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RESUMEN. Antecedentes: Los receptores tipo Toll (TLR) participan en la respuesta inmune inicial hacia patégenos, sin embargo, su papel en
la respuesta de los macrofagos alveolares (MA) humanos hacia Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), aun esta pobremente estudiada.
En este trabajo se investigo esta funcién en los compartimentos pulmonar y sistémico.

Métodos: Se determind la expresion de TLR2 y TLR9 en monocitos (MN) y MA estimulados con los antigenos micobacterianos lipoarabinoma-
nana y ADN de M. tuberculosis, asi como en el proceso infeccioso con la cepa virulenta de M. tuberculosis utilizando la técnica de citometria
de flujo. La produccion de citocinas proinflamatorias ligando-especificas y postinfeccion se determiné por ELISA.

Resultados: La infeccion por M. tuberculosis, o la estimulacion con sus antigenos, modula la expresion de TLR2, pero no lade TLR9 en MN e
inducen la produccién de TNF-« e IL6 ligando-especifica. En MA no hay modificaciones en la expresion de ambos receptores.
Conclusiones: La expresiony funcion de TLR2 y TLR9 a consecuencia de la infeccion por M. tuberculosis es distinta en los fagocitos alveolares
y sistémicos. Es posible que la expresiéon y funcién de los TLR en el sistema de defensa pulmonar innato sea relevante no sélo en la generacion
de la respuesta inmediata, sino en la capacidad de controlar la infeccion por M. tuberculosis.
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ABSTRACT. Background: Toll-like receptors (TLR) contribute to initial immune response to pathogens, however, their precise role in human
alveolar macrophages response towards Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) remains poorly characterized. The aim of this study was
to investigate this process in the alveolar and systemic compartments.

Methods: TLR2 and TLR9 expression was determined in monocytes and alveolar macrophages stimulated with mycobacterial lipoarabino-
mannan and DNA or infected with the virulent strain of M. tuberculosis by flow cytometry. Ligand-specific and infection-induced production of
proinflammatory cytokines was assessed by ELISA.

Results: M. tuberculosis infection as well as stimulation with M. tuberculosis antigens modulated TLR2 but not TLR9 expression in monocytes
and induced specific TNF-a and IL6 release. Alveolar macrophages did not modulated TLR2 nor TLR9 expression.

Conclusions: Expression and function of TLR2 and TLR9 after exposure to M. tuberculosis is different between alveolar and systemic phago-
cytes. TLRs role in pulmonary defense may be relevant in the generation of immediate response as well as in control of M. tuberculosis infection.

Key words: TLR, alveolar macrophages, Mycobacterium tuberculosis.

INTRODUCCION cinas proinflamatorias y quimiocinas para la activacion
y reclutamiento de monocitos (MN) y linfocitos al sitio

de infeccidn.? El reconocimiento de patdégenos por los

El pulmén es un 6rgano continuamente expuesto a
retos aerogénicos, como particulas, alergenos y mi-
croorganismos.! En el espacio alveolar se localizan
principalmente macrofagos alveolares (MA), y en me-
nor proporcion células dendriticas y linfocitos. Ante
la llegada de microorganismos como Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) al espacio alveolar, los
MA son responsables de la fagocitosis y eliminacién
de los patégenos, asi como de la produccién de cito-

MA se realiza a través de una variedad de receptores
de reconocimiento de patrones moleculares, entre los
que se encuentran los receptores tipo Toll o TLRs (del
inglés Toll like receptor)®** que son elementos centrales
de la inmunidad innata.

Los TLR son moléculas transmembranales que re-
conocen estructuras microbianas particulares, como
lipidos, lipoproteinas y ADN. Posterior al reconocimiento
de estas estructuras se induce la traslocacion al nucleo
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del factor nuclear NF-«B para la transcripciéon de genes
de la respuesta inmune, como citocinas, que participan
en la respuesta inflamatoria y en la diferenciacion de
células T, de manera que estos receptores juegan un
papel primordial, tanto en el inicio de la respuesta innata
como en la generacién de la inmunidad adaptativa.>’

Se han identificado 13 diferentes TLR en mamiferos,
los cuales difieren entre si en el ligando que reconocen
y su patrén de expresion en las diferentes células; tanto
TLR2 como TLRY, presentes en los MA, son relevantes
en el reconocimiento de antigenos de M. tuberculosis.5®
La importancia de TLR2 en el reconocimiento de M.
tuberculosis, se describié en estudios realizados en
macrofagos y células dendriticas murinas en donde de-
mostraron que el reconocimiento de lipoarabinomanana
(LAM), y la lipoproteina de 19 KDa de M. tuberculosis
por TLR2 induce la produccién y liberacion de quimio-
cinas, especies reactivas de nitrégeno y citocinas como
TNF-a, IL1, IL12 e IL18; ademas, los macrdfagos de rato-
nes deficientes en TLR2 tienen disminuida su produccion
de las citocinas IL12p40, TNFa e IL6 en respuesta a la
infeccion in vitro con M. tuberculosis.®*? Por otro lado,
se observé que el TLR9 también es necesario en la
respuesta inmune murina hacia M. tuberculosis, pues
después del reconocimiento de ADN micobacteriano se
induce la produccion de IFN-y e IL12 y la migracion de
los linfocitos CD4* al sitio de infeccidn.®* Estudios in vivo
demostraron que los ratones deficientes de TLR2y TLR9
presentan una marcada susceptibilidad a la infeccion
por M. tuberculosis con disminucion de la sobrevida.*

Recientemente, nuestro grupo reporté que en MA
humanos, la expresion de TLR2 es baja comparada con
la de los monocitos y que no se induce la produccion
de IL-6 y TNF-a en respuesta a Pam3Cys (ligando
especifico). También reportamos que TLR9 se expresa
abundantemente en ambos tipos celulares y la activa-
cion con su ligando especifico induce autorregulaciéon
de su expresidn y la produccion significativa de TNF-a
elL6™

Estudios genéticos recientes sefialan que polimorfis-
mos en los genes de TLR2 y TLR9 confieren suscepti-
bilidad a la infeccidn por M. tuberculosis en poblaciones
caucasica, americana y africana,'® lo que sefiala la
importancia de investigar el papel que estos receptores
tienen en el reconocimiento de M. tuberculosis en células
pulmonares humanas.

En el presente trabajo investigamos en ensayos
in vitro el efecto de la infeccion con la cepa virulenta
de M. tuberculosis y la estimulacién con LAM y DNA
micobacteriano (ADN-M. tuberculosis) en la regulacion
de la expresion de TLR2 y TLR9 en la superficie del
macrofago y en la produccion de las citocinas proinfla-
matorias TNF-¢ e IL6.
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MATERIAL Y METODOS

Grupo de estudio

Se incluyeron 8 sujetos sanos residentes de la Ciudad
de México sin evidencia clinica o radiologica de padecer
enfermedades respiratorias 0 inmunosupresoras, con
serologia negativa para HIV-1 con un intervalo de edad
entre 18-50 afos dispuestos a otorgar su consentimiento
por escrito para participar en este estudio. Este protocolo
fue aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética en
Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas.

Preparacion de las células bronquioloalveolares

A cada sujeto se le tomd una muestra de sangre de 180
mL y se le realizé un lavado bronquioloalveolar (LBA)
utilizando un broncoscopio 6ptico Olympus instilando
180 mL de solucién salina en el I6bulo medio después de
anestesia local de vias aéreas superiores con lidocaina
al 2%.Y El LBA fue centrifugado a 1,200 rpm, por 15 min
a 4°C. Las células fueron resuspendidas a una concen-
tracion de 1 x 10° células/mL en medio completo (RPMI-
1640, Lonza, 50 ug/mL de sulfato de gentamicina, 200
mM L-glutamina y 10% de suero humano inactivado). La
viabilidad de las células fue mayor al 98% (exclusion de
azul de tripano). El 95 + 2.6% de las células fueron MA
identificados por citometria de flujo basado en tamafio,
granularidad y expresion de HLA-DR.

Preparacién de monocitos

Las células mononucleares de sangre periférica fueron
separadas por centrifugacion sobre Lymphoprep (Lon-
za, Basil, Switzerland). Posteriormente, los MN fueron
obtenidos por seleccion positiva utilizando microperlas
magnéticas CD14* (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los MN
se lavaron y resuspendieron en medio completo. La
viabilidad fue > 98% en todos los casos y el 91.4 £ 1.9%
fueron células CD14".

Preparacién de M. tuberculosis H37Rv para la infec-
cion in vitro

La cepa tipo M. tuberculosis H37Rv (ATCC, Manassas,
VA) fue crecida durante 21 dias en medio liquido 7H9
(Difco Laboratories, Detroit, Ml), suplementado con 10%
de ADC (Difco) y 2% de glicerol a 37°C en agitacion
continua (100 rpm). Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion a 3000 rpm y resuspendidas en medio
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fresco 7H9 suplementado. Se hicieron alicuotas y se
conservaron a -70°C hasta su uso. La concentracion
bacteriana se determind por unidades formadoras de
colonias (UFC).

Infeccidon por M. tuberculosis H37Rv de monocitos y
MA in vitro

En tubos de polipropileno (Falcon) se colocaron 1 x 10°
células resuspendidas en medio completo, se infectaron
con M. tuberculosis H37Rv, a una razén de infeccién
de 10 bacterias por cada macréfago/monocito (MOI
10:1) durante 1 h a 37°C en 5% CO,, Las bacterias no
fagocitadas se eliminaron por lavados, y las células
infectadas se incubaron por 24 h mas. El sobrenadante
se recolecto para la determinacién de TNF-a e IL6 y en
las células se determind la expresion de TLR2 y TLR9
por citometria de flujo.

Preparacién de ADN de M. tuberculosis

El1x 10°de UFC de M. tuberculosis H37Rv se digirieron
con una solucién de lisis (2 mg/mL proteinasa K, 50mM
TRIS-1mM EDTA-0.5% Tween 20) durante toda la noche
a 56°C. EI ADN-M. tuberculosis se extrajo con una mez-
cla de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1) y se precipitd
con acetato de sodio-etanol 1:30. La concentracion del
ADN se calculé por espectrofotometria y con el ensayo
de Lisado de Amebocitos de Limulus (Pyrogent Plus,
Cambrex) no se detectd LPS como contaminante.

Activacién con antigenos micobacterianos

Se incubaron 1 x 10° MN y MA en presencia de 5 ug/
mL de ADN de M. tuberculosis durante 24 h o de 5 ug/
mL de LAM durante 30 min a 37°C en tubos de poli-
propileno de fondo redondo para evitar la adherencia
de las células. Los sobrenadantes se recuperaron por
centrifugacion para determinacion de citocinas y en las
células se determiné la expresion de TLR2 y TLR9 por
citometria de flujo.

Deteccion de TLR2 y TLR9 en membrana plasmética
por citometria de flujo

Se utilizaron 2 x 10° células para cada tincion. Los MN
y macréfagos se pre-incubaron 10 min a temperatura
ambiente (TA) con RPMI-50% de suero hiperinmune
de conejo para bloquear los receptores Fc y evitar la
unién inespecifica de los anticuerpos. Sin eliminar el
medio de bloqueo se afiadieron los anticuerpos anti
TLR2, anti TLR9 y sus correspondientes isotipos IgG1
de raton e IgG2 de rata, todos acoplados a ficoeritrina

Respuesta innata pulmonar hacia Mycobacterium tuberculosis

y todos de eBioscience; cada tincién se realizé en tu-
bos independientes y se incubaron 20 min adicionales
(TA). Finalmente se lavaron con PBS (Lonza), se fijaron
con 1% de parafolmaldehido y se almacenaron a 4°C
hasta la adquisicion de 20,000 eventos en un citbme-
tro FACScalibur (Becton Dickinson). Debido a que el
macréfago es una célula que posee un nivel basal de
autofluorescencia, se ajusté el voltaje de los detectores
de fluorescencia del citdmetro de flujo hasta el punto
que permite la discriminacion entre la sefial especifica
y la autofluorescencia. Los datos fueron analizados con
el programa CELL-Quest (Becton Dickinson). El isotipo
correspondiente para cada TLR se utilizo para establecer
el porcentaje de células positivas y para calcular la razon
del indice medio de fluorescencia RIMF = (fluorescencia
media del TLR-fluorescencia media del isotipo)/fluores-
cencia media del isatipo.

Determinacién de TNF-« e IL6

La concentracion de estas citocinas en los sobrena-
dantes de los cultivos se determind por la técnica de
ELISA utilizando los anticuerpos especificos para TNF-a
(endogene) o para IL6 (R&D). La deteccion se hizo utili-
zando un conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina
(Jackson Immunoresearch) para TNF-a, y estreptavidi-
na-peroxidasa (R&D) para IL6 se reveld con los sustra-
tos correspondientes, sustrato de fosfatasa (sigma) o
tetrametilbenzidina (sigma) y la lectura se realiz6 a 405
nm para TNF-a y a 450 nm para IL6. Los resultados se
presentan como la media de los duplicados en pg/mL.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante la prueba de suma de
rangos de Wilcoxon para pares de muestras relaciona-
das. Se consider6 significancia estadistica cuando fue
p < 0.05. Se utiliz6 el programa SPSS ver. 14 (Mapinfo,
NY).

RESULTADOS

Los MN y MA modulan su expresion de TLR2 en
respuesta a la infeccién con M. tuberculosis

Los MN y macréfagos se incubaron en presencia de M.
tuberculosis y en medio de cultivo solo, como condicion
de control durante 24 h y se determiné la proporcion
de células que expresan TLR2 en su membrana plas-
maética (TLR2"). En ausencia de infeccion, el 6.4% de
los MN y el 1.3% de los MA eran TLR2*; en respuesta
a la infeccién con la cepa virulenta de M. tuberculosis,
el porcentaje de MN TLR2* aument6 a 14% mientras
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gue el porcentaje de MA TLR2* no se modificé (figura
1A). La razoén de la intensidad media de fluorescencia
(RIMF), considerada como un indicador del nimero de
receptores presente en la membrana celular, cambié de
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Figura 1. Expresion de TLR2 en respuesta a la infeccién por
M. tuberculosis. Los MN y MA fueron infectados con la cepa
virulenta de M. tuberculosis (MOI 10) durante 1 h. Las bacterias
no fagocitadas se eliminaron por lavados y las células perma-
necieron 24 h adicionales a 37°C. El porcentaje de células que
expresan TLR2 en membrana plasmética (A) y la densidad de
receptores, medida por la razén media de fluorescencia RMFI
(B) se determinaron por citometria de flujo. n = 4.
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2.1 en MN sin infeccion a 3.9 posterior a la infeccion.
Los MA mostraron una RIMF 0.9 sin infeccién y de 1.1
después de la infeccién (figura 1B).

Modulacion de la expresion de TLR2 en respuesta al
componente especifico de M. tuberculosis LAM

Tanto el porcentaje de MN TLR2* como la densidad de
receptores en los mismos aumenté en respuesta a lain-
feccién por M. tuberculosis; por lo tanto, investigamos si
esta respuesta se debe, en parte, al reconocimiento del
ligando especifico de M. tuberculosis LAM. Se determiné
la expresién de TLR2 en respuesta a LAM a diferentes
tiempos. La expresion de TLR2 disminuy6 en los MN
y en los MA a los 30 min (figura 2). En incubaciones
durante mas tiempo no encontramos cambios respecto
a la expresién en células no estimuladas (1, 2, 3, 6, 9,
18 y 24 h, datos no mostrados).

Expresién de TLR9 en MN y MA en respuesta a la
infeccién con M. tuberculosis

La proporcidon de células que poseen TLR9 en su
membrana plasmatica (TLR9*) fue semejante en am-
bos tipos celulares (29% MN y 28% para MA) y no se
modific6 como respuesta a la infeccion por M. tubercu-
losis (26% MN y 31% macrofagos). Debido a que TLR9
reconoce motivos de ADN hipometilados, las células
se estimularon con ADN-M. tuberculosis. La mediana
del porcentaje de MN TLR9* disminuyé al 12%, aunque
esta disminucion no fue estadisticamente significativa; el

Macrofagos alveolares

Isotipo

Medio

LAM

102

TLR2 >

Figura 2. Expresion de TLR2 en respuesta a la estimulacién con LAM de M. tuberculosis. Los MN y MA fueron estimulados
con 5 ug/mL de LAM durante 30 min y la modulacion de la expresién membranal de TLR2 se determiné por citometria de flujo.
Histogramas representativos de tres experimentos independientes.
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porcentaje de MA TLR9* no cambi6 (22%). La razén de
la intensidad media de fluorescencia fue semejante entre
ambos (2.9 para MN y 2.5 para MA) y no se modificé en
respuesta a la infeccion con M. tuberculosis (3.4 en MN
y 4.6 en macréfagos) ni al ADN-M. tuberculosis (2.5 en
ambos). La figura 3 muestra los porcentajes de MN (A) y
MA (B) que expresan TLR2, y se muestran histogramas
representativos.

Los MN y MA producen citocinas proinflamatorias en
respuesta a la infeccién por M. tuberculosis

Los MN y los MA producen TNF-« e IL6 en respuesta a
la infeccién con M. tuberculosis. La produccién de TNF-a
e IL6, tanto por MN como por MA aumentd significativa-
mente a las 24 h postinfeccién (tabla 1, p < 0.05). Cuando
las células fueron estimuladas con ligandos purificados,
los MN mostraron producciéon ligando-especifica de
TNF-a e IL6 dependiente de TLR2 y TLR9; los MA, en
cambio, solamente respondieron a la estimulacion por
el ligando de TLRY.

Respuesta innata pulmonar hacia Mycobacterium tuberculosis

DISCUSION

El desarrollo de una respuesta innata apropiada en el
pulmén requiere del reconocimiento de antigenos mi-
crobianos por los MA. En este trabajo investigamos la
expresién de TLR2 y TLR9 en los MA en respuesta a la
infeccion in vitro con la cepa virulenta de M. tuberculosis,
tanto en MN como en MA humanos.

Nuestros resultados muestran que la expresién de
TLR2 es mayor en MN en comparacion con MA, estos
resultados son consistentes con los previamente repor-
tados (referencia 15). Ademas, observamos que la expre-
sibn de TLR2 en MN aumenta en respuesta a la infeccion
con M. tuberculosis; en cambio, la expresion de TLR2
disminuye ante la activacion ligando-especifica (LAM).
Esta diferencia en la modulacion de la expresion podria
deberse a que lainfeccidn, en la que se presentan simul-
tAneamente numerosos antigenos, es capaz de activar
otros mecanismos y otros receptores que podrian regular
el incremento en la expresion de TLR2; mientras que la
activacion por el ligando especifico regula solamente una
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Figura 3. Expresion de TLR9 en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis. Los MN (panel A) y MA (panel B) fueron infecta-
dos con la cepa virulenta de M. tuberculosis (MOI 10) durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se eliminaron por lavados. Las
células infectadas o estimuladas con 5 ug/mL de ADN de M. tuberculosis se incubaron 24 h a 37°C. El porcentaje de células que
expresan TLR9 en membrana plasmatica se determind por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos, n = 7.
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Tabla 1. Produccién de citocinas proinflamatorias por monocitos y macrofagos alveolares.

TNF-a IL6
MN MA MN MA
Medio 385+116 777+284 934+196 1,332+1,052
M. tuberculosis *4,487 +1,749 *4,457 +1,055 *10,691+ 2,602 *8,741+2,874
ADN-M. tuberculosis *1,779+560 *2,049+421 *4,485+1,921 *5,142+2,153
LAM *861+ 319 225+112 Nd Nd

Concentracion en pg/mL, se presenta la media + error estandar; * p < 0.05 comparado con el medio; Nd: no determinado; MN: monocitos; MA:

macréfagos; LAM: lipoarabinomanana.

via de sefalizacion.’® Finalmente, los MN responden a
la infeccidn o a la activacién de TLR2 con produccion
de TNF-ca e IL6. En contraste, los MA muestran muy
baja expresién del TLR2 y no observamos incremento
en su expresion ni en respuesta a la infeccion ni con la
activacion por LAM; los MA producen TNF-a e IL6 en
respuesta a la infeccion, pero no lo hacen en respuesta
al ligando especifico de TLR2 sugiriendo que otros me-
canismos de reconocimiento de patégenos estan activos
en el MA, pero el de TLR2 no y esto es consistente con
su bajo nivel de expresion. Una respuesta analoga se
ha observado en el modelo murino, pues los fagocitos
sistémicos responden a la estimulacion de TLR2 por M.
tuberculosis 0 a su antigeno de 19KDa con inhibicion de
la sefalizacién del IFNy; en cambio, los MA no lo hacen.t®
La respuesta diferencial entre MA y sistémicos podria
estar relacionada con la funcién especifica que cada
tipo celular ejerce y a su microambiente, el cual puede
influir en el umbral de activacion de la respuesta inmune
innata. En el caso del pulmon, por estar tan expuesto
a estimulacion constante, la respuesta innata esta con-
trolada por efecto de las células epiteliales y dendriticas
locales para impedir la inflamacion patoldgica.2%

En el presente trabajo no se observé un patrén de
modulacion de la expresion de TLR9 ni con la infeccion
con M. tuberculosis ni con el ADN-M. tuberculosis en
MN ni en los MA; aunque, si observamos produccion
de TNF-a e IL6 dependiente del reconocimiento del
ADN de las micobacterias. Dado que la localizacion
de TLR9 es preferentemente intracelular, es posible
gue el reconocimiento de M. tuberculosis y del ADN-M.
tuberculosis ocurra en vesiculas citoplasmicas y que la
expresion membranal de este receptor no experimente
cambios mayores, sino que éstos ocurran en la mem-
brana fagosomal.??

Limitaciones del estudio
Este trabajo se realizé en un grupo de estudio peque-

fio debido a la dificultad de obtener células alveolares
humanas primarias; ademas, la cantidad de células

obtenidas en un LBA no permite realizar experimentos
adicionales que serian (tiles para identificar los meca-
nismos especificos de la regulacién de la expresion de
los TLR en el contexto de inmunidad local.

CONCLUSIONES

Los receptores TLR difieren entre si, tanto en la es-
pecificidad de reconocimiento como en el patron de
expresion en las diferentes células del sistema inmune;
aqui, observamos que la expresién y funcion de TLR2 y
TLR9 a consecuencia de la infeccion por M. tuberculo-
sis es distinta en los fagocitos alveolares y sistémicos.
Se sabe que estos receptores altamente conservados
también establecen un puente entre la inmunidad inna-
ta y la inmunidad adaptativa,? por lo que se requieren
futuras investigaciones para esclarecer el papel que los
TLR ejercen en la respuesta inmune pulmonar global,
el control de la infeccién de manera temprana, y definir
los mecanismos que regulan la respuesta inflamatoria
en el pulmén.
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