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ANTECEDENTES 

 

1.-Introducción 

 

El sistema respiratorio representa un portal de entrada para una gran variedad 

de partículas, microorganismos y otros componentes ambientales al organismo. 

Una exposición constante a diferentes microorganismos hace necesario que el 

sistema de defensa innata pulmonar sea eficiente para evitar que se produzcan 

diferentes enfermedades infecciosas. La respuesta inmune innata participa en el 

reconocimiento inicial de la infección por patógenos, en la inducción de 

mecanismos bactericidas y en el desarrollo posterior de la respuesta inmune 

adquirida para la completa erradicación de diversos microorganismos [1, 2]. La 

activación de la respuesta innata a un nivel que inicie la respuesta inmune contra 

patógenos pero que no resulte perjudicial para el individuo es deseable, tiene 

potencial terapéutico y actualmente es materia de gran interés [1, 3, 4]. Sin 

embargo, existe poca información sobre los procesos que ocurren en el sistema 

respiratorio, especialmente en el pulmón humano.  

 

Los receptores tipo toll (TLR por sus siglas en inglés) se han identificado como 

importantes en la respuesta pulmonar contra patógenos [5-8]. Recientemente, 

los miembros de una familia de receptores citoplasmáticos, llamados receptores 

tipo NOD, han demostrado ser esenciales en la respuesta inmune capaz de 

eliminar eficientemente a patógenos respiratorios [9, 10]. La deficiencia de 

NOD1 y NOD2 se ha asociado a una falla en la eliminación de patógenos como 

Legionella pneumophila y Mycobacterium tuberculosis  pero los mecanismos aún 

no están descritos [11, 12]. La mayor parte de la información disponible sobre la 

descripción de los perfiles de reconocimiento de patógenos en macrófagos 

alveolares se ha generado en modelos animales, pero en células alveolares 

humanas están pobremente descritos. 
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El reconocimiento inicial del patógeno es la clave para el desarrollo de la 

respuesta innata y su amplificación. En la respuesta inmune pulmonar, los 

macrófagos alveolares son los responsables de realizar el reconocimiento inicial 

del patógeno pero también realizan otras funciones necesarias para la 

resolución de la infección. Los macrófagos expresan receptores que reconocen  

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP por sus siglas en inglés); 

entre estos receptores se encuentran los TLR, NOD, receptores depuradores, 

lectinas tipo C y otros genéricamente conocidos como receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR por sus siglas en inglés) [13]. En este trabajo 

investigamos la presencia y función de NOD1 y NOD2 en la respuesta inmune 

del macrófago alveolar humano. A continuación describiré brevemente los 

elementos que nos motivaron a estudiar estos receptores. 

 

 

2.-Inmunidad Innata 

  

La respuesta inmune innata se caracteriza por ser  inmediata. El reconocimiento 

de microorganismos se realiza a través de receptores especializados (PRR) que 

tienen alta afinidad por estructuras químicas como lípidos, carbohidratos, 

péptidos y ácidos nucleicos presentes en los  microorganismos (PAMP); los 

PAMP son estructuras típicamente invariables que se encuentran en casi todos 

los microorganismos [14]. 

 

Los PRR se encuentran distribuidos con perfiles particulares en cada tipo de 

célula, pero su función es la misma independientemente de su localización 

celular, además, un solo receptor genera una respuesta celular  mediante su 

interacción con varios ligandos que son estructuralmente distintos. El nivel de 

especificidad de los PRR es tan fino que dos PRR distintos pueden reconocer 

distintas porciones de una misma molécula y no entrecruzan sus respuestas 

[15]. Una vez activados estos PRR disparan eventos de señalización intracelular 

que llevan a la producción de mediadores de la inflamación [16]. Las dos familias 
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de PRR más estudiados son los TLR  y los tipo NOD [17, 18]. Existen otros PRR 

cuya participación en la respuesta a la infección cada vez se conoce mejor, entre 

ellos las helicasas tipo RIG, lectinas tipo C, receptores purinérgicos, 

depuradores y otros [13, 19, 20]. El propósito general del reconocimiento de 

patógenos es el inicio de los mecanismos de la respuesta antimicrobiana e 

inflamatoria y el reclutamiento de más células del sistema inmune a las zonas de 

infección. 

 

Se ha propuesto que cada órgano desencadena su respuesta innata de manera 

particular en función de tres factores [21]. Primero, la carga bacteriana presente 

determina el umbral de activación de los receptores de la inmunidad innata en 

cada órgano. Segundo, los perfiles de expresión de los receptores de la 

inmunidad innata son distintos en cada órgano. Tercero, los receptores de la 

inmunidad innata, originalmente descritos en las células fagocíticas, también  se 

expresan en otras células permitiéndoles participar en la regulación del 

microambiente. 

 

El presente estudio está centrado en la respuesta del macrófago alveolar 

humano, el cual es responsable de fagocitar y eliminar a los microorganismos 

que llegan al espacio alveolar [22]. El macrófago detecta la infección a través del 

reconocimiento de los PAMP. Este reconocimiento se realiza por medio de los 

diferentes PRR que pueden ser solubles, transmembranales o citoplásmicos 

para favorecer el reconocimiento de patógenos a todos los niveles. Después del 

reconocimiento inicial, el macrófago alveolar activa sus mecanismos de 

amplificación de la respuesta inmune y antimicrobianos [23, 24]. Algunos 

ejemplos de los PRR de importancia en la defensa contra patógenos 

respiratorios, así como los PAMP que pueden ser reconocidos se incluyen en la 

tabla 1. 
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Tabla 1. Receptores de reconocimiento de patrones de importancia contra 

patógenos respiratorios. 

 
Receptor Ligando Patógeno reconocido 

TLR1 Lipoproteínas aciladas A. fumigatus 

TLR2 LTA, Zimozán, glicoproteínas 

y glicolípidos 

S. pneumoniae,  

H. influenzae,  

K. pneumoniae 

TLR3 RNA de doble cadena Virus de influenza y virus 

sincicial respiratorio 

TLR4 LPS y lipoproteínas P. aeruginosa 

TLR5 Flagelina L. pneumophila 

TLR6 Lipopéptidos diacilados M. tuberculosis 

TLR7/8 RNA de cadena sencilla Virus de influenza 

TLR9 DNA de doble cadena no 

metilado 

M. tuberculosis 

NOD1 Ácido diaminopimélico P. aeruginosa, 

C. pneumoniae, 

H. influenzae 

NOD2 Muramildipéptido M. tuberculosis 

IPAF Flagelina L. pneumophila 

RIG-I/ MDA-5 RNA de doble cadena Virus de influenza, 

Virus sincicial respiratorio, 

Coronavirus 

MR Manosa, fucosa, N-acetil-

glucosamina 

M. tuberculosis 

DC-SIGN Glicoproteínas, ManLAM M. tuberculosis 

Dectin-1 Beta-glucanos, zimosán M. tuberculosis 

A. fumigatus 

P. jiroveci 

Extensamente revisados en la referencia del Anexo 1. 
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3.-Inmunidad pulmonar 

 

El aparato respiratorio, con una superficie de 150 m2 y un volumen de 350 litros 

de aire respirados por hora, representa un gran reto para la respuesta inmune 

porque  mientras cumple su función primordial de intercambio de gases, 

interactúa simultáneamente con una variedad de microorganismos o sus 

componentes que entran con la inhalación; en estas circunstancias, la fisiología 

y anatomía del aparato respiratorio dan forma a la magnitud y umbral de 

activación de la respuesta innata responsable del reconocimiento de los 

microorganismos que logran acceso al espacio alveolar, así como de 

desencadenar los mecanismos efectores que eliminen a los agentes infecciosos 

[25]. 

 

La estructura del aparato respiratorio es en sí misma una barrera protectora 

porque bloquea la entrada de partículas grandes al espacio alveolar. Los 

pulmones se pueden dividir en dos compartimentos funcionalmente distintos, los 

conductos aéreos recubiertos de la mucosa (células epiteliales bronquiales 

ciliadas, células caliciformes, IgA, células dendríticas, macrófagos y linfocitos 

intraepiteliales) y el parénquima (alvéolos, donde se realiza el intercambio de 

gases, que cuenta con células epiteliales alveolares o neumocitos, macrófagos 

alveolares (>90% de las células que se  localizan en el alvéolo), células 

dendríticas y linfocitos) [26]. En el pulmón, el resultado de la infección  depende 

críticamente de la colonización e invasión de los macrófagos durante la infección 

primaria de microorganismos inhalados. Los macrófagos alveolares son los 

responsables de fagocitar y eliminar a los agentes infecciosos mientras 

producen mediadores solubles como quimiocinas y citocinas que activan a otros 

leucocitos y magnifican la respuesta inmune [27, 28].  

 

El epitelio respiratorio además de ser una barrera física entre el interior del 

organismo y el ambiente externo, regula diversas funciones como el control y 

balance del flujo de aire hacia el pulmón, la activación de mecanismos 
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inflamatorios, el metabolismo y eliminación de agentes inhalados y la regulación 

de la función del músculo liso de las vías respiratorias. Lo anterior se logra 

porque las células epiteliales producen factores de crecimiento, péptidos de 

constricción, quimiocinas, citocinas, gases y mediadores lipídicos y a  través de 

esta modulación del microambiente también contribuye a la reparación del daño 

del tejido [29]. La mucosa respiratoria está expuesta a una variedad de 

componentes ambientales no patógenos que son inhalados, y la respuesta 

inmune hacia los mismos consiste en una respuesta no inflamatoria o de 

tolerancia, generalmente llevada a cabo por las células epiteliales alveolares tipo 

II, quienes tienen la capacidad de incorporar antígeno pero no pueden activar 

células T debido a que  carecen de moléculas coestimuladoras [30, 31]. 

 

El sistema inmune pulmonar también reconoce el material potencialmente 

patogénico. Una vez que un microorganismo ha logrado el acceso al alveolo, las 

células epiteliales y los macrófagos alveolares son los encargados de responder 

a los invasores. En el pulmón de sujetos sanos, las células predominantes son 

los macrófagos alveolares. Éstos son responsables de la primera respuesta a los 

microorganismos por medio de la fagocitosis, quimiotaxis y mecanismos 

bactericidas [32].  

 

Dentro del macrófago alveolar, los patógenos enfrentan una serie de elementos 

antimicrobianos, como especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, y enzimas que 

pueden eliminar al microbio [24, 33]. El macrófago activado orquesta la 

respuesta inflamatoria subsecuente produciendo IL-8, TNFα, e IL-1β que 

estimulan a las células epiteliales a producir más citocinas,  quimiocinas y 

péptidos antimicrobianos, como las beta-defensinas, que amplifican la respuesta 

innata y contribuyen al reclutamiento de otras células, incluyendo eosinófilos, 

monocitos y neutrófilos que amplifican la respuesta inflamatoria local y aportan 

mecanismos antimicrobianos adicionales para terminar con la infección [34, 35]. 

Una vez cumplida la respuesta antimicrobiana, el macrófago alveolar realiza la 
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función reguladora del proceso inflamatorio [36] y la remoción de los restos 

celulares (Fig.1). 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. El papel del macrófago en los tejidos. A) Reconoce patógenos,  los fagocita e inicia 

la respuesta inflamatoria temprana que atraerá más células al sitio de la infección. B) Elimina a 

los microorganismos fagocitados, procesa y presenta antígeno a los linfocitos para iniciar la 

respuesta adquirida. C) Resuelve el proceso inflamatorio y elimina los restos celulares 

generados durante el proceso inflamatorio. 
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4.-Los receptores NOD1 y NOD2 

 

El papel que los TLR juegan en el reconocimiento de patrones en la respuesta 

inmune pulmonar han sido ampliamente estudiados. En los macrófagos 

residentes, los TLR ejercen diversas funciones que van del reconocimiento del 

microorganismo a la inducción de respuestas como inflamación, reclutamiento 

de otras células del sistema inmune, inicio de la respuesta adaptativa, 

comunicación entre otros componentes del tejido y activación de mecanismos 

bactericidas [37, 38]. Por otro lado, la función de los receptores tipo NOD (NLR 

por sus siglas en inglés) está pobremente caracterizada. En este estudio nos 

enfocaremos especialmente en NOD1 y NOD2 porque son los NLR que mayor 

participación parecen tener en la inmunidad contra patógenos respiratorios. 

 

Los miembros de la familia de receptores NLR son de localización citoplasmática 

y se caracterizan por tener en su estructura un dominio de oligomerización 

(dominio NOD), un dominio de señalización CARD  y un dominio de 

reconocimiento para PAMP. El receptor de reconocimiento de patrones NOD1 

(nucleotide oligomerizing domain 1) reconoce la presencia citosólica del ácido 

meso-diaminopimélico (Tri-DAP) contenido principalmente en la peptidoglicana 

de las bacterias gram-negativas. Después del reconocimiento, NOD1 recluta la 

cinasa de serina-treonina Rip2 (Receptor-interacting protein 2) iniciando una 

cascada de señales que culminan con la traslocación al núcleo del factor nuclear 

kappa-B (NF-kB) [39]. La estimulación de NOD1 genera la secreción de citocinas 

proinflamatorias y quimiocinas (IL-6, IL-8, CXCL1, MIP-2, CCL2 and CCL5) así 

como la producción de péptidos antimicrobianos (β-defensinas) en células 

epiteliales humanas [40, 41]. 

 

El receptor NOD2  reconoce el componente de la peptidoglicana 

muramildipéptido (MDP), comparte la vía de señalización de NOD1 y 

desencadena mecanismos bactericidas en situaciones de invasión por 
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patógenos en células epiteliales [42]. Su presencia se ha descrito en células 

epiteliales, monocitos humanos y macrófagos murinos [17, 43]. La 

administración de MDP a cobayos vía aerosol activa a los macrófagos alveolares 

para una respuesta más eficiente y rápida con producción de óxido nítrico a un 

segundo estímulo in vitro [44], lo que sugiere un papel para NOD2 en la 

respuesta pulmonar. 

 

La observación de que los ratones deficientes en Rip2 manifiestan una 

reducción en su expresión de iNOS, un retraso en el reclutamiento de neutrófilos 

al pulmón y una marcada incapacidad de eliminar la infección por el patógeno 

intracelular gram-negativo Chamydophila pneumoniae con una alza en la 

mortalidad sugiere que NOD1 y NOD2 (Fig. 2) juegan un papel importante en la 

resolución de infecciones del tracto respiratorio [9]. Investigaciones sobre el 

papel de NOD1 en la respuesta contra varios patógenos respiratorios muestran 

que los ratones deficientes en NOD1 son incapaces de reclutar neutrófilos al 

pulmón y de eliminar la infección por L. pneumophila [11]. En otro estudio 

realizado con ratones se reveló que Streptococcus pneumoniae y Haemophilus 

influenzae son eliminados del tracto respiratorio superior en una forma 

dependiente de NOD1 y que esta respuesta es acompañada de reclutamiento de 

neutrófilos al sitio de la infección [45]. Aunque es evidente la relevancia de estos 

hallazgos, es necesario conocer más sobre el papel que NOD1 y NOD2 tienen 

en la respuesta del macrófago alveolar.  
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Figura 2. Los receptores tipo NOD participan en la respuesta contra patógenos 

respiratorios. Algunos miembros de la familia de receptores tipo NOD como NOD1, NOD2, 

IPAF y NAIP5 reconocen la presencia de patógenos que logran acceso al citosol. Parte de la 

respuesta que se genera incluye la producción de citocinas proinflamatorias, péptidos 

antimicrobianos y la activación del inflamasoma. Extensamente revisado en el artículo del anexo 

1. 
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5.- Respuesta inmune innata hacia Mycobacterium tuberculosis 

 

Uno de los patógenos más exitosos es M. tuberculosis, quien aún en esta era de 

antibióticos y vacunas sigue siendo un problema de salud pública mundial [46]. 

La infección por M. tuberculosis depende de la invasión y colonización de 

macrófagos alveolares durante la infección primaria de bacterias inhaladas. De 

todos los individuos infectados con M. tuberculosis sólo el 10% desarrollará 

tuberculosis pulmonar activa. Investigaciones recientes muestran que la 

respuesta inmune innata es indispensable para evitar el establecimiento y 

progreso de la enfermedad [47], esto sugiere que los mecanismos inmunitarios 

iniciados temprano en el macrófago son fundamentales como mecanismos de 

eliminación de este patógeno. 

 

La internalización de la micobacteria y el reconocimiento de sus componentes 

por receptores PRR son necesarios para el inicio de la respuesta inmune. 

Mycobacterium tuberculosis es internalizada por macrófagos alveolares y células 

dendríticas intraepiteliales por medio de interacciones con los receptores de 

fagocitosis, como el receptor de Fc de la IgG o el receptor de manosa (MR) [48, 

49]. También las células epiteliales pueden ser infectadas [50]. Diversos 

componentes de M. tuberculosis son reconocidos por receptores de la 

inmunidad innata induciendo la respuesta inflamatoria inicial (Tabla 1) entre los 

que se encuentran TLR2, TLR4 y TLR9, los cuales juegan un papel primordial en 

la inducción de la respuesta innata hacia  M. tuberculosis y contribuyen a la 

resistencia a la infección por este patógeno [5, 51, 52]. 

 

Como resultado del reconocimiento inicial de la infección por M. tuberculosis, los 

macrófagos alveolares y las células epiteliales pulmonares, producen 

mediadores solubles de la inflamación y péptidos antimicrobianos [35, 61, 62]. 

Los mediadores solubles activan a las células epiteliales adyacentes y 

contribuyen al reclutamiento de neutrófilos al pulmón. Las células epiteliales 

alveolares tipo II producen colectinas, como las proteínas surfactantes A y D, las 
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cuales regulan la expresión y señalización de TLR2 y TLR4 en macrófagos, 

median la adherencia de la micobacteria e incrementan la fagocitosis de M. 

tuberculosis por macrófagos alveolares adyacentes debido a que inducen un 

aumento en la expresión del receptor de manosa y participan en la fusión 

fagosoma-lisosoma [64-67]. Los neutrófilos también reaccionan ante la infección 

utilizando moléculas efectoras antimicrobianas que ayudan a restringir el 

crecimiento de M. tuberculosis y activan al macrófago alveolar [58-60]. Las 

células respondedoras a la infección y los mediadores solubles que se liberan al 

el espacio alveolar forman una compleja red de interacciones que dan forma a la 

respuesta innata temprana y participan en el inicio de la respuesta inmune 

adaptativa. Las investigaciones en el campo de la inmunidad innata y sus 

efectores se han intensificado en modelos con células humanas debido a las 

implicaciones de estos receptores en la inducción de mecanismos bactericidas 

que podrían ser relevantes en el control de la tuberculosis [53-57]. 

 

La cepa virulenta de M. tuberculosis puede sobrevivir dentro de los macrófagos y 

se adapta al ambiente intracelular donde  puede establecer su nicho gracias a 

que posee mecanismos de evasión de la respuesta inmune que interfieren con 

los mecanismos bactericidas del macrófago. Estos mecanismos incluyen la 

inhibición de diversos aspectos de la respuesta del macrófago como la fusión del 

fagosoma con el lisosoma [68], la producción de óxido nítrico, citocinas y 

quimiocinas dependientes de TLR4 [69], la activación del NF-κB , la expresión 

de la proteína de clase II del MHC y la presentación antigénica por mecanismos 

dependientes de TLR2 [70, 71]. Además la micobacteria puede impedir la 

apoptosis y favorecer la necrosis para asegurar su diseminación [72]. En este 

contexto, el proceso de muerte del macrófago infectado también forma parte de 

la respuesta innata, pues una muerte por apoptosis limita la diseminación de la 

infección [73]. Sobreponerse a los distintos mecanismos de evasión de la 

respuesta inmune innata es necesario para prevenir o limitar el desarrollo de la 
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tuberculosis, por lo que la modulación de esta respuesta es un blanco 

terapéutico potencial. 
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO 

 

Los macrófagos alveolares humanos inician la respuesta innata después de 

reconocer a los patógenos a  través de los receptores TLR2, TLR4,  TLR9 y 

NOD2; a pesar de la información generada en investigaciones recientes son 

necesarios más estudios para determinar si NOD1 es parte del repertorio de 

receptores de reconocimiento de patrones en estas células. Existe una 

homología de funciones entre NOD1 y NOD2; ambos reconocen fragmentos de 

peptidoglicana [74-76], señalizan a través del adaptador Rip2 [77], inducen la 

producción de RANTES y otras quimiocinas [78], inducen la expresión de beta-

defensinas humanas [79, 80] así como la producción de citocinas 

proinflamatorias [81].   

 

Aunque algunos reportes indican que NOD1 y NOD2 tienen funciones 

homólogas, existe evidencia de respuestas diferenciales en el sistema 

respiratorio. Ratones deficientes en NOD1 son incapaces de producir citocinas 

proinflamatorias, reclutar neutrófilos al pulmón y eliminar la infección por L. 

pneumophila, mientras que en los ratones deficientes en NOD2 la misma 

infección induce un incremento en el infiltrado de neutrófilos y producción de 

citocinas proinflamatorias; por lo tanto, los componentes de la pared celular de 

este patógeno son preferentemente reconocidos por NOD1, lo que sugiere que 

ambos receptores pueden tener funciones diferentes en la inmunidad innata 

pulmonar [11]. En otro estudio la administración intranasal del ligando de NOD2 

en ratones induce la liberación de citocinas que revierten la tolerancia 

respiratoria, mientras que el ligando de NOD1 no lo hace [82]. Por lo que 

planteamos estudiar si ambos participan en la respuesta innata del macrófago 

alveolar humano de manera similar. 

 

En este proyecto investigamos la presencia de NOD1 y NOD2 en macrófagos 

alveolares humanos primarios, su participación en el inicio de la respuesta 

inflamatoria y en la inducción de mecanismos bactericidas. Este estudio del 
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funcionamiento de estos receptores en células de sujetos sanos es 

indispensable ya que sin este conocimiento no es posible hacer propuestas 

acerca de situaciones patológicas.  

 

Los mecanismos bactericidas inducidos por receptores de la inmunidad innata 

en macrófagos alveolares humanos se han estudiado poco. TLR4 induce en 

distintos tipos celulares, incluido el macrófago alveolar, la producción de LL-37, 

cuyo efecto bactericida se ha descrito por adición directa de la catelicidina a 

cultivos de M. tuberculosis. Recientemente se reportó el papel fundamental en 

monocitos humanos de la GTPasa IRGM en el control del crecimiento 

intracelular de M. bovis, otro miembro del complejo tuberculosis [83], esta  

enzima participa en el proceso de autofagia y ya había sido descrita como 

inducible por TLR4 en macrófagos murinos. Hasta ahora no se han descrito 

mecanismos bactericidas del macrófago humano inducidos por otros receptores 

de la inmunidad innata tales como  NOD1 y NOD2. 

 

Debido a que la activación de NOD2 por su ligando tiene potencial terapéutico 

como inmunomodulador, en este estudio se investigó la participación de la 

administración de MDP en la inducción de mecanismos bactericidas del 

macrófago alveolar humano en la infección por M. tuberculosis. Recientemente 

se ha sugerido que los receptores NOD intervienen en la infección por M. 

tuberculosis [84-86],  se ha reportado que señalizan para activación nuclear 

dependiente del NF-κB en respuesta a la infección con M. tuberculosis y que son 

esenciales en la protección contra M. avium subsp paratuberculosis. Aunque 

NOD2 participa en la respuesta innata a la infección por M. tuberculosis [12, 87], 

en este trabajo no evaluamos su intervención en el reconocimiento de M. 

tuberculosis, sino en la modulación de la respuesta innata del macrófago 

alveolar infectado.  
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No existe información que relacione a NOD1 con la infección por M. tuberculosis 

en macrófagos alveolares humanos. La información más reciente indica que los 

macrófagos alveolares humanos poseen a NOD2 funcional y que participa en la 

respuesta a la infección por M. tuberculosis [88], aunque los mecanismos 

responsables de esta respuesta se desconocen (Fig.3). La activación de 

mecanismos bactericidas en el macrófago humano dependientes de los 

receptores NOD1 y NOD2 permitiría la eliminación temprana de cualquier 

patógeno que se haya instalado en el espacio alveolar con profundas 

implicaciones en el diseño de terapias que permitan la resolución de procesos 

infecciosos en general y específicamente para el control y la erradicación de M. 

tuberculosis. En este estudio investigamos algunos mecanismos de la respuesta 

innata que pudieran ser responsables de la actividad antimicrobiana inducida por 

NOD2 en macrófagos alveolares infectados con M. tuberculosis, y LL-37 e IRGM 

fueron nuestro primer blanco.  
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Figura 3. NOD2 participa en la eliminación de la infección por M. tuberculosis. Después de 

que el MDP de M. tuberculosis (Mtb) es reconocido por NOD2 se activa la transcripción de genes 

de la respuesta inmune que ayudan a la eliminación del patógeno.  Los mecanismos precisos 

específicos que participan en el control de la infección por M. tuberculosis se desconocen. 
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HIPÓTESIS 

 

Los receptores de la inmunidad innata NOD1 y NOD2 inducen mecanismos 

bactericidas en macrófagos alveolares humanos. 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo General. 
Determinar la inducción de efectores de la respuesta bactericida del macrófago 

alveolar humano vía activación de los receptores NOD1 y NOD2 y su 

participación en la modulación de la respuesta a la infección con Mycobacterium 

tuberculosis. 

 

 

Objetivos Particulares: 
1.- Determinar la expresión de NOD1 y NOD2. 

2.- Evaluar la participación de NOD1 y NOD2 en la producción de citocinas 

proinflamatorias. 

3.- Evaluar el efecto de la estimulación de NOD1 y NOD2 sobre la expresión de 

LL37,  IRGM y la inducción de autofagia. 

4.- Determinar el crecimiento intracelular de M. tuberculosis en macrófagos 

alveolares en relación con los mecanismos bactericidas inducidos por NOD1 y 

NOD2.  
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MÉTODOS 

 

1.- Células 
 
Grupo de estudio. 
Se reclutaron  25 sujetos  sanos mayores de 18 años y menores de 65 en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).  Todos los voluntarios 

fueron seronegativos al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), negativos 

para cualquier patología pulmonar o sistémica y para cualquier proceso 

inflamatorio agudo o crónico. El protocolo fue aprobado por el Comité de Ciencia 

y Bioética en Investigación del INER y todos los voluntarios otorgaron su 

consentimiento por escrito. 

 

Lavado Bronquioloalveolar. 
A los voluntarios  se les realizó un Lavado Bronquioloalveolar (LBA) en el 

Servicio de Broncoscopia del INER. Para obtener células bronquioloalveolares 

(BAC) se siguió el procedimiento descrito por nuestro grupo [38]. El LBA se 

realizó con un broncoscopio de fibra óptica marca P30 (Olympus BF), el cual fue 

introducido en el lóbulo medio y la língula del pulmón. El lavado se realizó con 

un volumen total de 300 mL de solución salina estéril al 0.9%.  

 

Preparación de Macrófagos Alveolares. 
Se centrifugó el LBA a 400 x g, por 15 min a 4°C para obtener células 

bronquioloalveolares. Las células resuspendieron  en medio de cultivo RPMI-

1640 (Lonza) suplementado con 50 µg/mL de sulfato de gentamicina (Sigma), 

200 mM L-glutamina (Lonza) y 10% de suero humano descomplementado (en 

adelante este medio será llamado solamente medio). Las células fueron 

adheridas en placas de poliestireno (descritas delante de acuerdo a las 

necesidades de cada experimento) durante 1h antes de ser procesadas. El 

porcentaje de linfocitos presente en las células bronquioloalveolares fue menor 
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al 6% en todos los casos y las células no adherentes fueron removidas, por lo 

tanto consideramos que la investigación se realizó con macrófagos alveolares. 

La viabilidad fue de 98% medida por exclusión de azul de tripano (Gibco).  

 

Preparación de monocitos y macrófagos derivados de monocitos a partir 
de células mononucleares de sangre periférica. 
En experimentos piloto con perspectivas a futuro descritos en la sección 

“Perspectivas” se utilizaron monocitos y macrófagos derivados de monocitos. A 

3 voluntarios se les extrajo  una muestra de sangre (120 – 180 mL) usando 

heparina como anticoagulante; la sangre se diluyó a una relación 1:1 con RPMI 

(Lonza). Las células mononucleares de sangre periférica fueron  separadas por 

medio de un gradiente de densidad en Solución separadora de linfocitos (Lonza) 

a una relación 1:3 (solución separadora: dilución de sangre). Las células 

mononucleares se recuperaron de la interfase, se resuspendieron en medio, se 

colocaron en placas de petri de poliestireno de 100mm y se incubaron durante 

1h a 37ºC.  Se descartaron las células no adherentes y las adherentes (MN) 

fueron recuperadas mecánicamente con un levantador de células (Costar). La 

viabilidad fue de mayor al 98% en todos los casos. En paralelo se colocaron 

monocitos en placas de poliestireno de 25 pozos (Costar) y se dejaron 

diferenciar a macrófagos durante siete días. 

 

2.- Estímulos 
 
Estimulación por ligando 
Las células se estimularon con ligandos específicos para los receptores en 

estudio por tiempos determinados en ensayos piloto de cinéticas de 

concentración y tiempo. Los sobrenadantes se reservaron para determinación de 

citocinas y las células se lisaron para la posterior extracción de RNA y análisis 

de la expresión  de genes de la respuesta innata. En experimentos 

seleccionados se añadieron inhibidores de componentes de las principales vías 
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de señalización de los receptores en estudio 30 minutos antes de la estimulación 

con ligandos específicos.  Los ligandos e inhibidores aparecen en la Tabla 2. 

 

 

Tabla 2. Estímulos e inhibidor. 

 

Agente Función Origen Dosis utilizada 

Tri-DAP Ligando de NOD1 Invivogen 5µg/mL 

MDP Ligando de NOD2 Invivogen 10µg/mL 

LPS Ligando de TLR4 Sigma 100 ng/mL 

SB203580 Inhibidor de las cinasas 

RIP2 y p38 

Promega 10µM 

 

 

Preparación de Mycobacterium tuberculosis H37Rv para la infección in 
vitro. 
La cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC #25618) fue crecida en medio líquido 

7H9 (Difco), suplementado con 10% de ADC (albumina, dextrosa y catalasa, 

Becton Dickinson, BD) y 2% de glicerol (Merck). Después de 21 días de 

incubación en agitación orbital a 37°C se cosechó por centrifugación a 3000 rpm, 

30 min a 18°C. Las bacterias fueron resuspendidas en medio 7H9, se separaron 

en  alícuotas y fueron congeladas a – 80°C hasta su uso. 

 

En cada experimento se disgregaron las bacterias con perlas de cristal de 3 mm 

de diámetro durante 5 min, se centrifugaron a 900 x g durante 5 min, se 

recolectó el sobrenadante y se hicieron diluciones seriadas (1:10) con medio 

7H9. Las bacterias se sembraron por triplicado en placas de agar de 7H10 

(Difco), se incubaron por 21 a 37°C en 5% de CO2 y 85% de humedad relativa. 

Las UFC se cuantificaron con ayuda de una lupa estereoscópica. Para infectar a 
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los macrófagos alveolares, las bacterias disgregadas con perlas se 

resuspendieron en medio RPMI con 30% de suero humano. 

 
Infección con Mycobacterium tuberculosis. 
Los macrófagos alveolares se  colocaron en placas de 24 pozos de baja 

adherencia (Costar) a razón de 5x105 células por pozo. Las células se infectaron 

con M. tuberculosis a una razón de  1-2 bacterias por 20 macrófagos durante 1 

h, al término de este tiempo los pozos se lavaron tres veces con medio para 

eliminar las bacterias que no fueron fagocitadas y enseguida se estimularon con 

10µg/ml de MDP o se dejaron con medio, posteriormente se incubaron durante 

1, 24 y 72 horas (D0, D1 y D4) y se determinó el control del crecimiento 

intracelular de M. tuberculosis por el método de unidades formadoras de 

colonias (UFC). En paralelo se infectó otro juego de muestras en las mismas 

condiciones de infección y se incubaron por 24h; se centrifugaron y los 

sobrenadantes se guardaron a –70°C para la determinación posterior de 

citocinas y  las células se lisaron para  obtención de RNA  y análisis por técnicas 

de biología molecular. En estas condiciones de infección el 8.4% de los 

macrófagos estaban infectados y contenían hasta 4 bacterias por macrófago. 

Para el estudio de microscopía electrónica se utilizó otro experimento con una 

infección de 5 bacterias por macrófago; las células se incubaron por 24h antes 

de fijarlas. 

 
3.- Expresión génica  
 

La expresión génica de los componentes de la inmunidad innata en estudio se 

determinó por RT-PCR y la evaluación cuantitativa se realizó por PCR en tiempo 

real utilizando juegos de primers y sondas Taqman específicos comerciales 

prediseñados (Applied Biosystems) descritos en la Tabla 4. La cinética de 

amplificación de los genes en estudio se midió en tiempo real, el ciclo en el cual 

la expresión del gen sobrepasó el umbral de detección se denomina Ct y es un 
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indicador de la concentración inicial de mRNA del gen en estudio. La 

cuantificación relativa de la expresión génica se determinó por el método de 

ΔΔCt previa validación del método utilizando como gen control endógeno el de 

18S RNA. 

 
Validación de ensayos (estandarización). 
La validación del ensayo de qPCR se realizó de acuerdo a las recomendaciones 

del fabricante (Pelkin Elmer Users Bulletin No. 2). Se realizó una curva estándar 

para determinar la eficiencia de amplificación del todos los genes  a partir de una 

muestra de cDNA diluida serialmente cinco veces en órdenes de 5, la cual se 

amplificó y se determinó por triplicado. A partir de los resultados se graficó el Ct 

vs el log10 de la concentración. Para calcular la eficiencia de amplificación (E) a 

partir de la pendiente (m) se aplicó la siguiente fórmula: 

Eficiencia = [10(-1/m)]-1 

 

Validación del método ΔΔCt.  

Para poder aplicar el método ΔΔCt fue necesario construir una curva de rango 

dinámico para el gen blanco (NOD1, por ejemplo) y el control endógeno (18S 

RNA); ésta se construyó siguiendo las recomendaciones de AB. Una muestra de 

cDNA se diluyó serialmente cinco veces en órdenes de cinco, se obtuvo el ΔCt 

(Ct NOD1-Ct 18S RNA) para cada concentración. Se graficó el Ct vs el logaritmo 

base 10 de la concentración de cada uno de los puntos; el valor de la correlación 

(R2) cercano a 1 valida la utilización del método ΔCt. Una vez validado el método 

se aplicó directamente la fórmula 2-ΔΔCt a cada cDNA problema. 

 

Cuantificación de la expresión génica.  
Para la cuantificación de la expresión de cada gen blanco se realizó la 

determinación en un equipo “Sistema de Detección de Secuencias ABI PRISM 

7500” de acuerdo al protocolo recomendado por AB y se analizó con el software 

“ABI PRISM SDS 7500 Fast System” del equipo. Se preparó una mezcla de 
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cDNA diluido 1:5 en agua con DEPC, 1X de Universal Master Mix (AB), 900 nM 

de los cebadores y 250 nM de las sondas TaqMan correspondientes al gen de 

interés. Las muestras se colocaron por triplicado en una placa para reacción 

óptica de 96 pozos libre de RNAsas. La amplificación se realizó con una 

estrategia prediseñada por el fabricante para este fin, la cual consiste en: 5 

minutos a 50° C para desintegrar el encapsulado protector que presentan las 

sondas, 10 minutos a 95° C para activar la Taq polimerasa, 40 repeticiones de 

15 segundos a 95° C para alinear el DNA y 1 minuto a 60° C para elongar el 

DNA. La expresión de cada gen se normalizó con la expresión del gen de RNA 

18S y la cuantificación relativa de la expresión génica NOD2 se realizó utilizando 

el método ΔΔCt. 

 

Fórmulas utilizadas en el método ΔΔCt: 

La Expresión del gen X en la muestra A (tratamiento) relativa a la muestra B 

(células sin estimular), RQ, se calcula como sigue: 

RQ= 2 -ΔΔCt 

En donde, 

RQ, cuantificación relativa. 

ΔΔCt, diferencia en la expresión normalizada del gen blanco entre las dos 

muestras comparadas: 

ΔΔCtgenX= ΔCtgenX muestra A-ΔCtgenX muestra B 

ΔCtgenX muestra A= CtgenX muestra A – Ct18S muestra A 

ΔCtgenX muestra B= CtgenX muestra B – Ct18S muestra B 
 

 

 

 

 

 



LOS RECEPTORES DE LA INMUNIDAD INNATA NOD1 Y NOD2 PARTICIPAN EN LA ACTIVACIÓN DE LA 
RESPUESTA PRO-INFLAMATORIA Y LA AUTOFAGIA EN MACRÓFAGOS ALVEOLARES HUMANOS 

 Esmeralda Juárez Carvajal	
  
	
  

	
   25	
  

 

Tabla 3. Ensayos prediseñados por Applied Biosystems utilizados 

 en este estudio. 

 

Ensayo para el gen Número de catálogo (AB) 

NOD1 Hs01036717_m1 

NOD2 Hs00223394_m1 

LL37 Hs00189038_m1 

IRGM Hs01013699_s1 

18S RNA 4319413E 

 
 
4.- Detección de proteínas 
 
Detección de NOD2 por citometría de flujo. 
Un millón de macrófagos alveolares se incubaron en PBS (Lonza) con 50% de 

suero hiperinmune de conejo preparado en nuestro laboratorio durante 10 min a 

temperatura ambiente y en agitación (30 rpm en un agitador orbital) para 

bloquear los receptores de Fc de la membrana de los macrófagos. Las células 

se permeabilizaron con la solución permeabilizadora para FACS  (BD) y se 

añadió el anticuerpo de cabra anti-NOD2 humano o su isotipo (Imgenex) en 

presencia de 50% de suero de conejo. Después de 20 min a 4ºC, se lavaron las 

células y se añadió un anticuerpo secundario de burro anti-IgG de cabra 

acoplado al fluorocromo FITC (Santa Cruz Biotechnology). Las células se 

incubaron otros 20 min a 4ºC en la oscuridad y después de un lavado con PBS 

se fijaron con paraformaldehido al 1%. Se adquirireron 20,000 eventos en un 

citómetro FACScalibur (BD) y se analizaron con el software CellQuest (BD). El 

análisis se realizó en las células más grandes y granulosas ajustando el voltaje 

al nivel que permita discriminar la autofluorescencia de la fluorescencia 

específica. 
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Determinación de citocinas. 

La producción de las citocinas proinflamatorias IL1β, IL6, IL10, IL8, IL12p70, 

IL17, IFNα y TNFα se determinó utilizando el sistema Milliplex (Millipore) 

siguiendo las especificaciones del fabricante. En los experimentos que aparecen 

en la sección “Perspectivas” la producción de TNFα se determinó por ELISA 

como fue previamente reportado [38]. 
 
Determinación de proteínas por inmunoblot 
Las células se lavaron después del tratamiento especificado y se centrifugaron. 

El botón celular se congeló inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenó 

a -70ºC hasta su uso. Para extracción de proteínas citoplásmicas, las células se 

lisaron con un buffer de lisis (10mM HEPES, 10 mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1mM 

ditiotreitol, 5µg/ml of leupeptin, 5µg/ml de aprotinin y 0.5mM PMSF, todos de 

Sigma). Los lisados se centrifugaron y los sobrenadantes que contenían a las 

proteínas citoplásmicas se recuperaron y se cuantificó la cantidad de proteína 

por el método de Bradford. 

 

Para el análisis por western blot, los extractos proteicos se hirvieron en buffer de 

Laemmli. Las proteínas se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) y se 

transfirieron a membranas de disulfuro de polivinildeno (Millipore). Las 

membranas se bloquearon con buffer de bloqueo (TBS, 50mM Tris.Cl, pH 7.5; 

150mM NaCl; 0.1% Tween 20; 1% BSA) seguido de una incubación por 2h con 

el primer anticuerpo: anti-NOD1 (AdB serotec), anti-NOD2 (Millipore), anti-LL37 

(Santa Cruz) anti-IRGM (Abcam), anti-Atg9, anti-LC3 and anti-ATG16L1 (Novus 

Biologicals) or anti-α-tubulin (Sigma-Aldrich). El segundo anticuerpo acoplado a 

peroxidasa (Sigma) se añadió después de tres lavados y se incubó durante 1h. 

Las bandas específicas se detectaron por quimioluminiscencia utilizando el 

sistema SuperSignal (Thermo) y se revelaron en placas radiográficas. El análisis 
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densitométrico se realizó con el programa ImageJ 1.44º (Institutos Nacionales de 

Salud de Estados Unidos de América). 

 
Inmunomicroscopía electrónica 
Preparación de la muestra. Las células en suspensión fueron fijadas en 

paraformaldehído al 4% en buffer de Sörensen 0.2M pH7.3. Posteriormente, el 

botón celular fue deshidratado por inmersión durante 30 min en  alcoholes de 

concentración creciente, 50, 70, 80, 96 y 100%. Después, el botón celular fue 

infiltrado en resina LR White (London Resin, Co): alcohol 100% 1:1 durante 24h 

seguido de otras 24h en resina pura. Para la polimerización de la resina se 

incubó la muestra 4h a 60ºC. Una vez obtenido el bloque de células, se 

realizaron cortes de 60-80 nm que se fijaron en rejillas de níquel. 

 

Inmunomarcaje. Después de un proceso de permeabilización de 1h en solución 

de lavado, las rejillas de níquel se incubaron en anticuerpo primario durante 24h 

en la dilución estandarizada para cada anticuerpo (Tabla 5). Las muestras se 

lavaron dos veces en agua destilada durante 15 min antes de añadir el 

anticuerpo secundario correspondiente e incubarlas por 2h (Tabla 5). 

Posteriormente se realizaron 2 lavados más en agua destilada y las muestras se 

contrastaron con acetato de uranilo acuoso por 30 seg seguido de un último 

lavado en agua destilada. Las muestras se analizaron en un microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss M-10 (Carl Zeiss) para determinar la 

localización subcelular de los elementos de respuesta innata en estudio. 

 

5.- Determinación de la inhibición del crecimiento intracelular de M. 
tuberculosis.  
 

Los macrófagos alveolares se infectaron con M. tuberculosis H37Rv, se 

estimularon con MDP post-infección de la manera descrita en la sección anterior 

y se determinó la actividad bactericida de los macrófagos midiendo el 

crecimiento intracelular de M. tuberculosis por el método de las UFC a las 1, 24 



LOS RECEPTORES DE LA INMUNIDAD INNATA NOD1 Y NOD2 PARTICIPAN EN LA ACTIVACIÓN DE LA 
RESPUESTA PRO-INFLAMATORIA Y LA AUTOFAGIA EN MACRÓFAGOS ALVEOLARES HUMANOS 

 Esmeralda Juárez Carvajal	
  
	
  

	
   28	
  

y 72 horas (D0, D1 y D4) post infección. El cálculo del índice de crecimiento 

intracelular se hizo contabilizando el número de UFC al día 1 o 4 y dividiéndolo 

entre el número de UFC que había al día 0. 

 

 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la inmunomicroscopía electrónica. 

 

Anticuerpo primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución 

Anti-NOD2 
(Millipore) 

1:20 Anti-IgG de conejo  

oro de 5nm (Sigma) 

1:20 

Anti-LC3 
(Novus Biologicals) 

1:20 Anti-IgG de conejo  

oro de 5nm 

1:20 

Anti-IRGM 
(Abcam) 

1:20 Anti-IgG de conejo  

oro de 5nm 

1:20 

Anti-ATG16L1 
(Novus Biologicals) 

1:40 Anti-IgG de conejo  

oro de 5nm 

1:20 

 
 
 

6.- Análisis estadísticos. 
 

Los datos se analizaron utilizando la suma de rangos de Wilcoxon para muestras 

pareadas. Los diagramas de caja muestran los cuartiles y la mediana. Las 

gráficas de barra muestran las medias ± error estándar de la media. Los datos 

de microscopía electrónica fueron analizados con una prueba t de dos colas 

para datos pareados. Los valores se consideraron estadísticamente 

significativos cuando la p<0.05. Los análisis se realizaron con el SPSS 15.0 para 

Windows (SPSS) y GraphPad Prisma 5.0  para Mac (GraphPad Inc.). 
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RESULTADOS 

 

NOD1 y NOD2 forman parte del repertorio de receptores de la inmunidad 
innata de los macrófagos alveolares humanos 
 
Examinamos la presencia citosólica de NOD1 y NOD2 en macrófagos alveolares 

humanos. Observamos que el receptor NOD1 se expresa en cantidades basales 

tanto a nivel de RNA mensajero como de proteína. En la figura 4 se muestra la 

expresión basal del mensajero en relación al gen endógeno de referencia 18S 

RNA (A) y los niveles basales de proteína medidos por inmunoblot en células sin 

estimular (C). Tanto la expresión génica (B) como la proteica de NOD1 (C y D) 

aumentaron después de 24h de incubar las células en presencia de Tri-DAP, 

ligando de NOD1. 

 

La expresión de NOD2 fue detectada (Fig. 5) a nivel de proteína en el citoplasma 

de células sin estimular por medio de dos técnicas: por citometría de flujo 

intracelular (A) y por inmunoblot en lisados citoplásmicos (B). La estimulación 

durante 24h con MDP, ligando de NOD2, indujo la sobre-expresión de NOD2 a 

nivel de proteína dos veces respecto a la de las células sin estimular (B). 

Además, la expresión génica también aumentó en respuesta a la estimulación 

por su ligando (C). Posteriormente exploramos la localización intracelular de 

NOD2 por inmunomicroscopía electrónica (D) y observamos que en ausencia de 

estimulación por ligando el receptor se distribuye homogéneamente en el 

citoplasma del macrófago; después de la estimulación con MDP ocurrió una 

redistribución de NOD2 hacia la membrana plasmática.  
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Figura 4. NOD1 se expresa en macrófagos alveolares y su expresión aumenta en 

respuesta a la estimulación por ligando. A, La expresión basal se determinó por PCR 

cuantitativa en células sin estimular y se reporta en relación a la expresión del gen endógeno de 

referencia 18S RNA, la línea delgada indica la mediana, n=9. B, Las células se estimularon con 

5µg/ml de Tri-DAP durante 24h y se determinó la expresión génica por PCR cuantitativa, método 

ΔΔCt; se reporta la expresión relativa a la de las células sin estimular, la línea delgada indica la 

mediana, n=9. C, La detección de la proteína se hizo por inmunoblot. Se muestra un experimento 

representativo de tres independientes. El incremento en la cantidad de proteína se calculó por 

densitometría y se reporta como relativo a la de las células sin estimular y normalizado con la 

expresión de tubulina; en D el diagrama de caja muestra los valores mínimo, máximo y la 

mediana, n=3. 
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Figura 5. NOD2 se expresa en macrófagos alveolares y su expresión aumenta en 

respuesta a la estimulación por ligando. A, NOD2 se detectó en el citoplasma de los 

macrófagos por citometría de flujo en células sin estimular. Se muestra un experimento 

representativo. Las células se seleccionaron en la región correspondiente a las células grandes y 

granulosas (R1 en el gráfico de puntos). Los macrófagos se estimularon con 10 µg/ml de MDP 

durante 24h. B, la proteína se cuantificó por inmunoblot; se muestra un experimento 

representativo. El incremento en la expresión de NOD2 relativa a la de las células sin estimular y 

normalizada con la expresión de tubulina se calculó por densitometría. C, la expresión génica se 

determinó por PCR cuantitativa, método ΔΔCt; se reporta la expresión relativa a la de las células 

sin estimular, la línea gruesa indica la mediana, n=11. D, la localización subcelular del receptor 

se estableció por inmunomicroscopía electrónica en células sin estimular (TEM X 80,000) y 

estimuladas con MDP (TEM X 63,000). El anticuerpo específico anti-NOD2 se detectó con un 

anticuerpo secundario acoplado a partículas de oro de 5nm, señaladas con cabezas de flecha. 

La barra representa 150nm.  
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NOD1 y NOD2 inducen la producción de citocinas proinflamatorias en 
respuesta al reconocimiento de su ligando 
 

Para investigar si la activación de NOD1 y NOD2 por su ligando participa en la 

generación de la respuesta proinflamatoria, se determinó la presencia de 

algunas citocinas en sobrenadantes de cultivo de 24h. Encontramos que la 

activación de ambos receptores induce la liberación significativa de las citocinas 

proinflamatorias IL1β, IL6 y TNFα. Ninguno de los ligandos de NOD1 y NOD2 

indujo la producción de la citocina anti-inflamatoria IL10. Ambos receptores tipo 

NOD indujeron la producción de la quimiocina IL8. La producción de citocinas 

proinflamatorias dependiente de la activación de TLR4 también fue significativa y 

en proporciones significativamente mayores que las observadas en la activación 

de NOD1 y NOD2. (Fig. 6, p<0.05 y p<0.01 señalado en las gráficas). Ninguno 

de los estímulos indujo la liberación al medio de las citocinas IL12p70, IL17 e 

IFNα2 (datos no mostrados). 

 

 
NOD1 y NOD2 inducen la sobre-expresión de la catelicidina LL37 y de la 
enzima de autofagia IRGM en respuesta a su ligando 
 

Investigamos el potencial que tiene la activación de los NOD en la inducción de 

los mecanismos bactericidas LL37 e IRGM. En la figura 7A se observa que 

ambos receptores indujeron la sobre-expresión del gen de LL37 pero la 

magnitud de la respuesta fue significativamente mayor cuando se activó el 

receptor NOD1 (mediana 7.68 veces respecto a las células sin estimular) que 

cuando se activó NOD2 (mediana 1.43 veces respecto a las células sin 

estimular), p<0.05. Estos hallazgos también se presentaron a nivel de proteína 

(Fig. 7B,C).  
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La expresión génica de IRGM aumentó en respuesta a la activación de ambos 

NOD. En respuesta a la activación de NOD1 la mediana del cambio en la 

expresión génica de IRGM fue 9.9 veces respecto a la de las células sin 

estimular. En respuesta a la activación de NOD2 el cambio fue de 2.93 veces 

respecto a las células sin estimular (Fig. 8A). Este resultado también se vio 

reflejado a nivel de proteína (Fig. (B,C). No hubo diferencias significativas entre 

la respuesta de ambos receptores. 

 

Como control positivo de inducción se incluyó la estimulación con LPS. Este 

ligando de TLR4 indujo la sobre-expresión de LL37 (mediana 4.86 veces 

respecto a las células sin estimular) y de IRGM (mediana 5.38 veces respecto a 

las células sin estimular). Ambos resultados fueron significativamente mayores 

que la mediana teórica de 1, equivalente a la respuesta de células sin estimular 

(Fig. 8). 
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Figura 6. Producción de citocinas proinflamatorias. Las células se incubaron en presencia de 

5µg/ml de Tri-DAP, 10µg/ml de MDP, 100ng/ml de LPS o medio solo durante 24h. Se 

recuperaron los sobrenadantes de cultivo y las citocinas se determinaron por el método de 

Milliplex, n=8 . Se muestran diagramas de caja que representan cuartiles y se indica la mediana. 

*p<0.05 y **p<0.01. 
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Figura 7. Expresión de LL37. Los macrófagos alveolares se incubaron en presencia de 5µg/ml 

de Tri-DAP, 10µg/ml de MDP o medio solo durante 24h; los sobrenadantes se reservaron y se 

obtuvieron lisados celulares. A, la expresión génica de LL37 se determinó por PCR cuantitativa, 

método ΔΔCT. Se reporta el cambio en la expresión génica respecto a la de las células sin 

estimular y se indica la mediana; n=6 y 11, *p<0.05. La presencia de LL37 se detectó por 

inmunoblot en extractos citoplásmicos de células estimuladas con Tri-DAP (B) y MDP (C); se 

muestra un experimento representativo de tres independientes. El incremento en la cantidad de 

proteína se calculó por densitometría y se reporta como relativo a la de las células sin estimular y 

normalizado con la expresión de tubulina. 
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Figura 8. Expresión de IRGM. Los macrófagos alveolares se incubaron en presencia de 5µg/ml 

de Tri-DAP, 10µg/ml de MDP o medio solo durante 24h; los sobrenadantes se reservaron y se 

obtuvieron lisados celulares. A, la expresión génica de IRGM se determinó por PCR cuantitativa, 

método ΔΔCT. Se reporta el cambio en la expresión génica respecto a la de las células sin 

estimular y se indica la mediana; n=7 y 12. La presencia de IRGM se detectó por inmunoblot en 

extractos citoplásmicos de células estimuladas con Tri-DAP (B) y MDP (C); se muestra un 

experimento representativo de tres independientes. El incremento en la cantidad de proteína se 

calculó por densitometría y se reporta como relativo a la de las células sin estimular y 

normalizado con la expresión de tubulina. 

 
Figura 9. Expresión génica de LL37 e 

IRGM dependiente de la estimulación 

con LPS. Los macrófagos alveolares se 

incubaron en presencia de 100ng/ml de 

LPS o medio solo durante 24h; los 

sobrenadantes se reservaron y se 

obtuvieron lisados celulares. La 

expresión génica de IRGM se determinó 

por PCR cuantitativa, método ΔΔCT. Se 

reporta el cambio en la expresión génica 

respecto a la de las células sin estimular 

y se indica la mediana; n=8 y 9. 
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La activación de NOD1 y NOD2 después de la infección por M. tuberculosis 
participa en el control de la replicación intracelular de la micobacteria 
 

Mycobacterium tuberculosis es capaz de sobrevivir y replicarse dentro del 

macrófago infectado. Después de observar que la adición de ligandos de NOD1 

y NOD2 induce en los macrófagos alveolares la expresión de moléculas que 

participan en mecanismos bactericidas, investigamos si administrar los ligandos 

de NOD1 y NOD2 a macrófagos infectados puede favorecer el control de la 

infección. Utilizamos una MOI baja (1-2 bacterias por 20 macrófagos) para 

representar la infección natural. En la figura 10A observamos que la 

micobacteria fue capaz de replicarse dentro del macrófago aún en esta dosis 

infectante. El crecimiento intracelular aumentó 12.5 veces entre el día 1 y el día 

4 post-infección (mediana 5.5 veces, p<0.05). Sin embargo, cuando se adicionó 

Tri-DAP o MDP a los macrófagos infectados, éstos pudieron controlar el 

crecimiento intracelular de M. tuberculosis.  Este control relativo del crecimiento 

intracelular de la micobacteria se acompañó de un aumento significativo en la 

producción de TNFα, p<0.05 (Fig. 10B). 
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Figura 10. NOD1 y NOD2 inducen una activación antibacteriana en los macrófagos 

infectados con M. tuberculosis. Las células fueron infectadas a una razón de 1-2 bacterias por 

20 macrófagos durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y las 

células se incubaron una hora antes de añadir al cultivo 5µg/ml de Tri-DAP,  10µg/ml de MDP o 

medio solo. El crecimiento intracelular de M. tuberculosis se determinó por el método de 

unidades formadoras de colonia a los 0, 1 y 4 días post-infección. A, se reporta el índice de 

crecimiento relativo a las bacterias fagocitadas el día 0; n=6. B, a los sobrenadantes del cultivo 

se les determinó la producción de TNFα por ELISA. Se muestran diagramas de caja que 

representan cuartiles y se indica la mediana. *p<0.05, ns= no significativo. 
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La activación de NOD2 posterior a la infección con M. tuberculosis activa 
una gama de mecanismos de la respuesta innata 
 

Debido a la gran cantidad de células necesarias para cada experimento, los 

siguientes resultados se obtuvieron exclusivamente para dilucidar los 

mecanismos involucrados en el control de la infección por M. tuberculosis 

activados por adición de MDP a las células infectadas. Los experimentos que 

analicen la contribución de NOD1 en la resolución de la infección por M. 

tuberculosis serán estudiados en el futuro. En la figura 11 se muestra que la 

infección por si misma, a esta dosis de infección, no indujo la producción de 

citocinas proinflamatorias; sin embargo, la activación de NOD2 post-infección 

indujo la producción significativa de IL6 y TNFα (p<0.05 comparado con las 

células no infectadas y p<0.01 comparado con las células infectadas no tratadas 

con MDP) pero no la de IL1β. En ninguno de los casos observamos producción 

de IL10, IL12p70, IL17 o IFNα2 (datos no mostrados). 

 

Adicionalmente se determinó la sobre-expresión de los efectores bactericidas 

que describimos como inducibles por NOD2 (Figs. 7 y 8) en los macrófagos 

infectados y tratados con MDP post-infección.  En la figura 12 se observa que la 

infección por si misma, a esta dosis de infección, no indujo un aumento en la 

expresión génica de LL37 (A) ni de IRGM (B); por el contrario, el tratamiento con 

MDP post-infección indujo significativamente la sobre-expresión de LL37  e 

IRGM (p<0.05 y p<0.01, respectivamente). Este resultado también se reflejó en 

un incremento en la expresión de ambos efectores a nivel de proteína (C y D). 
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Figura 11. NOD2 induce la producción de citocinas proinflamatorias en los macrófagos 

infectados con M. tuberculosis. Las células fueron infectadas a una razón de 1-2 bacterias por 

20 macrófagos durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y las 

células se incubaron una hora antes de añadir al cultivo 10µg/ml de MDP o medio solo. Las 

células se incubaron durante 24 h adicionales. A los sobrenadantes del cultivo se les determinó 

la producción de citocinas por el método de Milliplex, n=9. Se muestran diagramas de caja que 

representan cuartiles y se indica la mediana.  *p<0.05, **p<0.01, ns= no significativo. 
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Figura 12. NOD2 induce un aumento en la expresión de LL37 e IRGM en los macrófagos 

infectados con M. tuberculosis. Las células fueron infectadas a una razón de 1-2 bacterias por 

20 macrófagos durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y las 

células se incubaron una hora antes de añadir al cultivo 10µg/ml de MDP o medio solo. Las 

células se incubaron durante 24 h adicionales. La expresión génica de LL37 (A) e IRGM (B) se 

determinó por PCR cuantitativa, método ΔΔCT. Se reporta el cambio en la expresión génica 

respecto a la de las células sin estimular y se indica la mediana; n=9. La determinación de 

proteína se hizo por inmunoblot en extractos citoplásmicos. Se muestra una imagen 

representativa de tres experimentos independientes (C). El incremento en la cantidad de proteína 

se calculó por densitometría y se reporta como relativo a la de las células sin estimular y 

normalizado con la expresión de tubulina, n=3; se muestra la media  ± SEM (D). 
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La activación de NOD2 post-infección induce el proceso autofágico 
 

Debido a que la molécula efectora de la actividad bactericida que mayormente 

se indujo por efecto de la activación de los macrófagos infectados con MDP fue 

la enzima autofágica IRGM, comprobamos si el incremento en la expresión de 

IRGM representa, en efecto, la inducción de autofagia. Primero verificamos si 

IRGM se reclutó a las vesículas que contenían a la micobacteria por 

inmunomicroscopía electrónica. En la figura 13 se aprecia que en los 

macrófagos infectados ocurrió un reclutamiento mínimo de IRGM a la vesícula 

que contenía a la micobacteria (A); por otro lado,  el tratamiento con MDP post-

infección indujo un reclutamiento mayor de IRGM a la vesícula que contenía a la 

micobacteria (marcas de oro señaladas con cabezas de flecha, B).  

 

El mismo fenómeno se observó en relación al reclutamiento de dos marcadores 

de autofagia LC3 (Fig. 13C, D) y ATG16L1 (Fig. 13E y F), los cuales fueron 

masivamente reclutados a la vesícula que contenía a la micobacteria cuando los 

macrófagos fueron tratados con MDP post-infección. Para establecer el nivel de 

reclutamiento, se cuantificó la marca de oro por bacteria en 10 células 

independientes que contenían de 1-7 bacterias de cada condición experimental. 

El reclutamiento de proteínas de autofagia fue significativamente mayor en las 

células tratadas con MDP post-infección (p<0.05, Fig. 14).  

 

El reclutamiento de proteínas de autofagia a la vesícula que contenía a la 

micobacteria fue dependiente de la señal de NOD2. La adición de un inhibidor 

de Rip2/p38, importantes adaptadores de la señalización de NOD2, antes de la 

adición de MDP causó una reducción en el reclutamiento de IRGM, LC3 y 

ATG16L1 (Fig.15). 

 

La inmunodetección por microscopía electrónica no permite visualizar 

membranas, por lo que nos preguntamos si nuestros resultados anteriores 

fueron indicativos de  formación de autofagosomas o de reclutamiento de 
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proteínas de autofagia a fagosomas. Para esclarecer la interrogante utilizamos 

microscopía convencional que permitió analizar la ultraestructura de las células 

infectadas y tratadas con MDP post-infección. Encontramos que el tratamiento 

indujo la formación de grandes vesículas que contenían organelos y material 

citoplásmico características de autofagosomas, así como organelos 

multivesiculares llamados de “piel de cebolla” que también son característicos de 

autofagia (señalados con cabezas de flecha, Fig. 16A y B). Las micobacterias 

estaban encerradas en verdaderas vesículas autofágicas (señaladas con 

flechas, Fig. 16C y D). 

 

Para confirmar que el proceso autofágico estaba completo se determinó el corte 

proteolítico de LC3 por inmunoblot [89]. En las células tratadas con MDP post-

infección se observó la conversión de LC3 I en LC3 II (Fig. 17A). La razón LC3 

II/ LC3 I fue muy baja en células infectadas, pero aumentó en las células 

tratadas con MDP post-infección a consecuencia del corte proteolítico de LC3 I 

(Fig. 17B). También los niveles totales de LC3 II aumentaron (Fig.17C). 
 

 

 

___________________ 

Figura 13. NOD2 induce un reclutamiento de IRGM, LC3 y ATG16L1 a las vesículas que 
contienen a la micobacteria en los macrófagos infectados con M. tuberculosis (Mtb) y 

tratados con MDP post-infección. Las células fueron infectadas a una razón de 5 bacterias por 

macrófago durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y las células se 

incubaron por una hora antes de añadir al cultivo 10µg/ml de MDP o medio solo. Las células se 

incubaron durante 24 h adicionales. La localización subcelular de las proteínas de autofagia se 

determinó en células infectadas no tratadas  y tratadas con MDP utilizando anticuerpos 

específicos para IRGM (A, B), LC3 (C, D) y ATG16L1 (E, F) detectados con un anticuerpo 

secundario acoplado a partículas de oro de 5nm (señaladas con cabezas de flecha). Las barras 

representan 150 nm. TEM X 80, 000, excepto en B (TEM X 50,000). Datos generados en un 

experimento. 
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Figura 13. NOD2 induce un reclutamiento de IRGM, LC3 y ATG16L1 a las vesículas que 

contienen a la micobacteria en los macrófagos infectados con M. tuberculosis (Mtb) y 

tratados con MDP post-infección. 
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Figura 14. NOD2 induce un aumento significativo en el reclutamiento de proteínas de 
autofagia a la vesícula que contiene a la micobacteria. Las células fueron infectadas a una 

razón de 5 bacterias por macrófago durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron 

exhaustivamente y las células se incubaron una hora antes de añadir al cultivo 10µg/ml de MDP 

o medio solo. Las células se incubaron durante 24 h adicionales. La localización subcelular de 

las proteínas de autofagia se determinó en células infectadas no tratadas  y tratadas con MDP 

utilizando anticuerpos específicos anti IRGM, LC3 y ATG16L1 detectados con un anticuerpo 

secundario acoplado a partículas de oro de 5nm. Se cuantificaron manualmente las partículas 

que colocalizaban con las bacterias de 10 células independientes que contenían 1-7 

bacterias/célula de cada condición experimental. se muestra la media  ± SEM (*p<0.05, 

**p<0.01). Datos generados en un experimento. 
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Figura 15. El efecto de la activación 

de NOD2 en el reclutamiento de 

proteínas de autofagia a la vesícula 

que contiene a la micobacteria 

depende de las cinasas Rip2 y p38. 

Las células fueron infectadas a una 

razón de 5 bacterias por macrófago 

durante 1 h. Las bacterias no 

fagocitadas se lavaron 

exhaustivamente y las células se 

incubaron una hora más. El inhibidor 

de Rip2/p38  SB203580 (SB, 10µM) 

se incorporó al cultivo 30 min antes de 

añadir 10µg/ml de MDP o medio solo. 

Las células se incubaron durante 24 h 

adicionales. La localización subcelular 

de las proteínas de autofagia se 

determinó en células infectadas no 

tratadas  y tratadas con MDP 

utilizando anticuerpos específicos anti 

IRGM, LC3 y ATG16L1 detectados 

con un anticuerpo secundario 

acoplado a partículas de oro de 5nm 

(señaladas con cabezas de flecha). 

Las barras representan 150 nm. TEM 

X 80, 000. Datos generados en un 

experimento. 
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Figura 16. Los macrófagos infectados con M. tuberculosis (Mtb) y tratados con MDP post-

infección desarrollan vacuolas autofágicas. Las células fueron infectadas a una razón de 5 

bacterias por macrófago durante 1 h. Las bacterias no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y 

las células se incubaron una hora antes de añadir al cultivo 10µg/ml de MDP o medio solo. Las 

células se incubaron durante 24 h adicionales. La identificación de estructuras características de 

autofagia como vesículas que contienen organelos (A), y estructuras multivesiculares en “piel de 

cebolla” (B) se hizo por microscopía electrónica de transmisión convencional (señaladas con 

cabezas de flecha). Las micobacterias se señalan con flechas (C, D). TEM X 16,000. 
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Figura 17. El tratamiento con MDP post-infección induce el corte proteolítico de LC3. Las 

células fueron infectadas a una razón de 1 bacteria por 20 macrófagos durante 1 h. Las bacterias 

no fagocitadas se lavaron exhaustivamente y las células se incubaron una hora antes de añadir 

al cultivo 10µg/ml de MDP o medio solo. Las células se incubaron durante 24 h adicionales. La 

determinación de la proteína se hizo por inmunoblot en extractos citoplásmicos. Se muestra una 

imagen representativa de tres experimentos independientes (A). El incremento en la cantidad de 

proteína se calculó por densitometría y se reporta como relativo a la de las células sin estimular y 

normalizado con la expresión de tubulina, n=3; las barras representan la media  ± SEM (D). 
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DISCUSIÓN 

 

El estudio sobre la respuesta iniciada por el reconocimiento de patógenos a 

través de receptores de la familia NLR ha cobrado interés, especialmente en el 

contexto de patógenos respiratorios intracelulares. En modelos murinos la 

deficiencia de NOD1 y NOD2 se refleja en la pérdida de la capacidad 

antimicrobiana e incremento en la severidad de enfermedades respiratorias 

infecciosas [9, 90, 91]. Investigaciones recientes señalan la relevancia que 

NOD1 podría tener en la respuesta del macrófago alveolar humano aunque se 

conoce poco de él y el papel de NOD2 está pobremente caracterizado. En este 

trabajo se investigó la presencia de NOD1 y NOD2 en macrófagos alveolares 

primarios humanos y su papel en la inducción de una respuesta de perfil 

antimicrobiano que incluye la producción de citocinas proinflamatorias y los 

efectores de la respuesta antimicrobiana LL37 e IRGM.  

 

Primero se demostró que ambos receptores NOD están presentes en el 

macrófago alveolar humano. NOD1 y NOD2 están expresados en macrófagos 

no estimulados tanto a nivel de mRNA como de proteína, y en respuesta a la 

estimulación con su ligando correspondiente, aumentan su expresión. En el caso 

particular de NOD2, se demostró que en respuesta a la estimulación con MDP, 

el receptor se dirige hacia la membrana plasmática, fenómeno se requiere para 

que exista la señalización del receptor [42]. 

 

Posteriormente se observó que ambos receptores inducen la producción y 

liberación al medio de citocinas proinflamatorias como IL1β, IL6, IL8 y TNFα 

pero no la citocina anti-inflamatoria IL10. La producción de TNFα activada por 

MDP contrasta con la inexistente producción de esta citocina por los macrófagos 

de ratón en respuesta al ligando de NOD2 [12]. En general, la respuesta de 

citocinas inducida por ambos NOD fue significativamente menor que la inducida 
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por LPS, que es un potente inductor de inflamación; esto es de relevancia 

biológica porque la generación de respuesta innata mediada por los NOD puede 

ser útil sin el detrimento tisular que acompaña al exceso de inflamación. La 

producción canónica de IL1β reportada para monocitos y macrófagos murinos y 

su participación en la activación de las células de la vecindad es muy importante 

en el control de la infección por M. tuberculosis [85, 92-94]. La alta producción 

de IL8 que también observamos como respuesta a la activación de los NOD 

sugiere su participación en el reclutamiento de neutrófilos al pulmón que podría 

redundar en un incremento en la capacidad de eliminar patógenos [95, 96]. 

 

La inducción de una respuesta proinflamatoria sugiere que los macrófagos 

podrían exhibir un estado bactericida. Al investigar este aspecto de la respuesta 

innata, en este trabajo se demostró por primera vez que los receptores NOD1 y 

NOD2 inducen la expresión de los efectores de la respuesta antimicrobiana LL37 

e IRGM en el macrófago alveolar humano. Nosotros ya habíamos reportado la 

inducción de la catelicidina en macrófagos alveolares humanos por mecanismos 

dependientes de TLR2, TLR4 y TLR9 [62]. Ahora incluimos a NOD1 y NOD2 en 

el espectro de receptores de la inmunidad innata capaces de desencadenar esta 

respuesta de péptidos antimicrobianos en el macrófago alveolar. Llama la 

atención que NOD1 sea un mejor inductor de LL37 que NOD2 y es un fenómeno 

que merece estudios posteriores.  

 

La enzima IRGM no había sido asociada a los receptores NOD hasta ahora. El 

hecho de que en este trabajo se haya encontrado como inducible por NOD2 

sugiere activación de la vía de autofagia. La enzima IRGM es uno de los 

componentes de la autofagia y su presencia se ha visto asociada con la 

eliminación de patógenos intracelulares, incluyendo M. bovis, tanto en células 

humanas como murinas [83, 97, 98]. Por lo tanto, además de la actividad 

proinflamatoria, los NOD participan en la inducción de componentes que 

intervienen en mecanismos bactericidas. En consecuencia, investigamos si el 
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perfil antibacteriano que induce la activación de los receptores NOD en el 

macrófago alveolar participa en el control del crecimiento intracelular de M.  

tuberculosis. 

 

Recientemente se reportó que NOD2 se expresa en macrófagos alveolares 

humanos y que participa en el control de la infección por la cepa virulenta M. 

tuberculosis H37Rv y por M. bovis cuando es activado por MDP antes de la 

infección [88], pero los mecanismos responsables de esta respuesta se 

desconocen. En el presente trabajo se tomó en cuenta que M. tuberculosis es 

capaz de replicarse exitosamente en los macrófagos infectados y decidimos 

activar a los receptores NOD después de la infección con el objeto de determinar 

si su ligando posee actividad inmunomoduladora en condiciones de infección. 

Encontramos que los macrófagos alveolares permiten el crecimiento intracelular 

de la micobacteria, pero cuando se trataron las células con ligandos de NOD1 y 

NOD2 por 24h post-infección, el macrófago alveolar controló la replicación 

intracelular de M. tuberculosis.  

 

Para dilucidar los mecanismos involucrados en el control de la infección por M. 

tuberculosis dependiente de los receptores NOD hicimos experimentos 

adicionales. Debido al gran número de células requerido para estos 

experimentos nos limitamos a estudiar solamente el papel de NOD2. La dosis 

infectante utilizada fue baja, sin embargo el macrófago fue permisivo para su 

crecimiento intracelular, pues a los 4 días post-infección el incremento en la 

carga bacteriana intracelular fue substancial. La infección por sí misma no activó 

ninguno de los mecanismos de la respuesta innata que hemos descrito. En 

cambio, cuando se trataron los macrófagos infectados con MDP por 24h post-

infección se observó una producción significativa de IL6 y TNFα y la sobre-

expresión de LL37 e IRGM. Es posible que la micobacteria virulenta inhiba 

algunos mecanismos de la respuesta innata y esta inhibición puede ser revertida 

por adición de MDP sugiriendo que el ligando de NOD2 tiene potencial para ser 
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utilizado como inmunomodulador. El aumento en la expresión de LL37 e IRGM 

podría estar asociado al control del crecimiento intracelular de M. tuberculosis 

porque LL37 tiene actividad bactericida directa contra la micobacteria [99] y el 

proceso de autofagia inducido por IRGM participa en la eliminación intracelular 

de la micobacteria [83, 100, 101], aunque se requieren experimentos adicionales 

para comprobarlo. 

 

La autofagia es un mecanismo de degradación enzimática que participa en 

numerosos procesos como presentación de antígeno, maduración fagosomal y 

degradación alterna de patógenos intracelulares [102]. La autofagia se activa por 

mecanismos dependientes de los TLR y de la señalización del receptor de IFNγ 

[103]. La señalización de NOD1 y NOD2 también participa en la activación de 

autofagia; ambos inducen el reclutamiento de la proteína de autofagia ATG16L1 

al sitio de entrada del patógeno en macrófagos murinos y células epiteliales 

humanas [104]. La inducción de autofagia por NOD2 de manera dependiente de 

Rip2 y ATG16L1 ya se había descrito en células dendríticas derivadas de 

monocitos humanos [105], pero su participación en el macrófago alveolar 

humano no había sido descrita hasta ahora. En el presente trabajo demostramos 

que el tratamiento con MDP en los macrófagos infectados activa el proceso de 

autofagia. Esto se demostró mediante la observación de (1) la conversión de 

LC3 I en LC3 II, indicativo de que formaron autofagosomas,  (2) el reclutamiento 

dependiente de Rip2 de las proteínas IRGM, LC3 y ATG16L1 a la vesícula que 

contiene a la micobacteria y (3) la formación de elementos subcelulares 

característicos de la autofagia como vesículas grandes con contenido de 

organelos y cuerpos multivesiculares lamelares en “piel de cebolla” [89, 106].  

 

En conjunto, nuestros resultados nos permiten proponer un modelo de activación 

de NOD2 cuando se usa MDP como tratamiento post-infección in vitro (Fig. 18). 

La infección por M. tuberculosis es exitosa, se establece intracelularmente, pero 

el tratamiento con MDP post-infección activa tanto a la célula infectada como a 
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las células adyacentes para producción de citocinas proinflamatorias que 

amplifican la respuesta inmune y permiten el reclutamiento de otras células al 

sitio de infección. La activación de NOD2 también induce autofagia, proceso 

mediante el cual se generan vesículas grandes que engloban a la micobacteria y 

la exponen a degradación enzimática para su posterior eliminación. 

 

 

 

 
Figura 18. Modelo propuesto para activación de NOD2 en macrófagos infectados. La 

infección por M. tuberculosis es exitosa, se establece intracelularmente, pero el tratamiento con 

MDP post-infección activa tanto a la célula infectada como a las células adyacentes para 

producción de citocinas proinflamatorias que amplifican la respuesta inmune y permiten el 

reclutamiento de otras células al sitio de infección. La activación de NOD2 también induce la 

autofagia, proceso mediante el cual se generan vesículas grandes que engloban a la 

micobacteria y la exponen a degradación enzimática para su posterior eliminación. 
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CONCLUSIONES 

 

 

1.- NOD1 y NOD2, como parte del repertorio de receptores del macrófago 

alveolar humano, inducen la producción de citocinas proinflamatorias en 

respuesta al reconocimiento de su ligando. 

 

2.- NOD1 y NOD2 inducen la sobre-expresión de la catelicidina LL37 y de la 

enzima de autofagia IRGM en respuesta a su ligando. 

 

3.- La activación de NOD1 y NOD2 por su ligando después de la infección por M. 

tuberculosis induce la producción de TNFα y se asocia con el control de la 

replicación intracelular de la micobacteria. 

 

4.- La activación de NOD2 por su ligando sintético después de la infección con 

M. tuberculosis activa una gama de mecanismos de la respuesta innata que 

incluyen la producción de las citocinas proinflamatorias TNFα e IL6, el péptido 

antimicrobiano LL37, y el proceso de autofagia. 
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PERSPECTIVAS 

 

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten proponer proyectos que 

profundicen en el conocimiento de la respuesta innata desencadenada por los 

receptores NOD1 y NOD2. Tenemos algunos experimentos preliminares que nos 

motivan a continuar esta línea de investigación en un futuro cercano y que se 

describen a continuación. 

 

Perspectivas para NOD1  
 

Nuestros resultados revelaron que la activación de NOD1 por su ligando induce 

un incremento en la expresión de los efectores de la respuesta antimicrobiana 

(Figs. 7 y 8) y participa en el control de la infección con M. tuberculosis (Fig. 10). 

Por lo tanto, los mecanismos involucrados en esta respuesta contra un patógeno 

que carece de ligandos para NOD1 en su pared celular adquiere gran 

importancia. En un futuro estudiaremos si la activación de NOD1 también induce 

el proceso autofágico en respuesta al reconocimiento de su ligando. En la figura 

19 muestro uno de los ensayos preliminares en el que, además de la respuesta 

del macrófago alveolar (MA) se incluyó la determinación del incremento en la 

expresión de marcadores de autofagia en macrófagos derivados de monocitos 

de sujetos sanos (MDM). La ventaja de observar el mismo patrón de respuesta 

entre ambos tipos celulares radica en la posibilidad de utilizar células 

sanguíneas para la descripción de los mecanismos inducibles por NOD1.  

 

Otra ventaja de observar una respuesta similar entre MA y MDM es que el 

número de células y voluntarios no es limitante por lo que se pueden explorar 

otros aspectos de la respuesta de los receptores tipo NOD. Por ejemplo, se ha 

reportado que la totalidad de la respuesta inflamatoria inducible por NOD2 en 

MDM humanos depende de la liberación de IL1β  [107]. Si esto también fuera 
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cierto para NOD1, significaría que el nivel de respuesta y manipulación de la 

misma se centra en una sola ruta de señalización, la vía de la caspasa 1, la cual 

permite la liberación de la forma biológicamente activa de la IL1β. Esta 

información es relevante si se pretende bloquear o potenciar alguno de los 

efectos de NOD1 con fines terapéuticos o profilácticos. Continuaremos con esta 

línea de investigación porque tiene potencial en el desarrollo de 

inmunomoduladores. 

 

 

 

 
Figura 19. La activación de NOD1 induce un incremento el la expresión de proteínas de 

autofagia en macrófagos alveolares (MA) y macrófagos derivados de monocitos (MDM). 

Las células fueron estimuladas con 5µg/ml de Tri-DAP en presencia o ausencia del inhibidor de 

Rip2/p38 SB 203580 (SB) durante 24h. Las proteínas de autofagia Atg9 y LC3 I y II se 

detectaron por inmunoblot en extractos citoplásmicos. Se muestra el resultado de un 

experimento. El incremento en la cantidad de proteínas indicado en cada banda se calculó por 

densitometría y se reporta como relativo a las células sin estimular normalizadas con tubulina. 
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Perspectivas para NOD2 
 

La respuesta que encontramos en macrófagos alveolares infectados con M. 

tuberculosis  inducida por el tratamiento con MDP post-infección sugiere que uno 

de los mecanismos bactericidas importantes del macrófago humano es la 

autofagia y que NOD2 es susceptible de ser utilizado como blanco de 

inmunomoduladores. Estudiar el espectro completo de la respuesta inducida por 

NOD2 puede arrojar información definitoria sobre el uso del MDP como 

inmunomodulador. Ya se ha intentado obtener derivados del MDP como 

adyuvantes [108]. En el corto plazo estudiaremos este fenómeno in vivo en 

modelos animales y en modelos de infección in vitro con metodologías de 

mayores alcances para el esclarecimiento de mecanismos moleculares. 

 

Dos antecedentes sobre el papel inmunomodulador de NOD2 indican que (1) 

este receptor sinergiza con TLR2 y TLR4 para la producción de citocinas 

proinflamatorias en monocitos humanos cuando los ligandos se administran 

simultáneamente y (2) los macrófagos derivados de monocitos humanos entran 

en estado de tolerancia después de una exposición crónica a ligandos de TLR4 

o de NOD2 y este efecto deja a los macrófagos incapaces de responder con 

producción de citocinas a una re-estimulación cruzada con los mismos ligandos 

de TLR4 o de NOD2 [92, 109]. Para investigar si NOD2 tiene un efecto sinérgico 

con TLR4 para la producción de TNFα en macrófagos alveolares, se hizo un 

ensayo preliminar y nuestros resultados sugieren que NOD2 tiene un efecto 

modulador de la respuesta inflamatoria inducida por LPS en macrófagos 

alveolares humanos pero no sinérgico, sino controlador (Figura 20). Tomando en 

cuenta que la regulación del proceso inflamatorio a nivel alveolar es deseable, 

estos resultados justifican que en un futuro cercano se investigue a fondo el 

potencial inmunomodulador del MDP.  
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Figura 20. La activación de NOD2 reduce la producción de TNFα  inducida por LPS en 

macrófagos alveolares humanos. Las células se estimularon con 100ng/ml de LPS durante 1 

h. Las células se lavaron para eliminar el LPS del medio y  se añadieron 10µg/ml de  MDP al 

cultivo por otras 24h. La producción de TNFα se cuantificó en el sobrenadante del cultivo por 

ELISA, n=6.*p<0.05. 
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RESUMEN 

La mucosa del aparato respiratorio es una de las su­
perficies risu/ares m¡js expuestas a/ ambiente exter­
no, por lo que el sistema inmune pulmonar debe 
proteger al organismo de la presencia de material 
porerrialmenre parogmico. Las c~/ulas re:;ponsa~es 
de /a Inrrunldad loca/Incluyen 8 /os macrófagos al­
veolares, que realizan funciones de fagocitosis y 
quimiotaxis y generan múltiples mecaniSI1T)S bacte-

ricidas, y a las cBlulas epiteliales, que 
Palab ras clave: cambien contribuyen a/a respuesta/nna­
TlR. NLR. RLH. in- ca con producción de quimiocinas, cito­
munidad imata. 
Key words: TLR, 
NLR, RLH, innate 
immunity. 

einas y peptidos anrimicrobianos. Las ce­
lulas de la defensa pulmonar cuentan 
con un repertorio de recepcores paral/evar 
a cabo el reconocimiento de patógenos, 
entre el/os los TLR, NLR. RLH Y algunos 

orros, /os cuales sefla/izan en respuesra al recono­
cimIento de patógenos para generar la respuesta 
inflamatoria y los mecanismos antimicrobianos ne­
cesarios para erradicar la infecciOno El conocimien­
to obrenldo con relacIón alas Interacciones entre /os 
receptores de la inmunidad innata y sus /igandos 
naturales y sinteticos, asl como acerca de la induc­
ciOn especIfica de genes por los distintos mecanis­
mos de sefla/lzaclón Innatos y la participación de las 
celulas loca/es, permite hacer propuestas sobre su 
manipulación a fin de regul;y el proceso inflamato­
rio que, in ocasioms, contriruye al daI"KJ pulmonar. 

ESMERALDA JuARu CARVAJAl. * 
JOS( SULUVAN LOPf:z GOOZAHZ' 

MARTHA TORRES RoJAS' 
EDUARDO SACA DIAl' !IilI 

• OepartaITJJflID de /1M!StJgack'.fl en MIr:rolJ/do(JiJ. /¡r;tJI~o 
N/JCkJniJl do EnfetmcxJlJdo5 RespiaIDll8s JsmaofC05/0 VII/ogas 
(lN(Rj. 

1 DepBrI8ITJJflID do /1IIII1SlIgack'.fl en C8rr:er PtJmm~. /NfR. 
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ABSTRACT 

The respirarory sysrem's mucous membrane is one 
of rhe largesr rissue surfaces exposed to lhe exrer­
na/ milieu, and rtus rhe pulroonary immune syslem 
must be able to protecr the organism from poten­
tially parhogenic agents. Cel/s responsible for local 
Immunity Include alveolar macrophages, which per­
form phagocyrosis and chemoraxis and genera re 
multiple bactericidal mechanisms, and epithe/ial 
cel/s, which also contribure ro rhe innare response 
by produclng chemokines, cyrokines and antlmicro­
bia/ peptides. Cel/s commirred ro /ung defense have 
a reperroire of receprors ro recognize parhogens, 
including TLR, NLR, and RLH, among orhers. Afrer 
recognlzlng pathogens these receptors produce In­
trace/lular signa/ing to generate the inflammatory 
response and rhe antimicrobial mechanisms neces­
sary for eradicarion of rhe infecrion. The knowledge 
thal has been oblalned on Interaclions of innare 
immunity receptors with their natura/and synther­
ic ligands, as wel/ as on rhe specific inducrion of 
genes by mechanisms of Innare signa/ing aOO rhe 
participaríon of loca/ cel/s, a/lows rhe proposa/ of 
their manipulation in order to regula te the inflam­
marory process rhar may occasionally contribure to 
lung damage. 
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INTRODUCCION 

El aparato respiratorio, con superficie de 150 ml 

y un volumen de 350 litros de aire respirados 
por hora, enfrenta un gran reto para la respues­
ta Inmune porque mientras cumple su función 
primordial de Intercambio de gases. interactúa si­
multaneamente con una variedad de microorga­
nismos O sus componentes que entran con la 
respiración . En estas circunstancias, la fiSiOlogr8 
y anatomla del aparato dan forma a la magnitud y 
umbral de activación de la respuesta innata res· 
ponsable del reconocimiento de los microorga­
nismos que logran acceso al espacio alveolar, aSI 
como de desencadenar los mecanismos efecto­
res que eliminen al agente Infeccioso.' 

El parénquima pulmonar Incluye a las células 
epiteliales, células dendrltlcas y en el espacio al­
veolar se lOcalizan los macrOfagos alveolares. En el 
pulmon, el resultado de la InfecelOn depende crl­
tlcamente de la InvaslOn y colonizaciOn de los 
macrOfagos durante la infeceion primaria de mi­
croorganismos inhalados debido a que son los 
macrofagos alveOiaes los responsables de fagocitar 
y eliminar a los agentes Infeceiosos utilizando me­
canismos bactericidas, como péptidos antimicro­
bianos, mientras producen mediadores solubles 
como qulmlocinas y cttocinas que activan a leuco­
citos y magnifican la respuesta inmune.2.] Esta es 
la razon por la que los mecanismos de la inmuni­
dad Innata Iniciados de manera inmediata en el 
macrOfago han recibido tanto Interés. 

Se ha propuesto que cada organo desencade­
na su respuesta Innata de manera particular en 
funciOn de tres factores.4 Primero, la carga bac­
teriana presente determina el umbral de activa­
clon de los receptores de la inmunidad innata en 
cada argano. Tanto el hlgado como el Intestino 
son organos con mayor exposlclon natural a mi ­
croorganismos y sus productos y, en ambos OI"ga­
nos, la respuesta innata tiende a manifestarse con 
una Inflamaclon controlada; por Jo tanto, las cé­
lulas dendrrUcas plasmacitoldes del hlgado y los 
macrofagos del Intestino responden a componen­
tes bacterianos con una limitada respuesta infla­
matoria en comparaclon con las mismas celulas 
localizadas en el bazO.$.6 Segundo, los perfiles de 
expresion de los receptores de la inmunidad 
Innata son distintos en cada organo; p. ej., la 

RE' IUI Nu ENr RES. Mn 

Irvnunidad innata respirataia 

expreslOn de los receptores Innatos TlRl , TlR2, 
TlR3, TlR4 Y TlRS se manifiestan en tejido 
pulmonar, mientras que en células epiteliales 
intestinales SOlo se expresan TlR3 y TlRS; yen 
neumoc itos tipo 11 , lo hacen TlRl, TlR2 Y 
TlR4 .1.8 Tercero, los receptores de la inmunidad 
innata originalmente descritos en las células fago­
c[titas, también se expresan en otras células per­
mlUéndoles partiCipar en la regulaclon del mlcro­
amblente.e lo anterior refleja la Importancia de 
definir con preclsion los mecanismos innatos 
que partiCipan en el reconocimiento y elim ina­
clOn de patogenos en el pulmon. 

la respuesta Inmune Innata se caracteriza por 
ser inmediata, esta propiedad se la confieren sus 
receptores. El reconocimiento de microorganis­
mos se realiza a través de receptores que tienen 
alta afinidad por estructuras qurmicas, como llpi­
dos, carbohidratos, peptidos y ácidos nucleicos 
presentes en los microorganismos a los que se 
les ha denominado patrones moleculares asocia ­
dos a patogenos; son llamados asl porque son 
estructuras uplcamente Invariables que se en­
cuentran en casi tocios los microorganismos. 

A estos receptores especializados se les ha 
denominado receptores de reconocimiento de 
patrones moleculares asociados a patogenos 
(PRR, por sus siglas en IngléS). los PRR se en­
cuentran distribuidos con perfiles particulares en 
cada tipo de célula, pero su funclOn es la misma 
Independientemente de su locallzaclOn celular; 
ademas, un solo receptor genera una respuesta 
celular mediante su Interacclon con varios ligan­
dos que son estructuralmente distintos. No obs­
tante, el nivel de especifiCidad de los PRR es tan 
fino que dos PRR distintos distinguen porciones 
de una misma molécula y no entrecruzan sus res­
puestas. lO Una vez activados, los PRR disparan 
eventos de senalizaciOn Intracelular que llevan a 
la prOClucclOn de mediadores de la innamacion." 
las dos familias de PRR más estudiados son los 
TlR (del inglés toll ffke receptors) y los NlR (del 
inglés NOO Iikereceploo);1l.IJ pero existen otros 
PRR cuya participaclon en la respuesta a la infec­
ciOn cada vez se conocen m~or, entre ellos, las 
helicasas tipo RIG, lectlnas tipo e, receptores pu­
rinerglcos, scavengery otrOS.'4 

En este trabajo realizaremos una breve 
descrlpclOn de las Células que participan en la 
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defensa innata del pulmón; posteriormente, re­
visaremos los receptores de la respuesta inmune 
Innata, particularmente las familias de receptOfes 
TLR y NLR y, brevemente, algunos otros PRR 
que participan en los procesos pulmonares infec­
ciosos. Asimismo, comentaremos las aplicaciones 
y perspectivas que el conocim iento de los meca ­
nismos de reconocimiento y de respuesta de es­
tos receptores permite proponer. 

RESPUESTA INNATA PULMONAR 

La arquitectura del aparato respiratorio es en si 
misma una barrera protectOfa porque bloquea la 
entrada a las vlas respiratorias bajaS de partlcu­
las mayores de 5 .um. Los pulmones se pueden 
dividir en dos compartimentos fu ncionalmente 
distintos, los conductos aéreos recubiertos de la 
mucosa (células epiteliales ciliadas, células calici­
fOfmes, células dendrrticas, macrófagos y linfoci­
tos Intraepitella les) y el pa rénquima (a lvéolos, 
donde se rea liza el Intercambio de gases, que 
cuenta con células epiteliales alveolares o neumo­
citos, macrófagos alveolares [> 90%J, células 
dendrltlcas y linfocitos) . 15 

El epitelio respiratorio no SOlo constituye una 
barrera frs ica entre el interior del organismo y el 
ambiente externo, sino que regula diversas fun ­
ciones como el control y balance de l flujo de 
aire hacia el pulmón, activación de mecanismos 
inf lamator ios, metabolismo y eliminación de 
agentes inhalados y regu lación de la función del 
múscu lo liso de las vias respiratorias. Lo anterior 
Sé logra porque las células epitélia lés pUéden 
producir factores de crecimiento, peptidos anti­
microbianos, qulmioclnas y cltocinas, gases y 
mediadores IIpldlcos; a través de esta modula­
ción de l microambiente también contribuyen a 
la reparac ión de l dano del t~ ido. '6 La mucosa 
respiratoria esta expuesta a una var iedad de 
componentes ambientales no patogenos que son 
inhalados, por lo que la respuesta inmune hacia 
los mismos consiste en una respuesta no infla ­
matoria tipo Th2 o de tolerancia, generalmen­
te llevada a cabo por las células epitelia les al­
veolares ti po 11. quienes t ienen la capacidad de 
incorporar antrgeno pero no pueden activar 
célu las T debido a que ca recen de molécu las 
coestimuladoras.Il ,18 

Rn IUI Nu En RUP MEX 

El sistema inmune pulmonar también recono­
ce el material potencialmente patogénico. Una 
vez que un microorgan ismo ha logrado el acce­
so al alvéolo, las células epiteliales y los macró­
fagos alveolares son los encargados de responder 
a los Invasores. En el pulmón de sujetos sanos, 
las células predominantes son los macrofagos al­
veolares, éstos son responsables de la primera 
respuesta a los microorganismos por medio de 
la fagocitosis, qulmlotaxls y mecanismos bacteri­
cidas. Ad icionalmente, las Células epitelia les tam­
bién contribuyen a la respuesta innata con pro­
ducción de citoc inas, qu imiocinas y péptidos 
antlmlcroblanos, particularmente beta-defensl­
nas. I9 Generalmente esta respuesta involucra el 
reclutamiento de otras células de la respuesta in­
mune como los neutrófilos, eoslnófilos y mono­
citos que ampli fican la respuesta Inflamatoria 
loca l y aportan mecanismos antimicrob ianos 
para terminar con la infección. 

Tanto los macrófagos alveolares como las cé­
lulas epiteliales alveolares realizan el reconoci­
miento inicial de los microorganismos invasores a 
través de los PRR como los TLR y NLR que, aun­
que participan activamente en la homeostasls 
pulmonar,lO seran analizados a continuación en 
un contexto exclusivamente relativo a procesos 
pulmonares infecciosos. 

RECONOCIMIENTO DE PATÚGENOS 
RESPIRATORIOS POR RECEPTORES DE 
LA INMUNIDAD INNATA 

En un proceso infeccioso todos los componentes 
del microorganismo invasor son susceptibles de 
ser reconocidos por los PRR que se loca lizan en 
la membrana plasmatlca (Figura 1) Y por los PRR 
de loca lización intracelular (Figura 2) . Por otro 
lado, existe redundancia en el reconocimiento de 
los patrones moleculares de microorganismos por 
los diferentes PRR; p. eJ., tanto TLR2, TLR1 , 
N001 como N002 reconocen diferentes porcio­
nes de la peptidoglicana.,,·'l Esto conflefe vent~a 

selectiva al organismo, pues con un número finito 
de receptores se puede defender de un núme­
ro infinito de patogenos. La redundancia de PRR 
también implica una mayor modulación de la res­
puesta Inmune por estos receptores. A conti­
nuación, analizaremos el papel de los PRR en los 
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Figura 1. RoceptorestipoTol1 
en el reconocimiento de pa­
tagenos pulmonares. Los 
TLR reconocen una variedad 
de patrones moIoct.Jlares con­
servados en los microorga­
nismos. Enseguida, los recep­
tores Inician cascadas de 
senattzación que culminan 
con la traslocaciórl del NFKB 
al mleteo para la activación de 
la transcripción de genes co­
rrespondientes a los progra ­
mas inmunolOgicos disponi ­
bles para cada tipo celular. 
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procesos Infecciosos pulmonares analizados por la 
familia de receptores. 

Receptores tipo Toff (TlR) 

El pulmón exhibe un patrón de expresión de TLR 
muy amptio en concordancia con su alto grado de 
exposición a mlcroorganismos. 21 Los TLR son 
moletulas trasmembranales que reconocen es­
tructuras micrObianas particulares y se expresan 
en celulas de las vras respiratorias de diversas es­
tirpes, incluyendo celulas epiteliales bronquiales, 
neumocltos tipo 1I Y macrofagos alveolares en 
donde desencadenan senales intracelulares como 
consecuencia de dicho reconocimiento. Se han 
descrito 13 TlR en mamlferos y reconocen una 
gran variedad de moletulas; TLR1, TlR2, TlR6 Y 
TlR10 reconocen zimosan, llpopéptldos y pepti­
dogticanos; TlR7, TlRB Y TLR9 reconocen acidos 

RE' IUI Nu ENf RESP Mu 

nuclelcos y compuestos clellcos; TLR3 reconoce 
RNA de doble cadena; TLR4 es el receptor de LPS, 
mientras TLR5 reconoce nagetina, sin embargo, 
para algunos TLR se desconoce su tigando.22 De­
bido a que estas moletulas estan ampliamente 
distribuidas en todos los microorganismos, la di­
versidad de reconocimiento aumenta aun con un 
número finito de receptores. En la Tabla I apare­
cen éstos y otros receptores de locallzaclon mem­
branal. aS! como los patogenos susceptibles de 
ser reconocidos por ellos. 

Los TLR. mediante una cascada de senaliza­
ciOn, inducen la expresion de una respuesta 
innamatoria posterior al reconocimiento de sus ti­
gandos y participan en el Inicio de la respuesta 
adqulrlda.ll.2~ La unlOn de los TlR con su ligan­
do causa dlmer1zaclOn de lOS receptores. Después 
de la dlmerlzación, la porclon cl top13smica de los 
TLR se une a diferentes moléculas adaptadoras a 
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L pneumophila 

Figura 2. Los receptores tipo 
NOO participan en el reco­
nocimiento de patogenos 
respiratorios. los microorga­
nismos que logran acceso di­
recto o aquéllos que pueden 
traslocar sus productos al ci­
tosol son reconocidos por 
los miembros de la familia 
NlR .. los receptores NOD' y 
NOD2 pueden induc ir la 
producción de citocinas pro­
inflamatorias y de péptidos 
antimicrobianos , mientras 
que IPAF y NAIP forman un 
complejo con la protelna 
adaptadora Ase y con cas­
pasa ' (inflamasoma) para 
generar la forma biológica­
mente activa de Il'P e Il ' 8. 

NOD1 

N002 M t"""~"lo,i, ~ / 

---
NAIP5 " ASe 

~ ~ c " p, "1 
-------?' Inflama50ma 

Núcleo 

+ 
Cítocinas proinflamatorias Péptidos antimicrobianos 

:=============================================::: 
traves de su dominio de receptor TLR/IL 1 (TIR). 
El adaptador m~or caracterizado por su participa­
ciOn en la sei'lalizaciÚll de la mayorla de los TLR es 
MyD88 (Figura 1), el cual recluta protein-cinasas 
del receptor de IL 1 (IRAK) , factor 6 del receptor 
de TNF (TRAF6) Y la cinasa 1 activada por el 
TGFf3 (TAK1). A partir de aquI se activan las cua­
tro principales vlas de sei'lalizaciOn: la vla del fac­
tor nuclear de transcripcion KB (Nh"B) Y tres vlas 
de protein-cinasa activadas por mitogeno (MAP 
cinasas) como ERK1/ERK2, p38 Y JNK. TLR3 Y 
TLR4 poseen una vla de sei'lalizaciOn indepen­
diente de MyD88 y dependiente del activador de 
interferOn asociado al receptor TolI (TRIF) y la 
molecula asociada al receptor TolI (TRAM). 25 

Debido a que TLR2 y TLR4 reconocen estruc­
turas lipldicas ampliamente distribuidas, tanto en 
bacterias gramnegativas como en grampositivas, 
son de gran importancia en el reconocimiento y 
resoluciOn de la mayorla de las infecciones bac­
terianas de las vlas respiratorias; p. ~ . , las celu­
las epit eliales bronquiales humanas producen 
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hBD-4 en respuesta a la infecciOn in vl'vo e in VitTO 
con P. aeruginosa por un mecanismo dependien­
te de TLR4, tambien responden a la infecciOn por 
neumococo y por microorgan ismos gramnegati­
vos como H. influenzae y K. pneumoniae a tra­
ves de TLR2, TLR4 Y NOD1 .2ti 

El mode lo murino ha permit ido conocer la 
importancia de estos receptores. Los ratones que 
carecen de MyD88 son incapaces de controlar el 
crecimiento de patúgenos respiratorios intracelu­
lares como L. pneumophi'a, K. pneumoniae y M. 
tuberru/osis a pesar de tener intacta su capacidad 
de montar una respuesta inmune adquirida, de­
b ido a que MyD88 es la protelna adaptadora de 
la mayorla de los TLR. este hallazgo remarca la 
importancia de los dist intos TLR en el reconoci­
miento y control de infecciones pu lmonares. 21.26 
Por otro lado, la deficiencia de TLR2 correlaciona 
con un incremento en la severidad de la enfer­
medad causada por neumococo y la tasa de 
mortalidad de mening itis por neumococo.29 Ade­
mas, TLR4 reconoce a la neumolisina del neumo-
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Inroonidad innata respirataia 

Tabla 1. Receptores de la inmunidad innata de IocalizaciOn memtx"anal y sus llgandos. 

Receptor 

TLR1 
TlR2 

TlR3 

TLR4 
TlRS 
TlR6 
TLR7 

TlR8 

TlR9 

TlR10 
TlR11 
TlR12 Y TlR13 

MR 
OC SIGN 
Dectln -1 

MARCO 
SRA 

ligando 
localizacion 
subcelular 

Receptores tipo TolI 

Lipoprotelnas triaciladas 
Acloo lipoteicoico, zimosán glicollpidos, 

gllcolnosltol -fosfollpldOS y 
glicoprotefnas 

RNA de doble cadena, poli I:C 

lPS y llpoprotefnas 
Flagelina 

lIpopeptidos diacilados 
RNA de cadena sencilla, compuestos 

aromaticos sinteticos 
RNA de cadena sencilla, Imldazol 

DNA de doble cadena no metilado 

Desconocido, sólo en Células humanas 
Profilina 

Desconocido, SOlo en células murinas 

Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatica 

Endosomal 

Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatlca 

Endosomal 

Endosomal 

Membrana plasmatica 
yendosomal 

Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatlca 

Desconocida 

Receptores lecCina Cipo e 
Manosa, focosa, N -acetil -glucosamlna 

Glicoprotelnas, ManLAM 
Beta-glucanos, zimosan 

Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatlca 
Membrana plasmatlca 

Receptores scavengCf 

Upidos oxidados, ozono Membrana plasmatlca 
Upldos oxidados, l TA, epóxidos Membrana plasmatlca 

TlR: Receptores tipo TolI; l TA: Acido lipoteicoico. 

PatOgenos 
reconocidos 

A. fumiga tus 
S. pneumoniae 
H. Influenzae 

K. pneumoniae 
Virus de inOuenza 

Virus slnciclal 
respiratorio 

P. aeruglnoS8 
L. pneumophila 
M. tuberculoSis 

Rlnovlrus 
Virus de influenza 
Virus de Innuenza 

Virus sincicial 
respiratorio 

M. tuberculosis 

M.tubercu/osis 
M. tuberculosis 
M. tuberculosis 

A. fumiga tus 
P.jiroveci 

coco e Induce mecanismos que limitan su capa­
cidad de colonlzaclón.JO En modelos murinos de 
infecclon por M. tuberculosIs, los TlR estimulan 
la actividad antimicrobiana de macrofagos infec­
tados Induciendo la maduración fagosomal, la 
prOducclon de lRG47 Y los intermediarios reac­
tivos de nltrogeno, tOdos estos mecanismos per­
miten la eliminación de la bacteria.31 

en el TlR4 asociados a bronquiolltis severa por 
RSV.lU~ la respuesta pulmonar antlviral , tam­
bién sera analizada mas adelante en el contexto 
de otros receptores de la inmunidad innata. 

T amblen se ha reportado la participación de 
los TLR en la respuesta Inmune hacia virus; el 
TlR3 reconoce virus de la innuenza, rinovirus 
y el virus slnclclal respiratorio (RSV,por sus si­
glas en ingles) ;» ademas. en estudios epide­
miológicos, se han identificado polimorfismos 

RE' Inl Nu ENf RESP Mu 

Receptores tipo NOO (NlR) 

los microorganismos que pueden lOgrar acceso al 
cltosol por ser InvaSivos o escapar del fagosoma, 
o aquellos contenidos en vacuolas que puedan 
traslocar sus productos al citosor por medio de sis­
temas de secreción, pueden activar a miembros 
de la familia NlR. l os NlR reconocen una varie­
dad de patrones moleculares asociados a patoge-
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Tabla 11 . Receptores de la Inmunidad Innata de locallzaclon cltoplasmlca y sus Ilgandos. 

Receptor ligando OistribuciOn celular Patogenos reconocidos 

Receptores tipo NOO (NLR) 

NOO, 

N002 

Ácido diaminopimélico 
(DAP) 

Murami ldipéptido (MOP) 

Monocitos, macrófagos, neutrOfilos 
células dendrftlcas, células 
epiteliales y fibroblastos 

Monocitos, células cebadas, células 
dendrlticas 

P. aeruginosa 
C. pneumonlae 

H. influenzae 
M. tuberculosis 

L. monocyrogenes 
L. pneumophlla IPAF 

NALPs 

Flagellna 

MOP, ATP extracelular, 
cristales de acido úrico, 

RNA bacteriano 
Flagelina 

Monocltos, macrófagos, células 
dendrfticas y linfocitos B 

Monocitos, células dendrfticas y 
células T y B 

NAIP Macrofagos L. pneumophila 

Hellcasas tipo RIG (RlH) 

RIG-I 
MOAS 

RNA de doble cadena Células dendrfticas convencionales Virus sincicial respiratorio 

nos similar o complementaria al reconocimiento 
por TLR (Tabla 11). La peptidoglicana (PGN) es 
reconocida por NOO'/N002;3S el receptor IPAF 
y la proterna neurona l Inhlbldora de apoptosls 
(NAIP) reconocen a la flagelina; los miembros de 
la subfamilia NALP reconocen al muramildipép­
t ido (MOP) y a los adenovirus (no envueltos de 
ONA de doble cadena) que causan enfermeda­
des respiratorlas.36 

Los NLR estiln formados por un dominio de 
reconocimiento rico en repet iciones de leucina, 
un dominio central de oligomerizacion (NOO) y 
un dominio de señalizaciOn que puede contener 
dominios de reclutamiento y activación de cas­
pasas (CARO), dominios de plrlna o dominios de 
apoptosls del inhibidor de baculovlrus que par­
ticipan en la activaciOn de diferentes vras de se­
i'la lizaciOn (Figura 2). NOO' y N002 se unen a 
través de su dominio CARO a la protein-cinasa 
RIP2 (RICK), qu ien recluta a IRAK2, TRAF6, 
TAB2 Y TAKl para actlvaclOn del complejo IKK 
y la inducciOn de expresion de genes a traves 
del NFKB; mientras que otros como IPAF y 
NALPl-3 parecen tener control postraducciona l 
del procesamiento y secreclOn de Illp e Il18 

Ru IUI Nu E.r Rup Mn 

Virus parainfluenza 
Virus de Influenza 

Coronavirus 

por un mecanismo dependiente de caspasa 1 y 
la protefna speck-like asociada a la apoptosis 
portadora de dominio CARO (ASC) denomina­
do Inflamasoma.l1.38 

La famil ia NLR comprende alrededor de 20 
miembros, sin embargo, SOlo se ha estudiado la 
participaciOn de algunos de ellos en el reconoci­
miento y resoluciOn de la infecciOn por patoge­
nos que causan enfermedades respiratorias. l os 
macrofagos murlnos, asr como las celulas epite­
liales alveolares y macrofagos alveolares humanos 
controlan la replicacion intracelular de L. pneu­
mophila por un mecanismo dependiente de 
NAIPS e IPAF de manera independiente de 
TlR5, el cual tamblen reconoce a la flagellna. 39 

S. pneumonlae generalmente resistente a la ell­
minaciOn por parte de los neutrOfilos, puede ser 
eliminado cuando ocurre una coinfecciOn con H. 
Influenzae; la eliminaciOn del neumococo ocurre 
por un mecanismo dependiente de N001 e In­
dependiente de estallido respiratorio, se ha pro­
puesto que la neumolisina del neumococo crea 
poros que permiten la entrada de H. Influenzae 
y NOO' puede reconocer H. Influenzae-PGN y 
desencadenar mecan ismos bactericidas efectivos 
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para la ellmlnaclOn del neumococo.~ N002 
parece ser necesario para la elimlnaciOn de la in­
fecelan por M. tuberculosis en modelos murinos, 
aunque su papel es todavla incierto y cuestiona­
ble, con Implicaciones en etapas crOnicas de la 
enfermedad pulmonar; ademas, no se ha logra­
do establecer una asoclaciOn entre variantes de 
N002 con susceptibilidad a tuberculosis pulmo­
nar.41

•
42 No obStante, la Ill{J, que es uno de los 

principales efectores de la respuesta por NlR. es 
Imprescindible para eliminar la InfeceiOn pulmo­
nar por M. I<1Jnsasli y M. tuberculosis también en 
modelos murlnos, aSI como para la remodelaclOn 
pulmonar, por lo que es probable que estos re­
ceptores tengan un papel relevante en las enfer­
medades causadas por estos patogenos.41.44 

la admlnlstraclan en aerosol de MOP (ligando 
de NOD2) a cobayos activa a los macrofagos al­
veolares y les permite responder mas rapido a 
estlmulos posteriores con la produccion de Oxido 
nrtrk:o, respuesta que confirma la importancia de 
NOD2 en la actividad del macrofago alveolar. 45 

las células epiteliales alveolares en condiciones 
particulares pueden secretar cltocinas proinflama­
torias en respuesta a agonistas de TlR2, TlR4, 
N001 y NOD2.46 Asimismo, N002 induce la 
expresion de los péptidos antimicrobianos beta­
defenslnas en Células epiteliales humanas,41 lo 
cual Indica la imponancia de estos receptores en 
la regulaclon de la respuesta Inmune. 

Receptores helicasas tipo RIG (RlH) 

la protelna cltoplasmica Induclble por el acido 
retinolco I (RIG-I) es una hellcasa de RNA. Po­
see un dominio de reconocim iento de RNA de 
doble cadena y tiene dos dominios CARO de 
senallzaciOn que activan al factor regulador del 
InterrerOn 3 (IRF3) Y la vla que culmina con la 
trasIocaclOn del NF,.B al nOCIeo (Tabla 11, Figura 3). 
Su funcian consiste en bloquear la repllcaciOO vi­
ral a través de producciOn de IFNP. Otro recep­
tor relacionado es la protelna del gen asociado a 
la diferenciaclOn del melanoma 5 (MoA5) tam­
bién llamada hellcard, a su vez, posee un domi­
nio de hellcasa y dos dominios CARO. Otra he­
llcasa de RNA es lPG2, que por no contener 
dominios CARO se considera que es un regula­
dor negativo de RIG-i y MoA5. RIG-i y MoA5 

REV IUI Hu EMr RESP Mu 

Inmunidad innala respiratoria 

tienen en comlln el adaptador mltocondrial de 
senalizaciOn antlvlral (MAVS) en su cascada 
de senallzaclOn que activa al NF.:B y a distintos 
IRF para la producdan de Inlef'ferones anUvirales, 
ademas, de Inducir la apoptosis de las células 
infectaaas mediante la activacIél1 de la caspas<! 9.411.019 

RIG-I Y MOA5 reconocen al RSV, y los rato­
nes deficientes en su adaptador MAVS no pue­
den recuperarse de la Infecclon por este virus a 
pesar de tener niveles de células T C08+ y pro­
ducciOO de IFN normal.!IO Poco se conoce del pa­
pel de estos receptores en Infecciones respirato­
rias, uno de los trabajOS mas extensos es el de 
Kobasa el 8/, quienes estudiaron estos receptores 
en un modelo de InrecclOn en primates no hu­
manos (Macaca fasck:ular/s) con una cepa recons­
truida del virus de la Influenza de 1918 (11918). 
Sus resultados mostraron que la cepa i1918 
causa lesiones pulmonares severas acompai'ladas 
de bronqulolitts y bronquitis, edema y exudados 
hemorragicos en los macacos. Mediante el ana­
lisis por mlcroarreglos en tejido pulmonar se 
encontro que los genes de la respuesta inmune, 
prollferaclOO y rernodelaclon tisular, estaban dis­
minuidos en los macacos inrectados con i1918 en 
comparacion con aquellos infectados con una 
cepa convencional de la Influenza humana. Tam­
bién se observO que los genes de la respuesta 
inflamatoria mediada por qulmlocinas y citocinas 
se transcriben tardlamente en los macacos Infec­
tados con 11918 y los genes de los interferones 
antlvlrales estan regulados a la baja. En estos 
macacos no se transcribieron los genes de RIG -I 
ni MOA-5 y, posiblemente, esta es la causa de 
la deficiencia en la respuesta Innata observada.51 

lo anterior remarca la Importancia de la inmuni­
dad Innata en la evoluclon de la enfermedad, no 
SOlo porque se requiere el desarrollo de la res­
puesta Inflamatoria inicial. sino porque tanto TlR7 
como RIG son necesarios para la respuesta celular 
y humoral especifica contra el virus de la Influen­
za.~ Es pos¡ble que los RlH sean un blanco de 
componentes del virus de influenza cuya funclan 
es la evaSiOn de la respuesta Inmune. como se ha 
demostrado para la protelna M del coronavlrus 
que causa el slndrome agudo respiratorio severo, 
esta protelna bloquea la respuesta de RIG-I y 
MoA5 como mecanismo de evaslOn de la res­
puesta Inmune.~J 
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Virus sincicial respiratorio 
Virus de influenzae f{J 
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CAIIDt , 

Apoptosis 1IC1.-10 

Figura 3 . Receptores de la 
respuesta pulmonar antlvl­
ra/, antibacteriana y antiflln­
giC8. Las helicBsas de RNA 
(RLHj RIG -I Y MDAS son 
responsables de la inmuni­
dad antiviral complementa­
ria a la respuesta por TlR 7/ 
8, mientras que los miem­
bros de la famil ia de las lec­
tinas tipo C (CLRj, reconocen 
carbohldratos presentes en 
bacterias y hongos. Ambas 
familias de receptores contri­
buyen a la produccion de 
efectores antimicrobianos. 

Receptores lectina tipo e (C l R) 

los ClR son una famil ia de receptores que reco­
nocen carbohidratos como N-acetilglucosamina, 
manosa, N-acetllmanosamlna, mucosa y glucosa 
(Tabla 1, Figura 1). Algunos tienen actividad bac­
tericida como Reg 111 que se une a la PGN de 
bacterias grampositivas y regula la colonizaciOn 
del intestino murino. Muchos estan expresados en 
células de origen mlelolde como monocltos y 
células dendrrticas . Algunos ClR como dectlna-
1 y la No-integrina unida a ICAM3 especifica de 
células dendrlticas (DC-SIGN) participan en la fa­
gocitosis, maduraclon fagosomal y producclOn de 
Intermediarios reactivos del oXigeno y nltrogeno, 
procluccion de Il1 O Y derivados del acido araqul­
dOnico.~·~ 
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~ 

DectJn-1 es un ClR que reconoce beta-glucanos 
que se encuentran en la pared celular de hongos; 
ademas de regular la expresiOn de citocinas proin­
ftamatorias, es un receptor de fagocitosis.$ Aunque 
Tl R2 y TlR4 reconocen conldlas e hlfas de A. fu­
mlgatus, los ratones deficientes en ellos y en 
MyD88 aún se pueden defender de este hongo 
mediante dectin-1, el cual se recluta al fagosoma 
yser'laliza para produ::ción de TN Fa y MIP_2 . ~1 [)ec­

tln-1 reconoce A. fumlgatus en su etapa de creci­
miento. los tubos germinales y las hifas t ienen {J­
glucano expuesto y esto faVO"ece el recorxx:imiento 
por dectin-1, con la subsecuente prcx:lucciOll de ci­
tocinas proinftamatOlias y la producción de interme­
diarios reactivos del OXigeno para eliminar la Infec­
ciOn . Este tipo de inmunidad antifúngica también 
se ha observado para P.jirovedi.53 
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Existen otras lectinas tipo C cuya funciOn 
principal descrita es la fagocitosis, aunque algu­
nas de ellas parecen generar senales que llegan 
al nOcleo para transcrlpclon de genes. l a lecU­
na de unión a manosa (MBl) participa en la de­
fensa contra M. pneumonlae, quien al no tener 
una pared celular de peptidogllcana no puede 
ser reconocido por TlR, pero si posee material 
capsular reconocido por MBL59 MBl tambien 
participa en el reconocimiento de M. tubercu­
losis, reconoce carbohldratos de superficie y fa­
vorece la opsonlzaclon, fagocitosis y activaciOn 
de la cascada del complemento.60 Otros ClR 
tamblen participan en la fagocitosis de M. tu­
berculosis tales como OC-SIGN y el receptor de 
manosa.81.62 

LOS PRR COMO BLANCO DE TERAPIA 
INMUNOMODULADORA 

la InformaclOn obtenida de la activaciOn de los 
PRR por distintos ligandos en distintos comparti­
mentos del organismo ha sido de gran utilidad en 
e! conocimiento de los procesos inflamatorios, ha 
permitido orientar la Investigacion aplicada ha­
cia sectores particulares de la Inmunidad contra 
agentes Infecciosos. 

Ugandos de PRR con actividad de adyuvante 

los IIgandos de PRR se proponen como adyu­
vantes de vacunas por sus caracterlsticas in­
munogenlcas y por la select ividad de la res­
puesta local. Se ha demostrado que la unlOn de 
los TlR y NlR con sus ligandos dirige la dife­
renclaclOn de la respuesta de celu las T hacia 
Th1.Z1 los IIgandos de TlR tambien promueven 
la InducclOn de respuesta Inmune de mucosas 
y la slstemlca cuando son administrados como 
adyuvantes en Inmunizaciones intranasales.SJ l a 
estlmulaclOn de la respuesta innata en el mo­
mento de la vacunación induce la generación 
de IFNap indispensable para el control de in­
fecciones virales, asl como para la generación 
de celulas cltotóxlcas C08 +.&4 Se ha demostrado 
que un an31ogo del MOP (ligando de N002) al 
ser administrado como adyuvante de vacunas 
participa en la inducción de inmunidad siste­
mica.6s 

Irmunidacl innata respiratoria 

Ugandos de PRR como moderadores de la 
inflamación 

la caracterlstlca fundamental de! reconocimien­
to de ligaMOS por los PRR especlficos es la in­
flamación ; por lo tanto, la modulaclOn de la 
Innamaclón pulmonar es un blanco terapeutlco 
potencial , p. ~ ., se ha reportado que los macró­
fagos murinos quedan Insensibles al reconoci­
miento y eliminación de bacterias despuéS de la 
estlmulaclon con lPS (agonista de TlR4), pero si 
son estimulados con agonistas de N001 y N002 
su capacidad bactericida, medido por la elimina­
ción de L. monocylogenes se restaura sin que 
haya Incremento en la Innamaclon.66 Reciente­
mente en un estudio de terapia genica en el 
modelo murlno se reportó que la Inhibición de 
NFKB (principal actlvador de genes de la respues­
ta Inflamatoria) , Impide la neumonla causada por 
P. aer~inosa sugiriendo que e! bloqueo de la se­
r'lalizadon por PRR Juega un papel importante en 
la mcx:lulaclón de la InnamaciOn.11 Por otro lado, 
se ha demostrado que el bloqueo de la senaliza­
ciOn del receptor dectin-1 mantiene activada la 
Vfa de las MAP-clnasas aumentando la prooucciOn 
de cltoclnas prolnnamatorias, demostrando la Im­
portancia de este receptor en la modulación de 
la respuesta Innamatoria.58 

CONCLUSION 

Se sabe que los PRR reconocen microorganismos 
patogenlcos y no patogenlcos, asl como compo­
nentes generados por estres celular y dal"lO no 
microbiano. Por ello, es Importante continuar las 
investigaciOnes que permitan comprender su par­
ticipac�ón en el contexto especifico de los micro­
organismos que causan enfermedades pulmona­
res , sobre todo porque algunos procesos 
infecciosos por virus como el de la innuenza o el 
RSV d~a a los macrófagos alveolares temporal­
mente Incapaces de responder a Ilgandos de TlR. 
incrementando la suscepUbilldad del individuo a 
infecciOnes bacterianas subsecuentes.69 

Con base a esto, el concepto de respuesta In­
mune Ófgano-especlfica propuesto por Raz4 don­
de sugiere que cada organo Uene una respuesta 
innata, asr como un umbral de activación de la 
respuesta Innata, especlficos y que ambos de-
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penden del grado de esterilidad del órgano, co­
bra un interés especial; de manera tal, que la in­
vestigación acerca de cómo ocurre la Inducción 
especifica de genes por los dist intos mecanismos 
de senallzaclón Innato y la participación de célu­
las locales, especialmente el macrófago alveolar, 
podrlamos hoy empezar a aprender cómo modi­
ficarlos para lograr m~Ofas en la resolución de los 
procesos infecciosos pulmonares. 
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NOD2 enhances the innate response of alveolar
macrophages to Mycobacterium tuberculosis in humans
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A role for the nucleotide-binding oligomerization domain 2 (NOD2) receptor in pulmonary
innate immune responses has recently been explored. In the present study, we investi-
gated the role that NOD2 plays in human alveolar macrophage innate responses and
determined its involvement in the response to infection with virulent Mycobacterium
tuberculosis. Our results showed that NOD2 was expressed in human alveolar
macrophages, and significant amounts of IL-1β, IL-6, and TNF-α were produced upon
ligand recognition with muramyldipeptide (MDP). NOD2 ligation induced the transcrip-
tion and protein expression of the antimicrobial peptide LL37 and the autophagy enzyme
IRGM in alveolar macrophages, demonstrating a novel function for this receptor in these
cells. MDP treatment of alveolar macrophages improved the intracellular growth control
of virulent M. tuberculosis; this was associated with a significant release of TNF-α and IL-6
and overexpression of bactericidal LL37. In addition, the autophagy proteins IRGM, LC3
and ATG16L1 were recruited to the bacteria-containing autophagosome after treatment
with MDP. In conclusion, our results suggest that NOD2 can modulate the innate immune
response of alveolar macrophages and play a role in the initial control of respiratory
M. tuberculosis infections.

Keywords: Alveolar macrophage � Autophagy � Innate immunity � NOD2 � Tuberculosis
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Introduction

The recognition of pathogen-associated molecular patterns by
innate immune receptors is essential for the initiation and co-
ordination of the immune mechanisms responsible for host pro-

Correspondence: Dr. Eduardo Sada
e-mail: eduardosadadiaz@yahoo.com

tection against lung-invading pathogens [1]. The innate immune
recognition is based on a limited repertoire of pattern recognition
receptors, which sense conserved microbial components known
as pathogen associated molecular patterns. The pattern recogni-
tion receptors include the members of the Toll-like receptor (TLR)
family and the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)
proteins (NOD-like receptors, NLRs), among others [2,3].

The NLR proteins have been demonstrated to play an im-
portant role in the defense against respiratory agents, including

C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
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Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Legionella
pneumophila, and Mycobacterium tuberculosis [1,4,5]. The NOD
proteins, members of the NLR family, are cytoplasmic receptors
implicated in the recognition of bacterial molecules produced dur-
ing the synthesis and/or degradation of peptidoglycan. Specifi-
cally, NOD2 senses the cytosolic presence of muramyldipeptide
(MDP) [6,7]. Activation of NOD2 by bacterial products can stim-
ulate two major signaling pathways to activate caspase-1 and
pro-inflammatory responses, including the NF-κB pathway and
the inflammasome pathway [5]. Upon ligand recognition, NOD2
activates the receptor-interacting protein-2 kinase (Rip2), which
forms a multiprotein complex via its caspase activation recruit-
ment domains (CARDs). These CARD-CARD interactions lead to
NF-κB nuclear translocation with the consequent initiation of
both innate and acquired immune responses and the enzymatic
cleavage of pro-IL-1β, which releases the biologically active form
of IL-1β [8,9]. Murine macrophages and dendritic cells release
IL-6, IL-1β, IL-8, and RANTES following MDP-induced NOD2 ac-
tivation [10,11]. Human blood mononuclear cells produce the
NOD2-dependent inflammatory cytokines, TNF-α, IL-1β, and IL-6
[12,13], and chemokines that recruit neutrophils [14,15]. More-
over, the induction of antimicrobial effectors, such as cryptidins
and beta-defensins, in human epithelial cells has been associated
with NOD2 signaling [16–18].

The contribution of NOD2 to the host response against
M. tuberculosis and the pathogenesis of mycobacterial infections
have both been established at different levels. Polymorphisms in
the NOD2 gene confer susceptibility to leprosy and tuberculo-
sis in human populations [19,20]. Monocytes from patients with
Crohn’s disease that are homozygous for the 3020insC NOD2
mutation lack functional NOD2 and have a severe reduction in
their pro-inflammatory cytokine response to M. tuberculosis infec-
tion, despite an intact TLR response [12,21]. NOD2 recognizes
M. tuberculosis and not only initiates a cascade of pro-
inflammatory cytokines after recognition of the infection but also
contributes to M. tuberculosis clearance. Data from the NOD2-
deficient mouse model suggest that macrophages might control
the replication of virulent M. tuberculosis during the late stages of
the infection in a NOD2-dependent manner [22]. Moreover, recent
evidence indicates that pretreatment with the ligand of NOD2 aug-
ments pro-inflammatory cytokine production from M. tuberculosis-
infected human alveolar macrophages, which supports the control
of M. tuberculosis growth [23]. However, the mechanisms respon-
sible for how NOD2 contributes to antimicrobial responses during
a M. tuberculosis infection remain unknown.

In this study, we investigated the role of two antimicrobial
components in NOD2-driven innate defense in human alveolar
macrophages: the autophagy enzyme immunity-related GTPase
M protein (IRGM), which has been involved in the clearance of
intracellular bacteria including Mycobacterium bovis [24,25], and
the human cathelicidin peptide LL37, which has been shown
to contribute to bactericidal activity against M. tuberculosis in
macrophages [26,27]. To determine the function of NOD2 in the
response of human alveolar macrophages against virulent M. tu-
berculosis, we evaluated whether NOD2 is involved in the induc-

tion of these antimicrobial effectors, namely, IRGM and LL37, and
their relative contribution to the control of intracellular growth of
M. tuberculosis. Here, we provide evidence that NOD2 plays a role
in human pulmonary defense.

Results

Human alveolar macrophages express functional
NOD2

We examined the presence of NOD2 in the cytosol of alveolar
macrophages and evaluated its function after stimulation with
MDP. Flow cytometric analysis demonstrated that the NOD2
protein was expressed in freshly isolated alveolar macrophages
(Fig. 1A). MDP induced an increase in NOD2 protein levels and
a slight increase in IκBα in the cytosolic fractions of alveolar
macrophages (Fig. 1B). MDP stimulation also led to increased
NOD2 gene expression (Fig. 1C). We examined the localization
of NOD2 by immunoelectron microscopy and observed that the
NOD2 protein was homogeneously distributed in the cytosol of
unstimulated alveolar macrophages, but migrated to plasma mem-
brane after MDP stimulation of NOD2 (Fig. 1D).

NOD2 induces a release of pro-inflammatory
cytokines

To investigate the contribution of NOD2 ligation in the early re-
lease of pro-inflammatory mediators, we measured the production
of the following cytokines in the supernatant of MDP-stimulated
alveolar cell cultures: IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-
α2, and TNF-α. MDP induced a significant release of IL-1β, IL-6,
and TNF-α in comparison to unstimulated alveolar macrophages
(p < 0.01, Fig. 2). IL-1β, IL-6, and IL-10 production was also
significantly induced by LPS compared with unstimulated cells
and cells stimulated with MDP. The LPS-dependent production of
TNF-α was similar to that of MDP stimulation. IL-12p70, IL-17,
and IFN-α2 were not detected in either MDP- or LPS-stimulated
cells (data not shown).

LL37 and IRGM are induced after NOD2 activation
with MDP

We investigated the potential of the NOD2 receptor to induce the
antimicrobial peptide LL37 and the autophagy enzyme IRGM (an
ortholog of mouse LRG47) in human alveolar macrophages. Our
results showed that MDP treatment resulted in the upregulation
of LL37 and IRGM gene expression, which ranged from a 1.43-
fold to 30.71-fold increase and a 1.67-fold to 83.71-fold increase,
respectively, relative to unstimulated cells (Fig. 3A and D). In
addition, immunoblot analysis revealed a slight increase in the
protein expression of the LL37 peptide and an increment in IRGM
protein expression in the cytosolic fraction of the cells after MDP
treatment (Fig. 3B, C, E, and F).
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882 Esmeralda Juárez et al. Eur. J. Immunol. 2012. 42: 880–889

Figure 1. NOD2 accounts for intracellular
pathogen sensing receptors in human alveolar
macrophages. (A) Intracellular detection of NOD2
(bold line in the histogram plot) was performed
by flow cytometry using freshly isolated alve-
olar macrophages selected from a gate set on
large granular bronchoalveolar cells (R1, dot plot).
One representative experiment out of three ex-
periments is presented. (B) Cells were stimu-
lated with 10 μg/mL of MDP for 24 h, and NOD2
and IκBα proteins were measured in the cytoso-
lic fractions by western blot analysis. The fold
increase relative to unstimulated cells and nor-
malized to tubulin of one representative experi-
ment out of three is reported. (C) The upregula-
tion of NOD2 gene expression was assessed by
quantitative PCR. The results are depicted as the
mean fold change in NOD2 gene expression rela-
tive to unstimulated cells (n = 11). (D) Subcellular
localization of NOD2 was ascertained in unstim-
ulated (left, ×80,000) and MDP-stimulated cells
(right, ×63,000) using an anti-NOD2 antibody and
detected with a secondary antibody coupled to
5-nm gold particles, indicated with arrowheads.
Bar represents 150 nm. Micrographs were ob-
tained from one experiment.

NOD2 activation in M. tuberculosis-infected alveolar
macrophages improved control of intracellular growth

Mycobacterium tuberculosis survives and replicates inside
macrophages, therefore we aimed to determine the contribution
of NOD2 activation in the control of M. tuberculosis growth af-
ter treating infected human alveolar macrophages with MDP.
Figure 4A shows that M. tuberculosis intracellular growth signif-
icantly increased between day 1 and day 4 (intracellular growth
increased by 12.2-fold, median 5.5, between day 1 and day 4,
p < 0.05). However, when the alveolar macrophages were treated
with MDP, the macrophages were able to limit the intracellular

growth of M. tuberculosis (intracellular growth increased by only
0.5-fold, median 2.8, between day 1 and day 4).

MDP treatment of M. tuberculosis-infected alveolar
macrophages increased the production of TNF-α and
IL-6 and upregulated LL37 and IRGM gene expression

Because alveolar macrophages could limit M. tuberculosis
growth following NOD2 activation, we examined NOD2-induced
cytokine expression to understand the mechanism behind con-
trolled M. tuberculosis growth. We measured the release of various
cytokines into the supernatant of infected cell cultures following

Figure 2. NOD2 ligation in alveolar macrophages
induces pro-inflammatory cytokine release. Cells
were incubated for 24 h in the presence of
10 μg/mL of MDP or 100 ng/mL of LPS. Produc-
tion of IL-1β, IL-6, TNF-α, and IL-10 was measured
in culture supernatants using Milliplex technol-
ogy. Depicted are box plots with median values
and quartiles for each cytokine. The data are
representative of two independent experiments
(n = 11); *p < 0.05 and **p <0.01 using the two-
tailed Wilcoxon signed-rank test.
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Figure 3. LL37 and IRGM gene expression is upregulated following
NOD2 activation (A-D). Alveolar macrophages were incubated in the
presence of 10 μg/mL of MDP or 100 ng/mL of LPS for 24 h. Upregulation
of (A) LL37 and (D) IRGM gene expression was assessed after specific
ligand recognition by quantitative PCR using the Taqman system and
the ��CT method for relative quantification. The fold change in gene
expression relative to unstimulated cells is depicted. Data are represen-
tative of two independent experiments (n = 7–12). Bold lines indicate
median values. (B, E) LL37 and IRGM protein levels were measured in
cytosolic fractions by western blot analysis. (C, F) Data are expressed as
the protein fold increases relative to unstimulated cells and normalized
to tubulin calculated by densitometry and are shown as means ± SEM.
One representative experiment out of three experiments is presented.

treatment with MDP, including IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17,
IFN-α2, and TNF-α. The addition of MDP to infected cells induced a
significant increase in the production of TNF-α and IL-6, although
the production of IL-1β was not significantly altered (Fig. 4B–D).
Stimulation with MDP did not induce the production of IL-10,
IL-12p70, IL-17, or IFN-α2 (data not shown).

In previous experiments, we had shown that LL37 and IRGM
were upregulated in alveolar macrophages in response to NOD2
stimulation by MDP (Fig. 3). Infection of alveolar macrophages
alone with M. tuberculosis induced a slight change in LL37 and
IRGM gene expression. However, infected alveolar macrophages
significantly increased the gene expression of these antimicrobial
molecules after stimulation with MDP (p < 0.05, Fig. 4E and
F). MDP treatment also induced an increase in LL37 and IRGM
amounts (Fig. 4G and H). Our results suggest that MDP stimulation
of infected macrophages via NOD2 can activate the pathways that
lead to both antimicrobial peptide production and autophagy.

Activation of NOD2 recruits autophagy proteins to
M. tuberculosis-containing vesicles

To investigate the presence of IRGM in M. tuberculosis-containing
vesicles, we used immunoelectron microscopy. Our results showed
that the alveolar macrophages in the infected-only cells did not
recruit IRGM into M. tuberculosis-containing vesicles (Fig. 5A).
Rather, IRGM was confined in separate vacuoles that were not in
contact with the bacilli. In contrast, when alveolar macrophages
were treated with MDP, IRGM was co-localized with the
M. tuberculosis-containing vesicles (arrowheads, Fig. 5B). The
quantitative morphometric analysis of IRGM recruitment, mea-
sured as gold particles/bacterium, proved to be significant
(Fig. 5C, p < 0.05). These results suggest a role for NOD2 in
the induction of autophagy in human alveolar macrophages.

In addition, the autophagy molecule LC3 was minimally re-
cruited to M. tuberculosis-containing vesicles in infected alveolar
macrophages, although treatment of these cells with MDP post-
infection induced a massive recruitment of LC3 to these vesicles
(Fig. 5D–F, p < 0.05). The same pattern was observed for the
autophagy protein ATG16L1 (Fig. 5G–I, p < 0.05). Further,
supplementing infected cultures with the Rip2/p38 inhibitor
SB203580 prior to treatment with MDP limited the recruitment
of IRGM, LC3, and ATG16L1 to mycobacteria-containing vesi-
cles, thereby demonstrating that their co-localization was NOD2-
dependent (Supporting Information Fig. 1). The localization of
IRGM, LC3, and ATG16L1 to M. tuberculosis-containing vesicles in-
dicated that M. tuberculosis was either contained in an autophago-
some or in a phagosome that had acquired autophagy enzymes.

To characterize the M. tuberculosis-containing vesicles, we used
conventional electron microscopy. We found large vesicles con-
taining organelles and degraded cell structures in the alveolar
macrophage cytosol (Fig. 6A) and in lamellar multivesicular bod-
ies, which are characteristic of autophagy (Fig. 6B). M. tuberculosis
was identified in large vesicles that also contained these structures.
(Fig. 6C and D). We confirmed the autophagy completion by de-
termining the cleavage of soluble LC3-I to form LC3-II (Supporting
Information Fig. 2) [28]. Thus, we concluded that M. tuberculosis
was contained in autophagosomes.

Discussion

There has been an increasing interest in the role of NLRs in
the innate defense against intracellular pathogens. The NOD2
receptor has been found to be important for the detection of
intracellular pathogens and the initiation of bactericidal responses
against them, including M. tuberculosis [22,29]. It was recently re-
ported that NOD2 is expressed by human alveolar macrophages
[23], although the role that NOD2 plays in the control of intracel-
lular pathogens in human alveolar macrophages is poorly charac-
terized. In this study, we investigated whether NOD2 is involved
in the production of pro-inflammatory cytokines, the induction of
antimicrobial responses or cellular autophagy of infected human
alveolar macrophages.
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Figure 4. NOD2 activation after M. tuberculosis infection induces an antibacterial innate activation profile. Alveolar macrophages were infected
with M. tuberculosis H37Rv at an infection ratio of 1–2 bacteria/20 macrophages for 1 h. Nonphagocytosed bacteria were washed away, and the
macrophages were then treated with 10 μg/mL of MDP or left with medium alone. (A) Intracellular bacterial burden was measured by quantifying
CFU, and the intracellular growth index was calculated after 1 and 4 days post infection relative to phagocytosed bacteria at day 0. Data are shown
as medians and quartiles and are representative of n = 7 experiments. The production of (B) TNF-α, (C) IL-6 and (D) IL-1β was measured in culture
supernatants using Milliplex technology. Box plots depicting median values and quartiles are representative of n = 9 experiments. (E) LL37 and
(F) IRGM gene expression was assessed by quantitative PCR using the Taqman system and the ��CT method for relative quantification. Fold
changes in gene expression relative to unstimulated cells are reported. Bold lines indicate median values of n = 9. *p <0.05 and **p <0.01 using
the two-tailed Wilcoxon signed-rank test. (G) LL37 and IRGM protein was assessed by western blot. One representative experiment out of three
experiments is presented. (H) The amount of protein normalized to tubulin relative to infected-only cells was calculated by densitometry. Data
are depicted as the means ± SEM and are representative of n = 3 experiments.

First, we demonstrated that NOD2 was functional in primary
alveolar macrophages. NOD2 was present in unstimulated alveolar
macrophages, both at the protein and mRNA level, and NOD2
gene expression was upregulated following MDP stimulation. In
addition, MDP can induce NOD2 protein redistribution toward the
plasma membrane. It has been described that NOD2 recruitment
to the plasma membrane initiates downstream signaling [30].

Our results indicate that NOD2 is included among the reper-
toire of lung macrophage receptors used in innate immune re-
sponses, and these data also show that significant levels of IL-1β,
IL-6, and TNF-α, but not anti-inflammatory cytokines such as IL-
10, are produced following MDP binding to NOD2. The TNF-α
response was similar to that observed for LPS stimulation, indi-
cating that MDP elicits a strong inflammatory response from hu-
man alveolar macrophages and contrasts with the almost nonexis-
tent TNF-α response previously reported for MDP-treated murine
macrophages [22]. The canonical IL-1β released after stimulation
of alveolar macrophages with MDP was consistent with the release
of IL-1β from human monocytes in a NOD2-dependent manner
[12,13].

We demonstrate for the first time that the bactericidal effector
molecule LL37 is upregulated in human alveolar macrophages af-

ter NOD2 ligand recognition. We have previously reported that
cathelicidin LL37 is induced in human alveolar macrophages
by TLR2, TLR4, and TLR9 signaling [31]; however, the NOD2-
dependent induction is smaller than that observed after stimula-
tion of TLR4. Thus, we now include NOD2 to broaden the spectrum
of innate signals capable of cathelicidin induction by the human
alveolar immune response. We also report for the first time that
IRGM is overexpressed in alveolar macrophages after NOD2 ac-
tivation. IRGM has been thought to play an important role in
autophagy, suggesting that in addition to its antibacterial effects,
NOD2 may play a complex role in linking the innate response to
autophagy.

NOD2 stimulation induced a pro-inflammatory and antimi-
crobial profile in alveolar macrophages. Therefore, we sought to
investigate whether this NOD2-dependent antibacterial response
could be induced in human alveolar macrophages following in-
fection with virulent M. tuberculosis. A previous study performed
in human macrophages had reported that knocking down NOD2
leads to an increase in intracellular M. tuberculosis [23]. Here,
we observed that alveolar macrophages infected with a virulent
strain of M. tuberculosis permit the intracellular growth of the
pathogen, but that these infected macrophages could be activated
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Figure 5. NOD2 activation of M. tuberculosis-infected macrophages induces the recruitment of autophagy proteins IRGM, LC3, and ATG16L1 to the
bacteria-containing vesicles. Alveolar macrophages were infected with M. tuberculosis H37Rv at an MOI of 5 for 1 h. Nonphagocytosed bacteria
were washed away, and the macrophages were incubated for an additional hour. The cells were then treated with 10 μg/mL of MDP for 24 h or left
with medium alone. (A, B, D, E, G, H) The subcellular localization of autophagy proteins was ascertained in untreated and MDP-treated cells using
(A, B) anti-IRGM, (D, E) anti-LC3, and (G, H) anti-ATG16L1 antibodies and detected with a secondary antibody coupled to 5-nm gold particles
indicated with arrowheads; bar represents 150 nm. (C, F, I) Gold particles co-localizing with bacteria were manually counted in ten macrophages
of each condition. Means ± SEM are depicted and differences between treatments are indicated, *p <0.05 using a two-tailed paired t-test. (B)
Transmission electron microscopy (TEM) magnification ×50,000; the rest of the micrographs are TEM magnification ×80,000. Data were generated
from one experiment.

to prevent intracellular mycobacteria replication by the addition
of MDP. The infection alone was insufficient to elicit a protec-
tive innate response. However, the treatment with MDP for 24 h
post infection induced the release of significant amounts of IL-6
and TNF-α as well as the overexpression of LL37 and IRGM. This
antimicrobial response was expected to result in effective control
of intracellular growth during a M. tuberculosis infection because
LL37 had previously exhibited direct bactericidal effects against
M. tuberculosis [26]. Moreover, the role of IRGM in the autophagy
process might contribute to the elimination of intracellular
M. tuberculosis as demonstrated by others [32,33]. Although the
MDP of M. tuberculosis cell wall activates NOD2, the availabil-
ity of this ligand in the cytosol is not immediate. Thereby, we
consider that infection alone, especially at a low multiplicity of
infection (MOI), was insufficient to induce antimicrobial effectors
expression, and the addition of MDP after infection enhanced the
macrophages antimicrobial response. We cannot exclude that this
effect is a result of activation of bystander macrophages.

Autophagy is emerging as an important mechanism in the de-
fense of mammals against several bacterial infections, especially

those that are dependent on the activation of innate immune
responses. Autophagy can be triggered by the activation of pat-
tern recognition receptors, mainly TLRs, and by immunity-related
GTPases downstream of IFN-γ activation, such as IRGM [34]. The
NOD2 receptor may be critical for the autophagy response to in-
vading pathogens by promoting the recruitment of enzymes such
as ATG16L1 to the site of pathogen entry in murine macrophages
and human epithelial cells [35]. Here, we also demonstrate that
NOD2 induces autophagy in human alveolar macrophages. We
show that NOD2 activation of M. tuberculosis-infected human alve-
olar macrophages leads to the conversion of LC3-I into LC3-II as
indicative of autophagosome formation and also to the recruit-
ment of the autophagy markers IRGM, LC3, and ATG16L1 to
M. tuberculosis-containing vesicles in a Rip2/p38-dependent man-
ner. Finally, we found that bacilli were actually enclosed in au-
tophagosomes.

Taken together, our findings suggest that autophagy is
a key NOD2-dependent mechanism by which human alveo-
lar macrophages eliminate M. tuberculosis. In human alveolar
macrophages, the activation of NOD2 may be involved in the early
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Figure 6. Macrophages treated with MDP after
M. tuberculosis infection develop autophagy vac-
uoles. Alveolar macrophages were infected with
M. tuberculosis H37Rv at an MOI of 5 for 1 h.
Nonphagocytosed bacteria were washed away,
and the macrophages were incubated for an ad-
ditional hour. The cells were then treated with
10 μg/mL of MDP for 24 h. Autophagy indica-
tors (arrowheads) such as (A) vesicles contain-
ing organelles (TEM magnification ×20,000) and
(B) onion skin-like lamellar multivesicular bod-
ies (TEM magnification ×16,000) were identified
by ultrastructural analysis. (C, D) Autophago-
somes containing mycobacteria (Mtb) are indi-
cated with arrows (C, TEM magnification ×40,000;
D, TEM magnification ×12,000). Micrographs were
obtained from one experiment. Bar represents
300 nm.

innate control of M. tuberculosis primary infections, thereby pre-
venting the development of active disease. In comparison, the
study of the role of NOD2 during M. tuberculosis infection inves-
tigated in NOD2-deficient mice revealed that NOD2-dependent
immune responses only partially limited M. tuberculosis growth in
the acute phase of infection. In contrast, the major contribution of
NOD2 was perceived during the chronic phase of the disease [22].

In conclusion, NOD2 is a receptor that participates in the early
control of intracellular pathogens in human alveolar macrophages
and is associated with the activation of an antibacterial response.
We hypothesize that the influence of NOD2 in early immune
responses to M. tuberculosis prevents the onset of active disease,
which may be important for the development of vaccine adjuvants
and immunological therapies.

Materials and methods

Study group

We recruited 20 healthy, HIV-1 seronegative residents of Mex-
ico City, who had normal chest radiographs and no history of
prior exposure to TB patients, at the National Institute for Respi-
ratory Diseases (INER) in Mexico City. Fiberoptic bronchoscopy
was performed on all study subjects with bronchoalveolar lavage.
Approval to perform these studies was granted by the Institutional
Review Board of INER. Written informed consent was obtained
from all study subjects prior to any procedure, according to the
guidelines of the U.S. Department of Health and Human Services
and the declaration of Helsinki.

Human cell preparations

Bronchoalveolar cells were obtained by bronchoalveolar lavage,
as described previously [36]. Briefly, bronchoalveolar lavage fluid
was centrifuged and bronchoalveolar cells were resuspended in
culture medium. More than 93% of the bronchoalveolar cells were
alveolar macrophages in every case according to flow cytometric
analysis using a gate on size and granularity. Therefore, the cells
are hereafter referred to as alveolar macrophages. All cell cul-
tures were carried out in RPMI 1640 (Lonza, Walkersville, MD,
USA) supplemented with 50 μg/mL gentamycin sulfate, 200 mM
L-glutamine, and 10% heat-inactivated pooled human AB serum
(Gemini Bioproducts, Sacramento, CA, USA) at 37◦C in 5% CO2.

Stimulation of alveolar macrophages with NOD2
ligand

To assess ligand-induced responses in alveolar macrophages, 106

cells were cultured in duplicate wells in ultralow attachment
polystyrene 24-well plates (Corning Inc., NY, USA). Cells were
stimulated with 10 μg/mL of synthetic MDP (InvivoGen, San
Diego, CA, USA) for 24 h. Following stimulation, one set of alve-
olar macrophage cultures was harvested and prepared for flow
cytometry, and one set was harvested and prepared for mRNA
extraction. Supernatants were collected and kept frozen un-
til NOD2 ligand-induced cytokine release was assessed. Culture
medium alone was used as a negative control. In selected experi-
ments, 10 μM SB203580 Rip2/p38 inhibitor (Promega, Madison,
WI, USA) was added to the cells 30 min prior to MDP stimulation
to block NOD2 signaling.
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Intracellular NOD2 expression by flow cytometry

To assess NOD2 expression, 106 alveolar macrophages were in-
cubated in phosphate-buffered saline (Lonza) with 50% rabbit
serum for 10 min at room temperature with agitation (30 rpm) to
block nonspecific Fc receptor binding. Cells were then treated with
permeabilizing buffer (Becton Dickinson, San José, CA, USA), and
saturating amounts of either goat antihuman NOD2 or correspond-
ing goat isotype control (Imgenex, San Diego, CA, USA) were
added in the presence of 50% rabbit serum. The cells were then
incubated for 20 min at 4◦C. After one washing step, secondary
fluorescein isothiocyanate (FITC)-coupled donkey anti-goat IgG
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was added, and
the cells were incubated for 20 min at 4◦C in the dark. Following
another wash step, the cells were fixed with 1% paraformaldehyde.
Acquisition of 20,000 cells was achieved using a FACSCalibur
flow cytometer (Becton Dickinson). Flow cytometric analysis was
performed using a gate set on large granular cells (high FSC
and SSC). The FITC voltage detector was set to the minimum
level that discriminates between autofluorescence and specific an-
tibody staining. Isotype controls were used to define settings in the
histogram plot analyses.

Real-time PCR for NOD2, LL37, and IRGM gene
expression

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR, TaqMan) was performed
to determine the NOD2, LL37, and IRGM mRNA expression levels
using the comparative threshold cycle (��Ct) method of rela-
tive quantitation, as described previously [36]. Briefly, real-time
PCR reactions were performed in duplicate wells according to the
manufacturer’s protocol for the following Taqman predesigned
gene assays: NOD2 (Hs00223394 m1), LL37 (Hs00189038 m1),
and IRGM (Hs01013699 s1) (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). PCR reactions were performed on an ABI Prism 7500 Se-
quence Detection System (Applied Biosystems). The Ct values
for each gene were normalized to 18S rRNA (4319413E) as an
endogenous control. To analyze ligand-induced expression
changes of NOD2, LL37, and IRGM mRNA, the expression of un-
stimulated alveolar macrophages was set as 1, and the mRNA
expression of the ligand-stimulated cells was reported relative to
that of unstimulated cells.

Immunoblot

Cells were washed once in PBS and then immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at −70◦C until use. For extraction of
cytoplasmic proteins, the frozen cell pellet was lysed by vigor-
ous pipeting with lysis buffer containing 10 mM HEPES, 10 mM
KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol, 5 μg/mL of leupeptin,
5 μg/mL of aprotinin, and 0.5 mM PMSF (all from Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). The lysates were centrifuged at 3500 rpm
for 10 min at 4◦C, and the supernatants containing cytosolic pro-

teins were recovered. The total amount of protein was determined
using the Bradford method, with BSA used as a standard.

For western blot analyses, cytosolic and nuclear extracts were
resuspended in Laemmli buffer and boiled for 5 min. Proteins were
separated on SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene difluo-
ride membranes. After blocking with 1% BSA in blocking buffer
(TBS, 50 mM Tris.Cl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.1% Tween 20), the
membranes were incubated with anti-NOD2 (Millipore, Billerica,
MA, USA), anti-IRGM (Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-IkB
(Santa Cruz Biotechnology), anti-LC3 (Novus Biologicals, Little-
ton, CO, USA) or anti-alpha tubulin (Sigma-Aldrich) antibodies
for 2 h followed by incubation with peroxidase-conjugated anti-
rabbit or anti-mouse IgG antibody for 1 h at room temperature.
Specific bands were detected by chemiluminiscence using the Su-
perSignal system (Thermo, Rockford, IL, USA) and revealed on
autoradiographic films. Densitometry was performed with ImageJ
1.44o (National Institutes of Health, USA).

Cytokine detection

The cytokines IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-α2, and
TNF-α were measured in the culture supernatants using a custom-
designed Milliplex human cytokine kit (Millipore), according to
the manufacturer’s instructions.

Infection with M. tuberculosis

The M. tuberculosis strain H37Rv (ATCC 25618) was grown for
28 days in Middlebrook 7H9 broth, counted, and stored at −70◦C
until use. For the in vitro infection, 105 bronchoalveolar cells were
allowed to adhere for 1 h in round bottom 96-well polystyrene
plates. After removal of nonadherent cells, alveolar macrophages
were infected with M. tuberculosis in RPMI with 30% nonheat-
inactivated, pooled human AB serum at an infection ratio of 1–2
bacteria/20 macrophages, which yielded an average of 8.4% cells
infected with four bacilli. Cells were then incubated for 1 h fol-
lowed by three washes to remove nonphagocytosed bacteria. The
cells were then cultured for another hour in RPMI supplemented
with 10% heat-inactivated pooled human serum with or without
10 μg/mL of MDP. To evaluate macrophage control of mycobac-
terial intracellular growth, infected macrophages were incubated
for 1 h (Day 0), 24 h (Day 1), and 96 h (Day 4). The cells were
lysed with 1% SDS followed by 20% BSA, serially diluted in Mid-
dlebrook 7H9 medium and plated in triplicate over 7H10 medium
to quantify colony forming units (CFUs). To take into account the
phagocytosis of individual cells, the fold change of intracellular
growth was calculated as the CFU at Day 1 or 4/CFU at Day 0.

For the modulation of gene expression and cytokine production
following M. tuberculosis infection, alveolar macrophages were in-
fected at the same infection ratio using 5 × 105 cells plated in 24-
well plates under the same conditions described above. The cells
were treated with MDP for 24 h post infection, and supernatants
were collected to assess cytokine production. Cells were lysed,
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and mRNA was extracted. For transmission electron microscopy
(TEM) examination, alveolar macrophages were infected at MOI
5 using 4 × 106 cells in polypropylene tubes under the same con-
ditions described above, which yielded an average of 42.6% of
cells infected with four bacilli. The cells were treated with MDP
for 24 h post infection and fixed in preparation for electron micro-
scopy detection of subcellular localization of proteins and ultra-
structure.

Electron microscopy

Cells were prepared for TEM by centrifugation for 1 min/6000
rpm followed by fixation of the various cell preparations for ei-
ther immunodetection of protein subcellular localization or con-
ventional ultrastructure observation. An analysis of the subcellu-
lar localization of NOD2, IRGM, LC3, and ATG16L1 proteins was
performed as previously described [37]. Briefly, cells were fixed
in 4% paraformaldehyde in 0.2 M Sörensen buffer; the samples
were dehydrated with different concentrations of ethylic alcohol
and infiltrated with LR-White hydrosoluble resin (London Resin
Co., Hampshire, UK). Sections 60 to 80 nm thick were placed on
nickel grids. The grids were incubated overnight at 4◦C with spe-
cific polyclonal rabbit anti-NOD2 (Millipore), anti-IRGM (Abcam),
anti-LC3, or anti-ATG16L1 (Novus Biologicals) antibodies. After
rinsing with PBS, the grids were incubated for 2 h at room tem-
perature with goat anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich) conjugated to
5-nm gold particles (Sigma-Aldrich) and diluted 1:20 in PBS. The
grids were contrasted with uranyl acetate (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA, USA) and examined with an M-
10 Zeiss electron microscope (Karl Zeiss, Jena, Germany). To
quantitatively assess the recruitment of autophagy proteins to the
mycobacteria-containing vesicle, we performed the morphometric
analysis by counting the gold particles co-localizing with the bac-
teria contained in 10 randomly selected cells from each condition
(10–17 bacteria/condition) using ImageJ software.

For conventional ultrastructure observations, the cells were
fixed in 1% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7),
postfixed in 2% osmium tetroxide in 100 mM cacodylate buffer,
dehydrated with increasing concentrations of ethanol and gradu-
ally infiltrated with Epon resin (Pelco International, Redding, CA,
USA). Thin sections were contrasted with uranyl acetate and lead
citrate before TEM examination.

Statistical analysis

Data were analyzed by the non-parametric two-tailed Wilcoxon
signed-rank test. Boxplots displaying median and quartiles (min to
max) or means ± standard error of the mean (SEM) are presented
were indicated. TEM data were analyzed using a two-tailed paired
t-test. Values were statistically different when p < 0.05. Analysis
was performed using SPSS 15.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL,
USA) and GraphPad prism 5.0 for Mac (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA).
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for the scholarship awarded to Esmeralda Juárez. We are thank-
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