloqueados utilizando el mAb-TLR2 fue del 

74.28% para macrófagos sin infectar a las 48 horas, y del 65.68% para los 

macrófagos infectados a las 0 horas del bloqueo (Tabla 3). Para CD14, el 

porcentaje de eventos bloqueados máximo fue del 74.04% para macrófagos sin 

infectar y del 76.77 para macrófagos infectados con Mtb, ambos a las 24 horas 

de bloqueo (Tabla 3). 

 

 

Figura 24. Bloqueo de TLR2 en macrófagos infectados con Mtb. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Figura 25. Bloqueo de CD14 en macrófagos infectados con Mtb. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

Tabla 3. Porcentaje de eventos bloqueados a los diferentes tiempos evaluados. 

 Porcentaje de eventos bloqueados 

Tratamientos 0h 6h 24h 48h 

TLR2 macrófagos sin infectar 45.79% 57.98% 71.72% 74.28% 

TLR2 macrófagos infectados 65.68% 51.93% 55.40% 64.79% 

CD14 macrófagos sin infectar 63.91% 65.90% 74.04% 72.73% 

CD14 macrófagos infectados 56.76% 66.42% 76.77% 73.78% 

 

 

8.5 Determinación de unidades formadoras de colonias 

 

Se pudo observar una disminución del crecimiento de Mtb a las 6 horas de 

bloqueo utilizando el mAb-TLR2 o la combinación mAb-TLR2/CD14 

comparándolos con los macrófagos sin mAb o tratados con el control de isotipo 

(P<0.05), no mostrándose reducción de UFC para el mAb-CD14 (Figura 26). 
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Este mismo fenómeno se mantuvo a las 48 y 72 horas de bloqueo, P<0.05 

(Figuras 27 y 28). 

 

 

 

Figura 26. Unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis a las 6 horas 

del bloqueo. ANOVA con análisis de comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 

 

 

Figura 27. Unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis a las 24horas 

del bloqueo. ANOVA con análisis de comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Figura 28. Unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis a las 48horas 

del bloqueo. ANOVA con análisis de comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 

8.6 Cuantificación de citocinas 

 

Posterior a la infección y al bloqueo, se recuperaron los sobrenadantes de los 

cultivos celulares para evaluar la producción de citocinas por los macrófagos 

bajo los diferentes tratamientos. 

Al evaluar la IL-6 se observó un incremento comparando los macrófagos sin 

infectar e infectados durante los tres tiempos evaluados, pero solo con 

diferencia significativa a las 6 horas, P<0.05 (Figuras 30-32).  Se observó una 

mayor producción de IL-6 en los cultivos celulares procedentes de macrófagos 

bloqueados con el mAb-TLR2. Este mismo fenómeno ocurrió en menor medida 

en los macrófagos bloqueados con la combinación mAb-TLR2/CD14, pero no 

fue visto para macrófagos bloqueados con mAb-CD14.  
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Figura 29. Fotografías de la carga bacteriana en macrófagos bloqueados: a) sin bloquear, 

b) control de isotipo, c) bloqueando TLR2, d) bloqueando CD14, o e) bloqueando ambos 

receptores. 

 

 

a) b) 

c) d) 

e) 
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Figura 30. Cuantificación de IL-6 a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 

 

Figura 31. Cuantificación de IL-6 a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Figura 32. Cuantificación de IL-6 a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05).  

 

 

 
Figura 33. Cuantificación de TNF-α a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

Se evaluó también la producción de TNF-α, donde se observó un incremento 

altamente significativo en macrófagos infectados comparándolos con los 

macrófagos sin infectar a las 6 horas (Figura 33). Al igual a la IL-6, se observó 



 
 

48 

 

una mayor producción de TNF-α cuando fue bloqueado TLR2 en todos los 

tiempos, además la producción de esta citocina disminuyó significativamente en 

el tiempo, P<0.05 (Figuras 34 y 35). 

 

 
 
Figura 34. Cuantificación de TNF-α a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 
 

Figura 35. Cuantificación de TNF-α a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Los niveles de IFN-Ȗ fueron elevados en los macrófagos infectados 

comparándolos con los macrófagos sin infectar. Esta diferencia se observó 

durante todos los tiempos evaluados, aunque no fue estadísticamente 

significativa, P<0.05 (Figura 36-39).   

 
 
Figura 36. Cuantificación de IFN-Ȗ a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 
 
Figura 37. Cuantificación de IFN-Ȗ a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05).  
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De manera similar a las citocinas previas analizadas, se observó un incremento 

en la producción de IFN-Ȗ en los macrófagos incubados con mAb-TLR2, y de 

manera menos importante la combinación de mAb-TLR2/CD14. Estos cambios 

no fueron apreciables cuando se bloqueó CD14, P<0.05 (Figura 37 y 38). 

 
 
 

 
 
 
Figura 38. Cuantificación de IFN-Ȗ a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 

 

Se presentó un incremento de IL-10 en los macrófagos infectados con Mtb 

comparándolos con los macrófagos sin infección de manera similar a lo 

observado en las citocinas previas durante los diferentes tiempos evaluados. 

También se presentó una mayor producción de IL-10 cuando se bloqueó TLR2, 

de manera más importante a las 6 horas del bloqueo, P<0.05 (Figuras 39-41). 
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Figura 39. Cuantificación de IL-10 a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 
 

 
 
Figura 40. Cuantificación de IL-10 a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 
Para el caso del TGF-ȕ no se apreció ningún cambio significativo en ninguno de 

los tratamientos ni tiempos evaluados, P<0.05 (Figuras 42-44). 
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Figura 41. Cuantificación de IL-10 a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 
 
 
 

 
 
 
Figura 42. Cuantificación de TGF-ȕ a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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Figura 43. Cuantificación de TGF-ȕ a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 

 
 
 
 

 
 
Figura 44. Cuantificación de TGF-ȕ a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey (P<0.05). 
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CAPÍTULO 9 

DISCUSIÓN 
 

9.1 Transformación de monocitos a macrófagos  
 

     Debido a las similitudes morfológicas y metabólicas de la línea celular 

monocítica THP-1, ésta puede ser diferenciada a macrófagos utilizando PMA 

(96). Los macrófagos THP-1 diferenciados han sido utilizados ampliamente 

como modelos in vitro de macrófagos en estudios donde involucran 

enfermedades inflamatorias (96, 97). De hecho estudios han demostrado que 

los macrófagos derivados de monocitos THP-1 proveen un modelo confiable y 

altamente reproducible para estudios con Mtb, incluso de varias cepas (98). Sin 

embargo, la diferenciación con elevadas concentraciones de PMA también es 

capaz de estimular varios genes en las células (96, 99, 100). Para transformar 

macrófagos a partir de monocitos THP-1 utilizando PMA, se han utilizado 

muchas concentraciones de PMA, desde 10 hasta 400ng/mL (~16-540nM) sin 

tener en cuenta la regulación positiva de algunos genes (97, 101-104). En un 

estudio publicado en el 2006 (96), se reportó que las células THP-1 fueron 

diferenciadas de manera estable a macrófagos con 5ng/mL de PMA por 48 

horas sin la sobre-expresión de los genes TNF-α, RNATES, IL-1ȕ, MCP-1, IL-8, 

MIP-1ȕ, CCR5, CCR2a y CCR2b, mientras que estos genes fueron sobre-

expresados cuando se utilizaron concentraciones de PMA de 25-100ng/mL. 

Además, los macrófagos diferenciados obtenidos respondieron mejor a bajas 
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concentraciones de LPS (10ng/mL) o beta amieloide (125nM), lo cual es más 

parecido a las concentraciones biológicas. Se ha reportado por otra parte que 

los niveles de CD14 puede ser incrementado utilizando bajas concentraciones 

de PMA (96). Debido a estos antecedentes se decidió evaluar diferentes 

concentraciones de PMA para transformar los monocitos a macrófagos: 5, 10 y 

15nM. En estos estudios no se encontró diferencia en cuanto a la morfología, 

viabilidad celular ni a la expresión de receptores de superficie. Debido a esto y a 

los antecedentes mencionados anteriormente se optó por diferenciar con 10nM 

de PMA.  

 

Por otra parte se decidió evaluar la diferenciación en dos tiempos diferentes: 48 

horas, tiempo recomendado en algunos estudios (96),  y 72 horas debido a 

reportes que sugieren reemplazar el medio de cultivo después de 48 horas de 

diferenciación con medio libre de PMA ya que resulta benéfico para obtener un 

fenotipo más parecido al de los macrófagos (94). Se evaluó el porcentaje de 

viabilidad utilizando la prueba por exclusión de azul de tripano en cada tiempo 

de transformación de los macrófagos, donde siempre se obtuvo una viabilidad 

superior al 90% (Figura 13). Aunque se encontraron diferencias significativas en 

la viabilidad comparando los diferentes tiempos con el tiempo cero, esto se 

explica debido a que los monocitos en el tiempo cero aún se encuentran en 

suspensión y la prueba de azul de tripano se realiza de manera directa; por otra 

parte desde las 24 horas de transformación las células se encuentran ya 

adheridas, por lo que para realizar la prueba se requiere el despegado de las 
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mismas causando estrés celular y daño a la membrana, lo cual justifica la 

pequeña disminución de la viabilidad. 

 

Al transformar en los diferentes tiempos se obtuvieron diferencias morfológicas 

pero también de expresión de receptores. A pesar de las diferencias 

morfológicas encontradas en los diferentes tiempos, la transformación a ambos 

tiempos presentó células adherentes con la presencia de orgánulos 

citoplasmáticos, sin embargo los macrófagos a los cuales se les refrescó el 

medio sin PMA presentaron una morfología más parecida a macrófagos debido 

a las largas prolongaciones que presentaban la mayoría de las células (Figura 

12). Al evaluar la expresión de TLR2 y CD14 se encontró la expresión de éstos 

ligeramente disminuidos a las 72 horas de transformación (Figura 15). Debido a 

que ambas moléculas son clave para este estudio, se optó por utilizar los 

macrófagos transformados por 48 horas. 

 

Una vez teniendo en cuenta la concentración de PMA y el tiempo de 

transformación se realizó una prueba funcional de fagocitosis utilizando perlas 

de látex a diferentes horas, en donde se apreció que la gran mayoría de las 

células transformadas eran capaces de fagocitar desde la segunda hora de 

estar en contacto con las perlas (Figura 16). Estos resultados son comparables 

a otros realizados en macrófagos humanos donde se observa que estas células 

son capaces de fagocitar completamente después de dos horas del contacto 

con el antígeno (105), y con estudios donde se observa la capacidad fagocítica 

de los macrófagos derivados de monocitos THP-1 (94). Con todos estos 
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resultados, se pudo concluir que los monocitos fueron transformados a 

macrófagos de manera satisfactoria. 

9.2  Infección de macrófagos con Mtb  
 

Debido a que existen artículos que mencionan que la sola infección con 

Mycobacterium tuberculosis de la cepa H37Rv regula negativamente la 

expresión de genes involucrados en la señalización de TLR2-MyD88 como 

TLR2, MyD88, IRAK4, TRAF6 y TIRAP (85), se evaluó la expresión de TLR2 y 

CD14 en diferentes horas de infección para asegurar que la sola infección con 

la bacteria no estaba causando una disminución de los receptores y que los 

resultados del bloqueo de los receptores fuera debido a los mAb utilizados. En 

los experimentos realizados desde la hora 0 hasta las 48 horas de infección no 

se observó disminución de la expresión de TLR2 ni de CD14 (Figuras 18 y 19). 

Entre las posibles causas de la discordancia de nuestro resultado con el 

encontrado por otros grupos de investigación se deben principalmente al 

modelo experimental utilizado. Por ejemplo, Aejazur Rahman et al. observaron 

este efecto en macrófagos obtenidos del peritoneo de ratones, lo cual indica 

una diferencia importante en el tipo celular que se maneja; además la dosis de 

Mtb fue mayor. Por lo tanto concluimos que Mtb no regula negativamente la 

expresión de TLR2 ni de CD14 en macrófagos THP-1 a los tiempos y dosis 

analizados. 
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9.3  Modelo de bloqueo  
 

Desde hace tiempo se han utilizado mAb para el bloqueo de diversas moléculas 

para estudiar su función o efecto sobre sistemas tanto in vitro como in vivo. 

Entre estos ya se han generado mAb dirigidos contra TLR2 para evaluar su 

papel en la inflamación y degradación de la matriz en la arterosclerosis humana 

(90), en estudios in vitro del reconocimiento de polisacáridos capsulares de 

Neisseria meningitidis (91), entre otros. En el presente estudio se utilizaron 

anticuerpos monoclonales ya reportados en la literatura (90, 91, 106) para 

bloquear a TLR2 y CD14, además de un control de isotipo de la misma clona y 

fluorescencias utilizadas. 

 

En los resultados de citometría de flujo utilizando el control de isotipo se puede 

observar que no se presentó señal para ninguna fluorescencia (Figura 20), lo 

que indica que los resultados posteriores son debidos a la unión específica del 

anticuerpo con su receptor y no a la unión inespecífica del receptor Fc con 

receptores del macrófago. 

 

Para evaluar la eficiencia del bloqueo se utilizaron mAb dirigidos contra los 

mismos receptores, pero conjugados con diferentes fluorocromos. Estos 

anticuerpos fueron exactamente de la misma clona y fueron añadidos en la 

misma concentración que los primeros. En las gráficas de dotplot (Figuras 21 y 

22) se puede apreciar la unión específica de los mAb a sus receptores durante 

los diferentes tiempos, aunque de la misma manera se puede apreciar que los 



 
 

59 

 

anticuerpos que fueron añadidos para evaluar la eficiencia del bloqueo también 

se unen a los receptores, teniendo así una población mixta de macrófagos que 

está teñida con los dos anticuerpos. Una posible explicación de este resultado 

es el número elevado de receptores TLR2 y CD14 en la membrana de los 

macrófagos y probablemente sea necesario aumentar la concentración de mAb 

para bloquear al 100% los receptores. 

 

Posteriormente se comparó la IMF de los mAbs utilizados para evaluar la 

eficiencia del bloqueo en macrófagos bloqueados y sin bloquear, donde se 

puede apreciar que hubo una disminución de ésta en los macrófagos que 

fueron previamente bloqueados comparándolos con aquellos sin bloquear 

(Figura 23); esto fue observado tanto en macrófagos tratados con mAb dirigidos 

contra TLR2 y CD14. 

 

Debido a la población mixta de macrófagos que fueron positivos para las dos 

fluorescencias fue complicado determinar la eficiencia del bloqueo utilizando la 

IMF. Debido a esto se decidió calcular la eficiencia del bloqueo utilizando el 

porcentaje de eventos positivos para la fluorescencia del anticuerpo que se usó 

para revelar en macrófagos bloqueados y sin bloquear. Al utilizar ambos 

anticuerpos durante todos los tiempos evaluados hubo una disminución 

altamente significativa de eventos que fueron positivos solo para el anticuerpo 

utilizado para evaluar la eficiencia (Figuras 24 y 25). Esto fue observado de 

manera indistinta tanto en macrófagos infectados como en macrófagos sin 

infectar. De esta manera se alcanzó de un porcentaje de eventos bloqueados 
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del 50-65% para TLR2 y del 55-80% para CD14 en macrófagos infectados con 

Mtb (Tabla 3). 

 

9.4  Efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 sobre la carga bacteriana de Mtb  
 

En estudios previos en nuestro laboratorio se observó una disminución 

significativa de la carga bacteriana en macrófagos derivados de monocitos de la 

línea celular THP-1 silenciados con siRNAs dirigidos contra TLR2 y 

TLR2/CD14. A pesar que en ese estudio los macrófagos fueron silenciados y 

posteriormente infectados, se observó  de manera similar en el presente estudio 

que al utilizar mAb dirigidos contra TLR2 y la combinación TLR2/CD14 una 

disminución significativa en la carga bacteriana durante todos los tiempos 

evaluados en macrófagos ya infectados con el bacilo (Figuras 26-29). Una 

posible explicación de la disminución de las UFC probablemente sea a que el 

bloqueo de TLR2 induce la secreción de citocinas inflamatorias por el 

macrófago y este a su vez a través del IFN-Ȗ como ya se ha reportado (61) la 

producción de ROS y RNS necesarios para la destrucción del bacilo. Mtb es 

capaz de utilizar la vía de señalización del TLR2 como un mecanismo de 

evasión y al bloquear esta ruta se favorece la activación de mecanismos 

microbicidas del macrófago (85) que finalizan en la disminución de unidades 

formadoras de colonias. 
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9.5 Efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 sobre la producción de citocinas  
 

Los mecanismos en contra de las micobacterias son relativamente poco 

entendidas, a pesar de ello es bien sabido que las citocinas son muy 

importantes para determinar el desenlace de la infección en este tipo de 

patógenos intracelulares (107). La evidencia crítica deriva de estudios en 

modelos experimentales y de observaciones en pacientes con deficiencias 

genéticas o inducidas por fármacos en citocinas o en sus vías de señalización. 

Entre las citocinas involucradas en la respuesta contra Mtb se encuentran IFN-Ȗ 

TNF-α e IL-10, las cuales están bien documentadas en modelos humanos y 

murinos (107-109). 

 

Las citocinas proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-α actúan durante el inicio, 

la expansión y en algunos casos en etapas crónicas de Mtb (107). La 

exposición de fagocitos pulmonares a las bacterias resulta en la unión de ésta o 

sus productos a receptores específicos, lo cual induce la producción de 

citocinas por la célula infectada (107). La sola infección de Mtb induce la rápida 

producción de IL-6 y de TNF-α (Figuras 30 y 33) lo cual es congruente con 

estudios previos donde se observa que específicamente la cepa de Mtb H37Rv 

es capaz de inducir grandes cantidades de estas citocinas (66, 110). 

 

Modelos experimentales han mostrado el papel de TNF-α no solo en la 

respuesta contra Mtb, sino también en la inmunopatología de la TB (111). 

Además la infección con la micobacteria o el tratamiento con moléculas de 
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micobacterias, como el ESAT-6 inducen la secreción de TNF-α en macrófagos 

(112-114), lo  cual está acorde a lo encontrado en este estudio. Por otra parte, 

ratones deficientes de TNF-α o del receptor de TNF-α son más susceptibles a la 

infección por micobacterias y forman granulomas defectuosos (58, 115), 

resaltando así el papel de esta citocina en el control y resolución de la infección. 

 

En nuestros resultados además se observó un incremento de IL-6, TNF-α e 

IFN-Ȗ en macrófagos infectados pero además bloqueados con anticuerpos 

dirigidos contra TLR2 y en algunos casos con la combinación TLR2/CD14 

(Figuras 30-38). Existen reportes donde Mtb es capaz de utilizar las vías de 

señalización de TLR2-MyD88 dependiente como mecanismo de escape (79, 

116) sugiriendo que el bloqueo de TLR2 favorece el incremento de estas 

citocinas y con ello la producción de otros mecanismos microbicidas como NRS 

y ROS lo cual se correlaciona con los resultados de la carga bacteriana. 

Además, estos resultados se correlacionan con los resultados obtenidos por 

Francisco Hernández et al. (89) donde se observó en su modelo KD para TLR2 

y CD14/TLR2 un incremento en la producción de citocinas inflamatorias, entre 

ellas IFN-Ȗ y TNF-α acompañado de una mayor producción de óxido nítrico 

después de la infección, sugiriendo el  papel de TLR2 en la respuesta contra 

Mtb y podría ser utilizado como blanco terapéutico en un futuro. A pesar de ello 

son necesarios estudios in vivo para evaluar el efecto del bloqueo o del 

silenciamiento de estos receptores.  
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Se conocen pocas citocinas inmunosupresoras de la función de macrófagos, 

entre ellas se encuentran la IL-10, cuyas propiedades antiinflamatorias 

desactivan este tipo de célula (117, 118). La IL-10 es producida por macrófagos 

después de la fagocitosis de Mtb y después de la unión con lipoarabinomanano 

(98). No solo se ha demostrado que esta citocina suprime la respuesta de 

citocinas Th1 en respuesta la infección de Mtb (119, 120), sino además regula 

negativamente la liberación de TNF-α de macrófagos, y su efecto inhibitorio es 

dependiente de su concentración (117, 118). La IL-10 se encuentra elevada en 

muestras de pacientes con TB (121), y está asociada con un incremento en la 

incidencia de la enfermedad (122). También se ha encontrado que esta citocina 

reduce la respuesta protectora contra Mtb en modelos animales (115, 123). 

Además se mostró recientemente que la IL-10 bloquea la maduración del 

fagosoma en macrófagos alveolares humanos (71), lo que indica que la 

importancia de IL-10 puede ser de doble filo, sin embargo en cepas de ratones 

en las cuales no limita la respuesta protectora, parece ser necesaria para el 

control a largo plazo de la inflamación (124). 

 

En nuestro estudio se encontró un incremento en la producción de IL-10 al 

comparar los macrófagos infectados y sin infectar (Figuras 39-41), lo cual 

podría indicar que la sola micobacteria ejerce un efecto antiinflamatorio para de 

esta manera lograr su supervivencia dentro de los macrófagos al antagonizar 

otras citocinas inflamatorias y probablemente bloquear la maduración del 

fagolisosoma, lo cual se correlaciona con estudios previos (68, 70, 71, 124). De 

manera importante se encontró un incremento en la producción de esta citocina 
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en los macrófagos que fueron tratados con mAb-TLR2 (Figuras 39-41) y esto 

puede ser causado por el incremento significativo de la producción de citocinas 

inflamatorias (TNF-α, IL-6 e IFN-Ȗ) y probablemente la IL-10 trata de ejercer un 

ambiente de homeostasis (125). La producción de esta citocina se inicia por la 

activación de diferentes TLRs y requiere la participación de la proteína MyD88 

(70), misma ruta de señalización utilizada por TLR2 para la producción de 

citocinas inflamatorias (25). Por otra parte, la citocina TGF-ȕ es producida por 

otra ruta de señalización diferente, a través de proteínas SMAD (126), lo cual 

podría explicar que no se encontraran diferencias significativas en los diferentes 

tratamientos evaluados (Figuras 42-44). Sin embargo, es necesario evaluar las 

rutas de señalización involucradas  a través de la activación de TLR2  y CD14 

para poder llegar a conclusiones más acertadas. 
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CAPÍTULO 10 

 

 

CONCLUSIÓN  

 

El bloqueo de TLR2 y CD14/TLR2 de macrófagos infectados con M. 

tuberculosis favorece su muerte intracelular. A pesar de que no se logró una 

eficiencia de bloqueo del 100%, el bloqueo alcanzado fue suficiente para 

disminuir las UFC en macrófagos bloqueados con mAb-TLR2. Además se 

observó un incremento de la producción de la citocina antiinflamatoria IL-10 lo 

que sugiere que probablemente se favorece un ambiente de homeostasis 

inducida por el aumento de citocinas inflamatorias. 
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CAPÍTULO 11 

 

PERSPECTIVAS 
 

1. Evaluar las proteínas que participan en las vías de señalización de TLR2 

y CD14 (MyD88, SOCS1, IRAK-4, TRAF-1, NFkB, entre otras). 

2. Evaluar la polarización de los macrófagos durante la infección con Mtb y 

el bloqueo de TLR2/CD14. 

3. Cuantificar la producción de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno en el modelo de bloqueo. 
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