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RESUMEN 

El efecto del ácido úrico sobre los monocitos y los macrófagos todavía no ha sido 

caracterizado por completo. En esta tesis investigamos el efecto del ácido úrico sobre la 

capacidad proinflamatoria de los macrófagos humanos y, posteriormente, examinamos el 

mecanismo molecular posiblemente involucrado. Los monocitos humanos primarios se 

diferenciaron en macrófagos y se expusieron a 0, 0.23, 0.45 o 0.9 mmol/L de ácido úrico 

durante 12 horas, en presencia o ausencia de 1 mmol/L de probenecid, un inhibidor 

competitivo del ácido úrico. La producción de marcadores proinflamatorios se midió por 

citometría de flujo y la actividad fagocítica de los macrófagos se cuantificó como el número 

de macrófagos positivos para Escherichia coli marcadas con proteína verde fluorescente 

(E.coli+GFP) por 100, entre la suma del número macrófagos positivos y negativos para 

E.coli+GFP. La expresión del transportador de aniones de urato 1 (URAT1) en los 

macrófagos se midió por qPCR. En comparación con las células control (0 mmol/L), el ácido 

úrico aumentó significativamente la producción del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

el receptor tipo toll 4 (TLR4) y el cluster de diferenciación (CD) 11c en los macrófagos. Por 

el contrario, el tratamiento con ácido úrico redujo de forma gradual la expresión de CD206, 

el receptor 1 de quimiocinas con motivo CX3C (CX3CR1) y el receptor de quimiocinas C-

C tipo 2 (CCR2) en estas células inmunes. De manera adicional, el ácido úrico aumentó 

progresivamente la actividad fagocítica de los macrófagos y disminuyó la expresión de 

URAT1. De acuerdo con lo esperado, el probenecid inhibió la producción de citocinas 

proinflamatorias y la actividad fagocítica en macrófagos expuestos al ácido úrico. Estos 

resultados sugieren que el ácido úrico tiene un efecto directo de tipo proinflamatorio sobre 

los macrófagos, posiblemente mediado a través de URAT1.  
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ABSTRACT 

The effect of uric acid on macrophages has not been fully elucidated. We investigated the 

effect of uric acid on the proinflammatory ability of human macrophages and then examined 

the possible molecular mechanism involved. Primary human monocytes were differentiated 

into macrophages for subsequent exposure to 0, 0.23, 0.45, or 0.9 mmol/L uric acid for 12 h 

in the presence or absence of 1 mmol/L probenecid, a non-specific blocker of uric acid. Flow 

cytometry was used to measure proinflammatory marker production and phagocytic activity, 

which was quantified as the percentage of GFP-labeled Escherichia coli positive 

macrophages. qPCR was used to measure the macrophage expression of the urate anion 

transporter 1 (URAT1). As compared to control cells, the production of tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-alpha), toll-like receptor 4 (TLR4), and cluster of differentiation (CD) 11c 

was significantly increased by uric acid. In contrast, the number of macrophages expressing 

CD206, CX3C-motif chemokine receptor 1 (CX3CR1), or C-C chemokine receptor type 2 

(CCR2) were significantly reduced. Uric acid progressively increased macrophage 

phagocytic activity and downregulated URAT1 expression. Probenecid inhibited both 

proinflammatory cytokine production and phagocytic activity in macrophages that were 

exposed to uric acid. These results suggest that uric acid has direct proinflammatory effects 

on macrophages possibly via URAT1.  
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INTRODUCCIÓN 

En los seres humanos y otros primates, el ácido úrico es el producto final del metabolismo 

de las purinas. Esta molécula se sintetiza principalmente en el hígado, intestinos, endotelio 

vascular y otros tejidos (Benn et al. 2018; El Ridi and Tallima 2017). Después de su 

formación, el ácido úrico ingresa al torrente sanguíneo en forma de urato. Al circular por los 

riñones el ácido úrico se excreta y posteriormente se reabsorbe aproximadamente en un 90%, 

a través del transportador de aniones de urato (URAT) como el URAT-1 (Enomoto et al. 

2002). La concentración sanguínea del ácido úrico depende directamente del balance entre 

su velocidad de síntesis y excreción (Maiuolo et al. 2016). En condiciones fisiológicas en 

homeostasis las concentraciones normales de ácido úrico en la sangre en hombres son de 3.4-

7 mg/dL y 2.4-6 mg/dL en mujeres (Zhu, Pandya, and Choi 2011). A concentraciones bajas, 

el ácido úrico es una molécula esencial para la homeostasis, actúa como un potenciador de la 

respuesta inmune, contribuye en la reparación de los tejidos dañados y es el principal 

antioxidante del medio extracelular (Ames et al. 1981; Nery et al. 2015; El Ridi and Tallima 

2017). Sin embargo, cuando las concentraciones del ácido úrico se encuentran elevadas, una 

condición conocida como hiperuricemia (HU), el urato se protoniza y se convierte en 

monourato de sodio, la molécula esencial para la nucleación de los cristales de monourato. 

Cuando estos cristales se depositan en el tejido articular, se convierten en unos potentes 

desencadenantes de la respuesta inflamatoria, al inducir el reclutamiento de monocitos y 

macrófagos hacia estos sitios y estimular la respuesta inflamatoria (Ghaemi-Oskouie and Shi 

2011) 

El ácido úrico fue aislado por primera vez hace más de dos siglos por Carl Scheele. 

Desde entonces, se estableció que la hiperuricemia es el factor causal de una patología 
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inflamatoria conocida como gota (Rosendorff and Jogendra 2013). La gota es una artropatía 

crónica ocasionada por la deposición de cristales de ácido úrico en diversas articulaciones. 

Estos cristales desencadenan una intensa respuesta inflamatoria que ocasiona episodios de 

dolor intenso y causan incapacidad temporal en las personas que la padecen. De manera 

interesante, evidencia reciente sugiere una posible asociación entre la elevación de los niveles 

sanguíneos de ácido úrico y una mayor actividad de células del sistema inmunitario, 

particularmente los macrófagos(Kim et al. 2015a; Li et al. 2023; Liu et al. 2022). Estas 

células del sistema inmune innato son notables por su plasticidad, pues pueden realizar 

múltiples tareas tales como la fagocitosis, la producción de citocinas inflamatorias y la 

reparación tisular, entre otras funciones (Martinez 2011; Murray 2017).  

Además de su función en la respuesta inmune, los macrófagos también desempeñan 

funciones importantes en el desarrollo y perpetuación de diversos trastornos metabólicos 

como la resistencia a la insulina, la hiperglucemia, la Diabetes Mellitus, la hipertensión 

arterial sistémica y la hiperuricemia (Jiang et al. 2023; Krishnan et al. 2013). El 

entendimiento de los mecanismos subyacentes en la relación entre los macrófagos y los 

trastornos metabólicos, particularmente en el contexto de la hiperuricemia, es fundamental 

para la investigación básica y clínica.  
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ANTECEDENTES 

Ácido úrico  

El ácido úrico (C5H4N4O3) es un ácido orgánico débil con un peso molecular de 165 kDa y 

dos valores de pKa: pKa1 5.8 y pKa2  9.8 (Mandal and Mount 2015). En los humanos, el ácido 

úrico es el resultado de la degradación de las purinas y su síntesis inicia en el hígado y otros 

tejidos. La síntesis del ácido úrico implica un proceso complejo que comienza cuando las 

purinas adenina y guanina, provenientes de fuentes exógenas y endógenas, son metabolizadas 

a nivel hepático y gastrointestinal. El primer paso ocurre cuando la adenosina monofosfato 

(AMP) se convierte en inosina por dos vías diferentes. La primera vía consiste en eliminar 

un grupo amino mediante la enzima desaminasa dando lugar a la inosina monofosfato (IMP), 

a continuación, el IMP es desfosforilado por la purina nucleotido fosforilasa (PNP) para 

producir inosina. En el segundo mecanismo una nucleotidasa elimina un grupo fosfato dando 

lugar a la adenosina, la cual es desaminada y forma la inosina. Por otra parte, la guanina 

monofosfato (GMP) es desfosforilada por una nucleotidasa, generando guanosina. Los 

metabolitos intermedios inosina y guanosina también son desfosforilados dando lugar a 

hipoxantina y guanina, respectivamente. A continuación, la hipoxantina es oxidada por la 

xantino oxidasa (XO) generando xantina, mientras que también la guanina es desaminada 

por la guanina desaminasa formando xantina. Posteriormente la XO oxida nuevamente a la 

xantina para formar al ácido úrico (Figura 1)  (Benn et al. 2018). 
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Figura 1. Síntesis del ácido úrico. 

En la mayor parte de los mamíferos, el ácido úrico es un producto intermedio que es 

degradado mediante la enzima uricasa, una enzima peroxisomal que cataliza la oxidación del 

ácido úrico y da lugar a la producción de alantoína, un compuesto más soluble y de fácil 

eliminación (Mandal and Mount 2015). Sin embargo, en los seres humanos, una mutación en 

el gen de la uricasa impide la producción de esta enzima, como consecuencia los seres 

humanos son incapaces de catabolizar al ácido úrico, lo que conduce a la acumulación y 

elevación en la concentración de ácido úrico en los seres humanos (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Catabolismo del ácido úrico por la enzima uricasa. 
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Metabolismo renal del ácido úrico  

El metabolismo renal del ácido úrico es un proceso sumamente complejo, en el que la síntesis 

y el catabolismo se mantienen en niveles relativamente constantes, produciéndose entre 300 

y 400 mg diariamente (Maiuolo et al. 2016b). De esta cantidad, los riñones eliminan 

aproximadamente dos tercios del ácido úrico, mientras que el tercio restante se excreta a 

través del tracto gastrointestinal (Bobulescu and Moe 2012). 

Después de ser transportado por la circulación sanguínea, el ácido úrico ingresa a los riñones 

y circula a través los capilares, donde es filtrado por los glomérulos. En el túbulo contorneado 

proximal, se lleva a cabo tanto la secreción como la reabsorción del ácido úrico, 

aproximadamente el 90% del ácido úrico filtrado es posteriormente reabsorbido. El sitio 

principal donde esto ocurre es el segmento S1 del túbulo contorneado. En la parte basal de 

sus células epiteliales se encuentran transportadores que intercambian aniones por ácido 

úrico, como el transportador de glucosa 9 (GLUT-9) y los transportadores de aniones 

orgánicos (OAT) 1 y 3. Por otro lado, en la porción apical de las células epiteliales, se 

encuentran varios transportadores de ácido úrico, siendo el URAT1 el transportador principal 

de uratos. El URAT1 está codificado por el gen SLC22A12, y mutaciones en este gen están 

relacionadas con enfermedades relacionadas con el ácido úrico. En el segmento S2 del túbulo 

proximal, el ácido úrico se secreta en mayor medida que el que se reabsorbe. La reabsorción 

post-secreción tiene lugar en la porción más distal del túbulo proximal, aproximadamente 

entre el 5-10% del ácido úrico que se filtra aparece en la orina. Esta alta tasa de reabsorción 

sugiere que el ácido úrico puede tener funciones biológicas (Bobulescu and Moe 2012; 

Mandal and Mount 2015). 
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Funciones biológicas del ácido úrico  

Inicialmente se consideró al ácido úrico como una molécula sin funciones biológicas 

significativas, siendo considerado únicamente como el agente causal de la gota. No obstante, 

investigaciones posteriores han revelado que el ácido úrico desempeña diversas funciones 

biológicas, las cuales se detallan a continuación. 

Función antioxidante. En los seres humanos, se ha demostrado que más de la mitad de la 

función antioxidante en el medio extracelular proviene del ácido úrico. El ácido úrico 

desempeña un papel fundamental al proteger a las células contra el daño oxidativo provocado 

por los radicales libres y el peroxinitrito (Hooper et al. 1998).  

En las células endoteliales se ha demostrado que las concentraciones elevadas de 

ácido úrico pueden causar disfunción endotelial. Estas células poseen el trasportador 

URAT1, lo que permite el ingreso del ácido úrico. Esto a su vez, desencadena un proceso 

inflamatorio y el aumento del estrés oxidativo (Figura 3). Por otra parte, los tratamientos 

hipouricemiantes han demostrado que mejoran la disfunción endotelial en modelos 

experimentales y pacientes con enfermedades cardiovasculares (Liang et al. 2015; Maruhashi 

et al. 2018a). 
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Figura 3. Mecanismos implicados en la disfunción endotelial inducida por la hiperuricemia 

(Tomado de Maruhashi et al. 2018) 

 

Neuroprotección: existe evidencia que sugiere que el ácido úrico desempeña un papel 

neuroprotector. Por ejemplo, en personas con enfermedades neurológicas como la esclerosis 

múltiple, que se caracteriza por el daño en las vainas de mielina que recubren las fibras 

nerviosas, frecuentemente tienen niveles sanguíneos de ácido úrico más bajos en 

comparación con las personas sanas. Además, se ha observado que, en personas con gota, la 

prevalencia de enfermedades neurológicas tiende a ser baja. Estas observaciones sugieren 

que el ácido úrico podría desempeñar un papel importante en la preservación de la función 

cognitiva y en la reducción del riesgo para desarrollar enfermedades neurodegenerativas, 

como la enfermedad de Parkinson (Li et al. 2015; Mijailovic, Vesic, and Borovcanin 2022). 

Cicatrización de heridas: En concentraciones fisiológicas, cuando hay un daño en los tejidos, 

el ácido úrico promueve la cicatrización de las heridas al funcionar como una señal de alarma 

endógena que estimula el reclutamiento de plaquetas y la producción de colágeno con lo que 

se estimula la activación plaquetaria (Chung et al. 2004), además estimular la proliferación 
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de fibroblastos, células que participan en la reparación de tejidos y facilita la adhesión de 

neutrófilos y monocitos a la matriz extracelular (Nakamura et al. 2001). Por el contrario, se 

ha observado que en personas con ulceras venosas tienen concentraciones elevadas de ácido 

úrico en las heridas y que está directamente relacionado con la severidad de la herida 

(Fernández, Upton, and Shooter 2014). 

Respuesta inmune: El ácido úrico está implicado en el desarrollo de la respuesta inmune. 

Puede actuar como una señal de peligro endógena, que desencadena reacciones inmunes en 

ciertos contextos, por ejemplo, en modelos animales de inflamación peritoneal, el ácido úrico 

es esencial y suficiente para inducir respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos y 

células (Shi, Galusha, and Rock 2006). El ácido úrico liberado en este contexto actua como 

una señal de peligro que estimula a las células dendríticas derivadas de monocitos 

inflamatorios (Chen 2006).  Además, el ácido úrico liberado en las vías respiratorias de 

pacientes asmáticos y en ratones expuestos a alérgenos es esencial para desarrollar la 

inmunidad de tipo 2, eosinofilia y una mayor reactividad bronquial a alergenos inhalados y 

a los ácaros del polvo doméstico. Por otra parte, cuando se administraron cristales de urato 

monosódico junto con proteínas inofensivas inhaladas, se desencadenó una respuesta 

inmunitaria de tipo 2 exacerbadas (Kool et al. 2011). Estos hallazgos sugieren que el ácido 

úrico actúa como un iniciador y amplificador crucial de la inflamación. 

Hiperuricemia y gota  

La hiperuricemia, definida como una concentración anormalmente elevada de ácido úrico en 

sangre, es el agente etiológico clave para el desarrollo de la artritis inflamatoria conocida 

como gota (Benn et al. 2018). La hiperuricemia es el resultado del incremento de la 
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producción de ácido úrico, la disminución en la excreción renal de ácido úrico o la 

combinación de ambos. Aunque los valores que definen a la hiperuricemia en adultos no son 

iguales en todas las poblaciones, en general se considera tener esta condición cuando la 

concentración de ácido úrico en sangre es superior a 7,0 mg/dL en hombres y 6,0 mg/dL en 

mujeres (Zhu et al. 2011). Cuando el ácido úrico, encontrado en la circulación sanguínea en 

forma de urato, se encuentra en altas concentraciones, se protoniza y da lugar al urato 

monosódico (MSU), la molécula esencial para la nucleación o formación de su forma 

cristalizada. Cuando estos cristales se depositan en las articulaciones y en el tejido conectivo 

periarticular, se convierten en unos potentes desencadenantes de la respuesta inflamatoria, al 

inducir el reclutamiento de células inmunitarias hacia estos sitios y estimular la respuesta 

inflamatoria (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011), clínicamente interpretada como un ataque 

agudo de gota. Los cristales de MSU localizados en las articulaciones interactúan con los 

macrófagos y residentes, así como con neutrófilos y monocitos reclutados, células sinoviales 

y endoteliales no hematopoyéticas. Todas estas células inmunes pueden fagocitar o endocitar 

cristales de MSU, lo que provoca la activación, lesión y liberación de enzimas hidrolíticas, 

especies reactivas de oxígeno y la liberación de patrones moleculares asociados al peligro 

(DAMP) que pueden ser detectados por las células del sistema inmunológico innato. Una vez 

en el interior de las células inmunes, los cristales de ácido úrico estimulan la activación del 

complejo multiproteico conocido como inflamosoma NLRP3 (NOD-like receptor protein 3). 

Este inflamosoma escinde proteolíticamente a la pro-interleucina 1β (pro IL-1β) y genera a 

su forma activa, la IL-1β en las articulaciones afectadas (Braga et al. 2017a). Una vez que es 

liberada esta citocina, se inicia un proceso de reclutamiento de neutrófilos y monocitos al 

sitio de producción, estas células inmunes producen especies reactivas de oxígeno, enzimas 

proteolíticas, quimiocinas y citocinas inflamatorias como la proteína quimioatrayente de 
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monocitos (MCP-1) y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) seguidas de la 

activación de los macrófagos y una mayor liberación de moléculas inflamatorias mediadas 

por el factor nuclear kappa B (NF-κB). Además, hay otras células que también están activas 

en los ataques agudos de gota, por ejemplo, los fibroblastos reclutados al sitio de inflamación 

secretan factores de crecimiento fibroblástico y matriz extracelular causante de fibrosis (Zhou 

et al. 2012).  

Hiperuricemia y enfermedades cardiovasculares 

Existe evidencia de la fuerte asociación entre la hiperuricemia y el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares e hipertensión. Estudios recientes sugieren que el ácido úrico 

ingresa al músculo liso vascular mediante los transportadores URAT-1 y OAT9 

desencadenando múltiples vías de señalización que resultan en una mayor expresión de 

mediadores inflamatorios. Esto a su vez, contribuye al aumento de la presión arterial, la 

hipertrofia de células del músculo liso vascular e hipertensión (Kanbay et al. 2013; Mazzali 

et al. 2010). Adicionalmente, el ácido úrico disminuye la producción de la enzima óxido 

nítrico sintasa generando así una disminución en la producción del óxido nítrico. Asimismo, 

incrementa la producción del factor de transcripción NF-κB y las citocinas inflamatorias 

TNF-α y la IL-6 las cuales conducen a la disfunción de las células endoteliales vasculares(Cai 

et al. 2017). Adicionalmente el ácido úrico también activa el sistema renina-angiotensina 

aumentando el estrés del retículo endoplásmico, la producción de especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno, y la disminución en la función antioxidante(Hong et al. 2020).  
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Hiperuricemia y Diabetes Mellitus  

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabólica que ha incrementado 

preocupantemente durante las últimas décadas. Se estima que para el año 2045 habrán cerca 

de 700 millones de personas con DM2 (Cho et al. 2018; Tancredi et al. 2015). En numerosos 

estudios clínicos han mostrado que las niños y adultos con hiperuricemia tienen una mayor 

prevalencia de resistencia a la insulina (Hu et al. 2021). Estos estudios también han mostrado 

que la hiperuricemia es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de hiperglucemia 

y diabetes, independientemente de otras comorbilidades (Alemayehu et al. 2023; Jiang et al. 

2023; Krishnan et al. 2013; Miranda et al. 2015).  Adicionalmente, en modelos murinos de 

hiperuricemia y en células hepáticas HepG2 y cardiomiocitos, se ha demostrado que el ácido 

úrico incrementa la producción de especies reactivas de oxígeno, inhibe la transducción de 

la vía de señalización de la insulina a través de la fosforilación de la serina 307 del sustrato 

del receptor de insulina (IRS), inhibe la fosforilación de la serina 473 del AKT (también 

conocida como protein cinasa B) e incrementa los niveles de glucosa en sangre (Zhi et al. 

2016; Zhu et al. 2014). 

Además, en personas con DM2 de larga evolución existe un daño a órganos blanco 

como los riñones y la retina. El daño a estos órganos es cuantificado mediante la albuminuria, 

es decir la cantidad de albumina en la orina y a nivel oftálmico por el crecimiento de vasos 

sanguíneos en la retina o retinopatía diabética. En este sentido, se ha demostrado que los 

niveles elevados de ácido úrico muestran una asociación positiva y significativa con la 

gravedad de la albuminuria y la retinopatía diabética en pacientes con DM2 (Pai et al. 2022; 

Russo et al. 2022). 
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Macrófagos  

Los macrófagos son células del sistema inmune innato encontrados en la mayor parte de los 

órganos y tejidos del organismo. Estas células fueron descritas por primera vez por Elie 

Metchnikov quien las nombró macrófagos, del griego "macro" grande y "phagos" comedor, 

debido a su capacidad fagocítica, es decir, su capacidad para ingerir partículas y 

microorganismos. Además de la fagocitosis, los macrófagos desempeñan otras funciones, 

por ejemplo, participan en la formación de los vasos sanguíneos, embriogénesis, reparación 

y cicatrización de las heridas, además están implicados de forma importante en la obesidad, 

diabetes y el cáncer (Martinez 2011; Martinez, Helming, and Gordon 2009).  

Los macrófagos exhiben una notable plasticidad que les permite modificar su fenotipo 

y función dependiendo del microambiente en el que se encuentran. Cuando se enfrentan a 

microorganismos patógenos o señales moleculares de daño, los macrófagos regulan la 

respuesta inmune en sus diversas etapas; en primera instancia, inician y conducen el proceso 

inflamatorio con el fin de destruir a los patógenos. Posteriormente, se encargan de eliminar 

células muertas y restos de patógenos. Finalmente participan en la restauración y 

restablecimiento de los tejidos dañados, devolviéndolos a su condicional inicial (Kim and 

Nair 2019; Martinez 2011).  

 

Tipos de macrófagos 

Los macrófagos pueden tener 2 orígenes: los macrófagos residentes, que surgen durante la 

embriogénesis y los macrófagos derivados de monocitos (MDM). 
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Macrófagos residentes   

Los macrófagos residentes se originan de precursores que están presentes en el ser humano 

desde el desarrollo embrionario y se originan en tres oleadas hematopoyéticas principales, 

denominadas primitiva, predefinitiva y definitiva. Las dos primeras oleadas tienen lugar en 

estructuras embrionarias, como el saco vitelino y la alantoides, donde surgen los primeros 

macrófagos residentes. Estos reciben diferentes denominaciones dependiendo del sitio donde 

se encuentren. En la piel se les denomina células de Langerhans, en los pulmones células de 

Kupffer y en el cerebro se les conoce como microglía. En la tercera oleada o fase definitiva, 

surgen los macrófagos residentes del sistema cardiaco, del musculo esquelético, osteoclastos 

en el hueso y una cantidad adicional de células de Kupffer. En esta fase, los precursores 

hematopoyéticos, incluidos los precursores de los monocitos se establecen en la medula ósea 

(Sreejit et al. 2020) como su sitio de producción definitivo (Figura 4). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Origen de los macrófagos (Tomado de Sreejit, et al. 2020). 
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Macrófagos derivados de monocitos 

Los macrófagos derivados de monocitos se originan a partir de la diferenciación de sus 

precursores celulares, los monocitos. Los monocitos son células del sistema inmune que se 

generan en la medula ósea y constituyen cerca del 10% de los leucocitos en los humanos. En 

condiciones fisiológicas, los monocitos circulan por los vasos sanguíneos durante uno a tres 

días, después de lo cual son eliminados por el bazo y son restituidos por la medula ósea para 

mantener una cantidad constante en el torrente circulatorio (Italiani and Boraschi 2014).  

En presencia de microorganismos patógenos o señales de daño tisular, tanto los 

tejidos lesionados, así como el endotelio vascular secretan citocinas inflamatorias como la 

IL-6, IL-1β, TNF-α y quimiocinas como la proteína quimioatrayente de macrófagos 1 y 2. 

Estas citocinas viajan por la circulación sanguínea y se unen a sus receptores localizados en 

la membrana de los monocitos, con lo cual inicia el redireccionamiento de los monocitos 

hacia el sitio de inflamación. Adicionalmente las células endoteliales cercanas a la zona de 

lesión tisular expresan integrinas como la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), la 

molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) y las selectinas P y E. Estas moléculas se unen 

a glucoproteínas y receptores de integrinas presentes en los monocitos, como el antígeno 1 

asociado a la función leucocitaria (LFA-1) y el antígeno de liberación tardía (VLA-4), con lo 

que disminuyen su velocidad de flujo y posteriormente se detienen en el sitio de inflamación. 

Las células endoteliales adyacentes modifican su citoesqueleto y permiten la extravasación 

de los monocitos hacia los tejidos lesionados (Gerhardt and Ley 2015). 

 

 



 

21 
 

Diferenciación de monocitos a macrófagos  

En condiciones de homeostasis, las células estromales y endoteliales producen una cantidad 

basal del factor estimulante de colonias de macrófagos 1 (M-CSF-1). Esta proteína es 

esencial para el desarrollo de los monocitos y la diferenciación de los macrófagos residentes. 

Sin embargo, en un escenario inflamatorio, el endotelio y las células cercanas al sitio de daño 

tisular incrementan la producción del M-CSF-1, el factor estimulante de colonias de 

granulocitos-monocitos (GM-CSF) y la interleucina 34 (IL-34). El incremento en la 

concentración circulante de las proteínas mencionadas favorece una mayor producción de 

monocitos en la medula ósea, su salida de la circulación sanguínea y el reclutamiento de estos 

monocitos, que posteriormente inician su diferenciación hacia macrófagos (Italiani and 

Boraschi 2014; Martinez 2011).   

En condiciones in vitro los macrófagos pueden diferenciarse hacia un fenotipo basal 

conocido como M0. Sin embargo, en condiciones in vivo los macrófagos adquieren diversos 

fenotipos y funciones que dependen del microambiente, mismo que dirige el proceso de 

diferenciación hacia un perfil pro o antinflamatorio (Italiani and Boraschi 2014; Murray 

2017).  

Macrófagos M1  

Los macrófagos activados clásicamente o también conocidos como M1 son macrófagos 

proinflamatorios que surgen como resultado de la exposición a moléculas relacionadas con 

microorganismos infecciosos, como el lipopolisacárido (LPS), el interferón gama (IFN-ɣ) y 

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Estos macrófagos se caracterizan por su fenotipo 

y función. Sus marcadores de superficie incluyen al CD80, CD86, CD11c, CCR2 y los 
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receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR-2 y 4). Además, estos macrófagos expresan típicamente a la 

enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), y producen cantidades significativas de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), TNF-α y las interleucinas (IL)1β, 6 y 12. Estas 

moléculas contribuyen a amplificar la respuesta inflamatoria en el microambiente. 

Adicionalmente estos macrófagos se pueden caracterizar por los marcadores que reconocen 

moléculas con capacidad quimioatrayente como CCL20, CXCL10, CXCL11 que inducen el 

reclutamiento de monocitos y otras células inmunes (Murray 2017).  

Macrófagos M2  

Los macrófagos activados alternativamente o también conocidos como M2, ejercen 

funciones antinflamatorias, participan en la reparación y cicatrización de los tejidos, 

eliminación de restos celulares y células apoptóticas, y son activos frente a parásitos(Italiani 

and Boraschi 2014; Murray 2017). Existen varios subtipos de macrófagos M2 cuya 

polarización depende del estímulo con el que son activados. A continuación, se describen los 

diferentes subtipos de macrófagos: 

Macrófagos M2a: Se obtienen este subtipo de macrófagos cuando son estimulados con 

citocinas tipo Th2 como la IL-4 e IL-13. Los macrófagos M2a se caracterizan por la 

expresión elevada del receptor de manosa (CD-206) y de galactosa, además de la presencia 

de la arginasa 1 (Arg-1), una enzima encargada de hidrolizar la L-arginina a L-ornitina, un 

aminoácido fundamental para la replicación, el crecimiento y la diferenciación celular, 

además de ser importante en la reparación de lesiones (Italiani and Boraschi 2014; Martinez 

et al. 2009; Murray 2017). 
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Macrófagos M2b. Se obtienen con la estimulación con complejos inmunes, agonistas de los 

receptores tipo toll y el lipopolisacárido. Estos macrófagos producen citocinas 

antiinflamatorias y proinflamatorias como IL-10, IL-1β y el TNF-α(Gordon 2003; Martinez 

2011). 

Macrófagos M2c. Son macrófagos activados por glucocorticoides, IL-10 y el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β), también son llamados macrófagos desactivados. 

Actúan eliminando células apoptóticas y secretan IL-10 Y TGF-β (Gordon 2003; Italiani and 

Boraschi 2014). 

Macrófagos y enfermedades metabólicas 

Los macrófagos desempeñan un papel fundamental en el inicio, desarrollo y perpetuación de 

diversas alteraciones y patologías cardiometabólicas. Por ejemplo, en modelos animales y en 

sujetos con condiciones como hiperglucemia, diabetes, dislipidemias, obesidad e 

hipertensión arterial se ha observado un incremento en el número de monocitos y macrófagos 

infiltrados en diversos órganos y tejidos como el endotelio de los vasos sanguíneos, riñones, 

corazón y el tejido adiposo, en comparación con sujetos sanos (Clozel et al. 1991). Estos 

macrófagos reclutados adoptan un fenotipo proinflamatorio, en contraste con los sujetos 

sanos en los que predominan los macrófagos con un fenotipo antinflamatorio.   

En este sentido, se ha observado que, en el tejido adiposo de ratones y humanos con 

obesidad, los adipocitos hipertróficos activan diversas vías de señalización relacionadas con 

la hipoxia y el estrés celular. Esto conlleva a la liberación de ácidos grasos libres a la 

circulación sanguínea, al incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno y una producción elevada de quimiocinas como CCL2. Estas moléculas 
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desempeñan un papel crucial en el direccionamiento de monocitos CCR2+ hacia el tejido 

adiposo, donde posteriormente se diferencian hacia macrófagos. Se ha reportado un 

incremento de hasta 4 veces el número de macrófagos infiltrados en el tejido adiposo de 

individuos con obesidad comparados con sujetos delgados. Estos macrófagos adoptan una 

disposición característica conocida como “estructuras similares a coronas” (CLS) con la que 

rodean a los adipocitos disfuncionales (Hotamisligil et al. 1995). En estos conglomerados, 

los macrófagos expresan cantidades elevadas de marcadores inflamatorios como TLR4 y 

CD11c+, y producen diferentes citocinas como la IL-1β, IL-6 y TNF-α. El incremento 

sostenido de estas moléculas inflamatorias resulta perjudicial para los diferentes órganos y 

tejidos, ya que modifica las vías de señalización metabólicas. Por ejemplo, en los tejidos 

dependientes de insulina, las citocinas inflamatorias alteran el metabolismo de los 

carbohidratos al fosforilar la serina del IRS. Esta fosforilación bloquea la vía de señalización 

de la insulina, con la consecuente inhibición de la función del receptor de insulina (RI). Como 

resultado de esta fosforilación inadecuada la insulina no puede cumplir su función biológica, 

una condición conocida como resistencia a la insulina en la que las células son incapaces de 

captar glucosa, lo que conduce al aumento de la glucosa en la circulación sanguínea. Si esta 

condición persiste durante un periodo prolongado, puede llevar al desarrollo de la DM2 

(Hotamisligil et al. 1995; Li et al. 2022; Russo et al. 2021).  

Adicionalmente, se ha reportado que en la hipertensión arterial, las dislipidemias y la 

ateroesclerosis, se produce un aumento de citocinas inflamatorias tanto a nivel sistémico 

como local (Fatkhullina, Peshkova, and Koltsova 2016; Hong et al. 2022; Ramji and Davies 

2015; Zhang et al. 2023). Además, se ha observado un incremento en el número de monocitos 

y macrófagos con fenotipo M1 en diferentes tejidos, como los riñones, grasa perivascular, 
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las placas ateromatosas en las arterias carótidas, el arco aórtico y las arterias coronarias 

(Caillon, Paradis, and Schiffrin 2019; Rodríguez-Iturbe, Pons, and Johnson 2017). Cuando 

se utilizan medicamentos antihipertensivos e hipolipemiantes, se observa una disminución 

en el reclutamiento de los macrófagos en los riñones, grasa perivascular y las placas 

ateromatosas, así como la actividad de factores de transcripción implicados en la inflamación 

como el NF-κB. Adicionalmente se ha observado que al utilizar inhibidores específicos de 

MCP-1, se consigue la disminución en el reclutamiento de macrófagos en diferentes tejidos 

como el endotelio vascular, así como una reducción moderada en la presión arterial 

(Elmarakby et al. 2007). 

Hiperuricemia y macrófagos  

Diversos estudios clínicos han demostrado una asociación significativa entre la hiperuricemia 

y un estado inflamatorio sistémico. Esta asociación es demostrada particularmente por una 

mayor producción de citocinas proinflamatorias, como la IL-6, IL-12 y el TNF-α, así como 

con la proteína C reactiva (Lyngdoh et al. 2011; Ruggiero et al. 2006). Además, se ha 

observado que los sujetos con hiperuricemia presentan un mayor número leucocitos 

circulantes, en particular, de monocitos y un mayor número de macrófagos inflamatorios en 

tejidos como el tejido adiposo y renal(Hotamisligil et al. 1995; Kim et al. 2015a).  

Además, se ha reportado que en modelos de hiperuricemia existe un incremento 

significativo en la producción de MCP-1. Esto a su vez va acompañado del aumento en el 

número de macrófagos infiltrados (Grainger et al. 2013; Kanellis et al. 2003; Kim et al. 

2015b; Wasilewska et al. 2012). Estos macrófagos expuestos a altas concentraciones de ácido 

úrico tienen la capacidad de inhibir la vía de señalización responsiva a la insulina en tejidos 
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como el tejido adiposo y el hepático (Baldwin et al. 2011; Yu et al. 2023). Por otro lado, en 

las placas ateromatosas de ratones ApoE-/- con hiperuricemia se observa un infiltrado activo 

de macrófagos acompañado de activación de NF-κB así como producción de IL-1β y MCP-

1 (Lee et al. 2021). Asimismo, en cultivos de macrófagos derivados de células THP-1 y en 

MDM, se ha demostrado que el ácido úrico estimula la producción de ROS producidas 

mitocondrialmente. Estas ROS contribuyen al incremento en la producción de IL-1β vía el 

inflamosoma NLRP-3 (Braga et al. 2017b; Kim et al. 2015b). De forma similar, en ratones 

CD-1 y en ratas OLETF que exhiben niveles elevados de ácido úrico, se ha observado un 

mayor infiltrado de macrófagos en el intersticio tubular del riñón. Adicionalmente, se ha 

reportado un incremento en la expresión de moléculas quimioatrayentes e inflamatorias como 

el MCP-1, TGF-β y TNF-α. En contraste, cuando se usa alopurinol, un bloqueador de la 

reabsorción de ácido úrico en los riñones, disminuye el reclutamiento de macrófagos, la 

producción de moléculas inflamatorias, una mejora en la función renal y mejora la via de 

señalización de la insulina (Kim et al. 2015b; Zhou et al. 2012).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los antecedentes mencionados sugieren la existencia de una relación entre la elevación de 

los niveles de ácido úrico y la polarización de los macrófagos hacia un fenotipo inflamatorio, 

fenómeno que podría estar asociado con el desarrollo de alteraciones metabólicas como la 

dislipidemia, la hiperglucemia y la resistencia a la insulina. Sin embargo, hasta el momento 

no se conoce cuál es la naturaleza de la relación entre el ácido úrico y el macrófago, 

generando así los siguientes cuestionamientos: ¿El ácido úrico promueve de manera directa 

la activación inflamatoria de los macrófagos? ¿Existe una proteína transportadora de ácido 

úrico en los macrófagos? ¿Cuáles son las vías de señalización involucradas en mediar el 

efecto del ácido úrico sobre los macrófagos? 
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HIPÓTESIS  

El ácido úrico promueve directamente la activación M1, y/o disminuye la activación M2, 

en macrófagos primarios de origen humano in vitro, de manera dependiente de la 

concentración y a través del transportador de aniones de urato como el URAT-1. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto del ácido úrico sobre la activación de macrófagos primarios de origen 

humano cultivados in vitro, estudiando las vías de señalización involucradas en mediar este 

efecto. 

 

Objetivos particulares  

1. Determinar el efecto de concentraciones crecientes de ácido úrico sobre la diferenciación 

de macrófagos derivados de monocitos en cultivo in vitro, evaluando la respuesta de estas 

células a la exposición a LPS. 

2. Evaluar el perfil de activación de macrófagos humanos cultivados en presencia de 

concentraciones crecientes de ácido úrico a través de la medición de CD14, CD11c, 

CD206, CCR2, y CX3CR1, TLR-4 en la superficie celular y TNF-α, IL-1β 

intracelularmente por citometría de flujo.  

3. Establecer si el macrófago posee el transportador de ácido úrico URAT 1 y si éste es 

regulado positiva o negativamente en relación con la exposición a este metabolito. 

4. Evaluar el efecto del bloqueador de URAT-1, probenecid, en los macrófagos humanos 

mediante la expresión de marcadores de superficie celular y citocinas. 

5. Determinar la respuesta de los macrófagos expuestos al ácido úrico frente a un reto 

inmunológico, analizando la actividad fagocítica de los mismos ante la exposición a 

Escherichia coli marcada con proteína verde fluorescente (E. coli+GFP). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Sujetos 

Se obtuvieron concentrados leucocitarios de voluntarios varones sanos, con edades entre los 

18 a 35 años, sin alteraciones metabólicas, que acudían a donación de sangre del Hospital 

General de México. Todos los participantes proporcionaron su consentimiento informado por 

escrito, el cual fue previamente aprobado por el comité de ética institucional del Hospital 

General de México (con número de registro de aprobación del comité de ética 

DIC/11/UME/05/029), el cual garantizó la realización adecuada del estudio de acuerdo con 

los principios descritos en la Declaración de Helsinki(World Medical Association. 2001). 

Los donantes de sangre fueron excluidos del estudio si tenían diagnóstico previo de DM1 y 

DM2, enfermedad cardiovascular aguda o enfermedad hepática crónica, enfermedad renal 

aguda o crónica, cáncer, trastornos endocrinos, enfermedades infecciosas y enfermedades 

inflamatorias o autoinmunes. También se excluyeron del estudio a pacientes seropositivos 

para VIH, hepatitis tipo B y C, así como aquellos sujetos que estaban bajo prescripción de 

medicamentos antiinflamatorios, antiplaquetarios, antihipertensivos e inmunomoduladores, 

incluyendo medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). 

Aislamiento de monocitos y cultivo de macrófagos 

Los concentrados leucocitarios (n=10) se diluyeron en una proporción 1:2 utilizando PBS1x 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) para llevar a cabo el aislamiento de las células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante centrifugación por gradiente de 

densidad para lo cual se utilizó histopaque-1077 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 
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Posteriormente, los monocitos se aislaron de las PBMC mediante selección negativa 

utilizando columnas magnéticas para CD14 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Alemania). Los monocitos purificados se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, EE. UU.) el cual fue suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % 

(GibcoTM, Grand Island, NY, EE. UU.), L-glutamina 2 mM, 50 μg/ mL de gentamicina y 

10 ng/mL de factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) (GibcoTM, Grand 

Island, NY, EE. UU.) en placas de cultivo celular de 6 pozos (Costar, Kennebunk, ME, EE. 

UU.), a una densidad de 3×106 monocitos. Los medios de cultivo y el M-CSF se 

reemplazaron cada dos días durante un periodo de siete días. Tras la diferenciación, los 

macrófagos derivados de monocitos (MDM) se mantuvieron en medio RPMI-1640 

suplementado, como se mencionó anteriormente, y se expusieron a 0,23, 0,45 o 0,9 mmol/l 

de ácido úrico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) durante 12 horas. Después de 

realizar múltiples curvas de tiempo-respuesta a 1, 3, 6 y 12 h, así como 1,3,6 y 9 días, 

encontramos que los MDM exhibieron la actividad proinflamatoria más significativa a las 12 

horas del cultivo in vitro en presencia de ácido úrico, por lo que se decidió realizar todos los 

experimentos en este momento. Antes de la exposición al ácido úrico, se agregó 1 mmol/L 

de probenecid, un bloqueador del transportador de ácido úrico URAT1 (St. Louis, MO, EE. 

UU.), y se reemplazó después de 6 h por medios de cultivo que contenían diferentes 

concentraciones de ácido úrico. Los MDM de control se mantuvieron en medio RPMI-1640 

suplementado con FBS en ausencia de ácido úrico durante el mismo tiempo. Inmediatamente 

después, se recogieron MDM utilizando scrapers estériles (Corning, Reynosa, Tamaulipas, 

México) y se dividieron en partes iguales en 1 mL de PBS 1x (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

EE. UU.) para su análisis mediante citometría de flujo o en 300 μL de reactivo TRIzol (Life 
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Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) para ensayos de reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa (qPCR). 

Ensayos de citometría de flujo 

Después de recolectar las células, se resuspendieron 1 × 106 MDM en 50 μL de buffer de 

tinción celular (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Las células se incubaron a 4ºC 

en la oscuridad con los anticuerpos anti-CD14 PE/Cy7, anti-CD206 APC/Cy7, anti-TLR4 

PE, anti-CX3CR1 BV510, anti-CCR2 AF647 (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) y 

5 μL True-Stain Monocyte Blocker™ (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) durante 

20 minutos. Después de lavar con Cell Staining Buffer (BioLegend, Inc., San Diego, CA, 

EE. UU.), se evaluó la viabilidad celular de los MDM empleando 7-AAD (BD 

Pharmingen™, San Jose, CA, EE. UU.) durante 10 min. Posteriormente las muestras fueron 

analizadas en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) 

mediante el software BD FACSDivaTM 6.0, adquiriendo 20.000 eventos por ensayo por 

triplicado. Los controles de compensación se realizaron utilizando UltraComp eBeads™ 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) para cada fluorocromo. Los datos de citometría de flujo 

se analizaron utilizando el software FlowJo 10.0.7 (TreeStar, Inc, Ashland, OR, EE. UU.). 

Para la tinción de citoquinas intracelulares, los MDM se trataron con Brefeldin A 1:1000 

(BioLegend, Inc San Diego, CA, EE. UU.) durante las últimas 2 h de cultivo in vitro. Después 

de recolectar las células, se resuspendieron 1 × 106 MDM en 50 μL de tampón de tinción 

celular (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Inmediatamente después, los MDM se 

incubaron simultáneamente con anti-CD14 PE/Cy7, anti-CD11c PE/Cy5, Zombie UV 

Fixable Viability Kit y 5 μL True-Stain Monocyte Blocker™ (BioLegend, Inc., San Diego, 

CA, EE. UU.) en la oscuridad durante 20 minutos a 4 °C. Posteriormente, los MDM se 
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incubaron con 100 μL de medio de fijación A (kit de permeabilización celular FIX & 

PERM™) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EE. UU.) durante 15 min. a temperatura ambiente. 

Posteriormente, los MDM se lavaron con Cell Staining Buffer (BioLegend, Inc., San Diego, 

CA, EE. UU.) para su posterior incubación con 100 μL de medio de permeabilización B (FIX 

& PERM™ Cell Permeabilization Kit) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EE. UU.) y 

posteriormente con anti-TNF-α AF488 y anti-IL-1 beta Pacific Blue durante 20 minutos en 

la oscuridad a temperatura ambiente. Inmediatamente después, los MDM se lavaron con Cell 

Staining Buffer (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) y luego se adquirieron en un 

citómetro de flujo BD Influx (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) mediante el software 

BD SortwareTM. 1.2, adquiriendo 20.000 eventos por prueba por triplicado. Los controles 

de compensación se realizaron utilizando UltraComp eBeads™ (Invitrogen™, Carlsbad, CA, 

EE. UU.) para cada fluorocromo. Los datos de citometría de flujo se analizaron utilizando el 

software FlowJo 10.0.7 (TreeStar, Inc, Ashland, OR, EE. UU.). 

Actividad fagocítica de los macrófagos 

Se transformó Escherichia coli de la cepa DH5a con el plásmido pCD353 (E. coli-GFP+) 

que codifica la proteína verde fluorescente (GFP)-mut2 que está regulada por un promotor 

lactac. Se indujo el plásmido GFP usando isopropil-b-D-1-tiogalactopiranósido 1 mM 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), como se describió anteriormente(Ikeno and 

Haruyama 2013). E. coli-GFP+ se cultivaron in vitro con macrófagos en una proporción de 

bacterias:células = 30:1 durante 1 hora. Posteriormente, las suspensiones celulares se 

centrifugaron a 2500 rpm/15 minutos para eliminar las bacterias remanentes y luego se 

resuspendieron en 50 μL de PBS 1x estéril para su posterior análisis en un citómetro de flujo 
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FACSCanto II (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) mediante el software BD 

FACSDivaTM 6.0, adquiriendo 20.000 eventos por prueba por triplicado. 

Expresión del gen URAT1 por qPCR 

Después de recolectar las células, se resuspendieron 1 × 106 MDM en reactivo TRIzol (Life 

Technologies, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) a 4 °C. Inmediatamente después, 

el ARN total fue aislado por el método de fenol/cloroformo/isotiocianato de guanidina de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de ARN total se cuantificaron y 

se sometieron a transcripción inversa utilizando el sistema de retrotranscriptasa M-MLV en 

presencia del cebador dT (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Después de ser incubadas a 

37 °C durante 60 min., las muestras de cDNA se obtuvieron y usaron para la amplificación 

usando la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) en presencia de SYBR 

Green Master Mix y AmpliTaq® Fast DNA Polymerase (Applied biosystems, Foster City, 

CA, EE. UU.), según las instrucciones del fabricante. Los cebadores específicos para 

humanos para URAT1 se diseñaron utilizando el software Primer-BLAST del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), Biblioteca Nacional de Medicina de EE. 

UU., de la siguiente manera: cebador directo 5′-CGGACCTGTATCTCCACGTT-3′, cebador 

inverso 5′-TGCCTTCTTTACTGCCTGGT -3′, desnaturalización a 94 °C durante 30 s, 

recocido a 60 °C durante 45 segundos, elongación a 72 °C durante 45 segundos y 28 ciclos 

térmicos para una longitud de producto de 570 pares de bases (pb). La secuencia de ARN 

ribosomal 18S se utilizó como control del gen de mantenimiento de la siguiente manera: 

cebador directo 5'-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3', cebador inverso 5'-

AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3', desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, 

hibridación a 60 ° C durante 30 segundos, elongación a 72 °C durante 30 s y 40 ciclos 
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térmicos para una longitud de producto de 570 pb. La expresión del ARNm de URAT1 se 

normalizó mediante el control del gen de limpieza y se notificó como 2^(∆∆Ct). Los 

experimentos de qPCR se informan de acuerdo con las pautas de información mínima para 

la publicación de experimentos de PCR en tiempo real cuantitativos (MIQE) para garantizar 

la reproducibilidad. 

Estadística 

La prueba de Shapiro-Wilk estimó la normalidad de la distribución de los datos. Se utilizó 

ANOVA unidireccional, seguido de una prueba de Tukey post-hoc, para comparar la 

expresión de CD11c, CD206, TNF-α, IL-1β, TLR4, CX3CR1, CCR2 y URAT1, así como la 

cantidad intracelular de E. coli-GFP+ en macrófagos derivados de monocitos que fueron 

expuestos a 0, 0,23, 0,45 o 0,9 mmol/L de ácido úrico. Todos los análisis estadísticos se 

realizaron con el software GraphPad Prism 7. Las diferencias se consideraron significativas 

cuando el valor de p < 0,05. 
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RESULTADOS 

 

Tras la diferenciación en presencia de M-CSF durante siete días, los macrófagos derivados 

de monocitos humanos (MDM) mostraron un tamaño celular significativamente mayor que 

los monocitos (Figura 4A y 4B). Además, mientras que los monocitos exhibieron una 

apariencia típica que consistía en células redondas, la MDM diferenciada apareció como 

células de forma fusiforme con numerosos seudópodos que aumentaron su complejidad 

celular con respecto a los monocitos. Además, la diferenciación a macrófagos también se 

confirmó mediante la expresión en la superficie celular de CD14. En este sentido, MDM 

mostró una reducción significativa del 20 % en la expresión de CD14 en comparación con la 

encontrada en los monocitos (Figura 4C). Para evaluar los singletes se utilizó la dispersión 

frontal y la dispersión del área (Figura 4D), para evaluar la viabilidad celular se usó la tinción 

7-AAD. Luego, los monocitos vivos se seleccionaron en un gráfico de área de dispersión 

frontal/área de dispersión lateral para evaluar la expresión positiva de CD14 junto con TNF-

α, IL-1β, CD11c, CD206 y CX3CR1 y CCR2 (Figura 4D). 
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Figura 4. Estrategia para la caracterización primaria de macrófagos derivados de monocitos humanos. Se 

aislaron monocitos humanos primarios obtenidos de concentrados leucocitarios (n = 10) y se diferenciaron a 

macrófagos en presencia de M-CSF durante siete días. (A) Diagrama dot plot que muestra una comparación 

entre monocitos (puntos grises) y macrófagos (puntos negros) en términos de tamaño y complejidad de las 

células. (B) Los macrófagos son considerablemente más grandes y complejos que los monocitos. (C) Como se 

informó anteriormente, los macrófagos expresan una cantidad significativamente menor de CD14 en 

comparación con la que se encuentra en los monocitos. (D) Se seleccionaron a los macrófagos derivados de 

monocitos (MDM) por singletes en un gráfico de densidad de dispersión frontal del area/dispersión frontal de 

la altura(FSC-A/FSC-H). Las células resultantes se seleccionaron nuevamente para la detección de macrófagos 

vivos por medio de las tinciones 7AAD o Zombie UV. Luego, los macrófagos se seleccionaron en un gráfico 

de densidad por la dispersión FSC-A vs SSC-A. Posteriormente se analizaron las células CD14+ que expresaban 

simultáneamente uno los marcadores de superficie o citocinas (factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina (IL-1) beta, CD11c, CD206, CX3CR1 y CCR2). Mon, población de monocitos; Mϕ, población de 

macrófagos; MFI, intensidad de fluorescencia media; FSC-H, dispersión frontal-altura; FSC-A, dispersión 

frontal de área; SSC-A, dispersión lateral de area; TNF-α, factor de necrosis tumoral alfa; IL-1β, interleucina 1 

beta; CD11c, cluster de diferenciación 11c; CD206, cluster de diferenciación 206 o receptor de manosa; 

CX3CR1, receptor 1 de quimiocinas con motivo CX3C; CCR2, receptor de quimiocinas C-C tipo 2; M-CSF, 

factor estimulante de colonias de macrófagos. 

 

En cuanto a la producción de citocinas proinflamatorias, la exposición de MDM a 

concentraciones crecientes de ácido úrico tendió a elevar el número de células TNF-α 

positivas (+), aunque no se obtuvieron cambios estadísticamente significativos (Figura 5A). 

Sin embargo, las MDM cultivadas in vitro en presencia de 0,23 mmol/L de ácido úrico 
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mostraron un aumento significativo del 25% en la producción de TNF-α con respecto a las 

células control (Figura 5B). No se encontraron diferencias significativas cuando se comparó 

MDM expuesto a 0,45 o 0,9 mmol/L de ácido úrico con células de control, lo que sugiere 

que el ácido úrico ejerce sus efectos sobre la producción de TNF-α de forma dependiente de 

la dosis (Figura 5B). A pesar de que la exposición de MDM a niveles crecientes de ácido 

úrico tendió a disminuir el número de células IL-1β+ o la producción de IL-1β, no se 

encontraron diferencias significativas (Figura 5C y D, respectivamente). 

 

Figura 5. Producción intracelular de TNF-α e IL-1β en macrófagos primarios derivados de monocitos humanos 

in vitro expuestos a ácido úrico (n=10). La exposición in vitro a concentraciones crecientes de ácido úrico no 

alteró el porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos que expresan TNF-α (A). La 

exposición in vitro a 0,23 mmol/L de ácido úrico aumentó significativamente la producción de TNF-α en 

macrófagos primarios derivados de monocitos humanos en comparación con las células control (0 mmol/L de 

ácido úrico) (B). La exposición in vitro a concentraciones crecientes de ácido úrico tendió a disminuir el 

porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos que expresan IL-1β, aunque no se 

encontraron diferencias significativas (C). La exposición in vitro a concentraciones crecientes de ácido úrico 

no alteró la producción de IL-1 beta en macrófagos primarios derivados de monocitos humanos (D). Los datos 

se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba post-hoc de Tukey para estimar las 

diferencias significativas. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando p < 0,05 y se marcan con asteriscos de la siguiente manera: *** = p < 0,0001. 

TNF-α, factor de necrosis tumoral alfa; IL-1β, interleucina 1 beta; MFI, intensidad media de fluorescencia. 

 



 

39 
 

Decidimos medir la producción de TLR-4 como un regulador clave de la síntesis de TNF-α 

ya que la exposición de MDM al ácido úrico aumentó la expresión de TNF-α, pero no la de 

IL-1β. En este sentido, el ácido úrico indujo la expresión de TLR-4 en MDM de forma 

dependiente de la dosis, aunque no se alcanzaron diferencias significativas en cuanto al 

número de células TLR-4+ (Figura 6A). Sin embargo, la exposición de MDM a 0,23 mmol/L 

de ácido úrico promovió un aumento significativo del 30% en la producción de TLR-4 de 

forma muy similar a la observada para el caso de TNF-α (Figura 6B). También se ha 

demostrado que los macrófagos positivos para TNF-α expresan CD11c, una integrina que se 

expresa en gran medida en los monocitos proinflamatorios reclutados hacia las placas 

ateroscleróticas. El ácido úrico no afectó el número de MDM que expresan CD11c (Figura 

6C); sin embargo, el ácido úrico aumentó la expresión de CD11c en MDM de forma 

dependiente de la dosis, alcanzando la mayor producción de esta integrina a 0,23 y 0,45 

mmol/L de ácido úrico (Figura 6D). 
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Figura 6. Expresión en la superficie celular de TLR-4 y CD11c en macrófagos primarios derivados de 

monocitos humanos in vitro expuestos a ácido úrico (n=10). La exposición in vitro a concentraciones crecientes 

de ácido úrico no alteró el porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos que expresan 

TLR-4 (A). La exposición in vitro a 0,23 mmol/L de ácido úrico aumentó significativamente la producción de 

TLR-4 en macrófagos primarios derivados de monocitos humanos en comparación con las células control (0 

mmol/L de ácido úrico) (B). La exposición in vitro a concentraciones crecientes de ácido úrico no alteró el 

porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos que expresan CD11c (C). La exposición 

in vitro a 0,23, 0,45 y 0,9 mmol/L de ácido úrico alteró significativamente la producción de CD11c en 

macrófagos primarios derivados de monocitos humanos en una forma de respuesta a la dosis en comparación 

con las células de control (0 mmol/L de ácido úrico) (D). Los datos se analizaron mediante ANOVA 

unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de Tukey para estimar las diferencias significativas. Los datos se 

expresan como media ± desviación estándar. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05 y 

están marcadas con asteriscos de la siguiente manera: * = p < 0,01; ** = p < 0,001; *** = p < 0,0001. TLR4, 

receptor tipo toll 4; CD11c, grupo de diferenciación 11c; MFI, intensidad de fluorescencia media. 

 

Existen reportes que indican que los macrófagos ganan capacidad proinflamatoria mientras 

pierden la capacidad antiinflamatoria. Por esta razón, queríamos medir la producción de 

CD206, un marcador expresado por macrófagos humanos y murinos con propiedades 

antiinflamatorias. La exposición de MDM a niveles crecientes de ácido úrico redujo 

progresivamente el número de células que expresaban CD206 con respecto a las células 
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control (Figura 7A). En general, el ácido úrico no afectó la expresión de CD206 en MDM, a 

excepción de 0,45 mmol/L de ácido úrico que indujo un ligero aumento en la expresión de 

este marcador antiinflamatorio característico de los macrófagos M2 (Figura 7B). 

 

Figura 7. Expresión en la superficie celular de CD206 en macrófagos primarios derivados de monocitos 

humanos in vitro expuestos a ácido úrico (n=10). La exposición in vitro a 0,23, 0,45 y 0,9 mmol/L de ácido 

úrico disminuyó significativamente el porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos 

que expresan CD206 en comparación con las células control (0 mmol/L de ácido úrico) (A). La exposición in 

vitro a 0,45 mmol/L de ácido úrico aumentó significativamente la producción de CD206 en macrófagos 

primarios derivados de monocitos humanos en comparación con las células control (0 mmol/L de ácido úrico) 

(B). Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba post-hoc de Tukey para 

estimar las diferencias significativas. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Las diferencias 

se consideraron significativas cuando p < 0,05 y se marcan con asteriscos de la siguiente manera: * = p < 0,01; 

** = p < 0,001. CD206, grupo de diferenciación 206 o receptor de manosa; MFI, intensidad media de 

fluorescencia. 

 

A continuación, decidimos examinar el efecto de este metabolito en la expresión de CX3CR1 

y CCR2, dos receptores de quimiocinas que disminuyen en los macrófagos proinflamatorios. 

La exposición de MDM al ácido úrico disminuyó progresivamente el número de macrófagos 

CX3CR1+, alcanzando la máxima respuesta cuando las células se incubaron en presencia de 

0,9 mmol/L de ácido úrico (Figura 8A). Asimismo, el ácido úrico redujo gradualmente la 

expresión de CX3CR1 en MDM en comparación con la encontrada en las células control 

(Figura 8B). Paralelamente, la exposición de MDM al ácido úrico disminuyó gradualmente 
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el número de células que expresaban CCR2, alcanzando el nivel más bajo de este receptor de 

quimiocinas cuando se usaba 0,9 mmol/L de ácido úrico (Figura 8C). Como era de esperar, 

el ácido úrico también disminuyó la expresión de CCR2 en MDM a 0,45 y 0,9 mmol/l y 

proporcionó pruebas experimentales sólidas de que la producción de CX3CR1 y CCR2 se 

comporta de manera similar en macrófagos expuestos a LPS o ácido úrico. 

 

Figura 8. Expresión en la superficie celular de CX3CR1 y CCR2 en macrófagos primarios derivados de 

monocitos humanos in vitro expuestos a ácido úrico (n=10). La exposición in vitro a 0,9 mmol/L de ácido úrico 

disminuyó significativamente el porcentaje de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos que 

expresan CX3CR1 en comparación con las células\control (0 mmol/L de ácido úrico) (A). La exposición in 

vitro a 0,45 y 0,9 mmol/L de ácido úrico disminuyó significativamente la producción de CX3CR1 en los 

macrófagos, en comparación con las células control (0 mmol/L de ácido úrico) (B). La exposición in vitro a 0,9 

mmol/L de ácido úrico disminuyó significativamente el porcentaje de macrófagos que expresan CCR2 en 

comparación con las células de control (0 mmol/L de ácido úrico (C). La exposición in vitro a 0,9 mmol/L de 

ácido úrico disminuyó significativamente disminución de la producción de CCR2 en macrófagos, en 

comparación con las células control (0 mmol/ácido úrico) (D). Los datos se analizaron mediante ANOVA 

unidireccional seguido de la prueba post-hoc de Tukey para estimar las diferencias significativas. Los datos son 

expresados como media ± desviación estándar. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05 

y se marcan con asteriscos de la siguiente manera: * = p < 0,01 ** = p < 0,001 *** = p < 0,0001 CX3CR1, 

CX3C- receptor de quimiocinas motivo 1, CCR2, receptor de quimiocinas C-C tipo 2, MFI, intensidad media 

de fluorescencia. 
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La activación proinflamatoria de los macrófagos humanos también se asocia con una mayor 

capacidad para fagocitar bacterias. Por lo tanto, evaluamos el efecto de aumentar las 

concentraciones de ácido úrico en la actividad fagocítica de MDM mientras usamos E. coli-

GFP+. En ausencia de ácido úrico, el 15% de los MDM fueron E. coli-GFP+ (Figura 9). Tras 

la exposición de los MDM a 0,23 mmol/L de ácido úrico se observó que el 26% de los MDM 

eran E. coli-GFP+. Además, los MDM expuestos a 0,45 y 0,9 mmol/L de ácido úrico tuvieron 

un aumento del 40% y 120%, respectivamente, en comparación con las células control, lo 

que confirmó que el ácido úrico aumenta la capacidad fagocítica de los macrófagos humanos 

cultivados in vitro. 

 

Figura 9. Actividad fagocítica bacteriana de macrófagos primarios derivados de monocitos humanos in vitro 

expuestos a ácido úrico. La exposición in vitro a 0,23, 0,45 y 0,9 mmol/l de ácido úrico mejoró 

significativamente la actividad fagocítica de los macrófagos al aumentar progresivamente el porcentaje de 

células positivas para la proteína fluorescente verde (GFP) de Escherichia coli en comparación con los controles 

(0 mmol/ácido lúrico). Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba post-hoc 

de Tukey para estimar las diferencias significativas. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. 

Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05 y se marcan con asteriscos de la siguiente manera: 

* = p < 0,01; ** = p < 0,001; *** = p < 0,0001. GFP, proteína fluorescente verde; E. coli, Escherichia coli.  
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Un objetivo adicional de este trabajo fue explorar el posible mecanismo molecular por el cual 

el ácido úrico ejerce sus efectos sobre los macrófagos derivados de monocitos humanos. Por 

esta razón, decidimos evaluar la expresión de URAT1, un mediador clave del transporte de 

ácido úrico dentro de la célula. En particular, la exposición de MDM a 0,23 mmol/L de ácido 

úrico indujo una reducción significativa del 90 % en la expresión de URAT1 en comparación 

con la encontrada en células de control cultivadas en ausencia de este metabolito (Figura 10). 

De manera similar, los MDM expuestos a 0,45 mmol/L de ácido úrico mostraron una 

disminución significativa del 95% en los niveles de ARNm de URAT1 con respecto al 

encontrado en las células de control. Vale la pena mencionar que la exposición de MDM a 

0.9 mmol/L de ácido úrico abolió totalmente la expresión de URAT1, lo que sugiere que 

URAT1 es sensible a las concentraciones de ácido úrico y puede participar en la mediación 

de los efectos de este metabolito en los macrófagos. 

Figura 10. Expresión de URAT1 en macrófagos primarios derivados de monocitos humanos in vitro expuestos 

a ácido úrico (n=10). La exposición in vitro a 0,23, 0,45 y 0,9 mmol/L de ácido úrico eliminó progresivamente 

la expresión de URAT1 en macrófagos primarios derivados de monocitos humanos en comparación con los 

controles (0 mmol/L de ácido úrico). La expresión de URAT1 se normalizó utilizando el gen del ARN ribosomal 

18S como gen de control de mantenimiento y se notificó como un cambio de 2^(∆∆Ct) veces mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) utilizando SYBR Green Master Mix y AmpliTaq® 

Fast DNA Polimerasa. Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba post-hoc 

de Tukey para estimar las diferencias significativas. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. 

Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05 y se marcan con asteriscos de la siguiente manera: 

*** = p < 0,0001. URAT1, transportador de anión urato 1. 
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Decidimos usar probenecid que es capaz de inhibir el transporte de ácido úrico dependiente 

de URAT1 y también examinar su efecto sobre la producción de TNF-α y la actividad 

fagocítica para confirmar la aparente participación de URAT1 en los macrófagos. Como era 

de esperar, el uso de probenecid eliminó por completo la producción de TNF-α en los 

macrófagos que también estuvieron expuestos a diferentes concentraciones de ácido úrico 

(Figura 11A). Asimismo, el probenecid también indujo una disminución del 11% en el 

número intracelular de macrófagos E. coli-GFP+ que se trataron con 0,23 mmol/L de ácido 

úrico (Figura 11B). Además, los MDM tratados con probenecid mostraron reducciones 

significativas del 78 y el 61 % de E. coli-GFP+, incluso en presencia de 0,45 y 0,9 mmol/l 

de ácido úrico, respectivamente. Estos resultados sugieren funcionalmente que el ácido úrico 

podría transportarse dentro del macrófago a través de URAT1 que, a su vez, podría mediar 

sus efectos proinflamatorios en estas células inmunitaria. 
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Figura 11. El probenecid parece abolir los efectos proinflamatorios del ácido úrico dependientes de URAT-1 

en macrófagos derivados de monocitos humanos primarios (n=10). La exposición in vitro a 1 mmol/L de 

probenecid eliminó el efecto estimulador del ácido úrico sobre la producción de TNF-α en macrófagos 

derivados de monocitos humanos primarios en comparación con las células expuestas al ácido úrico en ausencia 

de probenecid (A). La exposición in vitro a 1 mmol/L de probenecid disminuyó significativamente el efecto 

estimulante del ácido úrico sobre la actividad fagocítica de los macrófagos primarios derivados de monocitos 

humanos al disminuir el porcentaje de células positivas para Escherichia coli-GFP en comparación con los 

macrófagos expuestos al ácido úrico en ausencia de probenecid (B). Los datos se analizaron mediante ANOVA 

unidireccional seguido de la prueba post-hoc de Tukey para estimar las diferencias significativas. Los datos se 

expresan como media ± desviación estándar. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05 y 

están marcadas con asteriscos, así: *** = p < 0,0001. TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; MFI, intensidad 

de fluorescencia media; GFP, proteína fluorescente verde.  
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DISCUSIÓN 

La asociación de la hiperuricemia con el riesgo de desarrollar anomalías metabólicas y 

enfermedades cardiovasculares se ha relacionado con una mayor actividad proinflamatoria 

de los macrófagos. Sin embargo, aún se desconoce si la hiperuricemia simplemente coincide 

con cambios en la actividad de los macrófagos o si el ácido úrico puede inducir directamente 

la activación proinflamatoria de los macrófagos humanos. Por esta razón, decidimos probar 

el efecto in vitro del aumento de las concentraciones de ácido úrico en el perfil 

proinflamatorio de los macrófagos humanos primarios derivados de monocitos. 

Después de confirmar que los monocitos humanos se diferenciaron correctamente en 

macrófagos utilizando una estrategia que combinaba el tamaño y la complejidad de las 

células, así como la expresión de CD14, descubrimos que el ácido úrico estimula la 

producción de TNF-α, pero no la de IL-1β, de manera dependiente de la dosis. El TNF-α y 

la IL-1β son citocinas proinflamatorias que desempeñan funciones clave en procesos como 

la fiebre, la caquexia, la inhibición de la tumorigénesis, la muerte celular relacionada con la 

piroptosis y el reclutamiento de células inmunitarias. Sin embargo, el TNF-α, pero no la IL-

1β, se ha asociado consistentemente con niveles séricos elevados de ácido úrico en varios 

escenarios patológicos. Por ejemplo, los niveles séricos de ácido úrico aumentan a medida 

que los monocitos productores de TNF-α también aumentan en mujeres con preeclampsia. 

De manera similar, se ha demostrado que el ácido úrico estimula la expresión de TNF-α en 

las células del músculo liso vascular de ratas Sprague-Dawley. Por otro lado, la IL-1β 

plasmática mostró una asociación muy pobre con el aumento de los niveles séricos de ácido 

úrico en 1684 mujeres y hombres, mientras que los valores séricos de TNF-α aumentaron en 

la misma proporción que el ácido úrico plasmático. Junto con la información previa, nuestros 
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resultados proporcionan una evidencia experimental de que el ácido úrico podría favorecer 

un estado proinflamatorio al estimular principalmente la producción de TNF-α en los 

macrófagos humanos. Es bien sabido que la síntesis de TNF-α depende de la vía de 

señalización dependiente de TLR4, mientras que la producción de IL-1β depende de la 

actividad del inflamasoma. Por esta razón, decidimos evaluar TLR4 en los mismos 

macrófagos diferenciados in vitro. 

TLR4 es una proteína transmembrana capaz de reconocer numerosos patrones 

moleculares asociados a daños (DAMP) y patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP), incluidos los ácidos grasos libres y LPS. Cuando se activa, TLR4 es capaz de 

inducir la activación del factor nuclear kappa B (NF-kB), lo que finalmente conduce a la 

producción de TNF-α. De acuerdo con esta información, nuestros resultados demuestran que 

TLR4 se produce en respuesta al ácido úrico de la misma manera que lo hace el TNF-α en 

los macrófagos humanos. En este sentido, un trabajo previo informó que el riesgo de gota, 

una patología conocida por el depósito de cristales de urato monosódico en las articulaciones 

está directamente asociado con el polimorfismo rs2149356 relacionado con la producción 

alta de TLR4. Asimismo, un estudio muy reciente demostró que el ácido úrico promueve la 

expresión de ARNm de TLR4 en adipocitos de rata in vitro. Por lo tanto, especulamos que el 

ácido úrico puede inducir la producción de TNF-α a través de la mayor expresión de TLR4, 

un fenómeno que proporciona características proinflamatorias a los macrófagos humanos. 

Sin embargo, la idea de que el ácido úrico puede inducir la expresión de TLR4 debe tomarse 

con precaución, ya que solo evaluamos TLR4 a nivel de proteína sin evaluar su capacidad 

como transductor de señal celular. 



 

49 
 

Hasta aquí, nuestros resultados parecían indicar que el ácido úrico ejerce la capacidad 

de polarizar los macrófagos humanos hacia un estado proinflamatorio. Así, decidimos 

confirmar la capacidad aparentemente proinflamatoria de los macrófagos analizando CD11c 

y CD206. CD11c es una integrina beta-2 que se expresa en gran medida en monocitos y 

macrófagos con importantes funciones proinflamatorias, mientras que CD206, también 

conocido como receptor de manosa, es una lectina de tipo C que se expresa 

predominantemente en macrófagos murinos y humanos que ejercen funciones 

antiinflamatorias. Curiosamente, descubrimos que el ácido úrico puede aumentar la 

expresión de CD11c al mismo tiempo que reduce la cantidad de macrófagos que expresan 

CD206. En este sentido, se ha informado previamente que el bloqueo de la síntesis de ácido 

úrico por el tratamiento con uricasa disminuye el número de monocitos CD11c+ en ratones, 

lo que sugiere, por primera vez, una relación entre el ácido úrico y la producción de CD11c. 

Paralelamente, un informe anterior mostró que los macrófagos localizados en líquido sinovial 

de pacientes con gota tienden a mostrar una expresión reducida de CD206 en comparación 

con la que se encuentra en los macrófagos de pacientes con artritis reumatoide. En conjunto, 

esta información concuerda con la idea de que los macrófagos adoptan funciones 

proinflamatorias mientras pierden capacidades antiinflamatorias en presencia de niveles 

elevados de ácido úrico. 

La idea de que el ácido úrico podría actuar como un estímulo proinflamatorio directo 

para los macrófagos humanos también está respaldada por dos hechos adicionales: (a) el 

patrón de expresión de CX3CR1 y CCR2 y (b) la actividad fagocítica de los macrófagos. 

CX3CR1 y CCR2 participan en la mediación del reclutamiento de monocitos en los sitios de 

inflamación, donde estas células se diferenciarán en macrófagos y orquestarán respuestas 
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inflamatorias o reparación de tejidos. Curiosamente, numerosos estudios han informado 

consistentemente la regulación a la baja de CX3CR1 y CCR2 en presencia de estímulos 

inflamatorios prototípicos, como LPS. En este sentido, un trabajo seminal informó que los 

monocitos circulantes de pacientes sépticos o incubados con LPS muestran una expresión 

dramáticamente disminuida de CX3CR1. De manera similar, la exposición in vitro e in vivo 

de células sanguíneas periféricas murinas a LPS puede regular a la baja la expresión de CCR2 

con consecuencias directas para la capacidad migratoria de los macrófagos. Por lo tanto, la 

expresión de CX3CR1 y CCR2 parece comportarse de manera similar en los macrófagos que 

están expuestos a LPS o ácido úrico, lo que proporciona una sólida evidencia experimental 

sobre el posible papel inflamatorio de este metabolito en los macrófagos. Además, es bien 

sabido que los macrófagos con funciones proinflamatorias muestran una mayor capacidad 

para fagocitar bacterias que la descrita en los macrófagos antiinflamatorios. Curiosamente, 

la exposición de los macrófagos a concentraciones crecientes de ácido úrico mejoró 

progresivamente su actividad fagocítica, lo que una vez más respalda la noción de que el 

ácido úrico actúa como un estímulo proinflamatorio directo para estas células inmunitarias. 

Además de estudiar el efecto aparentemente proinflamatorio del ácido úrico sobre los 

macrófagos, también queríamos explorar el mecanismo molecular potencialmente 

involucrado. En nuestro estudio, la producción de TNF-α, TLR4 y CD11c en respuesta al 

ácido úrico mostró una típica relación dosis-respuesta, donde se encuentra un efecto máximo 

y, más allá de este punto, se puede ver una meseta, lo que indica saturación y la supresión 

del efecto observado. La relación dosis-respuesta se ha atribuido a la interacción entre el 

ligando y su receptor, lo que nos sugirió la posible implicación de una molécula capaz de 

transportar ácido úrico al interior del macrófago, como es el caso de URAT1. De esta forma, 
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describimos por primera vez que los macrófagos humanos expresan URAT1, una proteína 

transmembrana que solo había sido reportada en células endoteliales, adipocitos y 

condrocitos de cartílago. En particular, encontramos que la expresión de URAT1 en los 

macrófagos disminuyó a medida que aumentaba la concentración de ácido úrico, lo que 

podría explicar parcialmente el hecho de que la expresión de TNF-α, TLR4 y CD11c 

alcanzara un punto de saturación, lo que a su vez condujo a una disminución de sus niveles 

de proteína. Teniendo en cuenta que el ácido úrico puede aumentar la actividad 

transcripcional de NF-kB en la línea celular beta pancreática Min6, especulamos que la 

producción de TNF-α en los macrófagos podría depender de la interacción entre el ácido 

úrico, URAT1 y posiblemente NF-kB. 

Realizamos ensayos funcionales destinados a bloquear farmacológicamente este 

transportador de urato usando probenecid para confirmar la posible participación de URAT1 

en la mediación de los efectos del ácido úrico en los macrófagos. El probenecid actúa como 

un inhibidor competitivo de URAT1, evitando así la recaptación y el transporte de ácido úrico 

por las células del tubo proximal renal. Curiosamente, el bloqueo de URAT1 eliminó la 

producción de TNF-α y la actividad fagocítica que se había visto anteriormente con el ácido 

úrico, lo que sugiere que el efecto proinflamatorio del ácido úrico depende por completo de 

su entrada a los macrófagos. En este sentido, se ha propuesto previamente que la entrada de 

urato monosódico a las células THP-1 puede inducir la fosforilación de IkB a través de las 

tirosina-quinasas de la familia Src, lo que lleva a la activación de NF-kB y, finalmente, a la 

producción de citoquinas proinflamatorias. De esta forma, nuestros resultados confirman que 

(1) la entrada de ácido úrico a los macrófagos tiene efectos proinflamatorios por un 

mecanismo aún desconocido, y (2) la entrada de ácido úrico a los macrófagos parece implicar 
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a URAT1, cuya expresión es, a su vez, sensible a diferentes concentraciones de ácido úrico. 

Sin embargo, URAT1 no es el único transportador de urato y el probenecid no es un inhibidor 

específico de URAT1, por lo que la medición en macrófagos de otros transportadores de 

urato, incluido el transportador de aniones orgánicos (OAT) 1, OAT3 y el miembro 2 de la 

subfamilia G del casete de unión a ATP (ABCG2), y queda por hacer la prueba de otros 

inhibidores de la captación de urato, como la benzbromarona, el dotinurad y losartán.  
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CONCLUSIÓN 

El ácido úrico actúa como un estímulo proinflamatorio para los macrófagos humanos 

primarios cultivados in vitro mediante (a) el aumento de la producción de TNF-α, TLR4 y 

CD11c, (b) el incremento en de la actividad fagocítica de los macrófagos y (c) la disminución 

en la expresión de CD206, CX3CR1 y CCR2. El posible mecanismo por el cual el ácido úrico 

ejerce sus efectos proinflamatorios sobre los macrófagos humanos parece involucrar a 

URAT1 en una forma de respuesta a la dosis. URAT1 podría, a su vez, mejorar la activación 

de NF-kB y conducir a la producción de citocinas proinflamatorias por vías que aún no se 

han dilucidado (Fig. 12). El uso de probenecid demostró funcionalmente que la entrada de 

ácido úrico al macrófago tiene acciones proinflamatorias y depende parcialmente de URAT1 

(Fig. 12). Estos resultados proporcionan una sólida evidencia experimental que respalda la 

idea de que los niveles elevados de ácido úrico pueden promover directamente el estado 

inflamatorio sistémico mediado por macrófagos que, a su vez, está asociado con un alto 

riesgo cardiovascular en pacientes con enfermedades crónicas. La noción de que el ácido 

úrico podría actuar como un ligando metabólico con efectos proinflamatorios en los 

macrófagos humanos debe examinarse más a fondo. 
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Figura 12. Mecanismo propuesto mediante el cual el ácido úrico ejerce efectos 

proinflamatorios sobre los macrófagos a través de URAT-1. 
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