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I. ABREVIATURAS 

ApMØs-LpqH Macrófagos apoptóticos inducidos por M. smegmatis-LpqH 

ApMØs-UV   Macrófagos apoptóticos inducidos por luz U.V. 

BcL-2   Linfoma de células B 2 

CFSE            Carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester 

FITC            Isotiocianato de fluoresceína 

GlnNac               N-acetilglucosamina 

GalNac  N-acetilgalactosamina 

IL-12   Interleucina-12 

IL-10             Interleucina-10 

LpqH            Glicolipoproteina de 19kDa de Mycobacterium tuberculosis 

ManLAM     Lipoarabinomanana 

MR                Receptor de manosa 

M. smeg-LpqH Mycobacterium smegmatis transformada con el plásmido que codifica la 

glicolipoproteína LpqH de Mycobacterium tuberculosis 

PS   Fosfatidilserina 

SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio 

Sta   Estaurosporina 

TB                 Tuberculosis 

TGF-β           Factor transformante de crecimiento-β 

TNF-α           Factor de necrosis tumoral-α 
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II. RESUMEN 

     La fagocitosis de células apoptóticas es importante en la homeostasis celular, en el desarrollo 

embrionario y en cáncer. Recientemente se ha hecho evidente su papel en infecciones virales y 

por bacterias intracelulares como es Mycobacterium tuberculosis. 

     El presente trabajo se realizó con el objetivo de obtener información acerca de los 

mecanismos involucrados en la fagocitosis de células apoptóticas micobacterianas. Se sabe que 

durante la apoptosis se exponen en la superficie celular fucosa, N-acetilglucosamina (GlcNac) y 

manosa, que son reconocidos por receptores de tipo lectina como es el receptor de manosa (MR). 

Los ensayos de apoptosis se realizaron en macrófagos derivados de médula ósea mediante 

exposición a luz ultravioleta (UV) como control de inductor de apoptosis y/o extractos celulares 

de una recombinante de M. smegmatis que expresa la glicolipoproteína apoptogénica de M. 

tuberculosis LpqH (M. smeg-LpqH). Los ensayos de fagocitosis de los macrófagos apoptóticos 

se realizaron en monocitos de la línea J-774, donde se observó significativamente inhibida la 

fagocitosis de los macrófagos apoptóticos preincubando con azúcares competidores del MR y 

con un anticuerpo monoclonal (AcMn) en contra del MR.  

     El papel del MR se estudió utilizando un siRNA específico para el MR que resultó en una 

disminución de la expresión membranal del MR y en disminución de la fagocitosis de los 

macrófagos apoptóticos. Aunado a esto los estudios de epifluorescencia y microscopía confocal 

se observó la colocalización de los macrófagos apoptóticos con el MR. Además, los macrófagos 

apoptóticos fagocitados se localizaron en un compartimento acídico que expresaba el marcador 

fagosomal temprano Rab5 y Lamp-1, un marcador del fagolisosoma. Finalmente se demostró 
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que la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos resulta en la producción de las citocinas anti-

inflamatorias TGF-β e IL-10 por la célula fagocítica. 

 

III. ANTECEDENTES 

III.1. Introducción 

     La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis, 

un bacilo ácido-alcohol resistente de acuerdo con su pared bacteriana y es un patógeno 

intracelular facultativo [1, 2] que se adquiere por la vía aérea al inhalar aerosoles que contienen 

bacilos [1]. El ser humano ha convivido con el bacilo de la TB por mucho tiempo [3]; se piensa 

que apareció hace unos 35,000 años por mutación y por transferencia horizontal de una bacteria 

saprófita que pudo haber existido hace 2, 500,000 años [3].  

     El conocimiento de su naturaleza microbiana se inició con los estudios de Roberto Koch a 

fines del siglo XIX quien identificó al agente causal, el bacilo de Koch [4]. 

III.2. Epidemiología de la tuberculosis 

     En el 2012, la Organización Mundial de la Salud reportó 8.6 millones de nuevos casos de 

tuberculosis y 1.3 millones de defunciones incluidos pacientes con el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) [2]. La TB es la segunda causa de muerte en el humano por un 

agente infeccioso después del VIH/SIDA y en la actualidad su frecuencia se ha incrementado con 

la aparición de cepas multirresistentes a los fármacos antifímicos y representa la primera causa 

de muerte en pacientes con VIH/SIDA. [2]. El número de personas infectadas con cepas 

multidrogo resistentes se duplicó entre 2011-2012 llegando a 94, 000 en todo el mundo [2]. 
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     Se han realizado esfuerzos para controlar y erradicar la TB [5]. La vacunación con la cepa 

atenuada de M. bovis denominada bacilo Calmette-Guérin (BCG) [6] ha disminuido de manera 

importante la TB de diseminación hematógena, sobre todo la TB meníngea. Sin embargo, en el 

control de la TB pulmonar en adultos no ha dado los resultados esperados, sobre todo en 

regiones pobres del mundo debido al hacinamiento y falta de recursos económicos [7, 8]. 

 

III.3. El agente etiológico de la tuberculosis 

     El agente causal más frecuente de la TB es M. tuberculosis [9, 10]. De acuerdo a estudios 

genéticos [11] las micobacterias se clasifican en dos grupos: el complejo M. tuberculosis que 

incluye M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti y M. capreae y el complejo 

micobacteriano no tuberculoso que incluye cepas saprofitas como M. avium, M. marinum y M. 

kansasii que pueden causar enfermedad en individuos inmunosuprimidos. 

La clasificación taxonómica de M. tuberculosis es: 

 DOMINIO: Bacteria 

 CLASE: Actinobacteria 

o Actinobacteridae 

 ORDEN: Actinomycetales  

 FAMILIA: Mycobacteriaceae 

 GÉNERO: Mycobacterium 
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Complejo M. tuberculosis 

 ESPECIES: M. tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, 

Mycobacterium microti, Mycobacterium capreae. 

III.4. Etiopatogenia de la tuberculosis 

     La relación entre el agente infeccioso M. tuberculosis y el hospedero así como el ambiente, 

influyen en el curso de la infección [12]. Generalmente, en las personas infectadas, se establece 

un equilibrio de coexistencia entre el hospedero y el agente infeccioso. En la mayoría de las 

personas, la infección primaria, independientemente de la edad en la que ocurre, pasa 

desapercibida sin progresión a la enfermedad activa. Esto sucede si la carga bacilar y la 

virulencia son bajas al igual que la resistencia del individuo [12]. Cuando la capacidad de 

replicación del bacilo es alta, la infección progresa a la enfermedad. Lo mismo ocurre cuando 

hay mal nutrición y/o co-infección en VIH [12]. La infección es detectable con la prueba de la 

tuberculina, la cual se basa en una reacción de hipersensibilidad retardada frente a un grupo de 

antígenos del bacilo, obtenidos a partir de un derivado proteico purificado (PPD). De estos el 

90% manifiesta una infección latente y el 10% restante desarrolla la enfermedad en algún 

momento de su vida [12]. De este 10%, sólo la mitad desarrollará TB dentro de los 2 años 

siguientes y el resto años después. Cuando hay un tratamiento oportuno la mayoría de los 

pacientes responden; sin tratamiento el 50% muere en los 2 años siguientes [12]. Esto sucede si 

la exposición es prolongada, la virulencia alta y la resistencia del individuo es baja, como ocurre 

en individuos desnutridos y en la co-infección con VIH [12]. 
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III.5. Respuesta Inmune a M. tuberculosis 

     M. tuberculosis se introduce por la vía aérea en pequeñas gotitas (conteniendo de 1 a 3 

bacilos) hasta llegar a los sacos alveolares del pulmón donde es ingerido por macrófagos 

alveolares, células del sistema inmune innato que actúan como la primera barrera contra la 

infección [14]. El bacilo evade la fagocitosis por el macrófago y esto le permite al bacilo 

replicarse en el nicho intracelular. El macrófago infectado libera quimiocinas, atrayendo 

monocitos y otras células inflamatorias al pulmón. Los monocitos se diferencian a macrófagos 

que fagocitan las micobacterias, las cuales pueden bloquear la fusión fagolisosomal impidiendo 

su destrucción. En este estado la micobacteria crece logarítmicamente y se acumulan dentro de 

los macrófagos produciendo daño tisular. El éxito de la infección por la micobacteria depende de 

la red de citocinas establecidas y mantenida por los macrófagos [14].  

     El reconocimiento inmune de M. tuberculosis por las células dendríticas permite la activación 

celular y una rápida producción de citocinas proinflamatorias. Estas citocinas y quimiocinas, 

TNF-α, INF-Ɣ, IL-12, IL-1, IL-8, IL-4, reclutan células de la inflamación (células dendríticas, 

células T, neutrofilos, monocitos y células natural killer) en las zonas de la infección, activando 

la migración celular, coordinando la inflamación y la respuesta inmune adaptativa a M. 

tuberculosis dentro de dos o tres semanas después de la infección las células T son activadas por 

las células presentadoras de antígeno que han fagocitado bacterias activándose así la respuesta 

inmune adquirida, liberándose citocinas proinflamatorias como INF-γ y TNF-α las cuales activan 

a los macrófagos para matar a las micobacterias intracelulares (Fig. 1). En estas condiciones se 

presentan diferentes escenarios: la infección se vuelve latente de acuerdo a la respuesta del 



13 

 

macrófago o puede ser progresiva en el pulmón y algunas veces puede haber diseminación 

hematógenea [13]. 

                        

Figura 1. Respuesta inmune celular a M. tuberculosis. Después de la infección, los macrófagos activados secretan 

citocinas y quimiocinas que activan macrófagos, células T, neutrófilos y células NK.  

 

III.6. Fagocitosis de M. tuberculosis 

     En la fagocitosis de las micobacterias, participan los receptores de complemento, el receptor 

de manosa (MR), el receptor de la proteína surfactante A, el receptor scavenger de clase A y 

posiblemente también dectina-1. En macrófagos humanos, los receptores primarios para M. 

tuberculosis son el MR y el receptor de complemento 3 [14]. 

     La membrana de M. tuberculosis tiene biomoléculas con un alto contenido de manosa, 

incluyendo lipoarabinomanana fosfomioinositol cubierto o no cubierto (PILAM y AraLAM), 

manosidos fosfatidilmioinositol de bajo o alto orden (PIM1, PIM2 y PIM6), lipomanana, 
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arabinomana, manana y glicoproteínas manosiladas como LpqH. El MR participa en la 

homeostasis de glicoproteínas de alto contenido de manosa o fucosa. En la infección por M. 

tuberculosis el MR regula negativamente la respuesta inflamatoria facilitando la infección, ya 

que impide la fusión fagolisosomal [15]. Además, el reconocimiento de residuos de manosa en la 

bacteria por el MR reduce la actividad microbicida del macrófago inhibiendo la producción de 

óxido nítrico, radicales de oxígeno y citocinas proinflamatorias; reduciendo la actividad de M. 

tuberculosis en la inducción de apoptosis donde se modifica la vía de señalización dependiente 

de Ca
2+

 [14].  

 

III.7. Apoptosis 

     El término apoptosis fue por primera vez utilizado por Kerr, Wylie y Currie en 1972 para 

distinguir morfológicamente una forma distinta de muerte celular, aunque ciertos componentes 

del concepto apoptosis ya se habían descrito previamente [16, 17]. La apoptosis es una forma de 

muerte celular programada en la cual actúan mecanismos genéticos de eliminación celular. 

También se ha descubierto que la necrosis puede ser una forma programada de muerte celular 

[18, 19]. Se estima que para mantener la homeostasis en el cuerpo humano, alrededor de 10 mil 

millones de células mueren por apoptosis cada día [20]. La apoptosis es importante en la 

conformación del repertorio inmunológico; 95% de las células inmaduras que llegan al timo 

procedentes de la medula ósea mueren por apoptosis [21]. 

     La apoptosis se caracteriza morfológicamente por condensación de la cromatina con picnosis 

nuclear, disminución del volumen celular y formación de microvesículas [14]. Hay diferentes 

modificaciones bioquímicas como son la activación de proteasas, como las caspasas y enzimas 
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que degradan proteínas y el ADN. La apoptosis es un proceso regulado de destrucción celular 

que confina los contenidos citoplásmicos de las células muertas dentro de vesículas membranales 

(cuerpos apoptóticos) que expresan señales en su superficie y que promueven la fagocitosis [22]. 

Una de las señales de las células apoptóticas es la exposición de fosfatidilserina [23]. Los 

mecanismos de la apoptosis son complejos, dependientes de energía y de cascadas moleculares. 

La apoptosis puede iniciarse por dos vías: una es la forma extrínseca donde participan receptores 

y ligandos de muerte y otra la intrínseca o mitocondrial donde participan moléculas 

mitocondriales; estas vías pueden interactuar (Fig. 2) [24]. La vía extrínseca implica la unión de 

ligandos a receptores de muerte en la membrana celular (Fig. 3). Entre estos receptores se 

encuentran la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral que poseen dominios 

extracelulares ricos en cisteína. Los ligandos y sus correspondientes receptores de muerte 

incluyen Fas ligando/receptor de Fas ligando (FasL/FasR), el factor de necrosis tumoral 

alfa/receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNF-α/TNFR1), ligando Apo 3/receptor de muerte 

3 (Apo3L/DR3), ligando Apo 2/receptor de muerte 4 (Apo2L/DR4) y ligando Apo2/receptor de 

muerte 5 (Apo2L/DR5) [18, 19, 25, 26]. La unión de FasL a FasR da como resultado la unión de 

la proteína adaptadora FADD, y la unión del ligando TNF al receptor de TNF permite la unión 

de la proteína adaptadora TRADD, la cual recluta a FADD y RIP [27, 28]. FADD se une a la 

procaspasa 8 dimerizando el dominio efector de muerte de la caspasa 8; posteriormente se forma 

un complejo inductor de muerte (DISC), permitiendo la activación autocatalítica de la vía de la 

caspasa 8 [29]. Una vez activada la caspasa 8, activa a la procaspasa 3 iniciándose así la cascada 

de caspasas de la apoptosis. Los dominios de muerte de la apoptosis son regulados mediante 

proteínas inhibidoras como c-FLIP la cual se une a FADD y caspasa 8 [30, 31]. 
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     La vía intrínseca (vía mitocondrial) es activada por daño al DNA y drogas citotóxicas (Fig. 3). 

Este estímulo causa cambios a nivel de la membrana mitocondrial interna y altera la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial formando poros y pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial, permitiendo la liberación de dos grupos de proteínas proapoptóticas 

desde el espacio intermembranal al citosol [32]. El primer grupo está constituido por el 

citocromo c, Smac/DIABLO (segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria/proteína 

de unión directa a la proteína inhibidora de apoptosis con bajo PI) y proteasas de serina de 

temperatura alta (HtrA2/Omi); estas proteínas activan la vía mitocondrial dependiente de 

caspasas. El citocromo c se une y activa al factor activador de proteasas apoptótico (Apaf-1) y a 

la procaspasa 9 formando el apoptosoma, la caspasa 9 activa a la caspasa 3 iniciándose la 

cascada de caspasas [33, 34]. El segundo grupo de proteínas proapoptóticas está formado por el 

grupo factor inductor de apoptosis (AIF), endonucleasa G y DNAasa activada por caspasas 

(CAD), las cuales son liberadas desde la mitocondria en la apoptosis, pero son eventos tardíos 

después que se ha iniciado la muerte celular [35]. Las proteínas que regulan la vía mitocondrial 

de la apoptosis son la familia de proteínas 2 del linfoma de la célula B (Bcl-2) antiapoptóticas y 

proapoptóticas [34, 36]. Alrededor de 25 proteínas han sido identificados en la familia Bcl-2 

incluyendo proteínas antiapoptóticas como Bcl-2, proteína 1 similar a Bcl-2 (Bcl-x), isoforma 

larga de la proteína relacionada a Bcl-2 (Bcl-XL), isoforma corta relacionada a Bcl-2 (Bcl-XS), 

proteína 2 similar a Bcl-2 (Bcl-w), athanogene asociado a Bcl-2 (BAG) y algunas proteínas 

proapoptóticas incluyen proteínas 10 del linfoma de la célula B (Bcl-10), proteína X asociada a 

Bcl-2 (Bax), antagonista de muerte 1 Bcl-2 (Bak), agonista que interacciona con el dominio de 

muerte BH3 (Bid), antagonista de muerte Bcl-2 (Bad), proteína BIM que interacciona con Bcl-2 

(Bim), proteína de muerte que interacciona con Bcl-2 (Bik) y proteína de muerte similar a Bik 
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(Blk). Estas proteínas son importantes porque pueden promover la apoptosis o la pueden 

suprimir [37]. 

     La vía intrínseca converge con la vía extrínseca por medio de la cascada de caspasas [22, 38]. 

Esta vía comienza con la activación de la caspasa 3, la cual activa CAD, una enzima que degrada 

el DNA. Además la caspasa 3 actúa sobre otros sustratos como son proteínas nucleares y del 

citoesqueleto. Las caspasas tienen una actividad proteolítica y pueden romper proteínas en sus 

residuos de ácido aspártico, aunque también son específicas en el reconocimiento de amino 

ácidos. Las caspasas se dividen en iniciadoras, entre las cuales se ubican las caspasas 2, 8, 9 y 

10; otro grupo son las efectoras formadas por las caspasas 3, 6, 7 [38, 39].  

              

Figura 2. Representación esquemática de los eventos apoptóticos. Las dos principales vías de la apoptosis son la 

extrínseca Cada vía activa su propia caspasa iniciadora (8, 9) las cuales activaran a la caspasa efectora 3. La vía 

extrínseca resulta en las características cito morfológicas como disminución celular, condensación de la cromatina, 

formación de blebs citoplasmáticos y cuerpos apoptóticos los cuales son fagocitados por macrófagos. 

Vía Intrínseca 

Radiación, toxinas, hipoxia, etc. 

Vía Extrínseca 

ligando de muerte 

receptor de muerte 

adaptadores 

formación del disc 

activación caspasa  8 

activación proteasa degradación de proteínas del núcleo y citoesqueleto reorganización del citoesqueleto 

activación de la endonucleasa degradación cromosomal del DNA 

cambios citomorfológicos: condensación de la cromatina y citoplasma, fragmentación nuclear, etc. 

formación de cuerpos apoptóticos 

cambios mitocondriales (MPT) 

formación del apoptosoma 

activación caspasa 9 

activación caspasa 3 (vía de ejecución) 



18 

 

      

Figura 3. Cascada de señalización de la apoptosis dependiente de caspasas. Mientras que en la vía extrínseca 

participan ligandos con sus receptores de muerte en la membrana celular, la vía intrínseca es activada por daño al 

DNA y drogas citotóxicas alterando la permeabilidad de la membrana mitocondrial liberando proteínas 

proapoptóticas.  

 

III.8. Apoptosis en tuberculosis 

     En condiciones fisiológicas la apoptosis es un fenómeno de homeostasis cuyo propósito es 

mantener el equilibrio de las poblaciones celulares, eliminando células muertas para dar paso a 

nuevas poblaciones celulares y es también una estrategia de la célula hospedero para eliminar 

patógenos [22]. Cuando la célula hospedero se confronta con un patógeno, este usa los recursos 

del hospedero para sobrevivir y replicarse, y una estrategia de la célula hospedero para 

defenderse es activar la apoptosis [22]. Muchos patógenos que sobreviven satisfactoriamente 
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codifican genes cuyos productos suprimen la apoptosis de la célula hospedero, así conservan el 

nicho para replicarse, como ocurre en la infección a macrófagos por M. tuberculosis [22]. 

     En 1997, Keane et al. [40] fueron los primeros en reportar que la infección de macrófagos 

alveolares por M. tuberculosis da lugar a apoptosis del macrófago. La mayoría de los estudios 

muestran que la apoptosis se da a través de la vía extrínseca [22]. M. tuberculosis activa la 

expresión de TNF-α y de Fas, así como de sus receptores celulares TNF [41]. Este fenómeno 

parece relacionarse con la activación río arriba de TLR-2 por componentes micobacterianos. M. 

tuberculosis como patógeno intracelular induce apoptosis por medio de LpqH, un ligando del 

TLR2; también en esta vía se activan la caspasa 8 y la caspasa 3 independientemente de la vía 

mitocondrial de la apoptosis [31]. Otras moléculas que inducen apoptosis que han sido 

identificadas en M. tuberculosis son ESAT-6, PE-PGRS-33 y PstS-1 [42, 43]. En cuanto a la 

apoptosis, se observó que la cepa atenuada de M. tuberculosis (H37Ra), induce mucho más 

apoptosis que la cepa virulenta (H37Rv) a pesar de una producción comparable de TNF-α [44]. 

De acuerdo con lo anterior es consistente la hipótesis de que M. tuberculosis previene la 

apoptosis como un mecanismo cuyo fin aparente es la preservación de su nicho celular. M. 

tuberculosis H37Rv suprime la apoptosis interfiriendo la señal de TNF-α y FasL por medio de 

glicoconjugados como lipoarabinomanana (LAM) [45]. Así mismo las cepas virulentas inducen 

la expresión de Mcl-1, una proteína antiapoptótica de la familia Bcl-2 [43]. Recientemente, se ha 

demostrado que las cepas virulentas de M. tuberculosis expresan genes que inhiben la apoptosis 

(a través de proteínas antiapoptóticas) del macrófago infectado y la inactivación de estos genes 

se asocia con la respuesta protectora de linfocitos T CD8+ [45-47]. 
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     En respuesta a la infección contra M. tuberculosis se identificó que los macrófagos expresan 

genes que promueven la apoptosis, mientras que el bacilo induce genes que inhiben dicha 

expresión [48]. Es de interés, que la viabilidad de la micobacteria disminuye cuando el 

macrófago entra en apoptosis debido a que se observó que la fagocitosis de macrófagos 

apoptóticos inducidos por M. tuberculosis limita la replicación bacteriana como un mecanismo 

de la inmunidad innata a través de la eliminación del bacilo [49].  

     Como parte de la respuesta inmune a M. tuberculosis se ha observado inmunidad mediada por 

la presentación cruzada de cuerpos apoptóticos micobacterianos por células dendríticas a 

linfocitos T CD8+, y se mostró que la fagocitosis de los cuerpos apoptóticos micobacterianos por 

células dendríticas promueve la respuesta inmune por linfocitos T de tipo Th1 CD4+ [50; 

Mancilla R y col; observaciones no publicadas]. También se ha observado que la vacunación con 

vesículas apoptóticas de células infectadas inducen protección en contra de la infección de M. 

tuberculosis mediada por linfocitos T CD8+ [50]. 

 

III.9. Fagocitosis de las células apoptóticas 

     El proceso biológico por el cual son fagocitadas las células apoptóticas es crucial para la 

organogénesis, remoción y homeostasis de tejidos, así como en la resolución de la inflamación 

[51, 52]. La fagocitosis de las células apoptóticas se lleva a cabo a través de múltiples pasos 

como son quimioatracción, reconocimiento, unión, ingestión y digestión de células muertas por 

fagocitos profesionales y no profesionales [51]. 

     Las células apoptóticas expresan señales que promueven o evitan la fagocitosis como son: los 

diferentes niveles de CD31, CD46 y CD47 [53-55]. También liberan factores quimioatrayentes 
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como los nucleótidos trifosfatados ATP y UTP reconocidos por su receptor P2Y2 (in vivo), 

lisofosfatidilcolina reconocido por su receptor G2A, el contenido de macropartículas apoptóticas 

como ICAM3 y el ligando 1 para la quimocina CX3C y Anexina 1 procesada por ADAM10, todos 

estos últimos estudios fueron realizados in vitro [56-65]. Durante el proceso de apoptosis se 

exponen diferentes ligandos, el ligando mas estudiado es la fosfatidilserina (PS) donde puede ser 

reconocida de forma indirecta por moléculas puente, como MFG-E8, Gas 6, B2-GP1, los cuales 

son reconocidas por sus respectivos receptores como el receptor αvβ3 integrina, Mer y el receptor 

de B2-GP1; y también de forma directa por los receptores Tim 1,3,4, Bal-1, estabilina-2, los 

receptores RAGE, entre otros [66-69]. Sin embargo, no se conoce el repertorio de receptores que 

cooperan en el reconocimiento de PS expuesto en las células apoptóticas para su fagocitosis. 

Otros ligandos de las células apoptótica son la calnexina y la calreticulina que son transportadas 

por agregados membranales y son reconocidos por las células fagocíticas a través del receptor 

CD91 [70]. El rearreglo de los lípidos de la membrana plasmática de las células apoptótica puede 

ser por la bomba de ATP ABC1 que también es reconocida en la fagocitosis de células 

apoptóticas. Otros receptores de los macrófagos que reconocen células apoptóticas para su 

fagocitosis son los receptores scavenger (el receptor scavenger de la clase A (SR-A), receptor 1 

de lipoproteínas oxidadas de baja densidad (LOX-1), CD68 y CD36) los cuales reconocen sitios 

oxidados de lipoproteínas de baja densidad (oxLDL). También participa el complemento, los 

fragmentos inactivos C3b y iC3b, las moléculas solubles C1q, la lectina de unión a manosa 

(MBL), proteínas surfactantes A y D (SP-A, SP-D), y son reconocidos por sus respectivos 

receptores como el receptor de complemento 4 (αxβ2),el receptor de complemento 3 (αmβ2), 

CD14, los receptores de vitronectina αvβ3 y αvβ5 reconoce la molécula puente trombospondina 
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1 que se une al sitio de la trombospondina, esta unión es facilitada por la interacción de CD31 

tanto de la célula apoptótica como del fagocito [66-73].  

 

III.10. Maduración del lisosoma en la fagocitosis de células apoptóticas 

     La fagocitosis de las células apoptóticas es acompañada por el rearreglo del citoesqueleto y es 

regulada por la acción de las proteínas Rab GTPasas pequeñas. Después de la fagocitosis las 

células apoptóticas son degradadas dentro de 30 a 60 min, por enzimas lisosomales [72]. 

     Las proteínas Rab son un grupo de proteínas GTPasas pequeñas conservadas que actúan como 

factores que promueven la fusión homotípica (mismo tipo de proteína Rab) y/o heterotípica entre 

organelos intracelulares y la membrana plasmática [73]. Las Rab GTPasa cambian de su estado 

inactivo unido a GDP a su estado activo unido a GTP [74]. La conversión de GDP a GTP es 

catalizado por el factor de intercambio de nucleótidos de guanina, mientras que las proteínas 

activadoras de GTPasas estimulan la actividad intrínseca GTPasa de las Rabs, convirtiendo a los 

Rabs de su forma activa a la forma inactiva [74]. Rab-5 en mamíferos es esencial en la vía 

endocítica facilitando la fusión de vesículas endocíticas con endosomas tempranos así como en 

la fusión homotípica entre endosomas tempranos [74, 75]. Estudios recientes han encontrado la 

incorporación de endosomas tempranos dentro de fagosomas como importante en la degradación 

de células apoptóticas [76] y Rab-5 participa en la maduración de fagosomas conteniendo células 

apoptóticas [77, 78]. Rab-5 se une específicamente a endosomas tempranos y a fagosomas que 

contienen células apoptóticas independientemente de la carga fagocítica y Rab-5 también 

participa en el reclutamiento y activación de PI3K de la clase III VPS-34 una de las proteínas 

efectoras de Rab-5 que producen PtdIns3P en los fagosomas [79-81]. Rab-5, Rab-2, Rab-14 y 
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Rab-7 son secuencialmente reclutadas a los fagosomas en la maduración del fagosoma [82-85]. 

Rab-5 es detectada en la membrana fagolisosomal inmediatamente después del sellado de las 

prolongaciones fagocíticas [86], seguida por el reclutamiento simultaneo de Rab-2 y Rab-14 [86, 

87]. Rab-7 es posteriormente reclutado después de Rab-2 y Rab-14 [88]. Una vez unido Rab-7 

mantiene la asociación con los fagosomas hasta la completa degradación de la célula apoptótica 

[85]. 

     Se sabe que células dendríticas derivadas de médula ósea fagocitan células apoptóticas y son 

degradadas colocalizando con Lamp-1 (proteína 1 de membrana asociada al lisosoma) y también 

colocaliza con compartimentos positivos a MHC II. Las células apoptóticas pierden sus ligandos 

para TLRs y no inducen la maduración de las células dendríticas (lo que representa la expresión 

de MHCII), moléculas coestimuladoras y la producción de citocinas [86-88]. 

 

III.11. Carbohidratos en la fagocitosis de células apoptóticas 

     Las células apoptóticas también son reconocidas por la exposición en la superficie celular de 

glicoproteínas con patrones de glicosilación intracelulares y los niveles alterados de glicanos se 

asocian con la exposición de glicoproteínas intracelulares [70, 89, 90]. Este fenómeno es más 

evidente en fases tardías de la apoptosis, por ejemplo la exposición de lectinas inmaduras con 

modificación en los residuos terminales de azúcar, estos carbohidratos son fucosa, galactosa, 

GlcNac y manosa [91, 92]. Para estudiar la exposición de carbohidratos por la célula apoptótica 

se realizaron ensayos de unión a lectinas de origen vegetal como Narcissus pseudonarcissus que 

interacciona con manosa, Griffonia simplificolia y Ulex europaeus (UEA1) que reconocen 

GlcNac y fucosa respectivamente; estos azúcares de residuos terminales son de glicoproteínas 
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procedentes del RE y Golgi. En células no apoptóticas estos azúcares son intracelulares 

(procedentes de RE y Golgi) y en estadios tardíos de la apoptosis, los azúcares son expuestos en 

la membrana plasmática [93]. También se sabe que los linfocitos apoptóticos tardíos exponen 

fucosa, manosa y GlcNac, los cuales fueron detectados por UEA1, concanavalina A (Con A) y 

Helix pomatioa [94-96]. Por otra parte se ha logrado inhibir la fagocitosis con 80mM de un 

coctel de azúcares (GlnNac, GlcNac, fucosa y manosa) por las células Kupffer humanas, con 

manosa, fucosa, manana y fucoidina de neutrófilos apoptóticos por fibroblastos [97, 98], en otros 

trabajos se ha observado también la inhibición con azúcares la fagocitosis de timocitos 

apoptóticos por macrófagos peritoneales [ 94]. 

     Las lectinas son de naturaleza proteica no inmunológica, capaces de reconocer motivos de 

carbohidratos en los complejos glicoconjugados, sin alteración de su estructura covalente [99]. 

Ciertas lectinas como ficolina y la MBL se han descrito como moléculas de unión a células 

apoptóticas para potenciar su obtención por células del sistema inmune innato [92, 97]. Se ha 

observado que las glicoproteínas membranales forman grupos en la célula oxidada y son 

ligandos de receptores macrofágicos porque las glicoproteínas expuestas contienen en el medio 

extracelular polilactosaminoglicanos multivalentes de alta afinidad (hipótesis de agrupamiento 

de glicoproteínas) [99-107]. Una de estas observaciones es la fagocitosis de células Jurkat 

apoptóticas por macrófagos debido a la exposición de grupos de glicoproteínas CD43 

membranales [98]. Las células apoptóticas tardías Jurkat y los neutrófilos, intercambian 

calnexina (del RE) a la superficie celular acompañado de glicoproteínas intracelulares 

inmaduras, incrementando manosa, fucosa y galactosa, a la vez que disminuyen los residuos de 

ácido sialico en la superficie de las células apoptóticas [93]. Los niveles de expresión de los 

glicoproteínas alteradas es mediada por la liberación de glicoproteínas membranales ICAM-2 y 3 
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por el tráfico intracelular de Lamp 1 y 2 (proteína de membrana asociada al lisosoma), calnexina 

y calreticulina a la superficie celular [70]. 

 

III.12. Participación de los receptores tipo lectina en la fagocitosis de células apoptóticas 

     Por estudios previos en el laboratorio se sabe que el receptor de manosa participa en la 

fagocitosis de cuerpos apoptóticos por medio de la unión a residuos de carbohidratos, que 

podrían ser manosa, fucosa y/o GlcNac expuestos en la superficie de los cuerpos apoptóticos. 

Estos residuos podrían estar presentes en lectinas que se han expuesto o intercambiado a la 

superficie celular durante el proceso de apoptosis (Mancilla y col; observaciones no publicadas). 

Las células fagocíticas como los macrófagos, granulocitos y células dentríticas expresan diversos 

receptores de tipo lectina que podrían reconocer residuos de azúcares modificados por las células 

apoptóticas, ya que se ha observado la inhibición de la fagocitosis por azúcares, sugiriendo que 

los carbohidratos están participando en el reconocimiento de células apoptóticas [108]. Se sabe 

que la MBL, un miembro de la familia de las colectinas, se une a las células apoptóticas y 

estimula la fagocitosis de las células por la vía de calreticulina, la cual se une al receptor 

endocítico CD91, también conocido como el receptor de macroglobilina-2 [97].  

     Los receptores de tipo lectina reportados en la literatura que participan en la fagocitosis de 

células apoptóticas son: DEC-205 que reconoce células apoptóticas a través de sus dominios 

conservados de carbohidratos [109] y DC-SIGN que participa en la fagocitosis de linfocitos 

apoptóticos como parte de la maduración de la célula dendrítica [110]. También el MR participa 

en la fagocitosis de células apoptóticas en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica y el se ha 

asociado con la disminución de la producción de óxido nítrico, radicales de oxígeno y citocinas 
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proinflamatorias [40, 111, 112]. Además SIGNR1 de macrófagos de la zona marginal del bazo, 

se une a las células apoptóticas y esta unión es incrementada por la interacción de C1q, el 

complejo SIGN-R1-C1q inmediatamente media el depósito de C3 en las células apoptóticas, lo 

que promueve la fagocitosis y el mantenimiento de la tolerancia [113]. 

 

III.13. Producción de citocinas en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

     La fagocitosis y degradación de las células apoptóticas se ha propuesto como un proceso 

silencioso, previniendo la liberación de citocinas proinflamatorias [114-117]. Si las células 

apoptóticas no son eliminadas, entrarían en necrosis secundaria produciendo inflamación por el 

contenido liberado al espacio extracelular, contribuyendo a la autoinmunidad e inflamación 

persistente [118, 119]. El ambiente de citocinas y la naturaleza de los fagocitos en ciertos sitios 

contribuyen a que la eliminación de las células apoptóticas sea inflamatoria o silenciosa. En 

condiciones fisiológicas, la remoción de células apoptóticas está confinada a una población de 

fagocitos con propiedades antiinflamatorias y se ha sugerido la producción de IL-10 por MØ2s 

en la remoción de células apoptóticas [120]. La remoción de las células apoptóticas estimula la 

liberación de factores antiinflamatorios, como IL-10, TGF-B y PGE2 [117, 118].  

 

III.14. Antecedentes directos de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

     En vista de que la eliminación de células muertas podría ser importante en la patogenia de la 

tuberculosis se llevaron a cabo estudios previos. Para inducir apoptosis se obtuvieron macrófagos 

derivados de médula ósea de ratones de la cepa Balb/c-J los cuales se incubaron con extractos 
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celulares de la cepa saprófita M. smeg-LpqH. Lo anterior resultó en 90% de apoptosis de los 

macrófagos. Los cuerpos apoptóticos se purificaron por la interacción de la fosfatidilserina 

expuesta en la membrana de las células apoptóticas y microesferas magnéticas recubiertas con 

Anexina V. Por Western blot se demostró la presencia de la glicolipoproteína LpqH en los 

cuerpos apoptóticos (Fig. 4). 

     Se realizaron ensayos de fagocitosis con macrófagos de la línea J-774 marcados con el 

colorante vital PKH-26; los macrófagos se incubaron con diferentes gradientes de cuerpos 

apoptóticos obtenidos a 1500 rpm marcados con carboxifluoresceina succinimidil ester (Fig.5). 

En vista de que los cuerpos apoptóticos contenían la glicolipoproteína LpqH que contiene 

manosa se consideró la posibilidad de que el MR participara en la fagocitosis de los cuerpos 

apoptóticos a través de la interacción con la proteína LpqH. Por lo tanto, se hicieron ensayos de 

inhibición con azúcares competidores del MR con manana y GlcNac. Además, se hicieron 

ensayos de inhibición utilizando un AcMn bloqueador en contra del MR. El análisis se realizó 

por citometría de flujo y microscopía de epifluorescencia. Por citometría de flujo se demostró 

fagocitosis a las 4hr, de los cuerpos apoptóticos obtenidos a 1500 rpm en 29 % de las células, en 

un 45% con los cuerpos apoptóticos obtenidos a 5000 rpm y en un 20 % con los obtenidos a 

32,500rpm; de acuerdo a la marca doble positiva en el cuadrante superior derecho, PKH-26 

(cuerpos apoptóticos) y PKH-67 (macrófagos fagocíticos). En ensayos de inhibición de la 

fagocitosis con GlcNac de cuerpos apoptóticos obtenidos a 1500 rpm hubo un 52% de 

inhibición; con manana la inhibición fue del 43%. Con 5µg del AcMn anti-MR fue del 49 % y 

con 10 µg fue del 76 %. En un sólo estudio se inhibió la expresión del MR con ARN pequeños 

de interferencia (siRNA) para el MR y se vio disminuida hasta un 50% la expresión del MR. 

Igualmente hubo una disminución marcada de la fagocitosis de cuerpos apoptóticos de hasta un 
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67%. Estos estudios deben de repetirse para obtener datos estadísticamente válidos y descartar la 

posibilidad de citotoxicidad del procedimiento utilizando siRNAs. Estas observaciones 

demuestran la participación del MR en la fagocitosis de macrófagos muertos en apoptosis por 

extractos celulares de M. smeg-LpqH. La fagocitosis de los cuerpos apoptóticos puede ser 

mediado a través del reconocimiento de los residuos de carbohidratos, como manosa o GlcNac 

expuestos en la membrana. Estos residuos podrían estar presentes en lectinas que se han 

expuesto o intercambiado a la superficie celular durante el proceso de apoptosis. También es 

posible que el MR esté reconociendo residuos de manosa presentes en la glicoproteína LpqH 

inductora de apoptosis, ya que como se ha demostrado dicha proteína se localiza en la superficie 

de las células que mueren en apoptosis por extractos celulares de M. smeg-LpqH. Hay que 

señalar que en la fagocitosis de los cuerpos apoptóticos participan múltiples receptores entre 

ellos el MR. En nuestras condiciones experimentales se sugiere que el MR participa en la 

fagocitosis de cuerpos apoptóticos por medio de la unión a residuos de carbohidratos, 

posiblemente que podrían ser manosa o GlcNac expuestos en la superficie de los cuerpos 

apoptóticos [121]. 
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Figura 4. Western blot de cuerpos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH purificados con perlas magnéticas 

recubiertas con Anexina V y obtenidos por centrifugación a 1500 (C), 5000 (D) y 32,500 rpm (E). Se utilizó el 

AcMn IT-19 que reconoce LpqH de 19kDa. A, extractos celulares de M. smeg-LpqH; B, cuerpos apoptóticos 

inducidos con luz UV. Con un anticuerpo monoclonal se demostró la presencia de la histona H4 de 35kDa (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc., CA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Análisis de la fagocitosis de cuerpos apoptóticos micobacterianos por microscopía de epifluorescencia. Se 

observó la mezcla (fluorescencia amarilla) de los cuerpos apoptóticos (CFSE, fluorescencia verde) a 4 hr de 

incubación en el citoplasma de los macrófagos fagocíticos (PKH-26, fluorescencia roja); los núcleos se marcaron 

con Dapi. Imagen 40x. 
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Inmunoblot de macrófagos apoptóticos con anti-LpqH 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

     Se desconocen los mecanismos de remoción de células que mueren en apoptosis durante la 

infección por micobacterias. Es importante conocer este tema pues se ignora si los macrófagos u 

otras células fagociticas se activan al fagocitar cuerpos apoptóticos y participan así en la 

respuesta antimicobacteriana. Así mismo, se sabe muy poco acerca del papel de los 

carbohidratos y de los receptores de tipo lectina en la fagocitosis de células apoptóticas. Es por 

ello que estudiaremos al MR como uno de los receptores tipo lectina que reconocen azúcares de 

glicoproteínas expuestos en la superficie de las células apoptóticas. 
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V. HIPÓTESIS 

     Los macrófagos fagocitan macrófagos apoptóticos micobacterianos a través del MR 

generando una respuesta anti-inflamatoria. 
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VI. OBJETIVOS 

Objetivo general  

• Investigar la participación del MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos inducidos 

con extractos celulares de M. smegmatis transformada (LpqH). 

Objetivos particulares  

• Identificar proteínas micobacterianas por inmunoblot en los macrófagos apoptóticos 

inducidos con extractos celulares de M. smeg-LpqH.  

• Hacer ensayos de fagocitosis e inhibición de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos 

con manana, GlcNac y anti-LpqH por citometría de flujo.  

• Identificar la participación del MR de los macrófagos J-774 en la fagocitosis de 

macrófagos apoptóticos con un AcMn anti-MR y siRNA del MR por citometría de flujo. 

• Analizar el perfil de citocinas del sobrenadante de macrófagos que han fagocitado 

macrófagos apoptóticos por ensayos de ELISA.  
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS. 

VII.1. Cultivo de macrófagos derivados de médula ósea de ratones de la cepa Balb/c-J y de la 

línea monocítica J-774 

     Los macrófagos se obtuvieron a partir de la médula ósea de fémures y tibias de ratones de la 

cepa Balb/c-J, se cortaron las piernas, se limpiaron y se extrajo la médula ósea a presión con 

jeringa en RPMI-1640 al 20% de suero fetal bovino; la médula ósea se cultivó en RPMI-1640 

suplementado con 20% de suero fetal bovino (Gibco BAL Products, USA) inactivado por calor a 

56°C (Gibco BAL Products) y con 0.023 mM de bicarbonato en RPMI-1640, 1mM aminoácidos 

no esenciales, 100mM piruvato de sodio y 1mM de un antimicótico (Gibco BRL Products, 

Rockville, MD). Las macrófagos se incubaron a 37°C con 5% CO2 y se cultivaron durante 10 

días, se aislaron por adherencia al plástico en cajas Petri y se despegaron con gendarme. La 

viabilidad celular se estimó por exclusión del azul tripano en cámara de Neubauer. 

     Los macrófagos de la línea monocítica J-774 se obtuvieron de American Type Culture 

Collection (Manassas, VA) y se cultivaron bajo las mismas condiciones pero con RPMI-1640 

suplementado al 10% de suero fetal bovino, con 0.023 mM de bicarbonato RPMI-1640, 1mM 

aminoácidos no esenciales, 100mM piruvato de sodio y 1mM de un antimicótico (Gibco BRL 

Products). Para experimentación los macrófagos J-774 se aislaron por adherencia al plástico en 

cajas de 12 pozos y se despegaron con sargento (Costar, Corning Incorporated, NY). La 

viabilidad celular se estimó por exclusión del azul tripano en cámara de Neubauer. 
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VII.2. Demostración del receptor de manosa en macrófagos J774 

     Para demostrar la expresión del MR en macrófagos J-774 se hicieron los siguientes estudios. 

Por citometría de flujo los macrófagos J-774 (1x10
6
) se incubaron con un AcMn anti-CD16 y 

anti-CD32 (BioLegend, San Diego, CA) a una dilución 1:1000 por 10 min a 37°C para bloquear 

la unión inespecífica de anticuerpos vía el fragmento Fc de la IgG; posteriormente se incubó el 

AcMn anti-MR (BioLegend) a una dilución 1:1000 por 1h a 37 °C en PBS leche 1%; después de 

lavar 3 veces con PBS 1x se incubó con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a 

Alexa 488 por 30 min en buffer PBS leche 1% y se lavó 3 veces con PBS 1x. La expresión del 

MR de los macrófagos se analizó por citometría de flujo, donde se seleccionó una región de 

acuerdo al tamaño y granularidad de los macrófagos y la marca negativa se tomó con un isotipo 

control un anti-IgG2a, κ de rata (BioLegend) y la marca positiva se determinó después de la 

marca negativa. 

     Para observar el MR por microscopía de epifluorescencia se permeabilizaron las células con 

PBS-BSA3%-Tritón X-100 al 0.1% durante 5 min a 37°C; después se lavó 3 veces con PBS-

BSA 3% y se incubó con el AcMn anti-MR en una dilución 1:100 por 1h a37°C; después se lavó 

dos veces con PBS 1x y se incubó un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón marcado con 

Alexa 488, durante 30 min a 37°C. Se prepararon laminillas por citocentrifugación las cuales se 

montaron con Dako y ProLong Gold Antifade con DAPI (Invitrogen, Eugene OR) en una 

dilución 1:8. Se analizó la expresión del MR de los macrófagos en laminillas (cuentas de 100 

células en 5 regiones tomadas al azar) por microscopía de epifluorescencia (Olympus IX51, 

Olympus America Inc. USA) ajustando la emisión de fluorescencia con células sin marca y el 

isotipo como control de marca anti-IgG2a, κ de rata (BioLegend). 
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     Para determinar  la distribución subcelular del MR por inmunoblot se obtuvieron las 

fracciones membranal, citosólica y nuclear por medio de centrifugaciones y diferentes buffers 

(Thermo Scientific, Rockford, IL). Brevemente, las células (10X10⁶) se centrifugaron a 500 g 

por 5 min, se obtuvo el sobrenadante, se le adicionó el buffer indicado para extraer el citosol, a 

4°C y con inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Se incubó 

a 4⁰C por 10 min, se centrifugó a 500 g por 5 min, y se obtuvo el sobrenadante (fracción citosol); 

al pellet se le adicionó el buffer para obtener la fracción membranal incubando a 4°C con 

inhibidores de proteasas en agitación por 5 min y a 4⁰C por 10 min. Después se centrifugó a 

3000 g por 5 min a 4⁰C, obteniéndose la fracción membranal en el sobrenadante. Para obtener la 

fracción nuclear el precipitado se transfirió a un tubo, a 4°C, se adicionó el buffer para núcleos e 

inhibidores de proteasas, agitando a 4⁰C por 30 min. Después se centrifugó a 5000 g por 5 min 

obteniéndose la fracción nuclear. Se cuantificó la proteína por el método de Lowry y las 

fracciones obtenidas se analizaron realizando SDS-PAGE al 7.5% e inmunoblot con membranas 

de PVDF, bloqueando con PBS-leche 3% durante 1h a 37°C. Después se incubó con el AcMn 

anti-MR en una dilución 1:100 toda la noche a 4°C, se lavó dos veces con PBS-Tween 0.5% y 

una vez con PBS 1x y se incubó con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón marcado con 

peroxidasa diluido 1:1000 por 1h a 37°C. El inmunoblot se reveló por luminol que genera una 

emisión de color azul al ser oxidado por peróxido de hidrógeno mediante una 

quimioluminiscencia (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). 
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VII.3. Cultivo de M. smegmatis nativa y M. smegmatis transformada que expresa LpqH y 

obtención de micobacterias 

     Se cultivaron M. smegmatis (mc2155) nativa y M. smeg-LpqH; esta última es una cepa 

transformada con el plásmido p16R1 que contiene un fragmento Smal de 1.8-kb codificador para 

el gen estructural de la glicolipoproteína LpqH de M. tuberculosis (donadas por Y. Zhang, MCR 

TB and Related Infections Unit, Hammersmith Hospital, London). Por estudios previos 

realizados en el laboratorio se sabe que esta glicolipoproteína induce apoptosis en macrófagos 

[41]. Las bacterias se cultivaron en Middlebrook 7H9 (BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, 

MD) suplementado con 50μ/ml de glucosa e higromicina B en matraces Erlenmeyer de 1 litro 

durante 4 semanas a 37°C. Se obtuvieron las bacterias de las 2 cepas de M. smegmatis de la 

siguiente manera, las bacterias se lavaron con PBS 1x y se centrifugaron a 2840g por 20 min a 

37°C. Posteriormente se ultrasonicaron en hielo (60 ciclos de 1 min a 60 Hz con intervalos de 1 

min a 37°C). La concentración de proteína se determinó por el método de Lowry. La presencia 

de LpqH en la cepa transformada y su ausencia en la cepa nativa se corroboraron por 

immunoblot con el AcMn para LpqH IT-19 donado por TB Vaccines Testing and Research 

Materials Contract Colorado State University. 

 

VII.4. Ensayos de inducción de apoptosis 

     Para inducir apoptosis y obtener macrófagos apoptóticos se incubaron macrófagos derivados 

de médula ósea de la cepa Balb/c-J 10 x10
6
 en cajas Petri con 1 mg/ml (PBS 1x) de proteínas de 

M. smeg-LpqH y M. smegmatis nativa como control durante 1, 12 y 24hr; además como 

controles se indujo apoptosis exponiendo las células a luz UV y estaurosporina 20μM/ml durante 
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1, 12 y 24 hr. Para corroborar la apoptosis por microscopía de epifluorescencia las laminillas 

obtenidas por citocentrifugación se incubaron con Anexina V (BioLegend, San Diego CA) 

marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) en una dilución 1:1000 por 1x10
6 

durante 15 

min a37°C, se montaron las laminillas con Dako (Dako, Denmark) para observar por 

microscopía de epifluorescencia (Olympus IX51, Olympus America Inc.).  

     Para corroborar la apoptosis por citometría de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Palo Alto 

CA) se incubaron 1x10
6 

 macrófagos apoptóticos con Anexina V-FITC en una dilución 1:1000 

por 15 min a 37°C (BioLegend) y los macrófagos necróticos (1x10
6
) se marcaron con yoduro de 

propidio en una dilución 1:10000 por 5 min a 37°C y las muestras se analizaron por citometría de 

flujo, utilizando como control negativo macrófagos sin tratamiento para ubicar la región negativa 

y la región positiva se obtuvo con los controles estaurosporina y luz UV. 

 

VII.5. Purificación de macrófagos apoptóticos con microesferas magnéticas con Anexina V 

     La inducción de apoptosis puede resultar en la producción de cuerpos apoptóticos diversos 

que pueden tener efectos biológicos diferentes [115]. En este estudio se utilizaron macrófagos 

apoptóticos obtenidos centrifugando las células tratadas con M. smeg-LpqH a 500g (5 min). 

Posteriormente los macrófagos apoptóticos se purificaron con microesferas magnéticas 

recubiertas con Anexina V, con el kit de purificación celular MACS (Miltenyi Biotec, Germany); 

este método se basa en la interacción entre la fosfatidilserina translocada en la superficie de las 

células apoptóticas y la Anexina V de las microesferas magnéticas. 
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VII.6. Identificación de proteínas micobacterianas en los macrófagos apoptóticos 

     La concentración de proteína de los extractos celulares micobacterianos y los macrófagos 

apoptóticos se determinó por el método de Lowry y se separaron en geles de poliacrilamida-

bisacrilamida (SDS-PAGE), desnaturalizante al 15% por medio del sistema discontinuo de 

Laemmli y se corrieron a 120 mV durante 1:30 h. Para observar el perfil de proteínas de los 

extractos micobacterianos y de los macrófagos apoptóticos, algunos geles se tiñeron con azul de 

coomasie durante 1 h y se lavaron con solución desteñidora (7% de ácido acético) por 2 h. Otros 

geles se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF; 250 mA por 40 min) y 

se bloquearon con leche Svelti al 3% en PBS 1x por 1h a 37°C. Para observar la presencia de 

LpqH en los extractos micobacterianos y en los macrófagos apoptóticos se incubaron las 

membranas de PVDF con el AcMn para LpqH (IT-19) en una dilución 1:250 en PBS 1x 

incubando toda la noche. Después de lavar con PBS-Tween 0.05% (2 veces por 5 min) y PBS 1x 

(1 vez por 5 min) se utilizó como segundo anticuerpo un anti-IgG de ratón marcado con 

peroxidasa en una dilución 1:1000 por 1h a 37°C. Para revelar las membranas de PVDF se 

utilizó luminol que genera una emisión de color azul al ser oxidado por peróxido de hidrógeno 

mediante una quimioluminiscencia (Pierce Biotechnology, Rockford) y después se agregó 

solución reveladora (10ml de PBS-Tween, 10 µl H2O2 y 3µg de 3’ 3 tetracloruro de 

diaminobenzidina, DAB) durante 10 min y se realizaron los lavados con PBS 1x y PBS-Tween 

0.05% como se indicó anteriormente. 
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VII.7. Ensayos de fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

     Se realizaron ensayos de fagocitosis de los diferentes tipos de macrófagos apoptóticos por M. 

smeg-LpqH y por UV marcados previamente con el kit PKH-26 un marcador lipofílico rojo 

(Sigma-Aldrich, St. Louis) con macrófagos de la línea monocítica J-774 marcados con el kit 

PKH-67 (Sigma-Aldrich) un marcador lipofílico verde. Se incubaron 0.5x10
6
 macrófagos con 

50µg de macrófagos apoptóticos durante 2, 4, 12 y 24 hr y como control de inhibición de la 

fagocitosis se utilizó citocalasina D 10μg/ml a 4 hr de incubación; posteriormente se fijaron con 

1% paraformaldehido en PBS 1x durante 10 min a 37°C y se lavaron dos veces con PBS 1x. Se 

analizaron por citometría de flujo (FACScalibur, Beckton Dickinson) y se realizó 

citocentrifugación, se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade en un dilución 

1:8 para observar la fagocitosis por microscopía confocal (ZEISS LSM 5 PASCAL, Software 

2.8, Germany) y de epifluorescencia. El porcentaje de células fagocitadas se analizó por 

citometría de flujo tomando el cuadrante superior derecho como marca doble positiva de 

macrófagos apoptóticos PKH-26 y macrófagos fagocíticos PKH-67, también se analizaron las 

marcas dobles positivas por microscopía de epifluorescencia. 

 

VII.8. Caracterización del fagosoma que contiene macrófagos apoptóticos 

     Para estudiar la acidificación del fagosoma en la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos 

por M. smeg-LpqH se marcaron los macrófagos previamente con pHrodo-red (Molecular Probes-

Invitrogen, USA) incubando los macrófagos apoptóticos durante 30 min a 37°C con el marcador 

pHrodo-red en una solución pH neutra PBS 1x, este marcador es fluorescente y se excita en un 

medio ácido a pH4. Los macrófagos fagocíticos se marcaron con un marcador lipofílico verde 
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PKH-67 y se realizó una cinética de fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h.; como control negativo se 

analizó la fagocitosis a 4°C. Se analizó la fagocitosis por citometría de flujo y se prepararon 

laminillas por citocentrifugación, se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade 

para observación por microscopía confocal y de epifluorescencia.  

     Para estudiar la maduración del fagosoma se hicieron ensayos de fagocitosis utilizando los 

AcMn anti-Rab5 que identifica fagosomas tempranos y anti-Lamp1 que caracteriza al 

fagolisosoma [75, 87]. Se utilizaron macrófagos apoptóticos (50μg/ml) inducidos por M. smeg-

LpqH y las células fagocíticas (1x10
6
) se marcaron con PKH-67, incubando por 0.5, 1, 2 y 4h. 

Después de la incubación, se fijaron las células con 1% de paraformaldehido en PBS 1x durante 

10 min a 37°C y se lavaron dos veces con PBS 1x. Se permeabilizaron las células con PBS 1% 

SBF 0.025% saponina durante 10 min a 37°C y se lavaron 3 veces con PBS 1% SBF a 37°C. 

Posteriormente se incubaron las células con un AcMn anti-Fc (CD 16/32, BD Biosciences) 

durante 10 min y después con AcMn anti-Rab-5 o anti-Lamp-1 (BD Biosciences), en una 

dilución 1:100 en PBS1x durante 10 min a37°C; como anticuerpo secundario se utilizó un anti-

IgG-Cy5 (BioLegend), en una dilución 1:1000 en PBS 1x durante 30 min a 37°C. Se realizó 

citocentrifugación y se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade para 

observar por microscopía confocal y de epifluorescencia. 
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VII.9. Ensayos de inhibición de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos con carbohidratos 

competidores del MR, un AcMn en contra del MR y un AcMn anti-LpqH 

     Para identificar receptores de tipo lectina en los macrófagos e indirectamente los ligandos 

micobacterianos involucrados en el proceso de fagocitosis, se realizaron ensayos de inhibición 

preincubando las células previamente marcadas con PKH-67 (0.5x10
6
) con GlcNac 50 nM 

(Sigma-Aldrich Inc.) y manana 15.4 nM a 0.5x10
6 

(Sigma-Aldrich Inc.) durante 30 min. Para el 

mismo fin se preincubaron las células con un AcMn anti-MR 5 y 10 µg por 0.5x10
6 

macrófagos 

durante 30min. Para estudiar la participación de ligandos micobacterianos con residuos de 

manosa como LpqH en la fagocitosis de macrofagos apoptóticos por M. smeg-LpqH se 

preincubaron las células con un AcMn anti-LpqH (IT-19), después se incubaron las células con 

los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV previamente marcados con PKH-26 (50ug 

de proteína) durante 4h, se fijaron con 1% de paraformaldehido en PBS 1x durante 10 min a 

37°C y se lavaron dos veces con PBS. Se analizó la inhibición de la fagocitosis por citometría de 

flujo (FACScalibur) y se realizó citocentrifugación, se montaron las laminillas con Dako y 

ProLong Gold Antifade para observar por microscopía confocal y de epifluorescencia. El 

porcentaje de células fagocitadas se analizó por citometría de flujo (FACScalibur) tomando el 

cuadrante superior derecho como marca doble positiva macrófagos apoptóticos PKH-26 y 

macrófagos fagocíticos PKH-67. 

 

VII.10. Ensayos de inhibición de la expresión del MR por medio de siRNA 

     Para identificar la participación del MR en la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos, se 

utilizó siRNA para inhibir la expresión del MR, con la secuencia 
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GAACAAAGAUCCACUGACU, el cual se obtuvo de Thermo Scientific Dharmacon (USA) y 

como control se utilizó un siRNA sin blanco específico (Thermo Scientific Dharmacon, USA). 

Para transfectar a los macrófagos se utilizó oligofetamina 1:800 en medio OptiMEM (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific Inc., Grand Island, NY) disminuido en suero y sin antibiótico. Se 

incubaron los macrófagos 0.2x10
6
 con 60 pmol del siRNA para el MR durante 64 h. 

Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS, se incubaron con el anti-MR durante 1h 

y se utilizó como anticuerpo secundario un anti-IgG acoplado a Alexa 488 durante 30 min., 

como control negativo se utilizó el siRNA no inhibitorio (Thermo Scientific Dharmacon, USA) y 

como control positivo se utilizaron macrófagos no tratados. La expresión y la inhibición del MR 

se analizaron por citometría de flujo (FACScalibur). La expresión del MR de los macrófagos 

fagocíticos se analizó por citometría de flujo tomando la región M1 como negativa en base a un 

isotipo como control de marca y la región M2 como positiva a la expresión del MR. 

 

VII.11. Ensayos de inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por medio de siRNA 

    Para demostrar la participación del MR en la fagocitosis se realizaron ensayos de inhibición de 

la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV con siRNA del MR se 

incubaron los macrófagos, previamente marcados con PKH-67 a 0.2x10
6
 con 60 pmol de siRNA 

del MR durante 64 h y se incubaron las células con los macrófagos apoptóticos previamente 

marcados con PKH-26 (50ug proteína) durante 4h, como control negativo de inhibición de la 

fagocitosis se utilizó el siRNA no inhibitorio, la cual es una secuencia al azar (Thermo Scientific 

Dharmacon) en las mismas condiciones experimentales. El porcentaje de células fagocitadas se 
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analizó por citometría de flujo (FACScalibur) tomando el cuadrante superior derecho como 

marca doble positiva macrófagos apoptóticos PKH-26 y macrófagos fagocíticos PKH-67. 

 

VII.12. Colocalización del MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por microscopía 

confocal y de epifluorescencia 

     Para observar por microscopía confocal y de epifluorescencia la participación del MR en la 

fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH, se realizaron ensayos de 

fagocitosis 50μg de macrófagos apoptóticos (marcados con PKH-26) por 1x10
6
 de macrófagos 

fagocíticos durante 4h. Se fijaron las células con 1% de paraformaldehido en PBS durante 10 

min y se lavaron dos veces con PBS. Se permeabilizaron las células con PBS-BSA3%-Tritón-X-

100 al 0.1% durante 5 min y se lavaron 3 veces con PBS-BSA3%. Posteriormente se incubaron 

las muestras con el anti-Fc (BioLegend) durante 10 min en una dilución 1:500 en PBS y después 

con el anti-MR durante 1h en una dilución 1:100 en PBS y como anticuerpo secundario se utilizó 

un anti-IgG acoplado a Alexa 488 durante 30 min. Se realizó citocentrifugación y se montaron 

las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade para observar colocalización del MR con los 

macrófagos apoptóticos por microscopía confocal y por microscopía de epifluorescencia. 

 

VII.13. Producción de citocinas en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

     Para estudiar el efecto biológico en la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos se midió la 

producción de las citocinas IL-10, TGF-β, IL-12 y TNF-α en la fagocitosis de macrófagos 

apoptóticos por ensayos de ELISA (BioLegend), se incubaron los macrófagos con los 
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macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH (50μg por 1x10
6
 células), macrófagos 

apoptóticos inducidos con luz U.V. (50μg por 1x10
6
 células), con extractos celulares de M. 

smeg-LpqH (5μg por 1x10
6
 células) y como control de activación LPS (50ng por 1x10

6
 células). 

 

VII.14. Análisis estadístico 

     Los datos fueron analizados con los programas FlowJo 7.6 e Image J y se realizaron las 

pruebas estadísticas paramétricas ANOVA con la prueba de comparación múltiple Tukey, la 

prueba t de student simple de una cola y estadísticas no paramétricas como Mann Whitney (MW) 

y Kruskal-Wallis (KW) utilizando el programa GraphPad Prism. La significancia estadística fue 

asumida con el valor de p ≤ 0.05. Las barras representan la desviación estándar (SD). 
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VIII. RESULTADOS 

VIII.1. Análisis por SDS-PAGE e Immunoblot de M. smegmatis transformada 

     Para observar la expresión de LpqH en M. smegmatis transformada primero se realizó un gel 

de electroforesis de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15% teñido con 

azul de Coomassie donde se observó el perfil de proteínas de M. smegmatis nativa y de M. smeg-

LpqH y se observó una proteína de 19kDa la cual corresponde a LpqH. Posteriormente algunos 

geles se transfirieron a membranas de PVDF y por immunoblot se identificó LpqH en M. smeg-

LpqH con el AcMn IT-19 (Fig.6). 

 

                                         

 

Figura 6. SDS-PAGE e immunoblot de los extractos celulares de M. smeg-LpqH. En el gel teñido con azul de 

Coomassie se observa una banda de 19kDa (A, flecha) que corresponde a LpqH como se demuestra en el 

inmunoblot (C, flecha) con el AcMn IT-19. Esta proteína no se observa en la cepa nativa de M. smegmatis (B, D) 

entre otras proteínas que se observan en M. smeg-LpqH. 
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SDS-PAGE e Inmunoblot de M. smeg-LpqH y M. smegmatis nativa 
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VIII.2. Análisis de la inducción de apoptosis y necrosis 

     Para inducir apoptosis a los macrófagos derivados de médula ósea de ratones de la cepa Balb-

c/J se utilizó M. smeg–LpqH la cual expresa LpqH una glicolipoproteína de M. tuberculosis [42, 

122]. Se indujo apoptosis con 50 μg/ml de proteínas de M. smeg-LpqH a 0.5x10
6
 de macrófagos 

derivados de médula ósea durante 24 hr de incubación a 37°C. 

     Se analizó la apoptosis por citometría de flujo incubando los macrófagos apoptóticos con 

Anexina V-FITC durante 15 min a 37°C, Anexina V-FITC se une fosfatidilserina que durante el 

proceso de apoptosis temprana se intercambia del citosol a la membrana celular [123]. La 

inducción de apoptosis fue mayor con luz UV y estaurosporina ya que varió del 80 al 90% a las 

24hr, mientras que la inducción de apoptosis a las 24 hr no varió entre M. smegmatis nativa y M. 

smeg-LpqH siendo de 60 a 70% de apoptosis (Fig. 7, 8). Se analizó la inducción de necrosis por 

citometría de flujo utilizando incubando los macrófagos apoptóticos con yoduro de propidio 

durante 5 min a 37°C. En las células tratadas con UV a las 24 hr fue de 70%  y con M. smeg-

LpqH fue de 40% (Fig 9).  

     Posteriormente se purificaron los macrófagos apoptóticos con perlas magnéticas recubiertas 

con Anexina y se analizó la apoptosis por microscopía de epifluorescencia incubando los 

macrófagos apoptóticos con Anexina V-FITC durante 15 min a 37°C y para identificar los 

núcleos celulares se utilizó DAPI (Fig. 10A); por citometría de flujo en un ensayo representativo 

se observó del 70 al 88.4% de macrófagos apoptóticos purificados positivos a Anexina V-FITC 

(Fig. 10B). 
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Figura 7. Inducción de apoptosis por citometría de flujo con Anexina V-FITC. (A) Macrófagos apoptóticos por luz 

UV. (B) Macrófagos apoptóticos por M. smegmatis nativa y (C) Macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH. Se 

observó macrófagos apoptóticos AnexinaV-FITC positivos en los tratamientos con las micobacterias y la luz UV es 

un control de inductor de apoptosis no biológico. 
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Figura 8. Inducción de apoptosis con micobacterianas a macrófagos derivados de médula ósea. Por citometría de 

flujo se observó mayor inducción de apoptosis a las 24 hr de incubación con las micobacterianas tanto con M. 

smegmatis-nativa (ApMO-nativa) como con la cepa transformada M. smeg-LpqH (ApMO-LpqH); la luz UV es un 

control de inductor de apoptosis no biológico. 
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Figura 9. Inducción de necrosis por citometría de flujo utilizando yoduro de propidio. No se observó variación de 

necrosis conforme aumenta el tiempo de incubación con M. smegmatis nativa y M. smeg-LpqH y la luz UV es un 

control de inductor de apoptosis no biológico. 
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Figura 10. Imagen de epifluorescencia de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH a 24hr. Las células se 

purificaron en una columna de Miltenyi usando microesferas magnéticas recubiertas con Anexina V y se prepararon 

laminillas para su análisis por microscopía de epifluorescencia (A). Las células se marcaron con Anexina V-FITC y 

Dapi, x40. (B) En un ensayo representativo por citometría de flujo se observó 88.4% de macrófagos apoptóticos 

purificados (línea punteada tratamiento, línea continua control de macrófagos sin tratamiento). Se obtuvo un mayor 

rendimiento de macrófagos apoptóticos purificándolos con las perlas magnéticas recubiertas con Anexina V. 

 

VIII.3. Identificación de proteínas de M smegmatis y LpqH en los macrófagos apoptóticos 

     Para determinar la presencia de LpqH y proteínas micobacterianas en los macrófagos 

apoptóticos, ya que podrían participar como inductores de apoptosis en los macrófagos derivados 

de médula ósea, se realizaron tres ensayos por inmunoblot con un suero de antígenos de M. 

smegmatis nativa donde se observaron numerosas bandas en M. smeg-LpqH y tres bandas en los 

macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH y no se observaron bandas en los 

macrófagos apoptóticos inducidos con UV (Fig. 11). Con el AcMn IT-19 se identificó LpqH en 

los macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH, así como en los extractos celulares de 

M. smeg-LpqH y no en los macrófagos apoptóticos inducidos con UV (Fig. 12). 
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Figura 11. Inmunoblot revelado con un anti-M. smegmatis nativa de los macrófagos apoptóticos inducidos con M. 

smeg-LpqH purificados. (A) Proteínas de M. smeg-LpqH. (B) Macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH 

purificados. (C) Macrófagos apoptóticos inducidos con luz UV purificados. Se observan antígenos micobacterianos 

en los macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH correspondientes a la cepa nativa. 
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Figura 12. Inmunoblot de los macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH purificados. Se reveló con el 

AcMn IT-19 que reconoce la glicolipoproteína apoptogénica LpqH de 19kDa de M. tuberculosis. (A) Proteínas de 

M. smeg-LpqH. (B) Macrófagos apoptóticos inducidos con luz UV. (C) Macrófagos apoptóticos inducidos con M. 

smeg-LpqH. Como control de células apoptóticas se utilizó un AcMn anti-H4 de 35kDa y se observó en los 

macrófagos apoptóticos por UV (B) y por M. smeg-LpqH (C). 

 

VIII.4.Análisis de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por microscopía 

     Para estudiar la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos se realizaron ensayos de incubación 

de los macrófagos apoptóticos con los macrófagos J-774. Por microscopía de epifluorescencia se 

tomaron 50 fotografías de manera aleatoria de 25 laminillas. En base a la tinción de DAPI se 

contaron al azar por los menos 200 macrófagos y los tiempos de incubación fueron de 2, 4, 12 y 

24 hr. Se observó en tres ensayos a 24hr hasta 53.77% de fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

por M. smeg-LpqH y 70.37% por UV, observándose tiempo dependencia de la fagocitosis (Fig. 

13). En la imagen por microscopía de epifluorescencia se observa la mezcla amarilla de los 

macrófagos apoptóticos (rojo) con los macrófagos fagocíticos (verde) (Fig. 13). Por microscopía 

confocal en un ensayo se observó fagocitosis de los dos tipos de macrófagos apoptóticos (Fig. 

16) y en la imagen por microscopía se observaron los macrófagos apoptóticos (rojo) dentro de 
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los macrófagos fagocíticos (verde) emitiendo una fluorescencia amarilla (Fig. 14), lo cual indica 

que los macrófagos fagocíticos colocalizan con los macrófagos apoptóticos inducidos por M. 

smeg-LpqH y luz UV. Por lo tanto los macrófagos J-774 fagocitan macrófagos apoptóticos 

independientemente de su agente inductor de apoptosis. 
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Figura 13. Fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV observado por microscopía de 

epifluorescencia. (A) En tres ensayos se observó que la fagocitosis variaba de acuerdo al tiempo de incubación con 

los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV en los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24 hr. (B) Por microscopía 

de epifluorescencia se observó la doble marca que emite una fluorescencia amarilla de los macrófagos apoptóticos 

por M. smeg-LpqH (rojo) incubados 24 hr con los macrófagos fagocíticos (verde), los núcleos están marcados con 

Dapi (azul), x40.  
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Figura 14. Fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV por microscopía confocal. (A) En un 

ensayo se observó que la fagocitosis variaba de acuerdo al tiempo de incubación con los macrófagos apoptóticos por 

M smeg-LpqH y UV en los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24hr. (B) Por microscopía confocal se observaron los 

macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH (rojo) a 24 hr de incubación dentro de los macrófagos fagocíticos 

(verde), x40. 

 

VIII.5. Análisis de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por citometría de flujo 

     Para corroborar la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por citometría de flujo se 

realizaron tres ensayos de fagocitosis a 2, 4, 12 y 24 hr obteniendo hasta 46.8% de fagocitosis de 

los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y 41.7% por UV a las 24 hr, donde se observó 

tiempo dependencia de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV. En un 

ensayo coincubando en presencia de citocalasina D (para inhibir la polimerización de la actina en 

el rearreglo del citoesqueleto en la fagocitosis) la fagocitosis fue de solo 15% a las 4 hr, 

demostrando de esta forma que el bloqueo del rearreglo del citoesqueleto suprime la fagocitosis 

de los macrófagos apoptóticos (Fig. 15).  
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Figura 15. Fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV por citometría de flujo. Se hizo primero 

un gating (gate 1) de acuerdo al tamaño y granularidad de los macrófagos, los cuadrantes se obtuvieron con las 

marcas (A) PKH-26 y (B) PKH-67; en el cuadrante inferior izquierdo se encuentran las células sin marca, en el 

cuadrante inferior derecho se encuentran las células marcadas con pkh-67 no fagocíticas, (C) en el cuadrante 

superior izquierdo se encuentran los macrófagos apoptóticos no fagocitados y en el cuadrante superior derecho se 

encuentra la marca doble positiva PKH-26 macrófagos apoptóticos a las 24 hr de incubación con los macrófagos 

fagocíticos PKH-67. (D) En tres ensayos por citometría de flujo se observó fagocitosis de los macrófagos 

apoptóticos dependiente de los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24hr *p≤0.05.  
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VIII.6.Análisis de la maduración del fagosoma en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

     Nos interesó saber si los macrófagos apoptóticos micobacterianos inhiben la fagocitosis ya 

que contienen proteínas micobacterianas como se mostró anteriormente, porque se sabe que M. 

tuberculosis bloquea la fusión del fagosoma con el lisosoma a través de glicolipoproteínas [124]. 

Debido a esto se estudiaron algunas características del fagosoma que contiene cuerpos 

apoptóticos. Los macrófagos apoptóticos se marcaron con pHrodo-red, un fluorocromo que se 

excita en un medio ácido (pH 4) característico del fagolisosoma [79]. En un ensayo (Fig. 16 A, 

C) por epifluorescencia se observaron niveles altos de fagocitosis siendo los macrófagos 

apoptóticos intensamente fluorescentes (82.3% a las 24 hr) y por citometría de flujo se observó 

que la fagocitosis era dependiente del tiempo de incubación con los macrófagos apoptóticos y 

que los índices de fagocitosis eran mayores que los observados con los macrófagos apoptóticos 

marcados con PKH-26. Por citometría de flujo el mayor porcentaje de fagocitosis se observó a 

las 24 hr (64.4%), (Fig. 16 B). Las diferencias en los resultados por microscopía de 

epifluorescencia y citometría de flujo podrían ser por el número de macrófagos fagocíticos 

analizados, porque en citometría de flujo se cuentan un mayor número de eventos en 

comparación con microscopía de epifluorescencia. El análisis por microscopía confocal mostró 

numerosos cuerpos vesiculares pHrodo positivos (rojo) en la mayoría de las células observadas 

(verde) (Fig. 16 D).  

     Se estudió la maduración del fagosoma por microscopía de epifluorescencia de los 

macrófagos apoptóticos con un AcMn anti-Rab5 que reconoce al marcador del fagosoma 
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temprano [75] y un AcMn anti-Lamp1, el cual reconoce al marcador del fagolisosomal [86]. En 

50 células de cinco regiones aleatorias se observaron cuerpos vesiculares Rab5 positivos (Fig. 17 

A, B). Además se observaron estructuras semejantes con el anticuerpo anti-Lamp1 (Fig. 17 C, 

D). Esto significa que en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos hay maduración del fagosoma. 
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Figura 16. Fagocitosis de macrófagos apoptóticos micobacterianos con pHrodo-red. Se documentó la acidificación 

del fagosoma en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos inducidos con proteínas micobacterianas. (A) Por 

microscopía de epifluorescencia, se realizó una cinética de fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12, y 24 hr de incubación, donde 

se observó que aumenta el porcentaje de macrófagos apoptóticos marcados con pHrodo-red conforme aumenta el 

tiempo de incubación con los macrófagos fagocíticos con excepción del tiempo 12hr donde no se observa la cinética 

de incremento probablemente por algún error experimental. (B) Por citometría de flujo se realizó una cinética de la 

fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12, y 24 hr de incubación, donde se observó que aumentaba el porcentaje de fagocitosis de 

los macrófagos apoptóticos micobacterianos conforme aumenta el tiempo de incubación. (C, D) En un ensayo por 
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microscopía confocal se observaron los macrófagos apoptóticos micobacterianos, los cuales emiten una 

fluorescencia amarilla, ya que resulta de la colocalización de PKH-67 células fagocítica (verde) y pHrodo-red 

macrófagos apoptóticos micobacterianos (rojo) a las 12hr de incubación. C, x40, D, x100. 

 

   

 

       

Figura 17. Maduración del fagosoma en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH. En un ensayo 

por microscopía de epifluorescencia (A) y confocal (B) se observó colocalización del macrófago apoptótico (1 hr de 

incubación, verde) con el marcador Rab5 (Cy5, rojo) característico del fagosoma temprano. A x40, B x100. En otro 

ensayo por microscopía de epifluorescencia (C) y confocal (D) se observó colocalización del macrófago apoptótico 

(4hr de incubación, verde) con Lamp1 (Cy5, rojo) característico del fagolisosoma. C x40, D x100. Entonces se 

observa maduración del fagosoma en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos micobacterianos con estos 

marcadores. 
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VIII. 7. Expresión del MR en los macrófagos J-774 

     Para estudiar la expresión del MR en los macrófagos J-774 por microscopía de 

epifluorescencia se incubaron los macrófagos con un AcMn anti-MR y se utilizó como 

anticuerpo secundario un anti-IgG-Alexa 488 de ratón (verde). En una cuenta de 100 células en 

cinco regiones tomadas aleatoriamente se observó 80% de expresión del MR en los macrófagos, 

observándose un patrón puntiforme en la membrana plasmática (Fig. 18).  

     Para corroborar lo anterior se realizó un ensayo de inmunoblot; primero se fraccionaron los 

macrófagos J-774 obteniendo las fracciones citosólica, membranal y nuclear; se transfirieron las 

fracciones subcelulares de SDS-PAGE al 7.5% a membranas de PVDF incubando toda la noche 

con un AcMn anti-MR y al siguiente día se incubó la membrana con un anti-IgG de ratón 

acoplado a peroxidasa por quimioluminiscencia se identificó al MR en las fracciones membranal 

y citosólica, no siendo así en la fracción nuclear (Fig. 19).  

                                       

Figura 18. Expresión del MR por microscopía de epifluorescencia. En un ensayo por microscopía de 

epifluorescencia se observó en esta imagen 87.5% de expresión del MR membranal en los macrófagos J-774 

utilizando un AcMn anti-MR y un anticuerpo secundario anti-IgG-Alexa 488 de ratón (verde), los núcleos fueron 

marcados con Dapi y se observan de color azul, x20. 
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Figura 19. Expresión del MR en macrófagos J-774 en el extracto citosólico y membranal. Por inmunoblot en un 

ensayo se observó la expresión del MR de los macrófagos fagocíticos utilizando el AcMn anti-MR y como 

anticuerpo secundario un anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa; por quimioluminiscencia se observó el MR tanto 

en la fracción citosólica (1) como en la fracción membranal (2); núcleo (3).  

 

VIII.8.Análisis de inhibición de la fagocitosis con carbohidratos competidores y con anticuerpos 

en contra del receptor de manosa y LpqH 

     Para estudiar la participación del MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. 

smeg-LpqH y UV se realizaron cuatro ensayos de inhibición de la fagocitosis preincubando las 

células 30 min con un AcMn anti-MR bloqueador en contra del MR (5 y 10μg) y con los 

azúcares competidores del MR, GlcNac (50nM) y manana (15.4 nM), se utilizaron estas 

concentraciones de acuerdo a estudios previos [125]. Por citometría de flujo se observó 

significativamente 31.9% ±3.57 de inhibición con GlcNac y 34.1%±5.91 con manana a 4hr de 

incubación de los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH, mientras que con los macrófagos 

apoptóticos por UV se inhibió significativamente 37.9%±4.98 con GlcNac y con manana 

37.2%±4.80 (Fig.20). En la inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-

LpqH a 4hr con el AcMn anti-MR se observó mayor inhibición significativa de la fagocitosis con 
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10µg (52.2%±7.57) que con 5µg (39%±6.01) y en la inhibición de la fagocitosis de macrófagos 

apoptóticos por UV se observó 39.1%±6.26 con 10μg y con 5μg 34.9%±6.08 (Fig. 21). Estos 

resultados sugieren la participación del MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. 

smeg-LpqH y luz UV. Cabe mencionar que estas inhibiciones son parciales lo que sugiere que 

participan múltiples receptores en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos.  

     De acuerdo a los resultados, se sabe que los macrófagos apoptóticos inducidos por M. smeg-

LpqH contienen antígenos micobacterianos como LpqH y que esta proteína contiene residuos de 

manosa que podrían ser reconocidos por receptores de tipo lectina como el MR [125]; para 

estudiar la participación de LpqH se realizaron tres ensayos de inhibición de la fagocitosis 

utilizando un AcMn anti-LpqH (IT19) donde se obtuvo un 22.7%±9.28 de inhibición de la 

fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y no se observó diferencia 

significativa (Fig. 22). Esto sugiere que la glicolipoproteína apoptogénica LpqH puede ser uno 

de los múltiples ligandos reconocidos por el MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por 

M. smeg-LpqH. 
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Figura 20. Inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos con azúcares competidores del MR. Por citometría 

de flujo se observó en cuatro ensayos inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y 

por UV utilizando GlcNac 50nM y manana 15.4 nM donde se vío significativamente disminuida la fagocitosis de 

ApMØs por M. smeg-LpqH y UV. Las concentraciones utilizadas se obtuvieron de estudios previos [132]. *p≤0.05.  
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Figura 21. Inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos con un AcMn anti-MR. Por citometría de flujo se 

observó en cuatro ensayos inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y por UV 

utilizando un AcMn anti-MR donde se vío significativamente disminuida la fagocitosis de macrófagos apoptóticos 

por M. smeg-LpqH con 10 μg de AcMn anti-MR. Las concentraciones utilizadas se obtuvieron de estudios previos 

[132].*p≤0.05. 
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Figura 22. Inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH con un AcMn anti-LpqH. Por 

citometría de flujo se analizaron tres ensayos de inhibición de la fagocitosis con IT19 (ApMO-LpqH-α-LpqH) y se 

utilizó un anticuerpo no relacionado como control (ApMO-LpqH-Ac), disminuyendo de 37.3% de fagocitosis 

control a 28.9% de fagocitosis con IT19, obteniendo 22.7%± 9.28 de inhibición de la fagocitosis con IT19. 

 

VIII.9. Inhibición de la expresión del MR y de la fagocitosis de macrófagos en células tratadas 

con siRNA específico para el MR 

     Para corroborar la participación del MR en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos los 

macrófagos J-774 se transfectaron con un siRNA específico para el MR, lo que resulto en la 

inhibición (53.4%±6) de la expresión del MR en relación con los macrófagos tratados con el 

siRNA control no inhibitorio (Fig. 23). Posteriormente se realizaron ensayos de fagocitosis con 

células transfectadas con el siRNA para el MR, observándose una disminución del 53.7±0.7% de 

fagocitosis de los macrófagos por M. smeg-LpqH en relación con la fagocitosis tratada con el 

siRNA no inhibitorio y 22.2±2.7% de inhibición de la fagocitosis con los macrófagos 

apoptóticos por UV; siendo así la inhibición de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos 

dependiente de la inhibición de la expresión del MR con el siRNA (Fig. 24).  
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Figura 23. Expresión del MR en macrófagos con siRNA del MR. En tres ensayos por citometría de flujo con el 

AcMn α-MR y como anticuerpo secundario un α-IgG-Alexa 488 de ratón, se observó inhibición de la expresión del 

MR utilizando siRNA del MR, en este ensayo representativo observó 62.5% de expresión del MR con el siRNA no 

inhibitorio, control (A) y 28.6% de expresión del MR con el siRNA del MR (B). (C) En tres ensayos por citometría 

de flujo se observó significativamente disminuida la expresión del MR membranal con el siRNA del MR (28.8%) 

con respecto al siRNA no inhibitorio (62%). Nt, células no tratadas (62.6%). *p≤0.05. 
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Figura 24. Inhibición de la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por macrófagos transfectados con siRNA 

especifico para el MR. Análisis por citometría de flujo. En tres ensayos se observó que la fagocitosis con células no 

tratadas (40.9% macrófagos apoptóticos micobacterianos, 36.1% macrófagos apoptóticos por UV) el siRNA no 

específico redujo la fagocitosis de los cuerpos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH y UV (44.75%; 40.17% 

respectivamente). De manera interesante el siRNA del MR redujo la fagocitosis en un 53.7% macrófagos 

micobacterianos y 22.2% macrófagos por UV, en relación con la observada con el siRNA control. *p≤0.05. 

 

VIII.10.Colocalización del receptor de manosa con los macrófagos apoptóticos 

     En un ensayo por microscopía confocal examinando múltiples células en el plano ecuatorial 

se observó la colocalización de cuerpos apoptóticos con el MR. Un ejemplo se muestra en la 

(Fig. 25) donde se ve una estructura globular que emite fluorescencia amarilla que resulta de la 

colocalización del AcMn anti-MR Alexa 488 (verde) con los macrófagos apoptóticos por M. 

smeg-LpqH marcados previamente con PKH-26 (rojo), esto sugiere que el MR reconoce células 

apoptóticas inducidas por extractos celulares micobacterianos como M. smeg-LpqH. Hallazgos 

similares se hicieron utilizando macrófagos apoptóticos inducidos con UV.  
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Figura 25. Colocalización del MR con los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH. En un ensayo por 

microscopía confocal se observaron los cuerpos apoptóticos micobacterianos (PKH-26-rojo) dentro de las células 

fagocíticas colocalizando con el MR (anti-MR-Alexa 488, verde), x40. 

 

VIII.11.Análisis de la producción de citocinas en la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos 

     Para estudiar la producción de citocinas en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. 

smeg-LpqH y UV se realizaron cuatro ensayos de ELISA y se midieron dos citocinas anti-

inflamatorias TGF-β e IL-10 y dos citocinas pro-inflamatorias IL-12 (Fig. 26 A) y TNF-α (Fig. 

26 B) en los sobrenadantes de los ensayos de fagocitosis. Como controles positivos se trataron 

las células con LPS (20pg) y con los extractos celulares de M. smeg-LpqH. En cuatro ensayos se 

midió (Fig. 26 C) TGF-β liberado en el medio de cultivo a 24 hr por macrófagos cocultivados 

con macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH obteniéndose 23718 pg/ml±4816; con 

macrófagos apoptóticos inducidos con UV se obtuvieron 20174.2 pg/ml±9325. Estas cifras son 

mucho mayores que las obtenidas al cuantificar IL-10 (270.9 pg/ml±81.24 con macrófagos 

apoptóticos por M. smeg-LpqH y 381.8pg/ml±64.22 con UV) (Fig. 26 D). En cuanto a las 

citocinas proinflamatorias, no se observó expresión de IL-12, con excepción del control LPS. 

Algo similar se obtuvo midiendo TNF-α. Estos resultados sugieren que la fagocitosis de 
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macrófagos apoptóticos induce la producción de citocinas anti-inflamatorias independientemente 

del inductor de apoptosis. 
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Figura 26. Producción de citocinas en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV. Se 

realizaron cuatro ensayos de fagocitosis de los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y UV a 48 hr de 

incubación, donde se recolectaron los sobrenadantes y se realizaron ensayos de ELISA. (A) En la producción de la 

citocina IL-12 a diferencia de lo observado con LPS y con las células no tratadas (Nt) la producción no se 

incrementó en células que han fagocitado macrófagos apoptóticos o que han sido tratadas con extractos celulares de 

M. smeg-LpqH. (B) En la producción de la citocina TNF-α en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos se observó 

en comparación con el control no tratado (Nt), un incremento no significativo en la producción de TNF-α con 

extractos celulares de M. smeg-LpqH y con macrófagos apoptóticos inducidos con antígenos micobacterianos; 

solamente se observó producción de TNF-α con el control LPS. (C) En la producción de la citocina TGF-β en la 

fagocitosis de macrófagos apoptóticos se observó en comparación con el control no tratado (Nt), una producción 
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significativamente mayor de TGF-β con los macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH y por UV, así como con el 

control LPS. (D) En la producción de la citocina IL-10 en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos se observó en 

comparación con el control no tratado (Nt) una producción significativamente mayor de IL-10 con los macrófagos 

apoptóticos por M. smeg-LpqH y por UV, así como con el control LPS. *p≤0,05. 

 

IX. DISCUSIÓN 

     En esta tesis se demostró que los macrófagos J-774 expresan el MR el cual participa en la 

fagocitosis de macrófagos apoptóticos inducidos por extractos celulares de M. smeg-LpqH y UV. 

Esto fue demostrado mediante ensayos de inhibición de la fagocitosis utilizando azúcares 

competidores del MR, anticuerpos bloqueadores anti-MR y eliminando la expresión del MR con 

un siRNA específico. 

     El MR se expresa en macrófagos, la célula principal de la respuesta inmune innata contra 

bacterias intracelulares [126]. El MR reconoce manosa, fucosa y GlcNac, que se encuentran en la 

superficie de patógenos como son Candida albicans, Pneumocystis carinii, Criptococcus 

neoformans, M. tuberculosis, Klebsiella pneumonia, Leishmania donovani y Trypanozoma cruzi 

[127]. Aunque en la literatura se ha cuestionado la participación del MR en la fagocitosis [126, 

128], se ha observado que en células no fagocíticas COS-1 transfectadas con el MR adquieren la 

habilidad de fagocitar levaduras como P. carinii [128, 129]. Se ha estudiado la participación del 

MR en macrófagos J-774 en la fagocitosis de Francisella tularensis en ensayos de inhibición de 

la fagocitosis con un AcMn para el MR [130]. En otros estudios, se documentó la fagocitosis de 

P. carinii no opsonizada a través del MR en ensayos de inhibición de la expresión del MR con 

siRNA [131]. Además la fagocitosis de M. tuberculosis por células THP-1 es inhibida con 

azúcares competidores del MR, en la ausencia de calcio y con un AcMn para el MR [132]. Como 
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parte del mecanismo de fagocitosis vía el MR, se ha observado la polimerización de F-actina y la 

activación de la GTPasas de las proteínas Rho pequeñas [131].  

     El MR es permisivo a la fagocitosis de M. tuberculosis y los macrófagos producen citocinas 

anti-inflamatorias inhibiendo la liberación de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 y la 

producción de radicales libres de oxígeno (ROS) [133-135]. También se ha observado inhibición 

de la fusión fagolisosomal con microesferas recubiertas con LAM donde se observó al MR 

[136]. 

     La fagocitosis de patógenos y otras partículas es seguida por una serie de eventos en cadena 

que culminan con la fusión del fagosoma con el lisosoma. Después de la fagocitosis de partículas 

el pH intraluminal disminuye de pH 6.5 hasta pH 4.5 cuando ocurre la fusión fagolisosomal. En 

este punto una variedad de enzimas hidrolíticas son liberadas degradando el material fagocitado. 

Los bacilos M. tuberculosis están contenidos en fagosomas permisivos donde pueden sobrevivir 

y replicarse. Esta habilidad es atribuida a la capacidad de la micobacteria de bloquear la fusión 

del fagosoma con el lisosoma [137]. La eliminación de las células apoptóticas infectadas es 

importante en el control de las infecciones por bacterias intracelulares como en la TB; de 

acuerdo a estudios de fagocitosis de macrófagos infectados con M. tuberculosis se observa la 

degradación de cuerpos apoptóticos con bacilos permitiendo el control de la replicación 

intracelular bacteriana [138].  

     En este estudio encontramos que los macrófagos apoptóticos inducidos con proteínas 

micobacterianas contienen a LpqH, una lipoproteína apoptogénica de M. tuberculosis (con un 

AcMn anti-LpqH), por lo tanto estudiamos el estado de maduración de los fagosomas ya que se 

ha documentado de lipoproteínas como LAM que inhiben la fusión fagolisosomal [136]. 
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Nosotros demostramos que los macrófagos apoptóticos marcados con pHrodo-red adquieren una 

fluorescencia intensa cuando son fagocitados indicando la fusión de los fagosomas con 

componentes tardíos de la vía endocítica y los lisosomas [77-86]. En comparación con la 

abundante información y el esfuerzo de dilucidar las vías fagocíticas, pocos estudios han 

mostrado la maduración del fagosoma con células apoptóticas fagocitadas [72, 139]. Sin 

embargo se ha mostrado la acidificación del fagosoma, la fusión fagolisosomal y la activación de 

Rab5 [78, 140]. En los resultados obtenidos se observó por citometría de flujo, microscopía 

confocal y de epifluorescencia, la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos inducidos con M. 

smeg-LpqH y por luz UV. También se observó la maduración del fagosoma en la fagocitosis de 

los macrófagos apoptóticos inducidos con M. smeg-LpqH, por medio de un AcMn en contra de 

los marcadores de maduración Rab-5 y Lamp1 este último es un marcador fagolisosomal.  

     La apoptosis es primordial durante el desarrollo embrionario y en la vida extrauterina como 

un mecanismo de control de las poblaciones celulares [16]. Recientemente, se ha estudiado su 

papel en cáncer, en enfermedades autoinmunes y en enfermedades infecciosas como la TB. En la 

TB de humanos se ha observado apoptosis de macrófagos en granulomas y en lavados 

bronquioalveolares de pacientes; así como la expresión de Fas ligando [141]. Es de interés saber 

si la fagocitosis de macrófagos apoptóticos tiene un impacto en el curso de la inflamación del 

pulmón por TB. En las enfermedades pulmonares crónicas como la enfermedad obstructiva 

pulmonaria crónica (COPD), la fibrosis quística y el asma, se ha observado un incremento de 

células apoptóticas en lesiones pulmonarias y se sugiere que la deficiencia en la fagocitosis de 

las células muertas podría contribuir a la progresión de la inflamación en estas enfermedades 

[111, 112]. 



70 

 

     Durante la década pasada ha habido un incremento en el conocimiento de los mecanismos de 

eliminación de células apoptóticas. Ahora, es claro que la remoción de las células muertas es un 

proceso redundante y altamente eficiente en el que participan múltiples sistemas de receptor-

ligando. Sin embargo, se ha dado poca atención al papel de los receptores de tipo lectina, a pesar 

de la exposición de glicanos en la superficie de células apoptóticas. En un estudio pionero Duvall 

et al [108] muestra que la unión de las células apoptóticas con los macrófagos es inhibida por 

GlcNac, GlnNac y D-galactosa [108]. Posteriormente, aparecieron reportes que muestran que la 

apoptosis resulta en cambios en los patrones de glicosilación en la superficie de las células 

apoptóticas generando ligandos para la vía fagocítica por receptores de tipo lectina. Usando 

lectinas vegetales, se ha mostrado la exposición anormal de manosa, fucosa y GlcNAc [92]. 

Además se ha observado que la inducción de apoptosis incrementa la exposición de galactosa en 

la superficie celular medida por el incremento en la actividad de la neuraminidasa [142]. 

También el incremento en la expresión de manosa y galactosa en las glicoproteínas es 

característico de las células apoptóticas de leucemia murina L1210 [143]. Linfocitos apoptóticos 

periféricos de sangre inducidos por proteínas heat shock y ciclohexamida expresan un 

incremento en la cantidad de GlcNac, galactosa y manosa los cuales son rápidamente fagocitados 

por células Kupffer humanas [144]. Recientemente se ha estudiado el papel de los azúcares 

expuestos en la superficie celular de las células apoptóticas fagocitadas. Se ha mostrado que las 

células apoptóticas que contienen RE deasialidado inmaduro y residuos de manosa son 

fagocitadas por macrófagos [145]. 

     Se puede inferir que los receptores tipo lectina participan en la fagocitosis de células 

apoptóticas por estudios de inhibición de la fagocitosis preincubando las células fagocíticas con 

cócteles de azucares que incluyen fucosa, galactosa, GlcNac y manosa. [96, 107, 108]. Los 
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receptores de tipo lectina en la fagocitosis de células apoptóticas podrían tener un papel 

importante en la homeostasis de las poblaciones celulares permitiendo la tolerancia inmune a 

través de la red de citocinas evitando inflamación y daño tisular, y el MR como receptor de tipo 

lectina genera una respuesta permisiva previniendo daño inflamatorio ya que se ha observado su 

presencia en sitios estratégicos de eliminación de las células apoptóticas como en los macrófagos 

de la zona marginal del bazo, en el tejido linfoide y se ha estudiado como un receptor de control 

de proteínas secretoras en la sangre como hidrolasas lisosomales, mieloperoxidasa, factores de 

crecimiento, entre otros [126, 146]. Sin embargo, de acuerdo a la inhibición de la fagocitosis 

obtenida con el siRNA no inhibitorio (control), probablemente la metodología con siRNAs sea 

citotóxico para los macrófagos pero estos datos sugieren que el MR reconoce residuos de 

azúcares expuestos por los macrófagos apoptóticos independientemente del agente inductor de 

apoptosis y probablemente el MR reconozca ligandos micobacterianos expuestos por los 

macrófagos apoptóticos por M. smeg-LpqH debido a que presentan mayor inhibición en la 

fagocitosis en comparación con los macrófagos apoptóticos por UV utilizando el siRNA del MR. 

     En este trabajo hemos mostrado que independientemente del factor inductor de la apoptosis la 

fagocitosis de macrófagos apoptóticos por macrófagos J-774 induce un programa anti-

inflamatorio con la producción de IL-10 y sobre todo de TGF-β la cual es importante en evitar 

fenómenos de daño tisular en la fagocitosis de las células apoptóticas [114, 115]; porque la 

participación de TGF-β e IL-10 en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos podría sugerir un 

mecanismo silencioso de remoción de macrófagos apoptóticos micobacterianos, así como en la 

fagocitosis de macrófagos apoptóticos inducidos con UV. En la literatura se ha documentado, 

que en presencia de células apoptóticas monocíticas las células fagocíticas producen más 

citocinas anti-inflamatorias como IL-10 que citocinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1β e 

IL-12 [147]. Además, en otros estudios se muestra que la fagocitosis de células apoptóticas por 

macrófagos produce GM-CSF, IL-1β, IL-18, IL-10 y eicosanoides la cual fue disminuida, pero la 

producción de TGF-β1, PGE2 estaba incrementada [114]. Sin embargo, hay evidencias que 
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muestran que la apoptosis también puede ser inmunoestimuladora [148-150]. En células 

apoptóticas se han identificado moléculas con propiedades inmunogénicas, como son las 

proteínas de choque térmico, antígenos tumorales, calreticulina expuesta en la superficie y la 

proteína no histona de unión a cromatina (HMGB1) con propiedades adyuvantes que pueden ser 

liberadas no sólo por células necróticas sino también por células apoptóticas [151]. También se 

ha mostrado que CD154 expresado por células T apoptóticas se asocia con la respuesta inmune a 

antígenos en la célula apoptótica [152]. Las células apoptóticas inducen la maduración de células 

dentríticas a través de la producción de TNF-α y por contacto con TLR4 [110].  

     Probablemente los carbohidratos de los macrófagos apoptóticos en la fagocitosis participen en 

remoción de macrófagos apoptóticos, además los receptores de tipo lectina como el MR podrían 

reconocer macrófagos apoptóticos a través de sus dominios conservados de reconocimiento de 

carbohidratos. También de acuerdo a los resultados obtenidos la fagocitosis de macrófagos 

apoptóticos donde podría participar el MR, es independiente del agente inductor de apoptosis 

como luz UV (control no biológico) y la bacteria M. smeg-LpqH, bajo un mecanismo silencioso 

donde participan las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-β. 
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X.  CONCLUSIONES 

 Los extractos celulares de M. smegmatis transformada que expresa LpqH, la lipoproteína 

apoptogénica de M. tuberculosis inducen apoptosis a macrófagos derivados de médula 

ósea de ratones de la cepa Balbc/J. 

 Los macrófagos apoptóticos inducidos con extractos celulares de M. smegmatis 

transformada contienen antígenos micobacterianos como LpqH. 

 La maduración del fagosoma en la fagocitosis de macrófagos apoptóticos inducidos por 

proteínas micobacterianas fue observada. 

 Independientemente del tipo de inductor de apoptosis utilizado, los macrófagos 

apoptóticos son fagocitados probablemente por la vía del MR.  

 Hubo producción de citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-β, y no hubo producción 

de citocinas pro-inflamatorias IL-12 y TNF-α en la fagocitosis de macrófagos 

apoptóticos. 
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XI. PERSPECTIVAS 

 Para estudiar los carbohidratos que participan como ligandos en la fagocitosis de los 

macrófagos apoptóticos, se realizarán ensayos de inmunoprecipitación con lectinas que 

reconozcan los ligandos del MR, los cuales son GlcNac, manosa y fucosa. 

 Para estudiar la maduración de la fagocitosis de los macrófagos apoptóticos, se realizarán 

cinéticas de fagocitosis con AcMn de los marcadores de maduración Rab5 y Lamp1. 

 Para estudiar la relación del MR con los marcadores de maduración de la fagocitosis, se 

realizarán cinéticas de fagocitosis con los AcMn para el MR, Rab-5 y Lamp1. 
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