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Articulo de revision
Inmunologia

Fagocitosis: mecanismos y consecuencias
Segunda parte

Oscar Rojas-Espinosa,* Patricia Arce-Paredes**

RESUMEN

ABSTRACT

Ellie Metchnikoff, en 1880, descubrié que la funcion de las célu-
las fagociticas era esencial para la supervivencia de todas las es-
pecies del reino animal. En los organismos unicelulares como
los protozoarios, la funcion fagocitica es el Ginico medio por el
cual estos organismos adquieren su alimento. La funcién fagoci-
tica de estas células se mejora a lo largo de la evolucion y se
mantiene en los animales mas evolucionados, aunque aqui la
funcién de los fagocitos deja de ser preponderantemente nutri-
cional para constituirse en un eficiente mecanismo de protec-
cion no especifico contra agentes infecciosos y de eliminacion de
células muertas o seniles. Cada etapa del proceso fagocitico (la
migracién, el reconocimiento de lo que puede y debe ingerirse,
la endocitosis y la destruccién de particulas) se descubre cada
vez mas complicada; dia a dia se identifican mas componentes
moleculares y se establecen mas interacciones y rutas metaboli-
cas. Aunque el proceso de la fagocitosis no esté esclarecido en su
totalidad, ahora tenemos una mejor idea de cémo se reconocen
las particulas que deben eliminarse y de los mecanismos subse-
cuentes que llevan a su destruccidn. En este articulo, se hace
una revisién concisa del proceso de la fagocitosis y se enfatiza su
importancia como mecanismo de proteccién en los vertebrados,
sefialando, aunque de manera somera, aquellos aspectos que en
la actualidad son objeto de mayor estudio, incluyendo estructu-
ra celular, la existencia y funcion de las proteinas de adhesién,
los receptores para endocitosis, las proteinas G, las cascadas de
sefializacién, la maduracion de los fagosomas, y la generacion de
los metabolitos téxicos del oxigeno y el nitrégeno.

In 1880 Ellie Metchnikoff established the phagocytic cells’
function as an essential process for the survival of animal spe-
cies. In the unicellular organisms, such as the protozoa, the
phagocytic function is the only means through which these or-
ganisms acquire their next meal. The phagocytic function im-
proves through evolution and remains so in the more evolved
species, although here the primary function of phagocytes is no
longer a nourishment-related activity but it turns into an effi-
cient mechanism of protection against infectious agents and of
elimination of senescent or abnormal cells. Every step of the
phagocytic process (migration, adhesion, endocytosis and par-
ticle destruction) appears each time more complex, and new
molecules and mechanisms are continuously discovered. Al-
though the whole phagocytic process is not yet fully understo-
od, now we have a better panorama on the way phagocytic cells
recognize those particles that must be eliminated and the me-
chanisms following thereafter. In this article a concise review
is made on the phagocytic process and its importance as a pro-
tection mechanism of vertebrates, pointing out those aspects re-
ceiving major attention at the present, including cell-structure,
adhesion proteins, phagocytosis-endowed receptor molecules,
signalling pathways and participant molecules, maturation of
phagosomes, and the role of the nitrogen and oxygen-derived
intermediaries as potent antimicrobial toxins.
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LA QUIMIOTAXIS

Ya mencionamos que la reaccién inflamatoria en
un sitio de lesion tisular, promueve la acumulacion
de células fagociticas en ese sitio. En lesiones de
tipo agudo, las células predominantes son los leuco-
citos PMN; en lesiones cronicas, sobre todo en
aquéllas en donde operan los mecanismos de la in-
munidad celular, las células predominantes son los
fagocitos mononucleares (monocitos/macrdéfagos:
MN/Mfs). La ocurrencia de traumas en las superfi-
cies protectoras del cuerpo (mucosas o queratiniza-
das), por muy pequefias que sean, permiten la en-
trada de microorganismos. En un medio ambiente
tan rico en componentes nutritivos, los microorga-
nismos empiezan a proliferar y al hacerlo generan
y liberan productos de su metabolismo que en can-
tidades pequefisimas, del orden de nanogramos o
aun de femtogramos (1 x 102 - 1 x 105 g), se di-
funden en los tejidos circundantes y son capaces de
modificar la fisiologia de las células fagociticas al
interaccionar con receptores especificos sobre
ellas induciendo su migracion hacia el sitio de lesién
(Figura 7). Dentro de ciertos limites, este fenéme-
no de migracién o quimiotaxis, es mas marcado
mientras mayor es el grado de lesi6on y mientras
mayor es la concentracion de los factores quimio-
tacticos liberados al microambiente tisular (las al-
tas concentraciones de factores quimiotacticos ge-
neralmente son téxicas para las células). El estu-
dio de diversos productos microbianos naturales
con actividad quimiotactica, condujo al descubri-
miento y a la posterior sintesis comercial del tri-
péptido fMLF, un agente con alta actividad qui-
miotactica. La desnaturalizacion de componentes
tisulares propios por efecto del trauma o la infec-
cion, también puede generar la formacién de fac-
tores con actividad quimiotactica.

Otros factores con actividad quimiotactica (estu-
diados usando la cAmara de Boyden en alguna de sus
multiples versiones) son los intermediarios o pro-
ductos que resultan de la activacion del complemen-
to (Cba, los fragmentos de C3 hidrolizados por pro-
teasas y plasmina, y el complejo C5b, 6, 7), los facto-
res quimiotacticos para neutrofilos y monocitos
(quimiocinas) producidos por los linfocitos T activa-
dos, y otras moléculas.

La interaccién entre los factores quimiotacticos
y sus receptores sobre las células fagociticas no sélo
inicia la migracion dirigida de las células, también
induce la liberacién de enzimas y de metabolitos
del oxigeno (ver cambios bioquimicos), sin embar-
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Figura 7. La reaccion inflamatoria temprana promovida por in-
feccion se caracteriza por la acumulacion de leucocitos polimor-
fonucleares que son atraidos al sitio de infeccion por factores
guimiotacticos derivados de los microorganismos. La figura en el
panel superior muestra la histologia de la piel, 10 minutos des-
pués de la inoculacién “en punto” con S. aureus. La presencia de
un pequefio coagulo de sangre en el sitio lesionado es la Unica
evidencia de la reaccién inflamatoria. Cuatro horas después de la
infeccion (panel inferior) la acumulacion de leucocitos PMN es
extensa tanto en la lesion como en la dermis subyacente.

go, las concentraciones de los factores que inician
las funciones de migracién y de secrecion de las cé-
lulas son muy diferentes; la quimiotaxis ocurre a
bajas concentraciones de los quimioatractantes
(ng-fg), la secrecion sucede a concentraciones 10 a
50 veces mayores.

La quimiotaxis requiere de energia (ATP) y de la
presencia de calcio y magnesio, lo cual indica que se
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Cuadro V. Proteinas componentes del citoesqueleto?.

Figura 8. Citoesqueleto en ma-
créfagos del peritoneo de ratén.
Preparaciones tefiidas con un
anticuerpo anti-tubulina marca-
do con fluoresceina (100X).

Estructura

Proteina

Prot. asociadas

Microtubulos

Microfilamentos

Filamentos
intermedios

Tubulinasa y
(y en centromero)

Actina

Vimetinay
vimetin-like filaments

MAPSs
Quinesinas
Dineinas

Miosinas

Timosina g4

Profilina

Capz

Gelsolina

ADF, cofilina, actoforina 'y
depactina

Plectina

*Ademas de las sefaladas, otras proteinas como tropomiosina, calmodulina, cadherina, MARKS y varias GTPasas, proteincinasas y
fosfatasas, participan en la regulacion de la actividad del citoesqueleto.

aBasado en las referencias 36-41

trata de un proceso metabdlicamente activo. Como to-

das las funciones celulares que implican movilidad, la

quimiotaxis depende de la existencia y funcién de las
estructuras contractiles de las células que constitu-

yen el citoesqueleto.
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El citoesqueleto

Aunque se conocen muchas proteinas asociadas al
citoesqueleto, las estructuras constitutivas del

mismo mas conspicuas son los microtubulos, los
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microfilamentos y los filamentos intermedios (Fi-
gura 8 y Cuadro V). Los agentes que destruyen los
microtlbulos (colchicina, vinblastina, vincristina)
inhiben la quimiotaxis a concentraciones relativa-
mente elevadas (10* a 10° M). La citocalasina B,
la cual deprime la funcién de los microfilamen-
tos, inhibe reversiblemente la quimiotaxis y la
movilidad celular a concentraciones mayores de
1.0 ug por mL. Estos agentes, a concentraciones
bajas pueden tener el efecto contrario, incremen-
tando la movilidad y la quimiotaxis. Reciente-
mente, Vicente-Manzanares y cols®*® publicaron
una extensa revision sobre citoesqueleto, sus
componentes y funciones, cuya lectura recomen-
damos ampliamente.

Microttbulos

Los microtubulos son estructuras relativamente
grandes, rigidas y cilindricas construidas a base de
2 mondmeros de a- y f-tubulina. Cada microtibulo
estad compuesto por 13 filamentos ordenados en for-
ma paralela y acomodados como un tubo de longi-
tud variable cuya luz mide unos 150 A de diametro.
Los microtubulos forman una red compleja en to-
das las células nucleadas. También existen en ci-
lios, flagelos, y en la cola de los espermatozoides (y
participan en el movimiento activo de estas estruc-
turas), asi como en los husos mitéticos donde son
responsables del movimiento de los cromosomas
durante la mitosis.*

Los microtubulos citoplasmicos generalmente
se encuentran en un estado de rapido ensamblaje
y desensamblaje, un proceso que depende de la
presencia de Ca**y de cAMP. El ensamblaje de los
microtlbulos es inhibido por alcaloides, los cuales
se fijan con gran afinidad a la tubulina. Varias
proteinas asociadas participan en la funcién de los
microtlbulos, entre ellas las proteinas MAPs (Mi-
crotubule Associated Proteins) que promueven su
polimerizacion, y proteinas de las familias de las
quinesinas y dineinas, que utilizando ATP como
fuente de energia funcionan como motores que im-
pulsan el movimiento de vesiculas y organelos so-
brey a lo largo de los microtibulos.®® Los microtu-
bulos también participan en el movimiento y dis-
tribucién de proteinas de la membrana celular ya
que el tratamiento de las células con alcaloides o
con agentes que alteran los microtdbulos, altera
también la distribucién de las proteinas de mem-
brana inducida por lectinas o por anticuerpos. La
asociacion de las proteinas membranales con el

Volumen 29 No. 1 Enero-Marzo 2004. pp 18-31

Fagocitosis: mecanismos y consecuencias

sistema de los microtUbulos puede ocurrir de ma-
nera directa o a través de los microfilamentos o de
los filamentos intermedios.

Microfilamentos

Los microfilamentos son estructuras construidas a
base de subunidades idénticas o muy similares a la
actina del muasculo esquelético.®® La actina se en-
cuentra organizada en la forma de largos cables de
50 A de diametro, compuestos por unidades de mo-
némeros de actina (actina G). Los mondmeros de
actina tienden a polimerizar para formar actina F y
la polimerizacion esté regulada por diversas protei-
nas, como la timosina 4 que “secuestra” a los mo-
némeros de actina, la profilina que evita la polime-
rizacion espontanea y la proteina CapZ que estabi-
liza los polimeros ya formados evitando que se
incorporen o se remuevan mas monémeros de acti-
na. Otras proteinas reguladoras de la polimeriza-
cién de la actina incluyen a la gelsolina, y las pro-
teinas ADF, cofilina, actoforina, depactina y otras,
gue promueven el desensamblaje de la actina. En
las células, los microfilamentos estan asociados con
la miosina citoplasmica® y con la tropomiosina.*
Los microfilamentos existen en 2 formas distintas:
una red laxa de fibras cortas asociada a las estruc-
turas de la superficie interna de la membrana plas-
matica (sensibles a citocalasina B) y manojos de fi-
bras que corren por debajo de la membrana, adya-
centes a ella. Ambos tipos de microfilamentos son
contractiles y juegan un papel importante en todo
tipo de movimiento celular, incluyendo cambios de
forma, movimiento al azar y dirigido, endocitosis,
secrecion de productos, etc.

Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios reciben este nombre
por su diametro que es intermedio entre el de los
microfilamentos y el de los microtubulos. Se for-
man por la polimerizacién tetramérica de largos fi-
lamentos compuestos por uno de tres tipos de pro-
teinas: las queratinas (en epitelios), las vimetinas
(en leucocitos y fibroblastos, desmina en células
musculares) y los neurofilamentos (en células del
sistema nervioso). Los filamentos intermedios con-
fieren resistencia estructural y alta plasticidad a la
célula que le permiten soportar altas tensiones ex-
ternas como las que ocurren cuando las células pa-
san a través de uniones intercelulares durante la
diapédesis.*
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Otras proteinas asociadas al citoesqueleto

Aparte de la miosina y la tropomiosina citoplasmi-
cas, otras proteinas mayores como MARKS, gelsoli-
na y profilina, interaccionan con la actina modu-
lando su actividad. EI contacto de neutréfilos con
quimioatractantes promueve, en pocos segundos,
ciclos de polimerizacién y despolimerizacién de la
actina. La polimerizacién de la actina G para for-
mar la actina F, proporciona a la célula la arquitec-
tura reticular dindmica necesaria para soportar to-
das las funciones celulares. Las sefiales que se ori-
ginan al interaccionar un ligando quimiotactico con
su receptor membranal se conectan con el citoes-
queleto a través de la actina F. El ordenamiento li-
neal de la actina F requiere de la participacidn de
las otras proteinas citoplasmicas accesorias. La gel-
solina y la profilina, por ejemplo, se encuentran
asociadas de manera no covalente con la actina mo-
nomeérica en las células en reposo. La estimulacion
quimiotactica de las células provoca que estas pro-
teinas se disocien y entonces ocurre la polimeriza-
cién de la actina. Después, cuando el estimulo qui-
miotéctico ha cesado, la gelsolina y la profilina se
reasocian con la actina promoviendo su despolime-
rizacion. Las altas concentraciones de calcio inhi-
ben la asociacion de la profilina con la actina mien-
tras que las bajas concentraciones la promueven.
La funcién de estas proteinas modula la actividad
del citoesqueleto y permite su interaccion con lipi-
dos y proteinas de la cara interna (citoplasmica) de
la membrana.*243

Las proteinas que forman parte del citoesqueleto
de las células fagociticas se enlistan en el cuadro V.

Aspectos bioquimicos de la quimiotaxis

El uso de quimioatractantes sintéticos (como el
fMLF) radiactivos, ha permitido saber que el movi-
miento celular se inicia inmediatamente después del
contacto del quimioatractante con receptores especi-
ficos presentes en la membrana. El diisopropil-fluoro-
fosfato (DFP) y los p-nitrofenil-etil-fosfonatos (inhi-
bidores de esterasas con serina en su sitio activo), de-
primen la respuesta quimiotactica de los leucocitos
PMN sélo cuando éstos estan en presencia del qui-
mioatractante pero no cuando los PMN, o el quimioa-
tractante son tratados separadamente, o preincuba-
dos con los inhibidores. Esto sugiere que en la res-
puesta quimiotactica participa, entre otras proteinas,
una serina-esterasa, la cual existe como zimégeno, in-
sensible a fosfonatos, en las células en reposo. Uno de
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\PMN en reposo

Figura 9. La quimiotaxis de las células fagociticas es un feno-
meno dinamico altamente complejo. Se inicia en la membrana
con sefiales quimicas que se transducen al citoplasma promo-
viendo la funcion del citoesqueleto (ver texto). En presencia del
agente quimiotactico, las células se orientan y se desplazan de-
jando ver un extremo caudal globular llamado urépodo y un
extremo frontal aplanado llamado lameilopidio.

Lamelipodio

Ur6podo

\ Agente quimiotactico /

los primeros estudios realizados con PMN de conejo,
permitid calcular que existen unas 500 moléculas de
proesterasa por célula. Los PMN se trataron primero
con DFP “frio” para inactivar las serina-esterasas
presentes en estado activo, después las células se la-
varon exhaustivamente, se activaron con C5a en pre-
sencia de DFP radiactivo, y luego se midio la cantidad
de DFP consumido. La afinidad de los receptores ce-
lulares por el quimioatractante fMLF est4 alostérica-
mente regulada por la actividad de proteinas G;* la
unidad efectora del complejo terciario (segundo men-
sajero) podria ser una fosfolipasa, una protein-cinasa,
una metil transferasa, o alguna otra. En las membra-
nas de los PMN humanos el receptor para fMLF exis-
te en 2 estados de afinidad que son interconvertibles.
Las dosis bajas del quimioatractante y los receptores
de alta afinidad favorecen la transmision de sefiales
guimiotacticas; las dosis altas y los receptores de baja
afinidad inician la produccion y secrecion del anién
superéxido.

Las células en movimiento y la direccion del mis-
mo, se pueden distinguir con relativa facilidad. Las
células que se desplazan sobre una superficie en res-
puesta a un estimulo quimiotactico muestran un
frente aplanado (lamelipodio) y un extremo caudal
globular (urépodo); las células en reposo, muestran
su caracteristica forma redonda (Figura 9).

OPSONIZACION
La opsonizacion es un fendémeno que mejora el proce-

so de la endocitosis y que requiere de la interaccién
de las particulas ingeribles con factores del suero de
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Cuadro VI. Factores del suero con actividad de
opsonina?.

1gG1, 1gG2, 1gG3

IgM en presencia de Ca** (sélo en el raton)

C3b y C3bi

Globulinas alfa-1, alfa-2, beta-1

Proteina C-reactiva

Fibronectina (;?)

Colectinas (proteina enlazadora de manosa, MBP)
Proteina surfactante A, SP-A (en liquido pleural)

aBasado en las referencias 45, 50, 56

diversa naturaleza denominados opsoninas. Las opso-
ninas incluyen anticuerpos (fundamentalmente 1gG),
componentes del complemento, y algunas otras pro-
teinas presentes en el suero, en el moco y en el fluido
pleural®® (Cuadro VI). El papel de las opsoninas como
promotoras de fagocitosis esta relacionado con la pre-
sencia de receptores para ellas en la membrana de las
células fagociticas.

En el caso de los anticuerpos, por ejemplo, éstos
funcionan como opsoninas una vez que han interac-
cionado con determinantes antigénicos homélogos
presentes en las particulas ingeribles. Los leucocitos
PMN y los MN de la mayoria de las especies, tienen
receptores especificos para la region Fc de las inmu-
noglobulinas 1gG1, 1gG3, 1gG2 e 1gG4, en ese orden
de abundancia; légicamente, el tratamiento con pep-
sina del anticuerpo destruye su actividad opsonizan-
te. Aparte de los anticuerpos IgG, ninguna otra clase
de inmunoglobulina muestra actividad opsonizante,
aunque se ha descrito en el ratén una poblacion de
anticuerpos IgM monoméricos que funcionan como
opsoninas en presencia de Ca?*.

En 1977, Kaplan* observo que los macroéfagos de
raton endocitaban eritrocitos de carnero (GRc) de
manera diferente segln éstos estuvieran opsonizados
con 1gG o con C3b. Encontré que los receptores para
Fc y para C3b se encontraban distribuidos homogé-
neamente en la superficie celular. Los GRc-1gG se in-
girieron por medio de finas extensiones de la mem-
brana celular las cuales fijaron firmemente a las par-
ticulas en estructuras en forma de copa; s6lo después
las particulas fueron realmente endocitadas. Los
GRc-C3b, en cambio, parecieron hundirse directa-
mente en el citoplasma celular, sin la participacion de
extensiones membranales. Estos patrones de endoci-
tosis, sin embargo, no son absolutos: Johnson y Eske-
land,* por ejemplo, también observaron la endocitosis
de particulas de agarosa recubiertas con C3b o con
C3bi, a través de estructuras membranales en forma
de copa.
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Regulacién de la actividad de los receptores
para opsoninas

Johnson y cols.*® observaron que el cultivo de macroé-
fagos sobre superficies recubiertas con fibronectina,
incrementaba la capacidad de estas células para endo-
citar particulas de agarosa opsonizadas con C3b y con
C3bi, y encontraron que la fibronectina se enlazaba a
las esferas de agarosa cuando éstas se encontraban
recubiertas con C3b, C3bi o C3d, pero no cuando se
encontraban recubiertas con suero descomplementa-
do. Sugirieron que el dominio C3d portaba el princi-
pal sitio de union de la fibronectina y que ésta era
una opsonina. Sin embargo, ya antes se habia demos-
trado que la fibronectina promovia el enlazamiento
pero no necesariamente la ingestién de particulas por
los fagocitos;*® esto puso en duda el papel de la fibro-
nectina como una auténtica opsonina. No obstante,
aunque la fibronectina no actuase exactamente como
una opsonina, sus fragmentos de hidroélisis liberados
por proteasas de neutrofilos son quimiotacticos para
monocitos, promueven la activacion de receptores
para C3y Fc, e incrementan la actividad bactericida
de los monocitos.%°

Por su parte, Wright y Silverstein® encontraron
gue los receptores para Fc son constitutivamente pro-
motores de endocitosis, mientras que los receptores
para C3 (C3b, C3bi y C3d) no lo son. Los MN humanos
normales y los Mfs peritoneales de raton, adhieren
particulas opsonizadas con C3 pero no las ingieren con
la avidez que lo hacen los MN “inflamatorios” y los
Mfs peritoneales de ratén activados con el éster forbo-
lico del acido miristico (PMA) o sus analogos.® Wright
y cols.®® proponen que in vivo, la actividad de los recep-
tores para C3 (y derivados) podria estar regulada por
proteinas plasmaticas del tipo de la fibronectina. In vi-
tro, los receptores para C3 podrian activarse cuando
los fagocitos (MN) se adhieren a superficies cubiertas
por fibronectina o cuando las particulas opsonizadas
con C3 han previamente interaccionado con fibronecti-
na en solucion. El hecho de que la fibronectina tam-
bién se adhiera a bacterias, a fibrina y a coldgena des-
naturalizada, sugiere alglin papel de la fibronectina en
la promocidn de la endocitosis, quiza por reorientacion
de los receptores para C3 (CR1 y CR3) o por incremen-
tar su expresién membranal.

Otro mecanismo de regulacion de la actividad de
los receptores para C3, se infiere del trabajo de Gri-
ffin y Griffin® quienes encontraron que los LcT acti-
vados, elaboran factores solubles que interaccionan
con receptores especificos sobre la membrana de los
MN incrementando su capacidad para endocitar par-
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ticulas opsonizadas con complemento. Estos factores
solubles probablemente correspondan a las quimioci-
nas MIP (Macrophage Inflammatory Protein), MAP
(Monocyte Chemotactic Protein) e IL-18, o a otras ci-
tocinas activadoras de macrdéfagos.

ENDOCITOSIS

La endocitosis, el mecanismo por el cual las particu-
las penetran a las células; usualmente ocurre a través
de receptores localizados en regiones de la membrana
revestidas por clatrina. El proceso comprende la inva-
ginacién de la membrana plasmatica alrededor del
material extracelular, formando una vacuola fagociti-
ca. En la mayoria de los casos, la vacuola se fusiona,
reversiblemente, con los lisosomas para dar origen a
la vacuola digestiva o fagosoma. Esta fusién permite
el contacto de la particula fagocitada con las hidrola-
sas lisosomales del fagocito. Como resultado de esta
actividad, continuamente se remueven porciones de
la membrana plasméatica para formar la envoltura de
la vesicula endocitica. En cuanto al destino de este
material membranal, inicialmente se supuso que la
membrana celular incorporada en los fagosomas era
rapidamente destruida por las enzimas lisosomales,
sin embargo, la velocidad de incorporacion de mem-
brana durante la endocitosis era muy alta en compa-
racion con la velocidad de su degradacién. También se
sugirié que el material membranal simplemente se
incorporaba y se retenia en la membrana del fagoliso-
soma pero esta proposicion no se sostuvo cuando se
demostré que las membranas lisosomal y plasmatica
diferian grandemente en su composicién quimica, en-
zimatica y antigénica. Ademas, ya que toda la mem-
brana plasmatica estd comprometida con la formacién
de vesiculas fagociticas, gran parte de la membrana
deberia perderse de la superficie celular al mismo
tiempo que los lisosomas deberian aumentar su tama-
fio en proporcion a la cantidad de membrana interio-
rizada. Como esto no sucede, Tulkens y cols.* propu-
sieron una hipdtesis que ha prevalecido hasta la fe-
cha. Segun esta hipotesis, durante el proceso de
fusién fago-lisosomal, los componentes transportados
por las vesiculas podrian: (a) mantenerse ligados a los
componentes de la membrana celular, (b) permanecer
en solucién, o (¢) ligarse a la fraccion de membrana
lisosomal, segun las afinidades particulares entre li-
gandos y membranas. Enseguida, cuando las dos vesi-
culas (fagosoma y lisosoma) se separasen, los compo-
nentes endocitados o sus productos de hidroélisis po-
drian ser reciclados al exterior junto con la membrana
celular, o podrian ser retenidos en los lisosomas para
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ser procesados y posteriormente integrados al cito-
plasma. De esta manera, aquellos ligandos que tuvie-
ran gran afinidad por componentes de la membrana
celular, serian retenidos firmemente por la membra-
na y reciclados junto con ella a la superficie celular.
Los ligandos sin una afinidad particular por la mem-
brana externa, podrian ser retenidos en los lisoso-
mas, como ya se comentd antes. Aunque Tulkens
acepta que esto es quiza una sobresimplificacion del fe-
némeno, la hipdtesis es aplicable a la endocitosis de
moléculas solubles y de particulas, una vez que éstas
han sido digeridas en la vacuola fagolisosomal.

Receptores mediadores de endocitosis

La ingestion de microorganismos por las células fago-
citicas ocurre a través de dos tipos de receptores: los
receptores para constituyentes propios de los micro-
organismos (Pattern-Recognition Receptors), y los re-
ceptores para opsoninas.®® Los primeros incluyen a
los receptores para manosa (MR), los receptores para
mananas e integrinas (DEC-205), y los receptores
para lipopolisacaridos (ScR, Scavenger Receptors),
ademas de otros, mientras que los segundos, incluyen
a los receptores para la proteina fijadora de manosa
(MBPR, Mannose-Binding protein Receptor), la cual
también es reconocida por el receptor para Cl1q, los
receptores para la proteina surfactante A (SPR2), los
receptores para inmunoglobulinas 1gG (FcyR), vy los
receptores para complemento C3b (CR1) y C3bi
(CR3) (Cuadro VII).

TRANSDUCCION DE SENALES

La mayor parte del conocimiento sobre las vias de
sefializacién que conducen a la fagocitosis proviene

Cuadro VII. Receptores relacionados con fagocitosis?.

Receptor Ligando

MR Carbohidratos con manosa

DEC 205 Mananas e integrinas
CD11b/CD18

ScR (CD14) Lipopolisacaridos (LPS)

MBPR Proteina enlazadora de
manosa (MBP)

SPR 210 Proteina surfactante A

FcRI 1gG2a

FcRII 1gG1 e 1gG2b

FcRINI 19G3

CR1 (CD35) C3b, C3bi

CR3 C3bi

aBasado en las referencias 1, 56, 63
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del estudio de los receptores para inmunoglobulinas
(FcyR).5%° Estos receptores, en los fagocitos huma-
nos, incluyen a FcyRI, FcyRIl y FcyRIIL. FeyRII es
una sola cadena polipeptidica con un dominio extra-
celular, un dominio transmembranal, y un dominio
intracitoplasmico con dos regiones ITAM (immuno-
globulin gene family tyrosine activation motif).57:¢°
Los receptores FcyRIl y FcyRI11 carecen de ITAMs en
sus dominios citopladsmicos pero se encuentran aso-
ciados a proteinas adaptadoras (dimeros de cadenas
gamma) que tienen las regiones ITAM requeridas
para la transduccion de sefales. EIl entrecruzamien-
to de los receptores FcyRI1 'y FcyRIII por sus ligandos
correspondientes, promueve la fosforilacion de tiro-
sinas en los dominios ITAM de las subunidades gam-
ma.%” La protein-tirosin-cinasa inicial (PTK) respon-
sable de esta fosforilacion es Lyn, un miembro de la
familia Src. Las tirosinas fosforiladas en los domi-
nios ITAM funcionan como sitios de unién de alta
afinidad para los dominios SH2 de las protein-tiro-
sin-cinasas Src y Syk. Syk fosforila a la proteina
p85bp y ésta se torna un sitio de captura para la pro-
tein-inosin 3 cinasa, P13-K.%* PI3-P cataliza la for-
macion de fosfoinositidos fosforilados como PIP3 el
cual se enlaza a una proteina enlazadora de PIP3
(PIP3bp). Esta y otras proteinas, a través de las

Particula opsonizada con IgG

FcgRIIA

Regiones
ITAM

SyK-PTK

%“ |||||||||HHH%%II|H|||||||||||||||||||
@
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GTPasas Rac o Ras, promueven la polimerizacion de
la actina. Asi, la activacidon de Syk inicia una serie
de cascadas de sefializacién que son causa de activa-
cién transcripcional, rearreglos en el citoesqueleto,
y liberacién de mediadores inflamatorios.%*% El en-
trecruzamiento de los receptores IgyR por sus ligan-
dos, resulta, finalmente, en la polimerizacién de la
actina y la fagocitosis, y aunque no se conocen todos
los pasos de estos procesos, se sabe que participan
varias proteinas, entre ellas la proteincinasa PI-3
(P1-3K), GTPasas de las familias Rho (Cdc42 y Rac)
y ARF, proteincinasa C (PKC), y otras como WASP,
Arp2/3, y Rab.®5¢” En algunos casos se ha podido dis-
cernir que varias proteinas actlan de manera jerar-
guica, como ocurre con las GTPasas de la familia
Rho, donde Cdc42 participa en la formacién de filo-
podias y en la activacién de Rac, Rac estimula el on-
dulamiento de la membrana y activa a Rho, y Rho
estimula la formacion de fibras de adhesion local.®®
Estos eventos se ilustran en la figura 10.

Los receptores TLR (Toll like-receptors)

El descubrimiento de los receptores parecidos a las
moléculas toll de Drosophila, TLR (Toll like-recep-
tors) en los macréfagos, derivo del estudio de la mo-
lécula CD14 presente en estas células. Se vio que la
molécula CD14 interaccionaba con ciertos lipidos y
lipopolisacaridos microbianos (LPS de microorga-
nismos Gram-negativos; acido lipoteicoico, LTA, de
microorganismos Gram-positivos y lipoarabinoma-
nanas, LAM, de micobacterias), estimulando en los
macrofagos la sintesis y secrecion de IL-1, IL-6 e IL-
12. Esto fue un hallazgo desconcertante porque se
sabia que la molécula CD14 carecia de un dominio

Figura 10. El entrecru-
zamiento de los recep-
tores FcyR por sus ligan-
dos, origina una serie
de sefiales en la que
participan proteincina-
sas, GTPasas, ATPasas,

PIP3bp

f Arp% bL3K GTPasas proteinas adaptadoras y

Lyn (Sre-PTK) WASP otras protemag asocia-
PTK ZAP-70 das, que culminan con
Fosfatidil inositol ACTINA: la polimerizacion de la

Cdc42 (fllorJodlaS) actina, la fagocitosis y el

ACTINA movimiento celular en

Extension de seudépodos
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Rac (ondulamiento de

membrana) general (esquema basa-

do en las referencias 57,
58, 61-64, ver detalles

Rho (fibras de
en el texto).

adhesion local)
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intracitoplasmico prominente y que por lo tanto no
era una molécula transductora de sefiales.®® La in-
cognita se despejé cuando se encontr6 que las célu-
las de mamifero también contenian proteinas es-
tructuralmente relacionadas con las proteinas Toll
de Drosophila, también encargadas de neutralizar
microorganismos, razon por la cual estas proteinas
se llamaron TLR (Toll-Like Receptors). En mamife-
ros se han identificado cuando menos diez proteinas
TLR (TLR1 a TLR10) (Cuadro VIII), todas con un
dominio intracitoplasmico y una region homdéloga al
receptor para IL-1, y por lo tanto, capaces de transdu-
cir sefales. Ahora se sabe que el LPS se enlaza direc-
tamente a TLR4 en una reaccién facilitada por la mo-
lécula CD14. Aunque hay vias particulares de sefiali-
zacion y activacion celular segin el TLR involucrado,
una secuencia representativa de eventos podria ser la
siguiente:®la interaccién del TLR con su ligando pro-
mueve el reclutamiento de la proteina adaptadora
MyD88 con el receptor. ElI complejo formado, recluta
a su vez a alguna(s) de las cinasas asociadas al recep-
tor para interleucina-1 (IRAK1/IRAK4). Durante la
formacion de este complejo, IRAK4 se activa ocasio-
nando la hiperfosforilacion de IRAK1, lo cual pro-
mueve la asociacion de TRAF6 (TNF-Receptor Asso-
ciated Factor 6) con el complejo. La asociacién entre
IRAK4/IRAK1/TRAF6 causa cambios conformaciona-

Cuadro VIIIl. Receptores TLR en mamiferos
y sus ligandos®.

Receptor Ligando

TLR1 Triacil-lipopéptidos (bacterias,
micobacterias)

Factores solubles (Neisseria
meningitides)

Peptidoglicanas y lipoproteinas
Glicoinositolfosfolipidos (Trypano-
soma cruzi)

Glicolipidos (Treponema)

Porinas (Neisseria)

Zimosan (levaduras)

ARN de doble cadena (virus)
Lipopolisacaridos (Gram-negativos)
Acido lipoteicoico (Gram-positivos)
Lipoarabinomananas (Micobacterias)
HSP60 y HSP70 (propias del huéped)
Flagelina (bacterias)

Lipoproteinas (diacil-lipopéptidos de
micoplasma)

CpG ADN

TLR2

TLR3
TLR4

TLR5
TLR6

TLR9

No se han identificado con certeza los ligandos naturales para
TLR7, TLR8y TLR10.

aBasado en las referencias 69, 70
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les en uno 0 més de estos factores, ocasionando su
separacién del complejo IRAK1/TRAF6 del receptory
su traslocacion a la membrana donde interacciona
con otro complejo preformado compuesto por TAK1
(TGF-g activated kinase), TAB1 (TAK1-binding pro-
tein-1) y TAB2. Esta interaccion induce la fosforila-
cion de TAB2 y TAKL1, los cuales entonces se traslo-
can al citosol junto con TRAF6y TABL. TAK1 es sub-
secuentemente activado en el citoplasma para activar
a su vez al inhibidor de «B (1kB). El 1kB inactivo se-
cuestra al NF-«B en el citoplasma pero su activacién
induce su fosforilacién y degradacién con la conse-
cuente liberacidon de NF-«B. ElI NF-xB liberado pasa
al nucleo donde se asocia a promotores de genes codi-
ficantes de citocinas (Figura 11).

La importancia de los TLRs en la inmunidad inna-
ta se deduce de situaciones como la observada en los
ratones C3H/HeJ, donde una mutacion homocigética
en tlr-4 esté relacionada con defectos de sefializacion
y con alta susceptibilidad a infecciones por microor-
ganismos Gram-negativos.

Rafts y caveolas

Ademas de la entrada de microorganismos a las célu-
las fagociticas a través de receptores para opsoninas y
de receptores de reconocimiento de patrén, algunos
de ellos al menos, también pueden penetrar a los fa-
gocitos a través de rafts y de caveolas™ (Figura 12).

Los rafts son microdominios lipidicos presentes en
las membranas plasmatica y endosomal de todas las
células eucarioticas. Estas regiones se encuentran en-
riquecidas en colesterol, glucoesfingolipidos y glucoli-
pidos con fosfatidil inositol a través de los cuales se
enlazan a las membranas celulares.

Las caveolas por su parte, son una variedad de
rafts, localizadas en la membrana plasmatica que
adoptan una forma de botella y que ademas de los li-
pidos antes mencionados tienen unida al colesterol
una o mas proteinas de la familia de las caveolinas
(caveolinas 1, 2 y 3) que se encuentran recubriendo la
superficie citoplasmica de la caveola. Las caveolinas
transportan colesterol del reticuloendoplasma donde
se produce, a la caveola y regulan la actividad de las
proteinas de sefializacién (tirosin cinasas) que se en-
cuentran en la caveola. Una revision muy comprensi-
ble sobre caveolas, caveolinas y su funcién fue publi-
cada recientemente por Schlegel y Lisanti.”

Algunos de los microorganismos que penetran a las
células a través de rafts y caveolas son bacterias (Es-
cherichia coli, Mycobacterium bovis BCG, Campylo-
bacter jejuni), virus (SV40, sarampiodn, influenza) y
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Figura 11. El LPS se enlaza con alta afinidad a
CD14, una proteina glicosilada unida a fosfatidil-
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protozoarios (Plamsodium falciparum), pero las espe-
cies mencionadas seguramente no son las Unicas que
pueden hacerlo.™

Todavia se desconocen las cascadas de sefializacion
y las consecuencias que derivan de la interaccion de
los microorganismos con los rafts y las caveolas de las
células fagociticas pero seguramente tienen que ver
con la induccién de la respuesta inflamatoria.

MADURACION DE LA VACUOLA FAGOSOMAL

Poco después de la internalizacién de la particula ocu-
rre la despolimerizacion de la actina F que en un prin-
cipio queda asociada al fagosoma, y la recién desnuda-
da membrana vacuolar se hace accesible a los endoso-
mas tempranos.” Luego, a través de una serie de
eventos de fusion y de fisién, la membrana vacuolar y
su contenido maduran, fusionandose con endosomas
tardios y finalmente con lisosomas para formar el fago-
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inositol de la membrana de los macrofagos, y a
la proteina TLR4. Esto conduce a la activacion
de la proteina transmembranal TLR4 y a la ini-
ciacion de una cascada de sefializacién intra-
celular. La sefalizacién desde TLR4 hasta el
complejo transcripcional de NF-«B e 1B ocu-
rre a través del reclutamiento del factor de
transcripcion MyD88, de las quinasas asocia-
das al receptor para IL-1, IRAK-4 e IRAK1, del
factor 6 asociado al receptor para el factor de
necrosis tumoral (TRAF-6) y de las quinasas in-
ductoras de NF-xB (IKK1 e IKK2). Estas quina-
sas fosforilan a IxB ocasionando su rapida de-
gradacion y la liberacion de NF-«B, el cual
entonces pasa al nicleo donde se enlaza a se-
cuencias promotoras especificas de genes in-
munomoduladores, promoviendo la sintesis de
citocinas y de moléculas coestimuladoras que
regulan la actividad de las células T y B, media-
doras de la inmunidad especifica (esquema
basado en las referencias 69, 70).

lisosoma. La velocidad de la fusién fagolisosomal va-
ria ampliamente dependiendo de la particula ingerida
pero, en la mayoria de los casos, es completa a los 30
min.”>" También se ha propuesto que la naturaleza de
la superficie de la particula ingerida modifica la veloci-
dad de maduracién del fagosoma y que las superficies
hidrofébicas de las micobacterias, por ejemplo, inter-
fieren con la fusion de los fagosomas con otros organe-
los.” La fusién fagolisosomal no necesariamente impli-
ca la fusién completa de las membranas, el paso del
contenido lisosomal a la vacuola fagocitica puede ocu-
rrir a través de puentes acuosos estrechos que solo per-
miten el intercambio limitado del contenido vacuolar,
fendmeno que permite preservar la identidad especifi-
ca de cada organelo, y que es congruente con el concep-
to de reciclamiento de la membrana.”°

Varias proteinas participan en la maduracion del
fagosoma, dentro de ellas, las anexinas. Estas protei-
nas se enlazan a fosfolipidos en una forma dependien-
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E. coli ) V. Sv40 P, falciparum
M. bovis BOG V. Sarampi6n
C. jejuni V. Influenza
/
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Transduccion de sefiales
(GTPasas, PKs, Fosfatasas, MPs, TFs)

Efectos

Figura 12. Algunos microorganismos penetran a las células fagociticas a través de micro-regiones lipidicas llamadas rafts. Estas re-
giones contienen altas concentraciones de colesterol y de glicoesfingolipidos. Algunas veces las micro-regiones lipidicas aparecen
como invaginaciones en forma de botella (caveolas) cuya superficie citoplasmica esta recubierta por proteinas de la familia de las
caveolinas. Los microorganismos que utilizan esta via de entrada son bacterias, virus y protozoarios. Las caveolinas participan en
el transporte de colesterol del citoplasma a la membrana y regulan la actividad de las proteinas de sefializacion presentes en la ca-
veola (proteincinasas). A través de cascadas de sefializacion, en las que intervienen GTPasas, proteincinasas (PKs), fosfatasas, pro-
teinas motoras (MPs), y factores de transcripcion, las sefiales iniciadas en las caveolas se traducen en diversos efectos, entre ellos
la polimerizacion de la actina y la activacion del citoesqueleto. En la ilustracion se sefialan algunos de los microorganismos que
pueden penetrar a través de rafts y caveolas (esquema basado en las referencias 76-78).

te de calcio y funcionan como puentes entre la mem- bién muestran cambios en su contenido; por ejem-
brana y el citoesqueleto.®! Otras proteinas como las plo, adquieren tempranamente catepsina H, una
GTPasas rab5, rab7 y rapl (proteinas G pequefias), enzima abundante en los endosomas tempranos, y
se asocian secuencialmente a los fagosomas, confor- maés tardiamente catepsina S, una enzima distinti-
me éstos maduran, La presencia de estas proteinas es va de los endosomas tardios.®® Conforme maduran,
necesaria para que ocurra la fusion de los fagosomas los fagosomas se mueven sobre los microtubulos y
con otros organelos que también las contienen. Asi, la esto les permite interaccionar con los componen-
presencia de rab5 en los fagosomas permite su fusion tes del sistema endosomal; el trafico de los fagoso-
con los endosomas tempranos, ricos en rab5, mien- mas sobre los microtubulos esta dirigido por una
tras que la adquisicién posterior de rab7 por los fago- serie de proteinas como la dyneina, la dynactinay
somas, permite su fusidn con los endosomas tardios, la kinesina.® Una revisidon detallada del sistema
abundantes en rab7 y rap1.82# endosomal, sus componentes y su funcion, aparece

Como resultado de su interaccién con el compar- en un articulo publicado por Clague en 19988y
timento endosomal, los fagosomas no solo presentan puede servir de base para los interesados en esta
cambios en la composicion de su membrana, tam- 4&rea de investigacion.
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CAMBIOS METABOLICOS ASOCIADOS A LA
ENDOCITOSIS

Como resultado de su contacto con particulas ingeri-
bles, ocurren en las células fagociticas una serie de
eventos asociados a cambios morfolégicos y bioquimi-
cos que incluyen la adherencia de la particula y su en-
globamiento, la formacién de la vacuola digestiva y la
desgranulacion lisosomal, con liberacion de enzimas y
otros componentes dentro de la vacuola digestiva.

En general, los eventos morfoldgicos asociados con
vacuolacién y desgranulacién parecen ser muy simila-
res en PMN y en macrdéfagos, sin embargo, los monoci-
tos pueden tener la capacidad de sintesis continua de
nuevos granulos en su activo complejo de Golgi, la ca-
pacidad de desechar productos bacterianos por exocito-
sis y la capacidad para sobrevivir al acto fagocitico, en
contraste con los PMN que generalmente mueren.
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