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Il. RESUMEN

La fagocitosis de células apoptoticas es importante en la homeostasis celular, en el desarrollo
embrionario y en cancer. Recientemente se ha hecho evidente su papel en infecciones virales y

por bacterias intracelulares como es Mycobacterium tuberculosis.

El presente trabajo se realizd con el objetivo de obtener informacion acerca de los
mecanismos involucrados en la fagocitosis de células apoptoéticas 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 macrofagos derivados de médula 6sea mediante
exposicién a luz ultravioleta (UV) como control de inductor de apoptosis y/o extractos celulares
de una recombinante de M. smegmatis que expresa la glicolipoproteina apoptogénica de M.
tuberculosis LpgH (M. smeg-LpgH). Los ensayos de fagocitosis de los macr6fagos apoptoticos
se realizaron en monocitos de la linea J-774, donde se observé significativamente inhibida la
fagocitosis de los macrofagos apoptdticos preincubando con azlcares competidores del MR y

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

El papel del MR se estudié utilizando un siRNA especifico para el MR que resulté en una
disminucion de la expresion membranal del MR y en disminucion de la fagocitosis de los
macrofagos apoptéticos. Aunado a esto los estudios de epifluorescencia y microscopia confocal
se observo la colocalizacion de los macréfagos apoptoticos con el MR. Ademas, los macréfagos
apoptoticos fagocitados se localizaron en un compartimento acidico que expresaba el marcador

fagosomal temprano Rab5 y Lamp-1, un marcador del fagolisosoma. Finalmente se demostro



que la fagocitosis de los macrdéfagos apoptdticos resulta en la produccion de las citocinas anti-

inflamatorias TGF-P e IL-10 por la célula fagocitica.

I1I.ANTECEDENTES

I11.1. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis,
un bacilo acido-alcohol resistente de acuerdo con su pared bacteriana y es un patdgeno
intracelular facultativo [1, 2] que se adquiere por la via 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 aparecio hace unos 35,000 afios por mutacion y por transferencia horizontal de una bacteria
saprofita que pudo haber existido hace 2, 500,000 afios [3].

El conocimiento de su naturaleza microbiana se inicio con los estudios de Roberto Koch a
fines del siglo XIX quien identifico al agente causal, el bacilo de Koch [4].

I11.2. Epidemiologia de la tuberculosis

En el 2012, la Organizacion Mundial de la Salud report6 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 aparicion de cepas multirresistentes a los farmacos antifimicos y representa la primera causa
de muerte en pacientes con VIH/SIDA. [2]. EI nimero de personas infectadas con cepas

multidrogo resistentes se duplico entre 2011-2012 llegando a 94, 000 en todo el mundo [2].



Se han realizado esfuerzos para controlar y erradicar la TB [5]. La vacunacion con la cepa
atenuada de M. bovis denominada bacilo Calmette-Guérin (BCG) [6] ha disminuido de manera
importante la TB de diseminacion hematdgena, sobre todo la TB meningea. 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 econémicos [7, 8].

[11.3. El agente etioldgico de la tuberculosis

El agente causal mas frecuente de la TB es M. tuberculosis [9, 10]. De acuerdo a estudios
geneéticos [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 clasificacion taxondmica de M. tuberculosis es:
e DOMINIO: Bacteria
e CLASE: Actinobacteria
o Actinobacteridae
e ORDEN: Actinomycetales
e FAMILIA: Mycobacteriaceae

e GENERO: Mycobacterium
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Complejo M. tuberculosis

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

Mycobacterium microti, Mycobacterium capreae.

I11.4. Etiopatogenia de la tuberculosis

La relacion entre el agente infeccioso M. tuberculosis y el hospedero asi como el ambiente,
influyen en el curso de la infeccidn [12]. Generalmente, en las personas infectadas, se establece
un equilibrio de coexistencia entre el hospedero y el agente infeccioso. En la mayoria de las
personas, la infeccion primaria, independientemente de la edad en la que ocurre, pasa
desapercibida sin progresion 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
replicacion del bacilo es alta, la infeccidon progresa a la enfermedad. Lo mismo ocurre cuando
hay mal nutricion y/o co-infeccion en VIH [12]. La infeccion es detectable con la prueba de la
tuberculina, la cual se basa en una reaccién de hipersensibilidad retardada frente a un grupo de
antigenos del bacilo, obtenidos a partir de un derivado proteico purificado (PPD). De estos el
90% manifiesta una infeccion latente y el 10% restante desarrolla la enfermedad en algun
momento de su vida [12]. De este 10%, sélo la mitad desarrollard TB dentro de los 2 afios
siguientes y el resto afios después. Cuando hay un tratamiento oportuno la mayoria de los
pacientes responden; sin tratamiento el 50% muere en los 2 afios siguientes [12]. Esto sucede si
la exposicidn es prolongada, la virulencia alta y la resistencia del individuo es baja, como ocurre

en individuos desnutridos y en la co-infeccion con VIH [12].
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I11.5. Respuesta Inmune a M. tuberculosis

M. tuberculosis se introduce por la via aérea en pequefias gotitas (conteniendo de 1 a 3
bacilos) hasta llegar a los sacos alveolares del pulmon donde es ingerido por macrofagos
alveolares, células del sistema inmune innato que actGan como la primera barrera contra la
infeccion [14]. El bacilo evade la fagocitosis por el macréfago y esto le permite al bacilo
replicarse en el nicho intracelular. EI macréfago infectado libera quimiocinas, atrayendo
monocitos y otras células inflamatorias al pulmén. Los monocitos se diferencian a macréfagos
que fagocitan las micobacterias, las cuales pueden bloquear la fusion fagolisosomal impidiendo
su destruccién. En este estado la micobacteria crece logaritmicamente y se acumulan dentro de
los macrdfagos produciendo dafio tisular. El éxito de la infeccion por la micobacteria depende de

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

El reconocimiento inmune de M. tuberculosis por las células dendriticas permite la activacion
celular y una répida produccion de citocinas proinflamatorias. Estas citocinas y quimiocinas,
TNF-0, INF-Y, IL-12, IL-1, IL-8, IL-4, reclutan células de la inflamacion (células dendriticas,
células T, neutrofilos, monocitos y células natural killer) en las zonas de la infeccion, activando
la migracion celular, coordinando la inflamacion y la respuesta inmune adaptativa a M.
tuberculosis dentro de dos o tres semanas después de la infeccion las células T son activadas por
las células presentadoras de antigeno que han fagocitado bacterias activandose asi la respuesta
inmune adquirida, liberandose citocinas proinflamatorias como INF-y y TNF-a las cuales activan
a los macrofagos para matar a las micobacterias intracelulares (Fig. 1). En estas condiciones se

presentan diferentes escenarios: la infeccion se vuelve latente de acuerdo a la respuesta del
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macrdofago o puede ser progresiva en el pulmén y algunas veces puede haber diseminacion

hematogenea [13].

IL-8 IL-1
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IL-12 \
2
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Figura 1. Respuesta inmune celular a M. tuberculosis. Después de la infeccidn, los macréfagos activados secretan
citocinas y quimiocinas que activan macrdfagos, células T, neutréfilos y células NK.

I11.6. Fagocitosis de M. tuberculosis

En la fagocitosis de las micobacterias, participan los receptores de complemento, el receptor
de manosa (MR), el receptor de la proteina surfactante A, el receptor scavenger de clase A y
posiblemente también dectina-1. En macréfagos humanos, los receptores primarios para M.

tuberculosis son el MRy 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 PIM®6), lipomanana,
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arabinomana, manana y glicoproteinas manosiladas como LpgH. EI MR participa en la
homeostasis de glicoproteinas de alto contenido de manosa o fucosa. En la infeccion por M.
tuberculosis el MR regula negativamente la respuesta inflamatoria facilitando la infeccion, ya
que impide la fusion fagolisosomal [15]. Ademas, el reconocimiento de residuos de manosa en la
bacteria por el MR reduce la actividad microbicida del macréfago inhibiendo la produccién de
oxido nitrico, radicales de oxigeno y citocinas proinflamatorias; reduciendo la actividad de M.
tuberculosis en la induccion de apoptosis donde se modifica la via de sefializacién dependiente

de Ca®* [14].

I11.7. Apoptosis

El término apoptosis fue por primera vez utilizado por Kerr, Wylie y Currie en 1972 para
distinguir morfolégicamente una forma distinta de muerte celular, aunque ciertos componentes
del concepto apoptosis ya se habian descrito previamente [16, 17]. La apoptosis es una forma de
muerte celular programada en la cual actian mecanismos genéticos de eliminacion 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 dia [20]. La apoptosis es importante en la
conformacién del repertorio inmunoldgico; 95% de las células inmaduras que llegan al timo

procedentes de la medula 6sea mueren por apoptosis [21].

La apoptosis se caracteriza morfoldgicamente por condensacion de la cromatina con picnosis
nuclear, disminucién del volumen celular y formacién de microvesiculas [14]. Hay diferentes

modificaciones bioquimicas como son la activacion de proteasas, como las caspasas y enzimas
14



que degradan proteinas y el ADN. La apoptosis es un proceso regulado de destruccion celular
que confina los contenidos citoplasmicos de las células muertas dentro de vesiculas membranales
(cuerpos apoptoticos) que expresan sefiales en su superficie y que promueven la fagocitosis [22].
Una de las sefiales de las células apoptéticas es la exposicion de fosfatidilserina [23]. Los
mecanismos de la apoptosis son complejos, dependientes de energia y de cascadas moleculares.
La apoptosis puede iniciarse por dos vias: una es la forma extrinseca donde participan receptores
y ligandos de muerte y otra la intrinseca o mitocondrial donde participan moléculas
mitocondriales; estas vias pueden interactuar (Fig. 2) [24]. La via extrinseca implica la unién 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 cisteina. 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-o/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 union de FasL a FasR da como resultado la unién de
la proteina adaptadora FADD, y la unién del ligando TNF al receptor de TNF permite la union
de la proteina 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 activacion autocatalitica de la via de la
caspasa 8 [29]. Una vez activada la caspasa 8, activa a la procaspasa 3 iniciandose asi la cascada
de caspasas de la apoptosis. Los dominios de muerte de la apoptosis son regulados mediante

proteinas inhibidoras como c-FLIP la cual se une a FADD vy caspasa 8 [30, 31].

15



La via intrinseca (via mitocondrial) es activada por dafio al DNA y drogas citotdxicas (Fig. 3).
Este estimulo 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 liberacion de dos grupos de proteinas proapoptoticas
desde el espacio intermembranal al citosol [32]. El primer grupo estd constituido por el
citocromo ¢, Smac/DIABLO (segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria/proteina
de union directa a la proteina inhibidora de apoptosis con bajo Pl) y proteasas de serina de
temperatura alta (HtrA2/Omi); estas proteinas activan la via mitocondrial dependiente de
caspasas. El citocromo ¢ se une y activa al factor activador de proteasas apoptotico (Apaf-1) y a
la procaspasa 9 formando el apoptosoma, la caspasa 9 activa a la caspasa 3 iniciandose la
cascada de caspasas [33, 34]. El segundo grupo de proteinas proapoptéticas esta 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 tardios
después que se ha iniciado la muerte celular [35]. Las proteinas que regulan la via mitocondrial
de la apoptosis son la familia de proteinas 2 del linfoma de la célula B (Bcl-2) antiapoptoticas y
proapoptéticas [34, 36]. Alrededor de 25 proteinas han sido identificados en la familia Bcl-2
incluyendo proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, proteina 1 similar a Bcl-2 (Bcl-x), isoforma
larga de la proteina relacionada a Bcl-2 (Bcl-XL), isoforma corta relacionada a Bcl-2 (Bcl-XS),
proteina 2 similar a Bcl-2 (Bcl-w), athanogene asociado a Bcl-2 (BAG) y algunas proteinas
proapoptoticas incluyen proteinas 10 del linfoma de la célula B (Bcl-10), proteina 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), proteina BIM que interacciona con Bcl-2
(Bim), proteina de muerte que interacciona con Bcl-2 (Bik) y proteina de muerte similar a Bik
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(BIK). Estas proteinas son importantes porque pueden promover la apoptosis o la pueden

suprimir [37].

La via intrinseca converge con la via extrinseca por medio de la cascada de caspasas [22, 38].
Esta via comienza con la activacion de la caspasa 3, la cual activa CAD, una enzima que degrada
el DNA. Ademas la caspasa 3 actla sobre otros sustratos como son proteinas nucleares y del
citoesqueleto. Las caspasas tienen una actividad proteolitica y pueden romper proteinas en sus
residuos de &cido aspartico, aunque también son especificas en el reconocimiento de amino
acidos. 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].
Via Extrinseca Via Intrinseca

Radiacion, toxinas, hipoxia, etc.

ligando de muerte t
—— _-_-_-_-—-—-
receptor de muerte  “w 1
adaptadores cambios mitocondriales (MPT)
L] L
formacion del disc formacion del apoptosoma
\ '

N activacion caspasa 9
activacion caspasa 8 .

activacion caspasa 3 (via de ejecucion)

)
activacion de la endonucleasa == degradacion cromosomal del DNA
activacion proteasa =+ degradacion de proteinas del nucleo y citoesqueleto ~ reorganizacion del citoesqueleto
¥

cambios citomorfolégicos: condensacion de la cromatina y citoplasma, fragmentacién nuclear, etc.

'

formacion de cuerpos apoptéticos

Figura 2. Representacion esquematica de los eventos apoptéticos. Las dos principales vias de la apoptosis son la
extrinseca Cada via activa su propia caspasa iniciadora (8, 9) las cuales activaran a la caspasa efectora 3. La via
extrinseca resulta en las caracteristicas cito morfolégicas como disminucién celular, condensacion de la cromatina,
formacion de blebs citoplasmaticos y cuerpos apoptéticos los cuales son fagocitados por macréfagos.
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Figura 3. Cascada de sefializacion de la apoptosis dependiente de caspasas. Mientras que en la via extrinseca
participan ligandos con sus receptores de muerte en la membrana celular, la via intrinseca es activada por dafio al
DNA vy drogas citotoxicas alterando la permeabilidad de la membrana mitocondrial liberando proteinas
proapoptéticas.

111.8. Apoptosis en tuberculosis

En condiciones fisioldgicas la apoptosis es un fendbmeno de homeostasis cuyo proposito 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
patdgenos [22]. Cuando la célula hospedero se confronta con un patégeno, 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 patégenos que sobreviven satisfactoriamente
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codifican genes cuyos productos suprimen la apoptosis de la célula hospedero, asi conservan el

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

En 1997, Keane et al. [40] fueron los primeros en reportar que la infeccion de macrofagos
alveolares por M. tuberculosis da lugar a apoptosis del macréfago. La mayoria de los estudios
muestran que la apoptosis se da a través de la via extrinseca [22]. M. tuberculosis activa la
expresion de TNF-a y de Fas, asi como de sus receptores celulares TNF [41]. Este fendmeno
parece relacionarse con la activacion rio arriba de TLR-2 por componentes micobacterianos. M.
tuberculosis como patdgeno intracelular induce apoptosis por medio de LpgH, un ligando del
TLR2; también en esta via se activan la caspasa 8 y la caspasa 3 independientemente de la via
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 observé que la cepa atenuada de M. tuberculosis (H37Ra), induce mucho mas
apoptosis que la cepa virulenta (H37Rv) a pesar de una produccién comparable de TNF-o [44].
De acuerdo con lo anterior es consistente la hipotesis de que M. tuberculosis previene la
apoptosis como un mecanismo cuyo fin aparente es la preservacion de su nicho celular. M.
tuberculosis H37Rv suprime la apoptosis interfiriendo la sefial de TNF-o y FasL por medio de
glicoconjugados como lipoarabinomanana (LAM) [45]. Asi mismo las cepas virulentas inducen
la expresion de Mcl-1, una proteina antiapoptética 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 proteinas antiapoptoticas) del macréfago infectado y la inactivacion de estos genes

se asocia con la respuesta protectora de linfocitos T CD8+ [45-47].
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En respuesta a la infeccion contra M. tuberculosis se identifico que los macréfagos expresan
genes que promueven la apoptosis, mientras que el bacilo induce genes que inhiben dicha
expresion [48]. Es de interés, que la viabilidad de la micobacteria disminuye cuando el
macrofago entra en apoptosis debido a que se observd que la fagocitosis de macréfagos
apoptéticos inducidos por M. tuberculosis limita la replicacién bacteriana como un mecanismo

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

Como parte de la respuesta inmune a M. tuberculosis se ha observado inmunidad mediada por
la presentacion cruzada de cuerpos apoptoticos micobacterianos por células dendriticas a
linfocitos T CD8+, y se mostro que la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos micobacterianos por
células dendriticas promueve la respuesta inmune por linfocitos T de tipo Thl CD4+ [50;
Mancilla R y col; observaciones no publicadas]. También se ha observado que la vacunacion con
vesiculas apoptoticas de células infectadas inducen proteccion en contra de la infeccion de M.

tuberculosis mediada por linfocitos T CD8+ [50].

I11.9. Fagocitosis de las células apoptéticas

El proceso biologico por el cual son fagocitadas las células apoptoticas es crucial para la
organogenesis, remocion y homeostasis de tejidos, asi como en la resolucion de la inflamacion
[51, 52]. La fagocitosis de las células apoptoticas se lleva a cabo a través de multiples pasos
como son quimioatraccion, reconocimiento, unién, ingestion y digestion de células muertas por
fagocitos profesionales y no profesionales [51].

Las células apoptoticas expresan sefiales 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 nucledtidos trifosfatados ATP y UTP reconocidos por su receptor P2Y, (in vivo),
lisofosfatidilcolina reconocido por su receptor G2A, el contenido de macroparticulas apoptoticas
como ICAM3 y el ligando 1 para la quimocina CX3C y Anexina 1 procesada por ADAMy, todos
estos Gltimos 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 o3 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 apoptéticas para su fagocitosis.
Otros ligandos de las células apoptotica son la calnexina y la calreticulina que son transportadas
por agregados membranales y son reconocidos por las células fagociticas a traves del receptor
CD91 [70]. El rearreglo de los lipidos de la membrana plasmatica de las células apoptética puede
ser por la bomba de ATP ABC1 que también es reconocida en la fagocitosis de células
apoptdticas. Otros receptores de los macréfagos que reconocen células apoptéticas para su
fagocitosis son los receptores scavenger (el receptor scavenger de la clase A (SR-A), receptor 1
de lipoproteinas oxidadas de baja densidad (LOX-1), CD68 y CD36) los cuales reconocen sitios
oxidados de lipoproteinas de baja densidad (oxLDL). También participa el complemento, los
fragmentos inactivos C3b y iC3b, las moléculas solubles C1q, la lectina de unién a manosa
(MBL), proteinas surfactantes A y D (SP-A, SP-D), y son reconocidos por sus respectivos
receptores como el receptor de complemento 4 (axf2),el receptor de complemento 3 (amf2),

CD14, los receptores de vitronectina avB3 y avp5 reconoce la molécula puente trombospondina
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1 que se une al sitio de la trombospondina, esta unién es facilitada por la interaccion de CD31

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

[11.10. Maduracion del lisosoma en la fagocitosis de células apoptéticas

La fagocitosis de las células apoptoéticas es acompafiada por el rearreglo del citoesqueleto y es
regulada por la accion de las proteinas Rab GTPasas pequefias. Después de la fagocitosis las

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

Las proteinas Rab son un grupo de proteinas GTPasas pequefias conservadas que actian como
factores que promueven la fusién homotipica (mismo tipo de proteina Rab) y/o heterotipica entre
organelos intracelulares y la membrana plasmatica [73]. Las Rab GTPasa cambian de su estado
inactivo unido a GDP a su estado activo unido a GTP [74]. La conversion de GDP a GTP es
catalizado por el factor de intercambio de nucleotidos de guanina, mientras que las proteinas
activadoras de GTPasas estimulan la actividad intrinseca GTPasa de las Rabs, convirtiendo a los
Rabs de su forma activa a la forma inactiva [74]. Rab-5 en mamiferos es esencial en la via
endocitica facilitando la fusion de vesiculas endociticas con endosomas tempranos asi como en
la fusién homotipica entre endosomas tempranos [74, 75]. Estudios recientes han encontrado la
incorporacion de endosomas tempranos dentro de fagosomas como importante en la degradacion
de células apoptoticas [76] y Rab-5 participa en la maduracién de fagosomas conteniendo células
apoptoticas [77, 78]. Rab-5 se une especificamente a endosomas tempranos y a fagosomas que
contienen células apoptoticas independientemente de la carga fagocitica y Rab-5 también
participa en el reclutamiento y activacion de PI3K de la clase 111 VPS-34 una de las proteinas

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 maduracion del fagosoma [82-85].
Rab-5 es detectada en la membrana fagolisosomal inmediatamente después del sellado de las
prolongaciones fagociticas [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 asociacion con los fagosomas hasta la completa degradacion de la célula apoptdtica

[85].

Se sabe que células dendriticas derivadas de medula 6sea fagocitan células apoptéticas y son
degradadas colocalizando con Lamp-1 (proteina 1 de membrana asociada al lisosoma) y también
colocaliza con compartimentos positivos a MHC 11. Las células apoptoéticas pierden sus ligandos
para TLRs y no inducen la maduracién de las células dendriticas (lo que representa la expresion

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

I11.11. Carbohidratos en la fagocitosis de células apoptéticas

Las células apoptéticas también son reconocidas por la exposicion en la superficie celular de
glicoproteinas con patrones de glicosilacion intracelulares y los niveles alterados de glicanos se
asocian con la exposicion de glicoproteinas intracelulares [70, 89, 90]. Este fendmeno es mas
evidente en fases tardias de la apoptosis, por ejemplo la exposiciéon de lectinas inmaduras con
modificacion en los residuos terminales de azlcar, estos carbohidratos son fucosa, galactosa,
GlcNac y manosa [91, 92]. Para estudiar la exposicion de carbohidratos por la célula apoptética
se realizaron ensayos de uniodn 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 azucares de residuos terminales son de glicoproteinas
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procedentes del RE y Golgi. En células no apoptéticas estos azlcares son intracelulares
(procedentes de RE y Golgi) y en estadios tardios de la apoptosis, los azlicares son expuestos en
la membrana plasmaética [93]. También se sabe que los linfocitos apoptéticos tardios exponen
fucosa, manosa y GlcNac, los cuales fueron detectados por UEAL, concanavalina A (Con A) y
Helix pomatioa [94-96]. Por otra parte se ha logrado inhibir la fagocitosis con 80mM de un
coctel de azucares (GInNac, GlcNac, fucosa y manosa) por las células Kupffer humanas, con
manosa, fucosa, manana y fucoidina de neutréfilos apoptéticos por fibroblastos [97, 98], en otros
trabajos se ha observado también la inhibicién con azlcares la fagocitosis de timocitos

apoptoticos por macrofagos peritoneales [ 94].

Las lectinas son de naturaleza proteica no inmunolégica, capaces de reconocer motivos de
carbohidratos en los complejos glicoconjugados, sin alteracion de su estructura covalente [99].
Ciertas lectinas como ficolina y la MBL se han descrito como moléculas de union a células
apoptoticas para potenciar su obtencion por células del sistema inmune innato [92, 97]. Se ha
observado que las glicoproteinas membranales forman grupos en la célula oxidada y son
ligandos de receptores macrofagicos porque las glicoproteinas expuestas contienen en el medio
extracelular polilactosaminoglicanos multivalentes de alta afinidad (hipGtesis de agrupamiento
de glicoproteinas) [99-107]. Una de estas observaciones es la fagocitosis de células Jurkat
apoptoticas por macréfagos debido a la exposicién de grupos de glicoproteinas CD43
membranales [98]. Las células apoptéticas tardias Jurkat y los neutréfilos, intercambian
calnexina (del RE) a la superficie celular acompafiado de glicoproteinas intracelulares
inmaduras, incrementando manosa, fucosa y galactosa, a la vez que disminuyen los residuos de
acido sialico en la superficie de las células apoptoticas [93]. Los niveles de expresién de los

glicoproteinas alteradas es mediada por la liberacion de glicoproteinas membranales ICAM-2 y 3
24



por el trafico intracelular de Lamp 1y 2 (proteina de membrana asociada al lisosoma), calnexina

y calreticulina a la superficie celular [70].

I11.12. Participacion de los receptores tipo lectina en la fagocitosis de células apoptoticas

Por estudios previos en el laboratorio se sabe que el receptor de manosa participa en la
fagocitosis de cuerpos apoptéticos por medio de la union a residuos de carbohidratos, que
podrian ser manosa, fucosa y/o GlcNac expuestos en la superficie de los cuerpos apoptoticos.
Estos residuos podrian 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 fagociticas como los macréfagos, granulocitos y células dentriticas expresan diversos
receptores de tipo lectina que podrian reconocer residuos de aztcares modificados por las células
apoptdticas, ya que se ha observado la inhibicion de la fagocitosis por azucares, sugiriendo que
los carbohidratos estan participando en el reconocimiento de células apoptéticas [108]. Se sabe
que la MBL, un miembro de la familia de las colectinas, se une a las células apoptéticas y
estimula la fagocitosis de las células por la via de calreticulina, la cual se une al receptor

endocitico 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 apoptéticas son: DEC-205 que reconoce células apoptdticas a través de sus dominios
conservados de carbohidratos [109] y DC-SIGN que participa en la fagocitosis de linfocitos
apoptoticos como parte de la maduracion de la célula dendritica [110]. También el MR participa
en la fagocitosis de células apoptoticas en la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y el se ha

asociado con la disminucién de la produccion de 6xido nitrico, radicales de oxigeno y citocinas
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proinflamatorias [40, 111, 112]. Ademas SIGNR1 de macrofagos de la zona marginal del bazo,
se une a las células apoptdticas y esta unidn es incrementada por la interaccion de Clq, el
complejo SIGN-R1-C1qg inmediatamente media el depdsito de C3 en las células apoptoticas, lo

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

I11.13. Produccidn de citocinas en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos

La fagocitosis y degradacion de las células apoptéticas se ha propuesto como un proceso
silencioso, previniendo la liberacion de citocinas proinflamatorias [114-117]. Si las células
apoptoticas no son eliminadas, entrarian en necrosis secundaria produciendo inflamacion por el
contenido liberado al espacio extracelular, contribuyendo a la autoinmunidad e inflamacion
persistente [118, 119]. El ambiente de citocinas y la naturaleza de los fagocitos en ciertos sitios
contribuyen a que la eliminacion de las células apoptdticas sea inflamatoria o silenciosa. En
condiciones fisioldgicas, la remocion de células apoptéticas esta confinada a una poblacién de
fagocitos con propiedades antiinflamatorias y se ha sugerido la produccion de IL-10 por M@2s
en la remocion de células apoptéticas [120]. La remocidn de las células apoptéticas estimula la

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

I11.14. Antecedentes directos de la fagocitosis de macrofagos apoptoticos

En vista de que la eliminacion de células muertas podria ser importante en la patogenia de la
tuberculosis se llevaron a cabo estudios previos. Para inducir apoptosis se obtuvieron macréfagos

derivados de medula 6sea de ratones de la cepa Balb/c-J los cuales se incubaron con extractos
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celulares de la cepa saprofita M. smeg-LpgH. Lo anterior resulté en 90% de apoptosis de los
macrofagos. Los cuerpos apoptoticos se purificaron por la interaccién de la fosfatidilserina
expuesta en la membrana de las células apoptdticas y microesferas magnéticas recubiertas con
Anexina V. Por Western blot se demostro la presencia de la glicolipoproteina LpgH en los

cuerpos apoptaticos (Fig. 4).

Se realizaron ensayos de fagocitosis con macrofagos de la linea J-774 marcados con el
colorante vital PKH-26; los macrofagos se incubaron con diferentes gradientes de cuerpos
apoptoticos obtenidos a 1500 rpm marcados con carboxifluoresceina succinimidil ester (Fig.5).
En vista de que los cuerpos apoptoéticos contenian la glicolipoproteina LpgH que contiene
manosa se considerd la posibilidad de que el MR participara en la fagocitosis de los cuerpos
apoptoticos a través de la interaccion con la proteina LpgH. Por lo tanto, se hicieron ensayos de
inhibicion con azlcares competidores del MR con manana y GlcNac. Ademas, se hicieron
ensayos de inhibicién utilizando un AcMn bloqueador en contra del MR. El analisis se realizo
por citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia. Por citometria de flujo se demostrd
fagocitosis a las 4hr, de los cuerpos apoptéticos obtenidos a 1500 rpm en 29 % de las células, en
un 45% con los cuerpos apoptoticos 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 apoptoticos) y PKH-67 (macréfagos fagociticos). En ensayos de inhibicion de la
fagocitosis con GlcNac de cuerpos apoptéticos obtenidos a 1500 rpm hubo un 52% de
inhibicidn; con manana la inhibicién fue del 43%. Con 5ug del AcMn anti-MR fue del 49 % y
con 10 ug fue del 76 %. En un sélo estudio se inhibid la expresion del MR con ARN pequefios
de interferencia (siRNA) para el MR vy se vio disminuida hasta un 50% la expresion del MR.

Igualmente hubo una disminucién marcada de la fagocitosis de cuerpos apoptoticos de hasta un
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67%. Estos estudios deben de repetirse para obtener datos estadisticamente validos y descartar la
posibilidad de citotoxicidad del procedimiento utilizando siRNAs. Estas observaciones
demuestran la participacion del MR en la fagocitosis de macréfagos muertos en apoptosis por
extractos celulares de M. smeg-LpgH. La fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos puede ser
mediado a través del reconocimiento de los residuos de carbohidratos, como manosa o GlcNac
expuestos en la membrana. Estos residuos podrian 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 glicoproteina LpgH
inductora de apoptosis, ya que como se ha demostrado dicha proteina se localiza en la superficie
de las células que mueren en apoptosis por extractos celulares de M. smeg-LpgH. Hay que
sefialar que en la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos participan maltiples receptores entre
ellos el MR. En nuestras condiciones experimentales se sugiere que el MR participa en la
fagocitosis de cuerpos apoptdticos por medio de la unién a residuos de carbohidratos,
posiblemente que podrian ser manosa 0 GlcNac expuestos en la superficie de los cuerpos

apoptoticos [121].
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Inmunoblot de macréfagos apoptéticos con anti-LpgH
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Figura 4. Western blot de cuerpos apoptoticos inducidos con M. smeg-LpgH purificados con perlas magnéticas
recubiertas con Anexina V y obtenidos por centrifugaciéon a 1500 (C), 5000 (D) y 32,500 rpm (E). Se utilizé el
AcMn IT-19 que reconoce LpgH de 19kDa. A, extractos celulares de M. smeg-LpgH; B, cuerpos apoptoticos
inducidos con luz UV. Con un anticuerpo monoclonal se demostrd la presencia de la histona H4 de 35kDa (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., CA).

Figura 5. Andlisis de la fagocitosis de cuerpos apoptdticos micobacterianos por microscopia de epifluorescencia. Se
observé la mezcla (fluorescencia amarilla) de los cuerpos apoptéticos (CFSE, fluorescencia verde) a 4 hr de
incubacion en el citoplasma de los macrdéfagos fagociticos (PKH-26, fluorescencia roja); los ndcleos se marcaron
con Dapi. Imagen 40x.
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IV.JUSTIFICACION

Se desconocen los mecanismos de remocion de células que mueren en apoptosis durante la
infeccion por micobacterias. Es importante conocer este tema pues se ignora si los macrofagos u
otras células fagociticas se activan al fagocitar cuerpos apoptéticos y participan asi en la
respuesta antimicobacteriana. Asi mismo, se sabe muy poco acerca del papel de los
carbohidratos y de los receptores de tipo lectina en la fagocitosis de células apoptéticas. Es por
ello que estudiaremos al MR como uno de los receptores tipo lectina que reconocen azucares de

glicoproteinas expuestos en la superficie de las células apoptdticas.
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V. HIPOTESIS

Los macrofagos fagocitan macrofagos apoptoticos micobacterianos a través del MR

generando una respuesta anti-inflamatoria.
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VI.OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar la participacion del MR en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos inducidos

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

Obijetivos particulares

Identificar proteinas micobacterianas por inmunoblot en los macréfagos apoptéticos

inducidos con extractos celulares de M. smeg-LpgH.

Hacer ensayos de fagocitosis e inhibicidn de la fagocitosis de los macr6fagos apoptéticos

con manana, GlcNac y anti-LpgH por citometria de flujo.

Identificar la participacion del MR de los macréfagos J-774 en la fagocitosis de

macrofagos apoptdticos con un AcMn anti-MR y siRNA del MR por citometria de flujo.

Analizar el perfil de citocinas del sobrenadante de macrdéfagos que han fagocitado

macrofagos apoptoticos por ensayos de ELISA.
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VIl. MATERIALES Y METODOS.

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

linea monocitica J-774

Los macrdfagos se obtuvieron a partir de la médula 6sea de fémures y tibias de ratones de la
cepa Balb/c-J, se cortaron las piernas, se limpiaron y se extrajo la médula Gsea a presion con
jeringa en RPMI-1640 al 20% de suero fetal bovino; la médula désea se cultivé 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 aminoacidos
no esenciales, 100mM piruvato de sodio y 1mM de un antimicético (Gibco BRL Products,
Rockville, MD). Las macrdfagos se incubaron a 37°C con 5% CO, y se cultivaron durante 10
dias, se aislaron por adherencia al plastico en cajas Petri y se despegaron con gendarme. La

viabilidad celular se estimo por exclusién del azul tripano en camara de Neubauer.

Los macrofagos de la linea monocitica 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
aminoacidos no esenciales, 100mM piruvato de sodio y 1mM de un antimicético (Gibco BRL
Products). Para experimentacion los macréfagos J-774 se aislaron por adherencia al plastico en
cajas de 12 pozos y se despegaron con sargento (Costar, Corning Incorporated, NY). La

viabilidad celular se estim6 por exclusidn del azul tripano en camara de Neubauer.
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VI1.2. Demostracion del receptor de manosa en macrofagos J774

Para demostrar la expresion del MR en macrofagos J-774 se hicieron los siguientes estudios.
Por citometria de flujo los macréfagos J-774 (1x10°%) se incubaron con un AcMn anti-CD16 y
anti-CD32 (BioLegend, San Diego, CA) a una dilucién 1:1000 por 10 min a 37°C para bloquear
la unidn inespecifica de anticuerpos via el fragmento Fc de la 1gG; posteriormente se incubo el
AcMn anti-MR (BioLegend) a una dilucion 1:1000 por 1h a 37 °C en PBS leche 1%; después de
lavar 3 veces con PBS 1x se incubd con un anticuerpo secundario anti-lgG de raton acoplado a
Alexa 488 por 30 min en buffer PBS leche 1% Yy se lavd 3 veces con PBS 1x. La expresion del
MR de los macrofagos se analizé por citometria de flujo, donde se selecciond una region de
acuerdo al tamafio y granularidad de los macrofagos y la marca negativa se tomé con un isotipo
control un anti-IgG2a, x de rata (BioLegend) y la marca positiva se determind después de la

marca negativa.

Para observar el MR por microscopia de epifluorescencia se permeabilizaron las células con
PBS-BSA3%-Triton X-100 al 0.1% durante 5 min a 37°C; después se lavo 3 veces con PBS-
BSA 3% y se incub6 con el AcMn anti-MR en una dilucién 1:100 por 1h a37°C; después se lavo
dos veces con PBS 1x y se incub6 un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén marcado con
Alexa 488, durante 30 min a 37°C. Se prepararon laminillas por citocentrifugacién las cuales se
montaron con Dako y ProLong Gold Antifade con DAPI (Invitrogen, Eugene OR) en una
dilucion 1:8. Se analiz6 la expresion del MR de los macréfagos en laminillas (cuentas de 100
células en 5 regiones tomadas al azar) por microscopia de epifluorescencia (Olympus 1X51,
Olympus America Inc. USA) ajustando la emision de fluorescencia con celulas sin marca y el

isotipo como control de marca anti-IgG2a, k de rata (BioLegend).
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Para determinar la distribucion subcelular del MR por inmunoblot se obtuvieron las
fracciones membranal, citosélica y nuclear por medio de centrifugaciones y diferentes buffers
(Thermo Scientific, Rockford, IL). Brevemente, las células (10X10°) se centrifugaron a 500 g
por 5 min, se obtuvo el sobrenadante, se le adiciond el buffer indicado para extraer el citosol, a
4°C y con inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Se incub6
a 4°C por 10 min, se centrifugd a 500 g por 5 min, y se obtuvo el sobrenadante (fraccion citosol);
al pellet se le adiciond el buffer para obtener la fraccion membranal incubando a 4°C con
inhibidores de proteasas en agitacion por 5 min y a 4°C por 10 min. Después se centrifugé a
3000 g por 5 min a 4°C, obteniéndose la fraccion membranal en el sobrenadante. Para obtener la
fraccion nuclear el precipitado se transfirié a un tubo, a 4°C, se adicion0 el buffer para nucleos e
inhibidores de proteasas, agitando a 4°C por 30 min. Después se centrifugd a 5000 g por 5 min
obteniéndose la fraccién nuclear. Se cuantificd la proteina 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 incubd con el AcMn
anti-MR en una dilucién 1:100 toda la noche a 4°C, se lavé dos veces con PBS-Tween 0.5% y
una vez con PBS 1x y se incubd con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén marcado con
peroxidasa diluido 1:1000 por 1h a 37°C. El inmunoblot se revelé por luminol que genera una
emision de color azul al ser oxidado por peréxido de hidrégeno mediante una

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

obtencion de micobacterias

Se cultivaron M. smegmatis (mc2155) nativa y M. smeg-LpgH; esta Gltima es una cepa
transformada con el plasmido p16R1 que contiene un fragmento Smal de 1.8-kb codificador para
el gen estructural de la glicolipoproteina LpgH 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 glicolipoproteina induce apoptosis en macrofagos
[41]. Las bacterias se cultivaron en Middlebrook 7H9 (BBL, Becton Dickinson, Cockeysville,
MD) suplementado con 50w/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 28409 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 concentracion de proteina se determind por el método de Lowry. La presencia
de LpgH en la cepa transformada y su ausencia en la cepa nativa se corroboraron por
immunoblot con el AcMn para LpgH IT-19 donado por TB Vaccines Testing and Research

Materials Contract Colorado State University.

VI1.4. Ensayos de induccion de apoptosis

Para inducir apoptosis y obtener macréfagos apoptoticos se incubaron macréfagos derivados
de médula 6sea de la cepa Balb/c-J 10 x10° en cajas Petri con 1 mg/ml (PBS 1x) de proteinas de
M. smeg-LpgH y M. smegmatis nativa como control durante 1, 12 y 24hr; ademas como

controles se indujo apoptosis exponiendo las células a luz UV y estaurosporina 20puM/ml durante
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1, 12 y 24 hr. Para corroborar la apoptosis por microscopia de epifluorescencia las laminillas
obtenidas por citocentrifugacion se incubaron con Anexina V (BioLegend, San Diego CA)
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en una dilucién 1:1000 por 1x10° durante 15
min a37°C, se montaron las laminillas con Dako (Dako, Denmark) para observar por

microscopia de epifluorescencia (Olympus 1X51, Olympus America Inc.).

Para corroborar la apoptosis por citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Palo Alto
CA) se incubaron 1x10° macréfagos apoptéticos con Anexina V-FITC en una dilucién 1:1000
por 15 min a 37°C (BioLegend) y los macréfagos necréticos (1x10°) se marcaron con yoduro de
propidio en una dilucién 1:10000 por 5 min a 37°C y las muestras se analizaron por citometria de
flujo, utilizando como control negativo macrdfagos sin tratamiento para ubicar la regién negativa

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

VIL.5. Purificacion de macréfagos apoptéticos con microesferas magnéticas con Anexina V

La induccién de apoptosis puede resultar en la produccién de cuerpos apoptoticos diversos
que pueden tener efectos bioldgicos diferentes [115]. En este estudio se utilizaron macréfagos
apoptoticos obtenidos centrifugando las células tratadas con M. smeg-LpgH a 500g (5 min).
Posteriormente los macrofagos apoptéticos se purificaron con microesferas magnéticas
recubiertas con Anexina V, con el kit de purificacion celular MACS (Miltenyi Biotec, Germany);
este método se basa en la interaccion entre la fosfatidilserina translocada en la superficie de las

células apoptoticas y la Anexina V de las microesferas magnéticas.
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VI1.6. Identificacion de proteinas micobacterianas en los macrofagos apoptoticos

La concentracion de proteina de los extractos celulares micobacterianos y los macréfagos
apoptoticos se determind 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 proteinas de los
extractos micobacterianos y de los macrofagos apoptéticos, algunos geles se tifieron con azul de
coomasie durante 1 h y se lavaron con solucion destefiidora (7% de acido 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
LpgH en los extractos micobacterianos y en los macréfagos apoptoticos se incubaron las
membranas de PVDF con el AcMn para LpgH (IT-19) en una dilucion 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 utiliz6 como segundo anticuerpo un anti-lgG de ratdbn marcado con
peroxidasa en una dilucion 1:1000 por 1h a 37°C. Para revelar las membranas de PVDF se
utilizé luminol que genera una emisién de color azul al ser oxidado por peréxido de hidrégeno
mediante una quimioluminiscencia (Pierce Biotechnology, Rockford) y después se agregd
solucion reveladora (10ml de PBS-Tween, 10 pl H;O, y 3pug 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 indicd anteriormente.
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VI1.7. Ensayos de fagocitosis de macréfagos apoptoticos

Se realizaron ensayos de fagocitosis de los diferentes tipos de macrofagos apoptéticos por M.
smeg-LpgH y por UV marcados previamente con el kit PKH-26 un marcador lipofilico rojo
(Sigma-Aldrich, St. Louis) con macréfagos de la linea monocitica J-774 marcados con el Kit
PKH-67 (Sigma-Aldrich) un marcador lipofilico verde. Se incubaron 0.5x10° macréfagos con
50ug de macrofagos apoptéticos durante 2, 4, 12 y 24 hr y como control de inhibicion de la
fagocitosis se utilizo citocalasina D 10ug/ml a 4 hr de incubacidn; 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 citometria de flujo (FACScalibur, Beckton Dickinson) y se realizd
citocentrifugacion, se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade en un dilucion
1:8 para observar la fagocitosis por microscopia confocal (ZEISS LSM 5 PASCAL, Software
2.8, Germany) y de epifluorescencia. El porcentaje de células fagocitadas se analiz6 por
citometria de flujo tomando el cuadrante superior derecho como marca doble positiva de
macrofagos apoptéticos PKH-26 y macréfagos fagociticos PKH-67, también se analizaron las

marcas dobles positivas por microscopia de epifluorescencia.

VI11.8. Caracterizacion del fagosoma que contiene macrofagos apoptoticos

Para estudiar la acidificacion del fagosoma en la fagocitosis de los macréfagos apoptoticos
por M. smeg-LpgH se marcaron los macréfagos previamente con pHrodo-red (Molecular Probes-
Invitrogen, USA) incubando los macréfagos apoptoticos durante 30 min a 37°C con el marcador
pHrodo-red en una solucion pH neutra PBS 1x, este marcador es fluorescente y se excita en un

medio acido a pH4. Los macréfagos fagociticos se marcaron con un marcador lipofilico verde
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PKH-67 y se realiz6 una cinética de fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h.; como control negativo se
analiz6 la fagocitosis a 4°C. Se analizo la fagocitosis por citometria de flujo y se prepararon
laminillas por citocentrifugacion, se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade

para observacion por microscopia confocal y de epifluorescencia.

Para estudiar la maduracion del fagosoma se hicieron ensayos de fagocitosis utilizando los
AcMn anti-Rab5 que identifica fagosomas tempranos y anti-Lampl que caracteriza al
fagolisosoma [75, 87]. Se utilizaron macréfagos apoptéticos (50ug/ml) inducidos por M. smeg-
LpgH v las células fagociticas (1x10°) se marcaron con PKH-67, incubando por 0.5, 1, 2 y 4h.
Después de la incubacion, 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
dilucién 1:100 en PBS1x durante 10 min a37°C; como anticuerpo secundario se utilizé un anti-
lgG-Cy5 (BiolLegend), en una dilucion 1:1000 en PBS 1x durante 30 min a 37°C. Se realiz6
citocentrifugacion y se montaron las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade para

observar por microscopia confocal y de epifluorescencia.
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VI1.9. Ensayos de inhibicion de la fagocitosis de los macrofagos apoptoticos con carbohidratos

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

Para identificar receptores de tipo lectina en los macrofagos e indirectamente los ligandos
micobacterianos involucrados en el proceso de fagocitosis, se realizaron ensayos de inhibicion
preincubando las células previamente marcadas con PKH-67 (0.5x10° con GlcNac 50 nM
(Sigma-Aldrich Inc.) y manana 15.4 nM a 0.5x10° (Sigma-Aldrich Inc.) durante 30 min. Para el
mismo fin se preincubaron las células con un AcMn anti-MR 5 y 10 pg por 0.5x10° macréfagos
durante 30min. Para estudiar la participacion de ligandos micobacterianos con residuos de
manosa como LpgH en la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH se
preincubaron las células con un AcMn anti-LpgH (IT-19), después se incubaron las células con
los macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV previamente marcados con PKH-26 (50ug
de proteina) 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 analizo la inhibicion de la fagocitosis por citometria de
flujo (FACScalibur) y se realizo citocentrifugacion, se montaron las laminillas con Dako y
ProLong Gold Antifade para observar por microscopia confocal y de epifluorescencia. El
porcentaje de células fagocitadas se analizd por citometria de flujo (FACScalibur) tomando el
cuadrante superior derecho como marca doble positiva macrofagos apoptéticos PKH-26 vy

macrofagos fagociticos PKH-67.

VI1.10. Ensayos de inhibicién de la expresion del MR por medio de siRNA

Para identificar la participacion del MR en la fagocitosis de los macr6fagos apoptéticos, se

utiliz6 siRNA  para inhibir la  expresion del MR, con la secuencia
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GAACAAAGAUCCACUGACU, el cual se obtuvo de Thermo Scientific Dharmacon (USA) y
como control se utilizé un siRNA sin blanco especifico (Thermo Scientific Dharmacon, USA).
Para transfectar a los macrdfagos se utilizé oligofetamina 1:800 en medio OptiMEM (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc., Grand Island, NY) disminuido en suero y sin antibiotico. Se
incubaron los macréfagos 0.2x10° 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 utilizd como anticuerpo secundario un anti-lgG acoplado a Alexa 488 durante 30 min.,
como control negativo se utiliz6 el sSiRNA no inhibitorio (Thermo Scientific Dharmacon, USA) y
como control positivo se utilizaron macréfagos no tratados. La expresion y la inhibicion del MR
se analizaron por citometria de flujo (FACScalibur). La expresion del MR de los macréfagos
fagociticos se analizé por citometria de flujo tomando la region M1 como negativa en base a un

isotipo como control de marca y la region M2 como positiva a la expresion del MR.

VI1.11. Ensayos de inhibicién de la fagocitosis de macréfagos apoptéticos por medio de siRNA

Para demostrar la participacion del MR en la fagocitosis se realizaron ensayos de inhibicion de
la fagocitosis de los macréfagos apoptoticos por M. smeg-LpgH y UV con siRNA del MR se
incubaron los macréfagos, previamente marcados con PKH-67 a 0.2x10° con 60 pmol de siRNA
del MR durante 64 h y se incubaron las células con los macro6fagos apoptéticos previamente
marcados con PKH-26 (50ug proteina) durante 4h, como control negativo de inhibicién de la
fagocitosis se utilizo 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

42



analizé por citometria de flujo (FACScalibur) tomando el cuadrante superior derecho como

marca doble positiva macrofagos apoptoticos PKH-26 y macrofagos fagociticos PKH-67.

VI1.12. Colocalizacion del MR en la fagocitosis de macrofagos apoptoticos por microscopia

confocal y de epifluorescencia

Para observar por microscopia confocal y de epifluorescencia la participacién del MR en la
fagocitosis de los macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH, se realizaron ensayos de
fagocitosis 50pg de macréfagos apoptéticos (marcados con PKH-26) por 1x10° de macréfagos
fagociticos 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%-Triton-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 dilucién 1:500 en PBS y después
con el anti-MR durante 1h en una dilucién 1:100 en PBS y como anticuerpo secundario se utiliz6
un anti-lgG acoplado a Alexa 488 durante 30 min. Se realizé citocentrifugacion y se montaron
las laminillas con Dako y ProLong Gold Antifade para observar colocalizacion del MR con los

macrofagos apoptdticos por microscopia confocal y por microscopia de epifluorescencia.

VI1.13. Produccion de citocinas en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos

Para estudiar el efecto biologico en la fagocitosis de los macrofagos apoptoticos se midié la
produccién de las citocinas IL-10, TGF-B, IL-12 y TNF-a en la fagocitosis de macrofagos

apoptoticos por ensayos de ELISA (BioLegend), se incubaron los macrofagos con los
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macréfagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH (50pg por 1x10° células), macréfagos
apoptéticos inducidos con luz U.V. (50ug por 1x10° células), con extractos celulares de M.

smeg-LpgH (5pg por 1x10° células) y como control de activacion LPS (50ng por 1x10° células).

VI11.14. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con los programas FlowJo 7.6 e Image J y se realizaron las
pruebas estadisticas parameétricas ANOVA con la prueba de comparacion maltiple Tukey, la
prueba t de student simple de una cola y estadisticas no paramétricas como Mann Whitney (MW)
y Kruskal-Wallis (KW) utilizando el programa GraphPad Prism. La significancia estadistica fue

asumida con el valor de p < 0.05. Las barras representan la desviacion estandar (SD).
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VIll. RESULTADOS

VI1I1.1. Andlisis por SDS-PAGE e Immunoblot de M. smegmatis transformada

Para observar la expresion de LpgH en M. smegmatis transformada primero se realiz6 un gel
de electroforesis de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15% tefiido con
azul de Coomassie donde se observo el perfil de proteinas de M. smegmatis nativa y de M. smeg-
LpgH vy se observo una proteina de 19kDa la cual corresponde a LpgH. Posteriormente algunos
geles se transfirieron a membranas de PVDF y por immunoblot se identifico LpgH en M. smeg-

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

SDS-PAGE e Inmunoblot de M. smeg-LpgH y M. smegmatis nativa
kDa

A B C D

Figura 6. SDS-PAGE e immunoblot de los extractos celulares de M. smeg-LpgH. En el gel tefiido con azul de
Coomassie se observa una banda de 19kDa (A, flecha) que corresponde a LpgH como se demuestra en el
inmunoblot (C, flecha) con el AcMn IT-19. Esta proteina no se observa en la cepa nativa de M. smegmatis (B, D)
entre otras proteinas que se observan en M. smeg-LpgH.
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VI11.2. Andlisis de la induccidn de apoptosis y necrosis

Para inducir apoptosis a los macrofagos derivados de médula dsea de ratones de la cepa Balb-
c/J se utilizd M. smeg-LpgH la cual expresa LpgH una glicolipoproteina de M. tuberculosis [42,
122]. Se indujo apoptosis con 50 pg/ml de proteinas de M. smeg-LpgH a 0.5x10° de macréfagos

derivados de médula 6sea durante 24 hr de incubacion a 37°C.

Se analiz6 la apoptosis por citometria de flujo incubando los macrofagos apoptéticos 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
induccidn de apoptosis fue mayor con luz UV y estaurosporina ya que vario del 80 al 90% a las
24hr, mientras que la induccion de apoptosis a las 24 hr no vari6 entre M. smegmatis nativa 'y M.
smeg-LpgH siendo de 60 a 70% de apoptosis (Fig. 7, 8). Se analiz6 la induccién de necrosis por
citometria de flujo utilizando incubando los macréfagos apoptéticos con yoduro de propidio
durante 5 min a 37°C. En las células tratadas con UV a las 24 hr fue de 70% Yy con M. smeg-

LpgH fue de 40% (Fig 9).

Posteriormente se purificaron los macr6fagos apoptéticos con perlas magnéticas recubiertas
con Anexina y se analiz6 la apoptosis por microscopia de epifluorescencia incubando los
macrdfagos apoptoticos con Anexina V-FITC durante 15 min a 37°C y para identificar los
nacleos celulares se utilizd DAPI (Fig. 10A); por citometria de flujo en un ensayo representativo
se observé del 70 al 88.4% de macrofagos apoptoticos purificados positivos a Anexina V-FITC

(Fig. 10B).
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Histogramas representativos de la induccién de apoptosis
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Figura 7. Induccién de apoptosis por citometria de flujo con Anexina V-FITC. (A) Macr6fagos apoptéticos por luz
UV. (B) Macréfagos apoptdticos por M. smegmatis nativa y (C) Macrofagos apoptoéticos por M. smeg-LpgH. Se

observé macréfagos apoptéticos AnexinaV-FITC positivos en los tratamientos con las micobacterias y la luz UV es
un control de inductor de apoptosis no biolégico.
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Apoptosis de macréfagos apoptéticos
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Figura 8. Induccion de apoptosis con micobacterianas a macréfagos derivados de médula 6sea. Por citometria de
flujo se observd mayor induccién de apoptosis a las 24 hr de incubacién con las micobacterianas tanto con M.
smegmatis-nativa (ApMO-nativa) como con la cepa transformada M. smeg-LpgH (ApMO-LpgH); la luz UV es un

control de inductor de apoptosis no biolégico.

Necrosis de macrofagos apoptoticos
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Figura 9. Induccién de necrosis por citometria de flujo utilizando yoduro de propidio. No se observo variacion de
necrosis conforme aumenta el tiempo de incubacién con M. smegmatis nativa y M. smeg-LpgH y la luz UV es un

control de inductor de apoptosis no biolégico.
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Figura 10. Imagen de epifluorescencia de macréfagos apoptoéticos por M. smeg-LpgH a 24hr. Las células se
purificaron en una columna de Miltenyi usando microesferas magnéticas recubiertas con Anexina V y se prepararon
laminillas para su andlisis por microscopia de epifluorescencia (A). Las células se marcaron con Anexina V-FITC y
Dapi, x40. (B) En un ensayo representativo por citometria de flujo se observo 88.4% de macréfagos apoptoticos
purificados (linea punteada tratamiento, linea continua control de macréfagos sin tratamiento). Se obtuvo un mayor
rendimiento de macrdfagos apoptoticos purificandolos con las perlas magnéticas recubiertas con Anexina V.

VI11.3. Identificacion de proteinas de M smegmatis y LpgH en los macréfagos apoptéticos

Para determinar la presencia de LpgH y proteinas micobacterianas en los macrofagos
apoptoticos, ya que podrian participar como inductores de apoptosis en los macrofagos derivados
de médula Gsea, se realizaron tres ensayos por inmunoblot con un suero de antigenos de M.
smegmatis nativa donde se observaron numerosas bandas en M. smeg-LpgH Y tres bandas en los
macrofagos apoptoticos inducidos con M. smeg-LpgH y no se observaron bandas en los
macrofagos apoptoticos inducidos con UV (Fig. 11). Con el AcMn IT-19 se identificé LpgH en
los macrofagos apoptoticos inducidos con M. smeg-LpgH, asi como en los extractos celulares de

M. smeg-LpgH y no en los macrofagos apoptoticos inducidos con UV (Fig. 12).
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Inmunoblot incubado con anti-M. smegmatis nativa
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Figura 11. Inmunoblot revelado con un anti-M. smegmatis nativa de los macréfagos apoptéticos inducidos con M.
smeg-LpgH purificados. (A) Proteinas de M. smeg-LpgH. (B) Macréfagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH
purificados. (C) Macrofagos apoptoticos inducidos con luz UV purificados. Se observan antigenos micobacterianos
en los macrofagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH correspondientes a la cepa nativa.
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Inmunoblot incubado con anti-LpgH
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Figura 12. Inmunoblot de los macréfagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH purificados. Se reveld con el
AcMn IT-19 que reconoce la glicolipoproteina apoptogénica LpgH de 19kDa de M. tuberculosis. (A) Proteinas de
M. smeg-LpgH. (B) Macréfagos apoptéticos inducidos con luz UV. (C) Macréfagos apoptoticos inducidos con M.
smeg-LpgH. Como control de células apoptéticas se utilizd un AcMn anti-H4 de 35kDa y se observd en los
macréfagos apoptéticos por UV (B) y por M. smeg-LpgH (C).

VII11.4.Anélisis de la fagocitosis de los macréfagos apoptéticos por microscopia

Para estudiar la fagocitosis de los macréfagos apopt6ticos se realizaron ensayos de incubacion
de los macréfagos apoptéticos con los macréfagos J-774. Por microscopia de epifluorescencia se
tomaron 50 fotografias de manera aleatoria de 25 laminillas. En base a la tincion de DAPI se
contaron al azar por los menos 200 macrofagos y los tiempos de incubacion fueron de 2, 4, 12 y
24 hr. Se observo en tres ensayos a 24hr hasta 53.77% de fagocitosis de macrdfagos apoptéticos
por M. smeg-LpgH y 70.37% por UV, observandose tiempo dependencia de la fagocitosis (Fig.
13). En la imagen por microscopia de epifluorescencia se observa la mezcla amarilla de los
macrofagos apoptéticos (rojo) con los macréfagos fagociticos (verde) (Fig. 13). Por microscopia
confocal en un ensayo se observo fagocitosis de los dos tipos de macrofagos apoptéticos (Fig.

16) y en la imagen por microscopia se observaron los macréfagos apoptéticos (rojo) dentro de
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los macrofagos fagociticos (verde) emitiendo una fluorescencia amarilla (Fig. 14), lo cual indica
que los macrofagos fagociticos colocalizan con los macréfagos apoptoticos inducidos por M.
smeg-LpgH y luz UV. Por lo tanto los macrdéfagos J-774 fagocitan macréfagos apoptoticos

independientemente de su agente inductor de apoptosis.
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Figura 13. Fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV observado por microscopia de
epifluorescencia. (A) En tres ensayos se observé que la fagocitosis variaba de acuerdo al tiempo de incubacion con
los macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV en los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24 hr. (B) Por microscopia
de epifluorescencia se observo la doble marca que emite una fluorescencia amarilla de los macréfagos apoptoticos
por M. smeg-LpgH (rojo) incubados 24 hr con los macréfagos fagociticos (verde), los nicleos estan marcados con
Dapi (azul), x40.
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Figura 14. Fagocitosis de macréfagos apoptoéticos por M. smeg-LpgH y UV por microscopia confocal. (A) En un
ensayo se observd que la fagocitosis variaba de acuerdo al tiempo de incubacién con los macréfagos apoptéticos por
M smeg-LpgH y UV en los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24hr. (B) Por microscopia confocal se observaron los
macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH (rojo) a 24 hr de incubacién dentro de los macréfagos fagociticos
(verde), x40.

VII11.5. Andlisis de la fagocitosis de los macr6fagos apoptoticos por citometria de flujo

Para corroborar la fagocitosis de los macrofagos apoptéticos por citometria de flujo se
realizaron tres ensayos de fagocitosis a 2, 4, 12 y 24 hr obteniendo hasta 46.8% de fagocitosis de
los macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y 41.7% por UV a las 24 hr, donde se observo
tiempo dependencia de la fagocitosis de macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV. En un
ensayo coincubando en presencia de citocalasina D (para inhibir la polimerizacién 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 macrofagos apoptoticos (Fig. 15).
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Figura 15. Fagocitosis de macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV por citometria de flujo. Se hizo primero
un gating (gate 1) de acuerdo al tamafio y granularidad de los macréfagos, 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 fagociticas, (C) en el cuadrante
superior izquierdo se encuentran los macréfagos apoptéticos no fagocitados y en el cuadrante superior derecho se
encuentra la marca doble positiva PKH-26 macr6fagos apoptéticos a las 24 hr de incubacion con los macréfagos
fagociticos PKH-67. (D) En tres ensayos por citometria de flujo se observé fagocitosis de los macréfagos
apoptaéticos dependiente de los siguientes tiempos 2, 4, 12 y 24hr *p<0.05.
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VI11.6.Andlisis de la maduracion del fagosoma en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos

Nos intereso saber si los macrofagos apoptdticos micobacterianos inhiben la fagocitosis ya
que contienen proteinas micobacterianas como se mostrd anteriormente, porque se sabe que M.
tuberculosis bloguea la fusion del fagosoma con el lisosoma a través de glicolipoproteinas [124].
Debido a esto se estudiaron algunas caracteristicas del fagosoma que contiene cuerpos
apoptoticos. Los macrofagos apoptdticos se marcaron con pHrodo-red, un fluorocromo que se
excita en un medio acido (pH 4) caracteristico del fagolisosoma [79]. En un ensayo (Fig. 16 A,
C) por epifluorescencia se observaron niveles altos de fagocitosis siendo los macrofagos
apoptoticos intensamente fluorescentes (82.3% a las 24 hr) y por citometria de flujo se observd
que la fagocitosis era dependiente del tiempo de incubacion con los macréfagos apoptéticos y
que los indices de fagocitosis eran mayores que los observados con los macréfagos apoptoticos
marcados con PKH-26. Por citometria de flujo el mayor porcentaje de fagocitosis se observo a
las 24 hr (64.4%), (Fig. 16 B). Las diferencias en los resultados por microscopia de
epifluorescencia y citometria de flujo podrian ser por el nimero de macrofagos fagociticos
analizados, porque en citometria de flujo se cuentan un mayor numero de eventos en
comparacion con microscopia de epifluorescencia. El anélisis por microscopia confocal mostrd
numerosos cuerpos vesiculares pHrodo positivos (rojo) en la mayoria de las células observadas

(verde) (Fig. 16 D).

Se estudio la maduracion del fagosoma por microscopia de epifluorescencia de los

macrofagos apoptéticos con un AcMn anti-Rab5 que reconoce al marcador del fagosoma
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temprano [75] y un AcMn anti-Lampl, 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). Ademas se observaron estructuras semejantes con el anticuerpo anti-Lampl (Fig. 17 C,

D). Esto significa que en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos hay maduracion del fagosoma.
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Figura 16. Fagocitosis de macréfagos apoptéticos micobacterianos con pHrodo-red. Se documenté la acidificacion
del fagosoma en la fagocitosis de macréfagos apoptoticos inducidos con proteinas micobacterianas. (A) Por
microscopia de epifluorescencia, se realizo una cinética de fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12, y 24 hr de incubacién, donde
se observo que aumenta el porcentaje de macréfagos apoptoticos marcados con pHrodo-red conforme aumenta el
tiempo de incubacidn con los macrofagos fagociticos con excepcion del tiempo 12hr donde no se observa la cinética
de incremento probablemente por algun error experimental. (B) Por citometria de flujo se realiz6 una cinética de la
fagocitosis a 2, 4, 6, 8, 12, y 24 hr de incubacion, donde se observé que aumentaba el porcentaje de fagocitosis de
los macréfagos apoptoticos micobacterianos conforme aumenta el tiempo de incubacion. (C, D) En un ensayo por
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microscopia confocal se observaron los macréfagos apoptoticos micobacterianos, los cuales emiten una
fluorescencia amarilla, ya que resulta de la colocalizacion de PKH-67 células fagocitica (verde) y pHrodo-red
macréfagos apoptoticos micobacterianos (rojo) a las 12hr de incubacidn. C, x40, D, x100.

A R

Figura 17. Maduracién del fagosoma en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH. En un ensayo
por microscopia de epifluorescencia (A) y confocal (B) se observé colocalizacién del macréfago apoptotico (1 hr de
incubacion, verde) con el marcador Rab5 (Cy5, rojo) caracteristico del fagosoma temprano. A x40, B x100. En otro
ensayo por microscopia de epifluorescencia (C) y confocal (D) se observé colocalizacién del macréfago apoptético
(4hr de incubacidn, verde) con Lampl (Cy5, rojo) caracteristico del fagolisosoma. C x40, D x100. Entonces se
observa maduracion del fagosoma en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos micobacterianos con estos

marcadores.
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VIII. 7. Expresion del MR en los macrofagos J-774

Para estudiar la expresion del MR en los macréfagos J-774 por microscopia de
epifluorescencia se incubaron los macréfagos con un AcMn anti-MR y se utiliz6 como
anticuerpo secundario un anti-lgG-Alexa 488 de raton (verde). En una cuenta de 100 células en
cinco regiones tomadas aleatoriamente se observo 80% de expresion del MR en los macréfagos,

observandose un patrén puntiforme en la membrana plasmatica (Fig. 18).

Para corroborar lo anterior se realizé un ensayo de inmunoblot; primero se fraccionaron los
macrofagos J-774 obteniendo las fracciones citosolica, 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 vy al siguiente dia se incub6 la membrana con un anti-lgG de raton
acoplado a peroxidasa por quimioluminiscencia se identificé al MR en las fracciones membranal

y citosolica, no siendo asi en la fraccion nuclear (Fig. 19).

Figura 18. Expresién del MR por microscopia de epifluorescencia. En un ensayo por microscopia de
epifluorescencia se observo en esta imagen 87.5% de expresion del MR membranal en los macrofagos J-774
utilizando un AcMn anti-MR y un anticuerpo secundario anti-lgG-Alexa 488 de raton (verde), los ndcleos fueron
marcados con Dapi y se observan de color azul, x20.
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Figura 19. Expresion del MR en macrofagos J-774 en el extracto citosolico y membranal. Por inmunoblot en un
ensayo se observd la expresion del MR de los macréfagos fagociticos utilizando el AcMn anti-MR y como
anticuerpo secundario un anti-lgG de raton acoplado a peroxidasa; por quimioluminiscencia se observo el MR tanto
en la fraccion citosélica (1) como en la fraccién membranal (2); nicleo (3).

VI111.8.Anélisis de inhibicion de la fagocitosis con carbohidratos competidores y con anticuerpos
en contra del receptor de manosa y LpgH

Para estudiar la participacion del MR en la fagocitosis de macréfagos apoptoticos por M.
smeg-LpgH y UV se realizaron cuatro ensayos de inhibicién de la fagocitosis preincubando las
células 30 min con un AcMn anti-MR blogueador en contra del MR (5 y 10pg) y con los
azUcares competidores del MR, GlcNac (50nM) y manana (15.4 nM), se utilizaron estas
concentraciones de acuerdo a estudios previos [125]. Por citometria de flujo se observo
significativamente 31.9% +3.57 de inhibicion con GlcNac y 34.1%+5.91 con manana a 4hr de
incubacion de los macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH, mientras que con los macréfagos
apoptoticos por UV se inhibi6 significativamente 37.9%+4.98 con GIcNac y con manana
37.2%+4.80 (Fig.20). En la inhibicion de la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M. smeg-

LpgH a 4hr con el AcMn anti-MR se observé mayor inhibicién significativa de la fagocitosis con
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10ug (52.2%+7.57) que con 5ug (39%+6.01) y en la inhibicion de la fagocitosis de macrofagos
apoptdticos por UV se observo 39.1%+6.26 con 10ug y con Spg 34.9%+6.08 (Fig. 21). Estos
resultados sugieren la participacion del MR en la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M.
smeg-LpgH y luz UV. Cabe mencionar que estas inhibiciones son parciales lo que sugiere que

participan multiples receptores en la fagocitosis de macrofagos apoptoticos.

De acuerdo a los resultados, se sabe que los macrofagos apoptéticos inducidos por M. smeg-
LpgH contienen antigenos micobacterianos como LpgH y que esta proteina contiene residuos de
manosa que podrian ser reconocidos por receptores de tipo lectina como el MR [125]; para
estudiar la participacion de LpgH se realizaron tres ensayos de inhibicion de la fagocitosis
utilizando un AcMn anti-LpgH (IT19) donde se obtuvo un 22.7%+9.28 de inhibicion de la
fagocitosis de los macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y no se observd diferencia
significativa (Fig. 22). Esto sugiere que la glicolipoproteina apoptogénica LpgH puede ser uno
de los multiples ligandos reconocidos por el MR en la fagocitosis de macréfagos apoptéticos por

M. smeg-LpgH.
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Figura 20. Inhibicion de la fagocitosis de macréfagos apoptéticos con azlcares competidores del MR. Por citometria
de flujo se observo en cuatro ensayos inhibicion de la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y
por UV utilizando GlcNac 50nM y manana 15.4 nM donde se vio significativamente disminuida la fagocitosis de
ApM@s por M. smeg-LpgH y UV. Las concentraciones utilizadas se obtuvieron de estudios previos [132]. *p<0.05.
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Figura 21. Inhibicién de la fagocitosis de macréfagos apoptéticos con un AcMn anti-MR. Por citometria de flujo se
observo en cuatro ensayos inhibicion de la fagocitosis de macréfagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y por UV
utilizando un AcMn anti-MR donde se vio significativamente disminuida la fagocitosis de macréfagos apoptoticos
por M. smeg-LpgH con 10 pg de AcMn anti-MR. Las concentraciones utilizadas se obtuvieron de estudios previos
[132].*p<0.05.
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Figura 22. Inhibicion de la fagocitosis de macrofagos apoptdticos por M. smeg-LpgH con un AcMn anti-LpgH. Por
citometria de flujo se analizaron tres ensayos de inhibicién de la fagocitosis con 1T19 (ApMO-LpgH-a-LpgH) y se
utilizé un anticuerpo no relacionado como control (ApMO-LpgH-Ac), disminuyendo de 37.3% de fagocitosis
control a 28.9% de fagocitosis con 1T19, obteniendo 22.7%z 9.28 de inhibicion de la fagocitosis con 1T19.

VI11.9. Inhibicién de la expresion del MR y de la fagocitosis de macrdfagos en células tratadas
con siRNA especifico para el MR

Para corroborar la participacion del MR en la fagocitosis de macréfagos apoptoticos los
macrofagos J-774 se transfectaron con un siRNA especifico para el MR, lo que resulto en la
inhibicion (53.4%=6) de la expresién del MR en relacion con los macréfagos tratados con el
siRNA control no inhibitorio (Fig. 23). Posteriormente se realizaron ensayos de fagocitosis con
células transfectadas con el siRNA para el MR, observandose una disminucion del 53.7+0.7% de
fagocitosis de los macrofagos por M. smeg-LpgH en relacion con la fagocitosis tratada con el
SiIRNA no inhibitorio y 22.2+2.7% de inhibicion de la fagocitosis con los macrofagos
apoptoticos por UV; siendo asi la inhibicion de la fagocitosis de los macréfagos apoptdticos

dependiente de la inhibicion de la expresion del MR con el siRNA (Fig. 24).

62
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Figura 23. Expresion del MR en macr6fagos con siRNA del MR. En tres ensayos por citometria de flujo con el
AcMn a-MR y como anticuerpo secundario un a-1gG-Alexa 488 de ratdn, se observé inhibicion de la expresion del
MR utilizando siRNA del MR, en este ensayo representativo observé 62.5% de expresion del MR con el siRNA no
inhibitorio, control (A) y 28.6% de expresion del MR con el siRNA del MR (B). (C) En tres ensayos por citometria
de flujo se observé significativamente disminuida la expresion 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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Fagocitosis de macrofagos apoptéticos incubados con siRNA del MR
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Figura 24. Inhibiciéon de la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por macrdéfagos transfectados con siRNA
especifico para el MR. Analisis por citometria de flujo. En tres ensayos se observo que la fagocitosis con células no
tratadas (40.9% macréfagos apoptéticos micobacterianos, 36.1% macréfagos apoptéticos por UV) el siRNA no
especifico redujo la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos inducidos con M. smeg-LpgH y UV (44.75%; 40.17%
respectivamente). De manera interesante el siRNA del MR redujo la fagocitosis en un 53.7% macrofagos
micobacterianos y 22.2% macrdfagos por UV, en relacion con la observada con el siRNA control. *p<0.05.

VI111.10.Colocalizacion del receptor de manosa con los macrofagos apoptoticos

En un ensayo por microscopia confocal examinando multiples células en el plano ecuatorial
se observo la colocalizacion de cuerpos apoptoticos 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
colocalizacion del AcMn anti-MR Alexa 488 (verde) con los macréfagos apoptéticos por M.
smeg-LpgH marcados previamente con PKH-26 (rojo), esto sugiere que el MR reconoce células
apoptoticas inducidas por extractos celulares micobacterianos como M. smeg-LpgH. Hallazgos
similares se hicieron utilizando macrdfagos apoptaticos inducidos con UV.
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Figura 25. Colocalizacion del MR con los macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH. En un ensayo por
microscopia confocal se observaron los cuerpos apoptoticos micobacterianos (PKH-26-rojo) dentro de las células
fagociticas colocalizando con el MR (anti-MR-Alexa 488, verde), x40.

VI11.11.Andlisis de la produccion de citocinas en la fagocitosis de los macréfagos apoptéticos

Para estudiar la produccién de citocinas en la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M.
smeg-LpgH y UV se realizaron cuatro ensayos de ELISA y se midieron dos citocinas anti-
inflamatorias TGF-f e IL-10 y dos citocinas pro-inflamatorias 1L-12 (Fig. 26 A) y TNF-a (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-LpgH. En cuatro ensayos se
midio (Fig. 26 C) TGF-p liberado en el medio de cultivo a 24 hr por macrofagos cocultivados
con macrofagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH obteniéndose 23718 pg/ml+4816; con
macrofagos apoptoticos 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 macré6fagos
apoptoticos por M. smeg-LpgH y 381.8pg/ml+64.22 con UV) (Fig. 26 D). En cuanto a las
citocinas proinflamatorias, no se observd expresion de IL-12, con excepcion del control LPS.

Algo similar se obtuvo midiendo TNF-a. Estos resultados sugieren que la fagocitosis de
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macréfagos apoptéticos induce la produccidn de citocinas anti-inflamatorias independientemente

del inductor de apoptosis.
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Figura 26. Produccion de citocinas en la fagocitosis de macrofagos apoptéticos por M. smeg-LpgH y UV. Se
realizaron cuatro ensayos de fagocitosis de los macrofagos apoptoticos por M. smeg-LpgH y UV a 48 hr de
incubacion, donde se recolectaron los sobrenadantes y se realizaron ensayos de ELISA. (A) En la produccién de la
citocina IL-12 a diferencia de lo observado con LPS y con las células no tratadas (Nt) la produccién no se
incrementd en células que han fagocitado macrdfagos apoptéticos o que han sido tratadas con extractos celulares de
M. smeg-LpgH. (B) En la produccion de la citocina TNF-a en la fagocitosis de macréfagos apoptoticos se observo
en comparacion con el control no tratado (Nt), un incremento no significativo en la produccion de TNF-o con
extractos celulares de M. smeg-LpgH y con macrdfagos apoptdticos inducidos con antigenos micobacterianos;
solamente se observo produccion de TNF-o con el control LPS. (C) En la produccién de la citocina TGF-B en la
fagocitosis de macréfagos apoptoticos se observé en comparacion con el control no tratado (Nt), una produccion
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significativamente mayor de TGF-B con los macrofagos apoptdticos por M. smeg-LpgH y por UV, asi como con el
control LPS. (D) En la produccion de la citocina IL-10 en la fagocitosis de macréfagos apoptoticos se observo en
comparacion con el control no tratado (Nt) una produccion significativamente mayor de IL-10 con los macréfagos
apoptoéticos por M. smeg-LpgH y por UV, asi como con el control LPS. *p<0,05.

IX.DISCUSION

En esta tesis se demostré que los macrofagos J-774 expresan el MR el cual participa en la
fagocitosis de macrofagos apoptoticos inducidos por extractos celulares de M. smeg-LpgH y UV.
Esto fue demostrado mediante ensayos de inhibicién de la fagocitosis utilizando azucares
competidores del MR, anticuerpos blogueadores anti-MR y eliminando la expresion del MR con

un siRNA especifico.

El MR se expresa en macrofagos, la célula principal de la respuesta inmune innata contra
bacterias intracelulares [126]. EI MR reconoce manosa, fucosa y GIcNac, que se encuentran en la
superficie de patégenos como son Candida albicans, Pneumocystis carinii, Criptococcus
neoformans, M. tuberculosis, Klebsiella pneumonia, Leishmania donovani y Trypanozoma cruzi
[127]. Aungue en la literatura se ha cuestionado la participacién del MR en la fagocitosis [126,
128], se ha observado que en células no fagociticas COS-1 transfectadas con el MR adquieren la
habilidad de fagocitar levaduras como P. carinii [128, 129]. Se ha estudiado la participacién del
MR en macréfagos J-774 en la fagocitosis de Francisella tularensis en ensayos de inhibicion de
la fagocitosis con un AcMn para el MR [130]. En otros estudios, se documentd la fagocitosis de
P. carinii no opsonizada a través del MR en ensayos de inhibicion de la expresion del MR con
SiRNA [131]. Ademaés la fagocitosis de M. tuberculosis por células THP-1 es inhibida con

azucares 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 via el MR, se ha observado la polimerizacion de F-actina y la

activacion de la GTPasas de las proteinas Rho pequefias [131].

El MR es permisivo a la fagocitosis de M. tuberculosis y los macréfagos producen citocinas
anti-inflamatorias inhibiendo la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 y la
produccidn de radicales libres de oxigeno (ROS) [133-135]. También se ha observado inhibicion
de la fusion fagolisosomal con microesferas recubiertas con LAM donde se observo al MR

[136].

La fagocitosis de patdgenos y otras particulas es seguida por una serie de eventos en cadena
que culminan con la fusion del fagosoma con el lisosoma. Después de la fagocitosis de particulas
el pH intraluminal disminuye de pH 6.5 hasta pH 4.5 cuando ocurre la fusion fagolisosomal. En
este punto una variedad de enzimas hidroliticas son liberadas degradando el material fagocitado.
Los bacilos M. tuberculosis estan contenidos en fagosomas permisivos donde pueden sobrevivir
y replicarse. Esta habilidad es atribuida a la capacidad de la micobacteria de bloquear la fusion
del fagosoma con el lisosoma [137]. La eliminacién de las células apoptéticas infectadas es
importante en el control de las infecciones por bacterias intracelulares como en la TB; de
acuerdo a estudios de fagocitosis de macréfagos infectados con M. tuberculosis se observa la
degradacion de cuerpos apoptoticos con bacilos permitiendo el control de la replicacion

intracelular bacteriana [138].

En este estudio encontramos que los macréfagos apoptéticos inducidos con proteinas
micobacterianas contienen a LpgH, una lipoproteina apoptogénica de M. tuberculosis (con un
AcMn anti-LpgH), por lo tanto estudiamos el estado de maduracion de los fagosomas ya que se

ha documentado de lipoproteinas como LAM que inhiben la fusion fagolisosomal [136].
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Nosotros demostramos que los macréfagos apoptoticos marcados con pHrodo-red adquieren una
fluorescencia intensa cuando son fagocitados indicando la fusion de los fagosomas con
componentes tardios de la via endocitica y los lisosomas [77-86]. En comparacion con la
abundante informacion y el esfuerzo de dilucidar las vias fagociticas, pocos estudios han
mostrado la maduracion del fagosoma con células apoptoticas fagocitadas [72, 139]. Sin
embargo se ha mostrado la acidificacion del fagosoma, la fusion fagolisosomal y la activacion de
Rab5 [78, 140]. En los resultados obtenidos se observd por citometria de flujo, microscopia
confocal y de epifluorescencia, la fagocitosis de los macrofagos apoptéticos inducidos con M.
smeg-LpgH y por luz UV. También se observo la maduracion del fagosoma en la fagocitosis de
los macréfagos apoptéticos inducidos con M. smeg-LpgH, por medio de un AcMn en contra de

los marcadores de maduracion Rab-5 y Lamp1l este ultimo 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 cancer, en enfermedades autoinmunes y en enfermedades infecciosas como la TB. En la
TB de humanos se ha observado apoptosis de macréfagos en granulomas y en lavados
bronquioalveolares de pacientes; asi como la expresion de Fas ligando [141]. Es de interés saber
si la fagocitosis de macrofagos apoptdticos tiene un impacto en el curso de la inflamacion del
pulmoén por TB. En las enfermedades pulmonares crénicas como la enfermedad obstructiva
pulmonaria cronica (COPD), la fibrosis quistica y el asma, se ha observado un incremento de
células apoptoticas en lesiones pulmonarias y se sugiere que la deficiencia en la fagocitosis de
las células muertas podria contribuir a la progresiéon de la inflamacién en estas enfermedades

[111, 112].
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Durante la década pasada ha habido un incremento en el conocimiento de los mecanismos de
eliminacion de células apoptoticas. Ahora, es claro que la remocion de las células muertas es un
proceso redundante y altamente eficiente en el que participan maltiples sistemas de receptor-
ligando. Sin embargo, se ha dado poca atencién al papel de los receptores de tipo lectina, a pesar
de la exposicion de glicanos en la superficie de células apoptdticas. En un estudio pionero Duvall
et al [108] muestra que la union de las células apoptdticas con los macréfagos es inhibida por
GlcNac, GInNac y D-galactosa [108]. Posteriormente, aparecieron reportes que muestran que la
apoptosis resulta en cambios en los patrones de glicosilacion en la superficie de las células
apoptdticas generando ligandos para la via fagocitica por receptores de tipo lectina. Usando
lectinas vegetales, se ha mostrado la exposicion anormal de manosa, fucosa y GIcNAc [92].
Ademas se ha observado que la induccion de apoptosis incrementa la exposicion de galactosa en
la superficie celular medida por el incremento en la actividad de la neuraminidasa [142].
También el incremento en la expresion de manosa y galactosa en las glicoproteinas es
caracteristico de las células apoptéticas de leucemia murina L1210 [143]. Linfocitos apoptoticos
periféricos de sangre inducidos por proteinas heat shock y ciclohexamida expresan un
incremento en la cantidad de GlcNac, galactosa y manosa los cuales son rapidamente fagocitados
por células Kupffer humanas [144]. Recientemente se ha estudiado el papel de los azlcares
expuestos en la superficie celular de las células apoptoticas fagocitadas. Se ha mostrado que las
células apoptoticas que contienen RE deasialidado inmaduro y residuos de manosa son

fagocitadas por macréfagos [145].

Se puede inferir que los receptores tipo lectina participan en la fagocitosis de células
apoptoticas por estudios de inhibicion de la fagocitosis preincubando las células fagociticas con

cocteles 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 apoptdticas podrian tener un papel
importante en la homeostasis de las poblaciones celulares permitiendo la tolerancia inmune a
través de la red de citocinas evitando inflamacion y dafio tisular, y el MR como receptor de tipo
lectina genera una respuesta permisiva previniendo dafio inflamatorio ya que se ha observado su
presencia en sitios estratégicos de eliminacion de las células apoptoticas como en los macréfagos
de la zona marginal del bazo, en el tejido linfoide y se ha estudiado como un receptor de control
de proteinas secretoras en la sangre como hidrolasas lisosomales, mieloperoxidasa, factores de
crecimiento, entre otros [126, 146]. Sin embargo, de acuerdo a la inhibicion de la fagocitosis
obtenida con el siRNA no inhibitorio (control), probablemente la metodologia con siRNAs sea
citotoxico para los macrofagos pero estos datos sugieren que el MR reconoce residuos de
azucares expuestos por los macréfagos apoptoticos independientemente del agente inductor de
apoptosis y probablemente el MR reconozca ligandos micobacterianos expuestos por los
macrofagos apoptoticos por M. smeg-LpgH debido a que presentan mayor inhibicion en la

fagocitosis en comparacion con los macréfagos apoptoticos por UV utilizando el siRNA del MR.

En este trabajo hemos mostrado que independientemente del factor inductor de la apoptosis la
fagocitosis de macréfagos apoptéticos por macréfagos J-774 induce un programa anti-
inflamatorio con la produccién de I1L-10 y sobre todo de TGF-p la cual es importante en evitar
fendmenos de dafio tisular en la fagocitosis de las células apoptéticas [114, 115]; porque la
participacién de TGF-p e IL-10 en la fagocitosis de macréfagos apopt6ticos podria sugerir un
mecanismo silencioso de remocion de macréfagos apoptdticos micobacterianos, asi como en la
fagocitosis de macrofagos apoptéticos inducidos con UV. En la literatura se ha documentado,
que en presencia de células apoptdticas monociticas las células fagociticas producen mas
citocinas anti-inflamatorias como IL-10 que citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1p e
IL-12 [147]. Ademas, en otros estudios se muestra que la fagocitosis de células apoptéticas por
macrofagos produce GM-CSF, IL-1p, IL-18, IL-10 y eicosanoides la cual fue disminuida, pero la

produccion de TGF-B1, 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
apoptdticas se han identificado moléculas con propiedades inmunogénicas, como son las
proteinas de choque térmico, antigenos tumorales, calreticulina expuesta en la superficie y la
proteina no histona de unién a cromatina (HMGBL1) con propiedades adyuvantes que pueden ser
liberadas no sélo por células necréticas sino también por células apoptéticas [151]. También se
ha mostrado que CD154 expresado por células T apoptdticas se asocia con la respuesta inmune a
antigenos en la célula apoptotica [152]. Las células apoptéticas inducen la maduracion de células

dentriticas a través de la produccion de TNF-a y por contacto con TLR4 [110].

Probablemente los carbohidratos de los macrofagos apoptéticos en la fagocitosis participen en
remocion de macrofagos apoptéticos, ademas los receptores de tipo lectina como el MR podrian
reconocer macrofagos apoptéticos a través de sus dominios conservados de reconocimiento de
carbohidratos. También de acuerdo a los resultados obtenidos la fagocitosis de macrofagos
apoptoticos donde podria participar el MR, es independiente del agente inductor de apoptosis
como luz UV (control no biolégico) y la bacteria M. smeg-LpgH, bajo un mecanismo silencioso

donde participan las citocinas anti-inflamatorias 1L-10 y TGF-p.
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X.

CONCLUSIONES

Los extractos celulares de M. smegmatis transformada que expresa LpgH, la lipoproteina
apoptogénica de M. tuberculosis inducen apoptosis a macréfagos derivados de médula

Osea de ratones de la cepa Balbc/J.

Los macrofagos apoptdticos inducidos con extractos celulares de M. smegmatis

transformada contienen antigenos micobacterianos como LpgH.

La maduracién del fagosoma en la fagocitosis de macrofagos apoptoticos inducidos por

proteinas micobacterianas fue observada.

Independientemente del tipo de inductor de apoptosis utilizado, los macréfagos

apoptoticos son fagocitados probablemente por la via del MR.

Hubo produccidn de citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-fB, y no hubo produccién
de citocinas pro-inflamatorias IL-12 y TNF-a en la fagocitosis de macrofagos

apoptoticos.

73



XI.PERSPECTIVAS

Para estudiar los carbohidratos que participan como ligandos en la fagocitosis de los
macrofagos apoptoticos, se realizaran ensayos de inmunoprecipitacion con lectinas que

reconozcan los ligandos del MR, los cuales son GlcNac, manosa y fucosa.

Para estudiar la maduracién de la fagocitosis de los macréfagos apoptéticos, se realizaran

cinéticas de fagocitosis con AcMn de los marcadores de maduracion Rab5 y Lampl.

Para estudiar la relacion del MR con los marcadores de maduracion de la fagocitosis, se

realizaran cinéticas de fagocitosis con los AcMn para el MR, Rab-5 y Lampl.
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