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Implicación de los receptores LXR 
en trastornos autoinmunes, “cuando 
el propio cuerpo es el enemigo”
Noelia Alonso González
Antonio Castrillo (director de la investigación)

Introducción

La apoptosis es un fenómeno de
muerte celular programada, que se
produce a través de una serie de
eventos controlados que culminan
con la eliminación de los restos ce-
lulares sin iniciar una respuesta in-
flamatoria1-3. En general, las célu las
fagocíticas, reconocen una serie de
cambios que los lípidos o hidratos
de carbono muestran en el exterior
de la célula apoptótica, como fos-
fatidilserina (PtdSer), un lípido de
membrana localizado siempre en

la cara interna de la membrana plas -
mática4,5. Estas señales que exhi-
ben las células apoptóticas, conoci-
das como “señales eat me”, en oca -
siones actúan unidas a unas molé-
culas “puente”, como MFGE8, GAS6
o el factor de complemento C1q6-8,
y son reconocidas por receptores es -
pecíficos en la membrana de la cé-
lula fagocítica. Estos receptores in-
 cluyen la famila de receptores TAM
(Tyro3, αAxl, y Mer), αvβ3-integrina,
Tim4 y CD364, 9-11. 
Tras la ingesta de células apop-

tóticas, los macrófagos activan me -

canismos mediante los que evitan
la generación de una respuesta in-
mune contra antígenos libres pro-
cedentes de las células apoptó ti-
cas12. Si estos mecanismos no es -
tán debidamente regulados, la acu-
mulación crónica del material intra -
celular libre puede tener consecuen -
cias patológicas13, 14. La inflamación
resultante y la estimu lación de la
respuesta inmune adaptativa con-
tra los auto-antígenos puede de -
sencadenar autoinmunidad4,15. Las
vías transcripcionales que integran
la retirada de células apoptóticas y

La retirada de las células que mueren de manera programa -
da (apoptóticas) es esencial para mantener el perfecto fun-
cio namiento del sistema inmune. Los macrófagos son las
prin cipales células encargadas de fagocitar las células apop-
tóticas, sin embargo, los mecanismos moleculares de trans-
cripción génica que regulan esta fagocitosis no están des-
critos en su totalidad. En este artículo demostramos que la
ingesta de células apoptóticas activa a los receptores LXR en
el macrófago e induce la expresión del gen codificante para
la proteína MER, que es esencial para la fagocitosis de cé-
lulas apoptóticas. Además, los macrófagos procedentes de
ratones genéticamente modificados, carentes de los recep -
tores LXR, exhiben un defecto en la fagocitosis de células
apoptóticas. Asimismo, estos ratones manifiestan fallos en
la auto-tolerancia, generan auto-anticuerpos y glomerulone -
fritis, síntomas del desarrollo de un trastorno autoinmune. 

Effective clearance of apoptotic cells is essential for immu -
ne homeostasis. Macrophages are the main cells that en-
gulf apoptotic cells, however, the transcriptional pathways
that allow macrophages to sense and respond to apoptotic
cells are poorly defined. We demonstrate here that inges-
tion of apoptotic cells activates LXR in the macrophage and
induces the expression of the gene encoding the protein
MER, a critical protein for phagocytosis of apoptotic cells.
In addition, macrophages from genetically modified mice
lacking the LXR receptor, exhibit a defect in phagocytosis of
apoptotic cells. Furthermore, these mice manifest failures
in self-tolerance and generate autoantibodies and glome -
rulonephritis, symptoms of developing an autoimmune disor -
der. 
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los efectos inmunosupresores de
las células apoptóticas, aún no se
han caracterizado.
Los Receptores X hepáticos (Li -

ver X Receptors, LXRα y LXRβ) son
factores de transcripción, es decir,
regulan la transcripción de una se -
rie de genes “diana”, y son activa-
dos por oxisteroles. Hasta el mo -
mento se conoce que estos recep-
tores actúan como sensores endó-
genos de colesterol celular16, 17. La
acumulación de lipoproteínas deri-
vadas del colesterol en los macró-
fagos activa los receptores LXR y
desencadena la inducción transcrip -
cional de una serie de genes impli-
cados en la retirada del colesterol18.
Además, se ha demostrado que la
activación farmacológica de LXRs
inhibe la expresión de genes infla-
matorios19, 20.
La capacidad de LXRs para res-

ponder por un lado a lípidos fagoci -
tados y para modular la infla ma -
ción por otro lado, sitúa a estos re-
ceptores como firmes candidatos de
estar implicados en distintos con-
textos fagocíticos. 

Material y métodos

Animales de experimentación

Los ratones Lxrαβ-/- de la cepa C57
Bl/6 fueron proporcionados por Da -
vid Mangelsdorf (UTSW)1. Todos los
ratones fueron alimentados con die -
ta estándar y mantenidos en con-
diciones libres de patógenos en las
instalaciones del animalario de la
Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria (ULPGC). Los experimentos

con animales se llevaron a cabo con -
forme al comité de Investigación
ULPGC.

Experimentos de fagocitosis in vitro

Los macrófagos peritoneales de ra -
tón fueron obtenidos por sucesivos
lavados de la cavidad peritoneal con
PBS (Buffer fosfato) de ratones que
habían sido inyectados con tiogli-
colato durante tres días. Las célu-
las apoptóticas proceden del timo y
se indujo la apoptosis mediante el
tratamiento con dexametasona. Los
timocitos apoptóticos marcados con
fluorescencia verde fueron añadi-
dos al cultivo de macrófagos y cul-
tivados con ellos durante 30, 60 y
90 minutos. Tras el co-cultivo, se
realizaron diversos lavados con PBS
frío varias veces para retirar los ti-
mocitos que no hubieran sido fago-
citados por los macrófagos. Las imá-
genes se analizaron en un micros-
copio confocal. Además se realizó
el contaje de los macrófagos que
ha bían ingerido timocitos apoptóti-
cos representado como índice de fa-
gocitosis.

Experimentos de fagocitosis in vivo

Para evaluar la fagocitosis in vivo
se llevó a cabo un experimento en
el que se indujo la apoptosis masi -
va de células del timo en ratones, co -
mo se describió previamente26. Se
cuantificó el porcentaje de células
apoptóticas libres y células apop-
tóticas totales mediante la tinción
con FITC-Anexina V y el método de
TUNEL (kit de detección de Muerte

celular, de Roche). Para el análisis
de microscopía electrónica de trans -
misión, los timos de ratones trata-
dos 24 h con dexametasona, fueron
extraídos, fijados con OsO4 al 2%,
deshidratados e integrados en la re -
sina de epoxi en la instalación de mi  -
croscopía electrónica de la ULPGC. 

Inmunofluorescencia

Los tejidos fueron recogidos del ani -
mal, directamente embebidos en el
compuesto OCT (Tissue-Tek) e in-
mediatamente congelado en Nitró-
geno líquido e Isopentano. Se rea-
lizaron cortes de un grosor de 4µm
que fueron teñidos con anticuerpos
conjugados con fluorescencia. Los
núcleos fueron teñidos con un me -
dio de montaje acuoso que contie -
ne el colorante para ácidos nucleicos
DAPI (Vector).

Parámetros bioquímicos

La presencia de anticuerpos antinu -
cleares ANA y autoanticuerpos di-
rigidos contra dsDNA e histonas fue
examinada en suero de ratón me-
diante el método de ELISA usando
el kit de Mesacup ANA de MBL. 

Análisis de la expresión génica

El RNA total fue obtenido usando
el reactivo TRIzol (Invitrogen). El RNA
total se transcribió a cDNA (DNA co -
pia) usando el kit de transcripción
inversa iScript (BioRad) según el pro -
tocolo de fabricante. La PCR cuanti -
tativa a tiempo real se realizó me-
diante cuantificación de la fluores-
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cencia adquirida por las mues tras,
usando un termociclador (Applied
Biosystems 7900). La expresión fue
normalizada con la expresión del
gen de control 36B4.

Análisis estadístico

Los datos fueron expresados como
±SD (media ± desviación estándar).
El análisis estadístico fue realizado
usando la prueba de t de Student
para dos muestras. Para múltiples
comparaciones, los datos fueron eva -
luados por el análisis multivariable
de la varianza (ANOVA). Los valores
de p <0.05 se consideran significa-
tivos.

Resultados

Defectos en la fagocitosis 
de células  apoptóticas en 
macrófagos LXRαβ-/-

Para investigar un papel posible de
LXR en la retirada de células apop-
tóticas, se cocultivaron timocitos
apoptóticos con macrófagos peri-
toneales procedentes de ratones WT
y LXR�αβ-/-. Encontramos que los
macrófagos WT fagocitan las célu-
las apoptóticas in vitro eficazmen -
te, en cambio, hay un porcentaje sig-
nificativamente menor de los ma-
crófagos procedentes de ratones
LXR��αβ-/- que fagociten eficiente-
mente (Fig. 1A). Para determinar si
la retirada de las células apoptóti-
cas se podría mejorar con la esti-
mulación exógena de la actividad
de LXR, los macrófagos fueron cul-
tivados con el ligando sintético de
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(A) Cuantificación de
fagocitosis por mi-
croscopía confocal
después de la incuba-
ción de los macrófa-
gos con timocitos
apoptóticos (AT) du-
rante 0.5, 1 ó 2 h. El
índice de fagocitosis de
células apoptóticas en
macrófagos LXRαβ-/-
es menor. 

Figura 1. La señalización de LXR regula la fagocitosis de células apoptóticas. 
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LXR, GW3965, durante 48 horas y
luego se cocultivaron con las células
apoptóticas durante 1 h. Observa-
mos que el ligando GW3965 aumen -
ta la capacidad fagocítica de los ma -
crófagos (Fig. 1B), como se muestra
en las imágenes de microscopía con -
focal de la figura 1B.

Fagocitosis de células apoptóticas
in vivo, en timo de ratón

Tras 24 h de estimulación con dexa -
metasona, los timos de ratones WT
mostraban una marcada pérdida de
peso (Fig. 2A) así como menor por-
centaje de células Anexina V posi-

tivas, es decir, células apoptóticas
libres en el tejido (Fig. 2B). Por el con -
trario, la presencia de macrófagos
CD68 + en los timos de ratones WT y
LXRαβ-/- no muestra grandes di  fe -
rencias, indicando una retirada in-
eficaz de las células apoptóticas en
el timo de ratones LXRαβ-/-. Esta
observación se corroboró con la ob -
servación de las imágenes obteni-
das por microscopía electrónica de
transmisión (Fig. 2C), en las que se
aprecia un mayor número de células
apoptóticas libres en el timo del ra -
tón LXRαβ-/- (flechas). Asimis mo,
es frecuente la presencia de va rios
cuerpos apoptóticos en el in terior de

macrófagos WT, sin embar go, en-
contramos macrófagos LXRαβ-/-
incapaces de ingerir las células apop -
tóticas que se acumulan a su alre-
dedor (ver recuadros en Fig. 2C). 

Regulación transcripcional 
dependiente de LXRs tras la 
retirada de células apoptóticas

El análisis de la expresión de algu-
nos genes diana de LXR y de algu-
nos genes implicados en la retirada
de las células apoptóticas, llevado
a cabo mediante estudios de PCR a
tiempo real, muestra unos resulta-
dos sorprendentes. La expresión de
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Figura 2. Defecto de fagocitosis de células apoptóticas in vivo en timo

Figura 3. Las células apoptóticas promueven la expresión de Mer por vías de señalización
dependientes de LXR. La expresión génica fue medida por PCR a tiempo real en macrófagos
peritoneales tratados con GW3965 y tras la adición de timocitos apoptóticos (AT) durante 1h.
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los genes diana de LXR se vio induci -
da tras la ingesta de timocitos apop -
tóticos (AT) en macrófagos WT. Por
el contrario, estos genes no respon-
den a la ingesta de células apoptó-
ticas en macrófagos LXRαβ-/- (Fig.
3). Por otro lado, la expresión de al-
gunos genes implicados en la fagoci-
tosis de células apoptóticas aumen -
taba tras la fagocitosis de una ma-
nera independiente de LXR. Sin em-
bargo, la expresión del gen Mer su-
fría una regulación similar a la de
los genes diana de LXR tras la fa-
gocitosis de células apoptóticas.
Además, había un aumento de su
expresión en macrófagos WT trata -

dos con el ligando sintético de LXR
(Fig. 4A), lo que indica que Mer res-
ponde a la inducción de los recep-
tores nucleares LXR. 
Con el fin de evaluar el papel de la

regulación de Mer por LXR en res-
puesta a las células apoptóticas, se
llevó a cabo el bloqueo de la activi-
dad de la proteína Mer en un culti -
vo de macrófagos WT mediante la
adición de un anticuerpo bloquean -
te. Se observa una reducción del ín -
dice de fagocitosis hasta un nivel
similar al observado en los macró-
fagos LXRαβ-/- (Fig. 4B, C).

Trastorno autoinmune 
en ratones LxRαβb-/-

Observamos claros signos de infla-
mación cutánea (Fig. 5A) en rato-
nes LXRαβ-/-. Un estudio más de -
tallado de los parámetros bioquí-
micos en estos animales revela un
elevado nivel de autoanticuerpos
presentes en el suero (Fig. 5B) así co -
mo unos parámetros de patología
renal característicos de casos de
trastornos autoinmunes (Fig. 5C).
Para evaluar la glomerulonefritis, se
realizó un estudio histológico de los
riñones de ratones WT y LXRαβ-/-,
que reveló un aumento en el tama -
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(C) Por último se evaluaron cortes de timo por microscopía electróncia de transmisión.
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ño y número en los glomerulos de
riñones LXRαβ-/- y ensanchamien-
to de la membrana basal del me-
sangio, acompañado de hipercelu-
laridad (Fig. 6A). Todo esto indica al
desarrollo de una nefritis “tipo-lú-
pica”. Además en los riñones proce -
dentes de ratones LXRαβ-/- se ob -
servan infiltrados celulares alrede-
dor de los vasos sanguíneos (Fig.
6B). Se realizaron tinciones especí-
ficas con anticuerpos marcadores
de células linfoides y se comprobó

que esos infiltrados eran
mayoritariamente de lin-
focitos T cooperadores
(CD4 positivos) y linfoci-
tos B (B220 positivos).

Inflamación de diver-
sos tejidos

Los trastornos autoin-
munes sistémicos “tipo-
lupus” cursan con la in -
flamación de diversos te -

jidos. El análisis de los bazos proce -
dentes de ratones LXRαβ-/- mues-
tra un aumento de tamaño con
respecto a los bazos de animales
WT (Fig. 7A). Estos bazos presen-
tan un agrandamiento de la pulpa
blanca y los centros germinales (Fig.
7B), apuntando a un estado de ac-
tivación del sistema inmune.
Asimismo, analizamos signos de

inflamación en diversos órganos
(Fig. 8) y comprobamos la existen-
cia de infiltrados de células del sis-

tema inmune en hígado y pulmón,
así como una desorganización de
la estructura celular en la piel y las
articulaciones de ratones LXRαβ-/-.

Discusión

El balance entre la muerte y super-
vivencia celular es crucial para la
ho meostasis de los tejidos en or-
ganismos pluricelulares. Las célu-
las no deseadas normalmente se
eliminan por apoptosis, un fenóme -
no de muerte celular programada
que termina con el reconocimiento e
internalización de las células apop -
tóticas por parte de las células fa-
gocíticas4,13. Al contrario que otros
tipos de fagocitosis, la retirada de
células apoptóticas es un fenóme -
no inmunológicamente silente que
no desencadena una respuesta in-
mune23. Las vías intracelulares que
conectan la fagocitosis de células
apoptóticas y la supresión de la in-
flamación no están completamen-
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Figura 4. Los ligandos de LXR y los timocitos apoptóticos inducen la expresión de Mer (A). Un anticuerpo bloqueante de Mer
inhibe la respuesta fagocítica en macrófagos WT, pero no en macrófagos LXRαβ-/- (B). **P <0.01.
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(C) Alteración de la función renal y glomerulonefritis en ratones LXRαβ-/-.

te caracterizadas. Nosotros demos -
tramos aquí que los receptores nu-
cleares LXR son importantes tanto
para la retirada de células apoptó-
ticas como para la prevención de la
respuesta inflamatoria durante la
fagocitosis.
Estudios previos han demostra -

do que los receptores LXR son esen -
ciales en el metabolismo del coles-
terol17,18. Inesperadamente, encon-

tramos que la fagocitosis de célu-
las apoptóticas activa a los recep-
tores LXR, probablemente gracias
a la acumulación del colesterol pro-
cedente de la célula ingerida. 
Los datos aportados subrayan

las observaciones previas de que
una fagocitosis deficiente de célu-
las apoptóticas desemboca en el
desarrollo de autoinmunidad17,18,24.
En ratones carentes del gen Mer, se

atribuyen las manifestaciones au-
toinmunes a la retirada ineficaz de
células apoptóticas8, 24, 25. Nosotros
demostramos que la pérdida de re-
gulación del gen Mer debido a la ca -
rencia de los receptores LXR junto
a la inapropiada activación de una
respuesta inflamatoria durante la
fagocitosis, desemboca en el desa -
rrollo de un trastorno auotinmune
en los ratones LXRαβ-/-.

artículos de investigación 49

Figura 5. Los ratones LXRαβ-/- desarrollan un trastorno autoinmune dependiente de la edad
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Parámetros de patología glomerular

WT LxRαβ-/-

Supervivencia 100 60

Glomerulonefritis (escala 0-4) 0 ± 0 2,5 ± 0,7

Diuresis (ml por ratón/día) 0,3 ± 0,11 1,1 ± 0,4

Urea en orina (mg/dl) 6150 ± 540 3200 ± 423

Albúmina en orina/Creatinina (ug/mg) 7,4 ± 2,5 24,7 ± 8,2
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(A) Inflamación cutánea en hembras de ratones LXRαβ-/-.

(B) Se analizaron diferentes diluciones 1:100 de las muestras de suero obtenidas de hembras WT y LXRαβ-/- para la presencia de autoanti-
cuerpos, mediante el método de ELISA.



No está todavía definido si los
defectos en las vías de señalización
de LXR pueden contribuir o no al
desarrollo de trastornos autoinmu-

nes en humanos. Los ligandos de LXR
están actualmente en desarrollo
para el tratamiento frente a la ate-
roesclerosis, en esta línea, sería in-

teresante plantearnos si la activa-
ción farmacológica de LXR podría
ser beneficiaria en modelos expe-
rimentales de autoinmunidad.
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Figura 6. Análisis histológico de los riño-
nes de ratones WT y LXRαβ-/-

Figura 7. Esplenomegalia y arquitectura esplénica
desorganizada en los ratones LXRαβ-/-

(A) Los bazos fueron
aislados de los ani-
males y se tiñeron al-
gunas secciones con
H&E, observando la
desorganización de la
estructura celular. 

(B) Los cortes se tiñeron con PNA, que marca los centros germinales e
IgG, así como con el anticuerpo frente a MOMA-1 que reconoce un tipo
celular que delimita la pulpa blanca, confirmando la desorganización en
bazos LXRαβ-/-.

(A) Se tiñeron distintos cortes de
riñón (4µm) de hembras de ratones
WT y LXRαβ-/- de 40 semanas con
hematoxilina y eosina (H&E) y con
un anticuerpo frente a IgG de ratón
marcado con FITC, molécula fluores-
cente verde, mostrando depósitos de
inmuno-complejos. 

(B)Muestra infiltrados de células T
cooperadoras y linfocitos B alrede-
dor de los vasos sanguíneos en
muestras de ratones LXRαβ-/-.
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Figura 8. Inflamación de diversos tejidos. Las imágenes de la tinción de H&E en
hígado y pulmón revelan infiltrados de células inmunes en los tejidos proceden-
tes de animales LXRαβ-/-. En la piel se observa un mayor tamaño de la capa
grasa y en las articulaciones se observa la duplicación de la capa de células del si-
novio, signos de inflamación crónica debida a enfermedad autoinmune sistémica.
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