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RESUMEN

Q.F.B. Armando Salvador Flores Torres Fecha de graduacion: Julio, 2015
Universidad Auténoma de Nuevo Leén Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: EFECTO DEL BLOQUEO DE TLR2 Y CD14 EN MACROFAGOS
INFECTADOS CON Mycobacterium tuberculosis

Numero de paginas: 85

Candidato para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias con Orientacién
en Inmunologia Médica.

Area de estudio: Inmunologia

Propoésito y Método de Estudio: Un tercio de la poblacién mundial esta 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
demostro el incremento de la muerte intracelular del bacilo en macréfagos KD para
TLR2 y CD14. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del bloqueo de dichos
receptores utilizando anticuerpos monoclonales en macréfagos THP-1 infectados
con Mpycobacterium tuberculosis. Macrofagos THP-1 fueron infectados con
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) y posterior a 48 horas de infeccion, los
receptores TLR2 y CD14 fueron bloqueados utilizando anticuerpos monoclonales. El
sobrenadante fue recuperado de los cultivos a diferentes tiempos para la
cuantificacion de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-a) y antiinflamatorias (IL-
10 y TGF-B). Por otro lado, las células fueron lisadas para cuantificar la carga
bacteriana. Los resultados generados fueron evaluados con la prueba de ANOVA y
el analisis de comparacion multiple de Tukey utilizando el software Graphpad Prism
version 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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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por miembros del complejo de
Mpycobacterium tuberculosis, el cual incluye a Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
agente etiolégico de TB en humanos. El bacilo de la tuberculosis infecta a
millones de personas cada afo, 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 proporcidon
relativamente pequeia de personas infectadas con Mtb desarrollard 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).



En la actualidad, la ausencia de una vacuna completamente protectora contra la
TB, el lento desarrollo de nuevos farmacos, la necesidad de regimenes
terapéuticos prolongados y la emergencia de cepas multidrogo-resistentes y
extremadamente drogo-resistentes de Mib son cuestiones que resaltan la

problematica actual de la TB (2).

Figura 1. Microscopia electrénica de Mycobacterium tuberculosis. (Jean-Pierra Tissier, Franco Menozzi,

Instituto Pasteur).

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias son bacterias no moviles, no esporuladas, débilmente gram
positivas, que aparecen al microscopio como bacilos de 1-4um de longitud y
0.3-0.6um de ancho. Estan incluidas en el orden de Actinomicetales, el cual
comparte con otras bacterias como Corynobacterium, Nocardiay Rhodococcus.
Una caracteristica distintiva de estas bacterias es la presencia de &cidos
micolicos en su pared celular que juegan un papel critico para la estructura y
funcion de la pared celular (3). Las micobacterias son bacterias intracelulares

facultativas cuyas células dianas son los fagocitos, particularmente los

2



macrofagos y monocitos en donde se multiplican. A pesar de la existencia de
muchas micobacterias ambientales, las patogénicas como Mib son

estrictamente parasitas (4).

AAA ———— Manano

Glicoproteinas

Acidos micélicos

Lipomanano

— Arabinogalactano

— Peptidoglicanos
PIM

Porinas

Figura 2. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Adaptacion de Van Crevel R.,
Innate immune recognition of Mycobacterium tuberculosis, Clinical and Developmental Immunology, 2011.

PIM: Manésido de fosfatidilinositol.

Mtb es un patégeno de lento crecimiento con un tiempo de duplicacion de 12-24
horas bajo condiciones 6ptimas (5). La caracteristica mas sobresaliente de Mtb
es la estructura compleja de su pared celular (Figura 2) (6), la cual es la capa
mas externa del bacilo, por tanto tiene una interaccion directa con los elementos
de la respuesta inmune (7). La pared celular esta constituida principalmente por
un complejo macromolecular formado por acidos micdlicos arabinogalactano-
peptidoglicano (8) y posee un elevado contenido de lipidos (9). La estructura

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



protegiéndola de las drogas y componentes téxicos, brindandole hidrofobicidad
extrema, resistencia a la desecacion, a la acidez y alcalinidad, y ademas 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 deteccion de microorganismos es mediada por
receptores especializados llamados receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), los cuales son capaces de reconocer patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs). Los PRRs estan expresados ampliamente en células del
sistema inmune como macrofagos. Después del reconocimiento del PAMP, los
PRRs transducen una senal al interior de las células permitiendo la activacién
de factores de transcripcion. Los factores de transcripcién activos contribuyen al
inicio del proceso inflamatorio y la maduracion de células presentadoras de
antigenos (APCs) involucradas en la regulacién 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. Adaptaciéon de van

LR4

TLRO

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 super familia del receptor de la IL-1 (interleucina-1) y comparten
una via comun de activacidn mediada por su dominio de sefializacién 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 heterodimeros u homodimeros para cumplir su



funcidbn de reconocimiento y sefalizacidbn. La mayoria de ellos forman
homodimeros con algunas excepciones, entre ellos destaca el TLR2, el cual es
capaz de formar heterodimeros con TLR1 o con TLR6, lo cual le permite
reconocer diferentes lipopéptidos: el heterodimero TLR1-TLR2 reconoce
lipopéptidos triacilados, mientras que el heterodimero TLR2-TLR6 responde
frente a lipopéptidos diacilados (21-25). Esta capacidad de reconocimiento de
TLR2 es la razdn por la cual diversos estudios han reportado la participacion de
este receptor en la respuesta de macréfagos alveolares contra Mtb donde este
receptor reconoce la mayor parte de las moléculas del bacilo tales como
peptidoglicanos, lipoproteinas, glicolipidos como LAM (lipoarabinomanano),
AraLAM (lipoarabinomanano con residuos de arabinosa), ManLAM
(lipoarabinomanano con residuos de manosa) y dimanésidos de fosfatidilinositol

acilados (26).

CD14 es una glicoproteina compuesta de 375 aminodacidos ricos en
repeticiones de leucina presente de manera soluble en sangre o como una
proteina de membrana de 55kDa de anclaje glicosilfosfatidilinositol expresada
en la superficie de monocitos, macrofagos y de leucocitos polimorfonucleares
(20, 27). CD14 interactia con muchos ligandos de TLRs y tiene una funcién
muy importante aumentando la activacion de éstos (20). Es capaz de
interactuar con diversos homodimeros y heterodimeros de TLRs (Figura 4),
entre esos se encuentran el TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 y TLR9 (28-34).
Los sitios de unién de CD14 hacia los diferentes ligandos de TLRs se solapan,

de esta manera el LPS (lipopolisacarido) compite con el ADN y con

6



peptidoglicanos, el acido lipoteicoico (LTA) compite con el peptidoglicano, y el
ADN de doble cadena compite con polyl:IC (acido poliriboinosilico-policitidilico)
por su unién a CD14 (28, 30, 35). Aun se desconoce como CD14 es capaz de
unirse a antigenos con tan distinta estructura molecular. Esta molécula es
considerada una de las proteinas mas importantes en la regulacion de la
respuesta inflamatoria mediada por TLR4. Dicho receptor se une al LPS
conduciendo a la activacion del NF-kB (factor nuclear potenciador de las
cadenas kappa de las células B activadas) y la expresion de citocinas mediadas
por el complejo TLR4/MD2 (36). CD14 es capaz de mediar la producciéon de
TNF-a en respuesta a ligandos del dimero TLR2-TLR6 como MALP2
(lipopéptido 2 activador de macréfagos), LTA, zymosan a y Pam2CSKas
(lipoproteina sintética diacilada) (20). Ademas CD14 se encuentra involucrado
en la fagocitosis de Mtb no opsonizado por macréfagos via el reconocimiento de

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

2= N4
< = \W/d
b(/

TLRZ2-TLR6

Figura 4. Unién de TLR2, TLR6 y CD14 para el reconocimiento de diferentes antigenos. Adaptacion de
Ploegh HL, Accessory molecules for Toll-like receptors and their function, Nature Reviews Immunology

2012.



1.4 Epidemiologia de la tuberculosis

La infeccion 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 rapidamente fagocitado por macréfagos
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-a) se producen en las etapas
iniciales de la infeccién, atrayendo neutrofilos y macréfagos los cuales
fagocitaran los bacilos extracelulares y promoveran la inflamacion a través de la
liberacion de citocinas (40). Los monocitos inflamatorios se diferenciaran en
macrofagos, quienes fagocitaran a las bacterias, pero no todas ellas seran
destruidas. En esta fase de la infeccion, la micobacteria crece logaritmicamente

y los macréfagos se acumulan, ocasionando dafo tisular (17).

La respuesta inmune adquirida en la tuberculosis se caracteriza por un infiltrado
celular (linfocitos y otras células del sistema inmune) que formaran el
granuloma. El granuloma tiene un papel dual, conteniendo la infeccién por una
parte, la evasion y la persistencia de bacterias viables por otra (41). Después de
2 a 3 semanas de la infeccién, la inmunidad mediada por linfocitos T se
desarrolla y las células T-antigeno especificas llegan, polarizandose
principalmente a linfocitos Th1 y liberando citocinas tales como IFN-y (interferdn

gamma) activando macréfagos, favoreciendo la produccion de especies
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reactivas del nitrdgeno (RNS) para destruir la micobacteria intracelular.
Subsecuentemente, el crecimiento bacteriano logaritmico 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 estimulacién de células T a través de la produccién
de citocinas inmunorreguladoras como TGF-B (factor de crecimiento

transformante beta) e IL-10 (interleucina-10) (38, 42).
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Figura 5. Patogénesis de la tuberculosis. Adaptacién de Claudio Nunes-Alves MGB. In search of a new

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



1.5 Citocinas

1.5.1 Citocinas inflamatorias: IL-6, TNF-a e IFN-y

Después de la fagocitosis de la micobacteria inhalada, los macrofagos
alveolares son estimulados para secretar citocinas proinflamatorias, como TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (15, 43). La produccion incrementada de IL-6 es un
parametro de muchas enfermedades inflamatorias crénicas y en conjunto con
TNF-a son requeridas para la proteccion contra Mtb en ratones (44). A pesar de
su importancia mediando la inflamacién, la IL-6 no es tan importante como el
TNF-a; esta ultima induce en los macréfagos mecanismos antibacterianos (45).
La IL-6 es importante para la resistencia contra la TB después de la infeccion
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 demostr6 la importancia de la IL-6 en la induccién de
respuestas protectoras Th1 (49), sin embargé también se ha visto que puede
generar un efecto inhibitorio en la sefalizacién del IFN-y (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-a previniendo la union del TNF-a a los macrofagos inhibiendo
su actividad antibacteriana (50-52). Por otro lado, un estudio demostrd que la
IL-6 favorece el crecimiento de la micobacteria intra y extracelularmente (53)
mientras inhibe la produccién de TNF-a y de IL-1(3 a nivel transcripcional in vitro

(54).
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El TNF-a es una citocina critica para la respuesta contra Mtb, puede estimular
neutréfilos y macréfagos de manera autocrina y paracrina para inducir la
apoptosis y la produccion de RNS y de especies reactivas del oxigeno (ROS),
trayendo como consecuencia la destruccion del bacilo (55). Esta citocina es
esencial para la formacién del granuloma y probablemente para su
mantenimiento (56) y ademdas es una sefial importante para la activaciéon del
macrofago, en conjunto con el IFN-y (57). Los ratones deficientes de esta
citocina son incapaces de controlar la infeccion por Mtb, y los granulomas no se
forman adecuadamente en sus pulmones (58), ademas los ratones en los
cuales el TNF-a es neutralizado durante la fase cronica de la infeccién
rapidamente sucumben a la enfermedad (59). El reciente desarrollo de
farmacos anti-TNF-a para el tratamiento de enfermedades inflamatorias

cronicas ha generado la reactivacion de casos de TB (58).

Por otra parte, el IFN-y es una citocina producida especialmente por células T
para activar macréfagos e inducir la produccién de ROS y RNS y es
probablemente la citocina mas 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-y o
en su receptor son extremadamente susceptibles a Mtb y BCG (bacilo de
Calmette y Gueérin); dichos ratones desarrollan la infeccidn rdpidamente
mostrando una alta carga bacteriana, formacidén progresiva y destructiva del
granuloma y una muerte temprana (61, 62). Los pacientes con defectos

genéticos en la funcion del receptor de IFN-y o en su via de sefalizacion (por
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ejemplo STAT1, transductor de sefial y activador de transcripcién 1) son
particularmente propensos a infecciones crdnicas por micobacterias (63).
Ademas, el tratamiento a estos pacientes con IFN-y ex6geno genera mejoria

clinica (64).

1.5.2 Citocinas antiinflamatorias: IL-10 y TGF-8

Al primer contacto de la micobacteria con los fagocitos se producen grandes
cantidades de TNF-qa, IL-12 y otras citocinas proinflamatorias, pero ademas se
induce la producciéon de IL-10 y TGF- las cuales pueden inhibir su efecto (65-
68). Numeros elevados de células T reguladoras (Treg), las cuales producen
estas citocinas inmunosupresoras, estan reportadas en sangre periférica de
pacientes con TB y en el sitio de infeccién (69). La produccién 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 evasion (70). La IL-10 tiene la capacidad de bloquear la
maduracién del fagosoma de manera dependiente de STAT-3 (Transductor de
sefnal y activador de transcripcidon 3), lo cual facilita la supervivencia de Mtb y su
crecimiento (71). Un mecanismo importante de destruccion de Mtb es mediante
la activacion de macroéfagos por el IFN-y, el cual puede ser inhibido por la IL-10
(72, 73). Ademas de antagonizar los efectos del IFN-y, la IL-10 producida
durante la fagocitosis puede bloquear la presentacion de antigeno regulando
negativamente la expresion de moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) (72).
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De manera parecida a la IL-10, el TGF-B tiene un papel prominente en la
desactivacion de macréfagos y supresion de células T en respuesta a Mtb (74).
Una caracteristica importante de la TB pulmonar activa es la produccion
excesiva de esta citocina, donde en estudios de TB en humanos se ha visto que
la IL-10 y el TGF-B puede encontrarse elevada en pulmones (75) y en suero de
pacientes con TB pulmonar latente (76). En cultivos de células mononucleares
fagociticas infectadas o expuestas a los componentes de la bacteria también
producen altas concentraciones de estas citocinas (77). Ademas, la produccion

de TGF-B esta asociada con fibrosis durante la infeccién crénica con Mtb (78).
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

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

Existen diversos reportes que indican la importancia de TLR2 en la respuesta
contra Mtb. Mtb y la lipoproteina de 19-kDa inhiben la expresién del MHC-Il y el
procesamiento de Ag mediante un mecanismo dependiente del TLR2 el cual
involucra un defecto del transactivador de clase Il (CIITA) (79). La proteina
ESAT-6 de Mtb (blanco antigénico secretado tempranamente) es capaz de
unirse directamente al TLR2; esta union activa a la proteina Akt (protein-cinasa
B), esta a su vez impide la uniéon de la proteina adaptadora MyD88 (gen de
respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88) con la proteina citoplasmatica
IRAK-4 (cinasa 4 asociada al receptor de interleucina 1). Al impedir esta unién
se impide la cascada de sefalizacibn que normalmente concluiria en la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, necesario para la produccion de
citocinas inflamatorias necesarias para la defensa del macréfago contra el

bacilo (80).

Mtb ha desarrollado mecanismos para inhibir la maduracién de los fagosomas
(81, 82), y para neutralizar el ambiente acido del compartimento fagolisosomal
(83, 84) asegurando asi su supervivencia dentro de los fagocitos. Sin embargo
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recientemente se demostré que la bacteria es capaz de traslocarse del
fagolisosoma al citosol (85), una caracteristica solo de algunas cepas virulentas
de micobacterias. En este estudio se observé que la sola infeccion con Mib
regula negativamente la expresion del TLR2 y de otras proteinas involucradas

en la senalizacién via MyD88 (85).

Para resaltar aun mas la importancia de TLR2 en la respuesta contra Mtb, en un
modelo de ratones knockout (KO) para TLR2 infectados con el bacilo se
observé el desarrollo de lesiones granulomatosas pulmonares con infiltrados de
neutréfilos, mas grandes a los encontrados en ratones wild-type (WT) (86),
ademas bajos niveles de iNOS (sintasa de 6xido nitrico), TNF-a, TGF-B, IL-1B e

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

CD14 funciona como una molécula accesoria que al unirse al TLR4 o al dimero
TLR1-2 es capaz de reconocer estructuras de Mtb. El conocimiento del papel in
vivo de CD14 durante la infeccion con micobacterias es relativamente limitado.
La ausencia de CD14 resulta en produccion reducida de TNF-a por macrofagos
infectados con M. avium in vitro, los ratones KO presentan una reaccion
granulomatosa similar a los WT después de la infeccidn 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 dias de infeccion, la cual esta

acompanada de una inflamacidén pulmonar reducida (88).
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Recientemente en nuestro laboratorio se gener6 un modelo knock-down (KD)
para TLR2, CD14 o ambas moléculas en macréfagos derivados de monocitos
de la linea celular THP-1 utilizando siRNAs (RNAs de interferencia), donde
posteriormente se infectaron a los macréfagos silenciados. En este estudio se
observé un incremento en la expresién de TNF-a, IL-12 e IFN-y a las 48 horas
de infeccion. La activacién de macrofagos por IFN-y en el modelo Knock-Down
condujo a un incremento en la transcripcion de iINOS, ademas de la reduccion
de la carga bacteriana, concluyendo de esta manera que los receptores de la
inmunidad innata CD14 y TLR2 de macréfagos THP-1 favorecen los
mecanismos de internalizacién y supervivencia de Mtb en un modelo de

infeccién in vitro (89).

2.2 Uso de anticuerpos monoclonales para bloquear receptores

Desde hace algun tiempo se han utilizado anticuerpos monoclonales (mAb)
para evaluar la funcion o el efecto sobre diversas moléculas en diferentes
patologias. 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
bloguearon TLR2 en un modelo in vitro de arteriosclerosis humano. En este
estudio encontraron que la senalizacion de TLR2 mediante MyD88 juega un
papel predominante en la inflamacién y en la degradacion 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 publicé un articulo en donde
bloquea TLR2 en macro6fagos y las estimulé con polisacéridos capsulares de
Neisseria meningitidis. Al bloquear TLR2 se observd una reduccién significativa
de los niveles de TNF-a e IL-18, concluyendo que el reconocimiento de
polisacaridos capsulares de meningococos por parte de macréfagos ocurre via

TLR2 (91).

En la actualidad no se ha generado ninguna vacuna protectora contra la TB y
siguen en aumento el numero de casos de pacientes infectados con cepas
multidrogo y extremadamente drogo-resistentes, por lo tanto es necesaria la
busqueda de nuevas terapias para contener la infeccion. Estudios previos
sefnalan 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 evasion de la respuesta inmune.
El uso de mAb en un modelo in vitro podria ayudar a elucidar el papel de estos
receptores en la TB y de esta manera generar futuras terapias para el control de

la infeccién.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Son necesarios estudios in vitro para determinar el efecto del bloqueo de CD14
y TLR2 en un modelo de infeccién establecida para elucidar si se favorece la

sobrevivencia o muerte intracelular de M. tuberculosis.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

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

favorece su muerte intracelular.
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CAPITULO 5

OBJETIVO GENERAL

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

tuberculosis en macréfagos derivados de la linea celular de monocitos THP-1.
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CAPITULO 6

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar el modelo de bloqueo de TLR2 y CD14 en macréfagos
infectados con M. tuberculosis.

2. Determinar el efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 sobre la carga bacteriana
en macréfagos infectados con el bacilo.

3. Cuantificar los niveles de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-y y TNF-a),
antiinflamatorias (IL-10 y TGF-B) en el modelo de bloqueo de TLR2 y CD14

en macréfagos infectados con M. tuberculosis.
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CAPITULO 7

MATERIAL Y METODOS

7.1 Mantenimiento de la linea celular THP-1

La linea celular de monocitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202) se expandi6 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 cm? (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
descarté la contaminaciéon por Mycoplasma utilizando el kit PCR Universal
Mycoplasma Detection (ATCC 30101-K) sembrando 10* células con una
confluencia del 90%. Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 3
minutos a 4°C (Thermo Scientific), y se resuspendié el botén celular con buffer
de lisis. Posteriormente se realizé la PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) siguiendo las instrucciones del proveedor (Tabla 1). Se evalud la
viabilidad de las células durante todos los experimentos con la tincion de azul
tripano (Sigma-Aldrich 468) observandolas con ayuda de una camara de

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

Temperatura (°C) Tiempo (segundos) Ciclos

Desnaturalizacién 94 30
Alineamiento 70->60.5 30 20
Elongacion 72 45

Continuar con los ciclos con una temperatura de alineacién

constante
Desnaturalizacion 94 30
Alineamiento 60 30 12
Elongacion 72 45

Elongacion final: 72°C por 4 minutos
4°C en espera

7.2 Transformacion de monocitos a macréfagos

Los macréfagos fueron transformados a partir de monocitos de la linea celular
THP-1 mediante estimulacion 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 evaluacién de la diferenciacion completa se
analizaron: a) morfologia caracteristica de macrofagos por microscopia (Life
Technologies 4471136), b) fagocitosis utilizando perlas de latex (Polysciences
19824-1), c) viabilidad celular con la tincién de azul de tripano (SIGMA 468) y d)
marcadores caracteristicos de las etapas de diferenciacion de macréfagos
(Figuras 6 y 7) (92) tinfendo con anticuerpos monoclonales anti-CD14
(Conjugado con APC-Cy7, clona M®P9, 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 citbmetro de flujp LSRFORTESSA de BD capturando
10,000 eventos por cada tratamiento. Los resultados fueron analizados en el

software Flowing Software 2.0.

23



80

=1 [000000 354
E:j>888888[::> e
000000

% Viabilidad

@© @ OOO'.ZO..OO\ o

Monocitos

Macrofagos

Prueba fagocitosis

o — )

Citometria de flujo

Figura 6. Estrategia general de la transformacion de monocitos a macréfagos.

Monocito
Macréfago

Figura 7. Expresién de marcadores de superficie de monocitos y macréfagos THP-1
transformados con PMA.



7.3 Infeccion con Mycobacterium tuberculosis

Para realizar la infeccién con Mtb se utilizé la cepa de referencia H37Rv (ATCC
25618) la cual se creci6 inicialmente en medio Middlebrook 7H9 (Difco 271310)
con 0.5% de glicerol (Jalmex 56815) enriquecido con el complejo dextrosa vy
albumina, ADC (BD 212352). La bacteria se dej6 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, albumina y &cido oleico, OADC (BD,
211886). Después se infectaron los macréfagos THP-1 con Mtb a una razén de
infeccién de 5:1 (bacilos:macréfagos) utilizando el tubo nimero uno de la escala
de McFarland. Las células se mantuvieron en cultivo por 48 horas a 37°C con

5% de CO, (Sterilchem gard Il MCO-18AIC-UV).

7.4 Bloqueo con anticuerpos monoclonales

Se transformaron los monocitos a macréfagos con 10nM de PMA a 48horas
utilizando placas de cultivo de 48 pocillos (Thermo Scientific 150687) a 1x10°
células por pocillo en 500uL. 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 macrofagos 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
utilizé un control de isotipo de las mismas clonas y fluorescencencias que los
anticuerpos utilizados para bloquear (IgG1 conjugado con FITC, clona 61D3,
lgG2a 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 citometria
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).

‘ Bloqueo 0, 8, 24 y 48hrs |

I

Figura 8. Estrategia general del bloqueo de TLR2 y CD14.
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7.5 Determinacion 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 botdn celular fueron lisadas utilizando agua estéril a 0°C. Se sembré 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 Cuantificacion de citocinas

A partir de los macrofagos infectados y blogueados se recuperd el
sobrenadante de cultivo a los diferentes tiempos (0, 6, 24 y 48 horas) para la
cuantificacion de las citocinas IL-6 (EH2IL6, Thermo Scientific), IL-10 (EHIL10,
Thermo Scientific), IFN-y (DIF50 RyD Systems), TNF-a (EH3TNFA, y TGF-B
(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
construyd una curva de calibracion a partir de las lecturas de los estdndares,
mediante ésta se obtuvo la ecuacién de la recta, se despejaron los valores de

las lecturas y se calculd la concentracidn de citocinas para cada tratamiento.
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CAPITULO 8

RESULTADOS

8.1 Mantenimiento de la linea celular THP-1

Se trabaj6 con la linea celular THP-1 (ATCC TIB-202), la cual esta constituida
por monocitos humanos provenientes de una leucemia monocitica aguda. Estas
células no son adherentes, su crecimiento es en suspension celular (Figura 9),

cuyo tiempo de duplicacion es de aproximadamente 30 horas.

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

Se realizé una cinética de crecimiento de las células, encontrandose un tiempo

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

Se descarté la presencia de Mycoplasma, una bacteria comunmente
encontrada en lineas celulares de muy dificil deteccién (93). Para ello se realizé
una prueba de PCR especifica, la cual detecta mas de 60 especies de
Mycoplasma, incluyendo las especies mas 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 linea 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 contaminacién por Mycoplasma. Gel de agarosa al 3% de muestras
de células THP-1. A) Control positivo B) Control negativo (vehiculo), C) Muestra 1, D)
Muestra 2, E) Control positivo + muestra 1, F) Control positivo + muestra 2. Control
positivo: (DNA cromosémico de M. arginini), Control negativo: Vehiculo, Muestra 1: células

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

8.2 Transformaciéon de monocitos a macroéfagos

La diferenciacion de los monocitos THP-1 puede ser estimulada con diferentes
sustancias, entre ellas con forbol-12-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA o
PMA). Bajo la induccién del PMA, las células THP-1 paran de proliferar y se
diferencian en células con apariencia de macro6fagos. La diferenciacién de las
células THP-1 esta asociada a una alteracidon dramatica en la morfologia
celular, adquiriendo una variedad de formas, sus nucleos se vuelven irregulares

y pueden reconocerse vacuolas fagociticas 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 transformacién completa de los monocitos
a macréfagos fue evaluada en base a sus cambios morfoldgicos mediante
microscopia, por su capacidad funcional con pruebas de fagocitosis y en base a
la expresién positiva o negativa de moléculas de superficie por citometria de

flujo.

Figura 12. Morfologia durante la transformacion de monocitos a macréfagos. Se utiliz6

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

horas de transformacién y d) 72 horas de transformacién.
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A las 0 horas de transformacion, las células tenian aun forma redonda y se
encontraban en suspension (Figura 12a). Para las 24 horas las células ya se
encontraban adheridas a la placa, incrementando ademas su tamano (Figura
12b). A las 48 horas incrementaron aun mas su tamafno y ya se apreciaban
organulos citoplasmaticos (Figura 12c). Finalmente, a las 72 horas después de
refrescarles el medio con medio libre de PMA, las células obtuvieron diversas
formas, donde la mas comun presentaba prolongaciones extendidas

asemejando fibroblastos (Figura 12d).

De manera adicional, se evalud la viabilidad de los macréfagos utilizando la
tincion de azul de tripano, en donde se observé una viabilidad se mantuvo por

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

(Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad celular durante la diferenciacion. ANOVA con analisis

de comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Ademas, se evalué el fenotipo de los macréfagos transformados a los diferentes
tiempos y diferentes concentraciones en base a reportes que demuestran el
aumento o la disminucion de la expresion de moléculas de superficie y la
disminucion o desaparicidén de otros marcadores en la transicion de monocitos a
macrofagos (92) mediante citometria de flujo utilizando los marcadores CD14
(mayor intensidad en macréfagos), CD35 (presencia en monocitos, ausencia en
macrofagos), CD44 (presencia en macréfagos, ausencia en monocitos) y TLR2
(mayor intensidad en macréfagos). Tanto los macréfagos transformados a las
48 y 72 horas expresaron CD44, CD14 y TLR2, y fueron negativos para CD35
(Figura 14), pero la expresion de las primeras moléculas fue mayor a las 48
horas de transformacion, por lo cual se optd por utilizar este tiempo de

transformacion (Figura 15).

=

APC-A

Alexa Fluor 488-A

PE-A = APC-Cy7-A =

Figura 14. Expresion de marcadores de superficie en los macrofagos 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
macroéfagos transformados a diferentes tiempos. La transformacion se realiz6 utilizando
10nM a las 48 horas (rojo) y 72 horas (azul). El color morado indica el solapamiento de

ambos tratamientos.

Una vez que se decidi6é el mejor tiempo de transformacién (48 horas) y la mejor
concentracion de PMA (10nM), se realizaron pruebas funcionales de fagocitosis
anadiendo 10 perlas de latex por cada macrofago (10:1) a diferentes tiempos (0,
1, 2, 3y 4 horas), donde >90% de los macréfagos fueron capaces de fagocitar

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

Finalmente se realiz6 una prueba funcional de los macrofagos determinando la
produccién de TNF-a utilizando ESAT-6, una proteina anteriormente reportada
que induce la producciéon de esta citocina en células THP-1 (95), a una
concentracion de 10ug/mL a las 0, 6, 8 y 24 horas. Los sobrenadantes fueron
recuperados y se evalud la produccion de TNF-a, donde se observé que los

macrofagos THP-1 son capaces de producir grandes cantidades de esta
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citocina bajo el estimulo, y que la produccion de TNF-a disminuye con el

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

Figura 16. Prueba de fagocitosis de macréfagos.
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Figura 17. Cuantificacién de TNF-a bajo el estimulo de ESAT-6. ANOVA con andlisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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8.3 Infeccion de macréfagos con Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Se utilizé la cepa de referencia H37Rv de Mycobacterium tuberculosis para la
infeccién de los macréfagos transformados. Debido a reportes indican que la
sola infeccién con Mycobacterium tuberculosis disminuye la expresion de TLR2
y otras moléculas involucradas en la sefnalizacién de MyD88 (85), se evalud si
se observaba el mismo fenédmeno en nuestro modelo experimental. No se
observaron diferencias significativas comparando los grupos de macréfagos
infectados y macréfagos sin infectar al menos a los tiempos y dosis de Mtb

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

TLR2

4000~

3000+

= 20004
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Figura 18. Intensidad media de fluorescencia de TLR2 en macréfagos 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 macrofagos infectados y sin

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

8.4 Bloqueo de TLR2 y CD14 de macrofagos 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. Ademas 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 utilizd 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.
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Tabla 2. Grupos experimentales.

Macréfagos sin infectar

Macréfagos 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 macréfagos infectados a los diferentes

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

NUmero de eventos

NUmero de eventos

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 macréfagos tefiidos solo con los

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

figura 21 que los macrofagos solo presentan la fluorescencia de éstos mAb.
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Figura 21. Dotplots antes del bloqueo de macréfagos infectados con Mtb. a) Macréfagos
tefiidos con mAb-TLR2 (APC); b) Macréfagos tefidos 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 evalué la eficiencia del bloqueo. Se puede observar en
la figura 22 el desplazamiento de las poblaciones de la figura 20 a la regién de
dobles positivas, lo que indica que ademas se marcarse con el mAb para

evaluar la eficiencia del bloqueo se estan tiiendo con los mAb para bloquear.

Se pudo apreciar una reduccién 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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FITC

Figura 22. Dotplots después del bloqueo de macrofagos infectados con Mtb. Macréfagos
blogueados con mAb-TLR2 a las a) 0 hr, b) 6 hr, ¢) 24 hr y d) 48 hr; Macréfagos
bloqueados con mAb-CD14 alas €) O 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.

_ NUmero de eventos
. NuUmero de eventos

APC PE

Figura 23. Intensidad media de fluorescencia de macréfagos blogueados y sin bloquear. a)
IMF de TLR2 (APC) de macrofagos bloqueados (azules) y macréfagos sin bloquear (rojos)
a las 24 horas, b) IMF de CD14 (PE) de macréfagos bloqueados (azules) y macréfagos 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
macrofagos infectados sin bloquear y bloqueados se pudo apreciar una
disminucion en el porcentaje de eventos marcados con éstos mAb en todos los
tiempos evaluados, mostrando ademas diferencias altamente significativas,

P<0.05 (Figuras 24 y 25).

El porcentaje maximo de eventos bloqueados utilizando el mAb-TLR2 fue del
74.28% para macrofagos sin infectar a las 48 horas, y del 65.68% para los
macrofagos infectados a las 0 horas del bloqueo (Tabla 3). Para CD14, el
porcentaje de eventos bloqueados maximo fue del 74.04% para macréfagos sin
infectar y del 76.77 para macréfagos infectados con Mtb, ambos a las 24 horas

de bloqueo (Tabla 3).

Bloqueo de TLR2 en macroéfagos infectados

*hok K *hkk *hkk *kkk
s | | ——

100+
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Sin mAb
mAb-TLR2

% eventos bloqueados

Oh 6h 24h 48h

Figura 24. Bloqueo de TLR2 en macréfagos infectados con Mtb. ANOVA con analisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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Bloqueo de CD14 en macroéfagos infectados
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Figura 25. Blogueo de CD14 en macréfagos infectados con Mtb. ANOVA con andlisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).

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

Porcentaje de eventos bloqueados

Tratamientos Oh 6h 24h 48h

TLR2 macroéfagos sin infectar | 45.79% | 57.98% | 71.72% | 74.28%

TLR2 macréfagos infectados | 65.68% | 51.93% | 55.40% | 64.79%

CD14 macroéfagos sin infectar | 63.91% | 65.90% | 74.04% | 72.73%

CD14 macroéfagos infectados | 56.76% | 66.42% | 76.77% | 73.78%

8.5 Determinacion de unidades formadoras de colonias

Se pudo observar una disminucion del crecimiento de Mtb a las 6 horas de
bloqueo utilizando el mAb-TLR2 o la combinacion mAb-TLR2/CD14
comparandolos con los macréfagos sin mAb o tratados con el control de isotipo

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

(Figuras 27 y 28).
6 horas de bloqueo
5000- , * :
Z x . '
4000+ ' , * ' .
¢ 3000-
e
= 2000-
1000+
0 ——
Sin Ab Isotipo mAb-TLR2 mAb-CD14 mAb-TLR2/CD14

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

del bloqueo. ANOVA con andlisis de comparacién multiple de Tukey (P<0.05).

24 horas de bloqueo

5000 -

4000 I {

30004

UFC

20004

1000+

SinIAb Iso;ipo mAb-TLR2 mAb-CD14 mAb-TLR2/CD14

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

del bloqueo. ANOVA con andlisis de comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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48 horas de bloqueo
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Sin Ab Isotipo mAb-TLR2 mAb-CD14 mAb-TLR2/CD14

Figura 28. Unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis a las 48horas

del bloqueo. ANOVA con andlisis de comparacién multiple de Tukey (P<0.05).

8.6 Cuantificacion de citocinas

Posterior a la infeccion y al bloqueo, se recuperaron los sobrenadantes de los
cultivos celulares para evaluar la producciéon de citocinas por los macréfagos
bajo los diferentes tratamientos.

Al evaluar la IL-6 se observd un incremento comparando los macrofagos 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 observé una
mayor produccion de IL-6 en los cultivos celulares procedentes de macréfagos
blogueados con el mAb-TLR2. Este mismo fendmeno ocurrié en menor medida
en los macréfagos bloqueados con la combinacién mAb-TLR2/CD14, pero no

fue visto para macrofagos bloqueados con mAb-CD14.
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Figura 29. Fotografias de la carga bacteriana en macréfagos bloqueados: a) sin bloquear,
b) control de isotipo, ¢) bloqueando TLR2, d) bloqueando CD14, o €) bloqueando ambos

receptores.
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6 horas de bloqueo
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Figura 30. Cuantificacién de IL-6 a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 31. Cuantificacién de IL-6 a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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48 horas de bloqueo
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Figura 32. Cuantificacién de IL-6 a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 33. Cuantificacién de TNF-a a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparaciéon multiple de Tukey (P<0.05).

Se evalu6 también la produccion de TNF-a, donde se observo un incremento
altamente significativo en macréfagos infectados comparandolos con los

macrofagos sin infectar a las 6 horas (Figura 33). Al igual a la IL-6, se observé
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una mayor produccion de TNF-a cuando fue bloqueado TLR2 en todos los

tiempos, ademas la produccién de esta citocina disminuyé significativamente en

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

24 horas de bloqueo
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Infectados

Figura 34. Cuantificacién de TNF-a a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con analisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 35. Cuantificacién de TNF-a a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con analisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Los niveles de IFN-y fueron elevados en los macréfagos infectados

comparandolos con los macréfagos sin infectar. Esta diferencia se observé

durante todos los tiempos evaluados, aunque no fue estadisticamente

significativa, P<0.05 (Figura 36-39).
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Figura 36. Cuantificacién de IFN-y a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 37. Cuantificacion de IFN-y a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con analisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).
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De manera similar a las citocinas previas analizadas, se observé un incremento
en la produccién de IFN-y en los macrofagos incubados con mAb-TLR2, y de
manera menos importante la combinacion de mAb-TLR2/CD14. Estos cambios

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

48 horas de bloqueo

IFNy (pg/mL)
-
=
*

Sin inf Sin mAb mAb-TLR2 mAb-CD14 mAb-TLR2/CD14

Infectados

Figura 38. Cuantificacién de IFN-y a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con analisis de

comparacién multiple de Tukey (P<0.05).

Se presentd un incremento de IL-10 en los macrofagos infectados con Mib
comparandolos con los macréfagos sin infeccion de manera similar a lo
observado en las citocinas previas durante los diferentes tiempos evaluados.
También se presentd una mayor produccion de IL-10 cuando se bloqued TLR2,

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

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 40. Cuantificaciéon de IL-10 a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).

Para el caso del TGF-3 no se aprecid ningun cambio significativo en ninguno de

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

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 42. Cuantificacién de TGF-B a las 6 horas de bloqueo. ANOVA con analisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 43. Cuantificacién de TGF-f a las 24 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 44. Cuantificacién de TGF-f3 a las 48 horas de bloqueo. ANOVA con andlisis de

comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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CAPITULO 9

DISCUSION

9.1 Transformacion de monocitos a macrofagos

Debido a las similitudes morfolégicas y metabdlicas de la linea celular
monocitica THP-1, ésta puede ser diferenciada a macréfagos utilizando PMA
(96). Los macréfagos THP-1 diferenciados han sido utilizados ampliamente
como modelos in vitro de macrofagos en estudios donde involucran
enfermedades inflamatorias (96, 97). De hecho estudios han demostrado que
los macréfagos derivados de monocitos THP-1 proveen un modelo confiable y
altamente reproducible para estudios con Mtb, incluso de varias cepas (98). Sin
embargo, la diferenciacién con elevadas concentraciones de PMA también es
capaz de estimular varios genes en las células (96, 99, 100). Para transformar
macrofagos 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 regulacién positiva de algunos genes (97, 101-104). En un
estudio publicado en el 2006 (96), se reportd que las células THP-1 fueron
diferenciadas de manera estable a macréfagos con 5ng/mL de PMA por 48
horas sin la sobre-expresion de los genes TNF-a, RNATES, IL-18, MCP-1, IL-8,
MIP-1B8, CCR5, CCR2a y CCR2b, mientras que estos genes fueron sobre-
expresados cuando se utilizaron concentraciones de PMA de 25-100ng/mL.

Ademas, los macréfagos diferenciados obtenidos respondieron mejor a bajas
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concentraciones de LPS (10ng/mL) o beta amieloide (125nM), lo cual es mas
parecido a las concentraciones biolégicas. 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 decidié evaluar diferentes
concentraciones de PMA para transformar los monocitos a macréfagos: 5, 10 y
15nM. En estos estudios no se encontré diferencia en cuanto a la morfologia,
viabilidad celular ni a la expresidén de receptores de superficie. Debido a esto y a
los antecedentes mencionados anteriormente se opté por diferenciar con 10nM

de PMA.

Por otra parte se decidi6 evaluar la diferenciacién 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
diferenciacién con medio libre de PMA ya que resulta benéfico para obtener un
fenotipo méas parecido al de los macréfagos (94). Se evalu6 el porcentaje de
viabilidad utilizando la prueba por exclusién de azul de tripano en cada tiempo
de transformacion de los macréfagos, 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 aun se encuentran en
suspensidn y la prueba de azul de tripano se realiza de manera directa; por otra
parte desde las 24 horas de transformacién 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 dafo a la membrana, lo cual justifica la

pequena disminucién de la viabilidad.

Al transformar en los diferentes tiempos se obtuvieron diferencias morfologicas
pero también de expresion de receptores. A pesar de las diferencias
morfolégicas encontradas en los diferentes tiempos, la transformaciéon a ambos
tiempos presentd células adherentes con la presencia de organulos
citoplasmaticos, sin embargo los macréfagos a los cuales se les refrescod el
medio sin PMA presentaron una morfologia mas parecida a macréfagos debido
a las largas prolongaciones que presentaban la mayoria de las células (Figura
12). Al evaluar la expresion de TLR2 y CD14 se encontré la expresion de éstos
ligeramente disminuidos a las 72 horas de transformacion (Figura 15). Debido a
gque ambas moléculas son clave para este estudio, se opté por utilizar los

macréfagos transformados por 48 horas.

Una vez teniendo en cuenta la concentracion de PMA y el tiempo de
transformacion se realizé una prueba funcional de fagocitosis utilizando perlas
de latex a diferentes horas, en donde se aprecié que la gran mayoria 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 macrofagos humanos donde se observa que estas células
son capaces de fagocitar completamente después de dos horas del contacto
con el antigeno (105), y con estudios donde se observa la capacidad fagocitica

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

macrofagos de manera satisfactoria.

9.2 Infeccion de macréfagos con Mtb

Debido a que existen articulos que mencionan que la sola infeccién con
Mpycobacterium tuberculosis de la cepa H37Rv regula negativamente la
expresion de genes involucrados en la sefalizacion de TLR2-MyD88 como
TLR2, MyD88, IRAK4, TRAF6 y TIRAP (85), se evalué la expresion de TLR2 y
CD14 en diferentes horas de infeccion para asegurar que la sola infeccion con
la bacteria no estaba causando una disminucion 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 infecciéon no
se observo disminucion de la expresion 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 investigacidn se deben principalmente al
modelo experimental utilizado. Por ejemplo, Aejazur Rahman et al. observaron
este efecto en macréfagos obtenidos del peritoneo de ratones, lo cual indica
una diferencia importante en el tipo celular que se maneja; ademas la dosis de
Mtb fue mayor. Por lo tanto concluimos que Mtb no regula negativamente la
expresiéon de TLR2 ni de CD14 en macréfagos 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 funciéon 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 inflamacién y degradacion de la matriz en la arterosclerosis humana
(90), en estudios in vitro del reconocimiento de polisacaridos capsulares de
Neisseria meningitidis (91), entre otros. En el presente estudio se utilizaron
anticuerpos monoclonales ya reportados en la literatura (90, 91, 106) para
bloguear a TLR2 y CD14, ademés de un control de isotipo de la misma clona y

fluorescencias utilizadas.

En los resultados de citometria de flujo utilizando el control de isotipo se puede
observar que no se presentd senal para ninguna fluorescencia (Figura 20), lo
que indica que los resultados posteriores son debidos a la union especifica del
anticuerpo con su receptor y no a la unidn inespecifica del receptor Fc con

receptores del macréfago.

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 anadidos en la
misma concentracidén que los primeros. En las graficas de dotplot (Figuras 21 y
22) se puede apreciar la union especifica de los mAb a sus receptores durante

los diferentes tiempos, aunque de la misma manera se puede apreciar que los
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anticuerpos que fueron anadidos para evaluar la eficiencia del bloqueo también
se unen a los receptores, teniendo asi una poblacién mixta de macréfagos que
esta tefiida con los dos anticuerpos. Una posible explicacion de este resultado
es el numero elevado de receptores TLR2 y CD14 en la membrana de los
macrofagos y probablemente sea necesario aumentar la concentracién de mAb

para bloquear al 100% los receptores.

Posteriormente se compard la IMF de los mAbs utilizados para evaluar la
eficiencia del bloqueo en macréfagos bloqueados y sin bloquear, donde se
puede apreciar que hubo una disminucién de ésta en los macréfagos que
fueron previamente bloqueados comparandolos con aquellos sin bloquear
(Figura 23); esto fue observado tanto en macréfagos tratados con mAb dirigidos

contra TLR2 y CD14.

Debido a la poblacién mixta de macréfagos que fueron positivos para las dos
fluorescencias fue complicado determinar la eficiencia del bloqueo utilizando la
IMF. Debido a esto se decidio calcular la eficiencia del bloqueo utilizando el
porcentaje de eventos positivos para la fluorescencia del anticuerpo que se usé
para revelar en macrofagos bloqueados y sin bloquear. Al utilizar ambos
anticuerpos durante todos los tiempos evaluados hubo una disminucion
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 macréfagos infectados como en macréfagos sin

infectar. De esta manera se alcanzd de un porcentaje de eventos bloqueados
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del 50-65% para TLR2 y del 55-80% para CD14 en macr6fagos 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 observd una disminucion
significativa de la carga bacteriana en macréfagos derivados de monocitos de la
linea celular THP-1 silenciados con siRNAs dirigidos contra TLR2 vy
TLR2/CD14. A pesar que en ese estudio los macréfagos fueron silenciados y
posteriormente infectados, se observd de manera similar en el presente estudio
que al utilizar mAb dirigidos contra TLR2 y la combinacién TLR2/CD14 una
disminucion significativa en la carga bacteriana durante todos los tiempos
evaluados en macréfagos ya infectados con el bacilo (Figuras 26-29). Una
posible explicacion de la disminucion de las UFC probablemente sea a que el
blogueo de TLR2 induce la secrecidon de citocinas inflamatorias por el
macrofago y este a su vez a través del IFN-y como ya se ha reportado (61) la
produccion de ROS y RNS necesarios para la destruccion del bacilo. Mtb es
capaz de utilizar la via de sefalizacion del TLR2 como un mecanismo de
evasion y al bloquear esta ruta se favorece la activacion de mecanismos
microbicidas del macréfago (85) que finalizan en la disminucién de unidades

formadoras de colonias.
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9.5 Efecto del bloqueo de TLR2 y CD14 sobre la produccidn 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 infeccion en este tipo de
patdgenos intracelulares (107). La evidencia critica deriva de estudios en
modelos experimentales y de observaciones en pacientes con deficiencias
genéticas o inducidas por farmacos en citocinas o en sus vias de sefalizacion.
Entre las citocinas involucradas en la respuesta contra Mtb se encuentran IFN-y
TNF-a e IL-10, las cuales estan bien documentadas en modelos humanos vy

murinos (107-109).

Las citocinas proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-a actuan durante el inicio,
la expansién y en algunos casos en etapas cronicas de Mtb (107). La
exposicion de fagocitos pulmonares a las bacterias resulta en la unién de ésta o
sus productos a receptores especificos, lo cual induce la produccién de
citocinas por la célula infectada (107). La sola infeccion de Mtb induce la rapida
produccién de IL-6 y de TNF-a (Figuras 30 y 33) lo cual es congruente con
estudios previos donde se observa que especificamente la cepa de Mtb H37Rv

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

Modelos experimentales han mostrado el papel de TNF-a no solo en la
respuesta contra Mtb, sino también en la inmunopatologia de la TB (111).

Ademas la infeccién con la micobacteria o el tratamiento con moléculas de
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micobacterias, como el ESAT-6 inducen la secrecion de TNF-a en macréfagos
(112-114), lo cual esta acorde a lo encontrado en este estudio. Por otra parte,
ratones deficientes de TNF-a o del receptor de TNF-a son més susceptibles a la
infeccién por micobacterias y forman granulomas defectuosos (58, 115),

resaltando asi el papel de esta citocina en el control y resolucién de la infeccion.

En nuestros resultados ademas se observo un incremento de IL-6, TNF-a e
IFN-y en macro6fagos infectados pero ademas bloqueados con anticuerpos
dirigidos contra TLR2 y en algunos casos con la combinacién TLR2/CD14
(Figuras 30-38). Existen reportes donde Mtb es capaz de utilizar las vias de
sefalizacion 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 produccion de otros mecanismos microbicidas como NRS
y ROS lo cual se correlaciona con los resultados de la carga bacteriana.
Ademas, estos resultados se correlacionan con los resultados obtenidos por
Francisco Hernandez et al. (89) donde se observd en su modelo KD para TLR2
y CD14/TLR2 un incremento en la produccion de citocinas inflamatorias, entre
ellas IFN-y y TNF-a acompafado de una mayor produccién de éxido nitrico
después de la infeccidn, sugiriendo el papel de TLR2 en la respuesta contra
Mtb y podria 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 funcion de macréfagos,
entre ellas se encuentran la IL-10, cuyas propiedades antiinflamatorias
desactivan este tipo de célula (117, 118). La IL-10 es producida por macréfagos
después de la fagocitosis de Mtb y después de la unién con lipoarabinomanano
(98). No solo se ha demostrado que esta citocina suprime la respuesta de
citocinas Th1 en respuesta la infeccion de Mtb (119, 120), sino ademas regula
negativamente la liberacién de TNF-a de macréfagos, y su efecto inhibitorio es
dependiente de su concentracion (117, 118). La IL-10 se encuentra elevada en
muestras de pacientes con TB (121), y esta 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).
Ademas se mostré recientemente que la IL-10 bloquea la maduracién del
fagosoma en macrofagos 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 inflamacion (124).

En nuestro estudio se encontré un incremento en la produccion de IL-10 al
comparar los macrofagos infectados y sin infectar (Figuras 39-41), lo cual
podria indicar que la sola micobacteria ejerce un efecto antiinflamatorio para de
esta manera lograr su supervivencia dentro de los macrofagos al antagonizar
otras citocinas inflamatorias y probablemente bloquear la maduraciéon del
fagolisosoma, lo cual se correlaciona con estudios previos (68, 70, 71, 124). De

manera importante se encontrd un incremento en la produccion de esta citocina
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en los macrofagos que fueron tratados con mAb-TLR2 (Figuras 39-41) y esto
puede ser causado por el incremento significativo de la produccién de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IFN-y) y probablemente la IL-10 trata de ejercer un
ambiente de homeostasis (125). La produccién de esta citocina se inicia por la
activacion de diferentes TLRs y requiere la participacién de la proteina MyD88
(70), misma ruta de senalizacién utilizada por TLR2 para la produccion de
citocinas inflamatorias (25). Por otra parte, la citocina TGF- es producida por
otra ruta de senalizacién diferente, a través de proteinas SMAD (126), lo cual
podria explicar que no se encontraran diferencias significativas en los diferentes
tratamientos evaluados (Figuras 42-44). Sin embargo, es necesario evaluar las
rutas de senalizacion involucradas a través de la activacién de TLR2 y CD14

para poder llegar a conclusiones mas acertadas.
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CAPITULO 10

CONCLUSION

El bloqueo de TLR2 y CD14/TLR2 de macréfagos infectados con M.
tuberculosis favorece su muerte intracelular. A pesar de que no se logré una
eficiencia de bloqueo del 100%, el bloqueo alcanzado fue suficiente para
disminuir las UFC en macréfagos bloqueados con mAb-TLR2. Ademas se
observé un incremento de la produccion 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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CAPITULO 11

PERSPECTIVAS

1. Evaluar las proteinas que participan en las vias de sefalizacion de TLR2
y CD14 (MyD88, SOCS1, IRAK-4, TRAF-1, NFkB, entre otras).

2. Evaluar la polarizacién de los macréfagos durante la infeccién con Mtb y
el bloqueo de TLR2/CD14.

3. Cuantificar la produccion de especies reactivas del oxigeno y del

nitrégeno en el modelo de bloqueo.
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