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característico del LPS.  

TNF-α.- Tumor Necrosis Factor alfa (siglas en inglés). Factor de 

necrosis tumoral alfa, citocina pro-inflamatoria con funciones 

autocrinas y paracrinas.  

VSMC.- Vascular Smooth Muscle Cells (siglas en inglés). Células de 
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I. RESUMEN 

La hiperglucemia representa la principal característica de la Diabetes Mellitus. El 

estudio de los efectos deletéreos de este incremento anómalo de las 

concentraciones sanguíneas de glucosa resulta de vital importancia dado el grave 

problema de salud que la diabetes mellitus tipo 2 representa en la actualidad. Por 

ser de carácter sistémico, la hiperglucemia o altas concentraciones de glucosa  

afectan todo tipo de tejidos y células. Entre los más estudiados son los efectos 

inflamatorios en células endoteliales y células de músculo liso vascular, estas 

últimas también ven incrementada su proliferación mientras que las primeras 

pueden presentar efectos citotóxicos, todo esto lleva al daño y pérdida de la 

integridad del tejido vascular. Por mencionar otro ejemplo se encuentra el efecto 

deletéreo que se observa en células del sistema nervioso central y periférico que 

ocasiona múltiples alteraciones patológicas de observancia clínica como la 

neuropatía periférica diabética. Es por estos efectos que las altas concentraciones 

de glucosa no son sólo el resultado de la diabetes mellitus, sino que constituyen el 

principal agente causal de toda la serie de complicaciones derivadas de la 

diabetes. En este sentido, trabajos previos de nuestro grupo de trabajo sugieren 

que estas concentraciones incrementadas de glucosa pudieran inducir la 

polarización inflamatoria de los macrófagos. Sin embargo, los mecanismos que 

podrían estar involucrados en este fenómeno aún no se han dilucidado del todo. 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar los mecanismos 

moleculares involucrados en la polarización a un fenotipo inflamatorio de los 

macrófagos expuestos a altas concentraciones de glucosa. Así como conocer la 
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participación de la activación de la vía del poliol o sorbitol (iniciada por la aldosa 

reductasa), la activación de la vía de señalización iniciada por RAGE y la 

activación de NF-κB. En el presente trabajo utilizamos células mononucleares de 

sangre periférica de donadores varones, jóvenes, sin sobrepeso u obesidad, ni 

alteraciones metabólicas del banco de sangre del Hospital General de México “Dr. 

Eduardo Liceaga”. Posteriormente, con perlas magnéticas seleccionamos los 

monocitos de sangre periférica. Los monocitos obtenidos fueron diferenciados 

hacia macrófagos mediante la adición de M-CSF e IL-3 durante 6 días. 

Subsecuentemente estos macrófagos derivados de monocitos se incubaron bajo 

diferentes concentraciones de glucosa control fisiológico (5 mM de glucosa), 

control de presión osmótica (5 mM de glucosa + 10 mM de manitol) y 

concentración elevada de glucosa (15 mM de glucosa). Las células fueron 

colectadas a los 3 y 9 días de cultivo para determinar la expresión de CD11c y 

CD206 en membrana, por citometría de flujo. Además se analizó la producción de 

TNF-α, IL-10 e IL-1β en sobrenadantes de estos cultivos por ELISA tipo sándwich 

y se determinó la expresión de iNOS y arginasa 1 a nivel de mRNA. 

Determinamos que la polarización pro-inflamatoria de macrófagos derivados de 

monocitos inducida por alta concentración de glucosa se caracteriza por la 

reducción temprana (3 días de cultivo) de la IL-10 y el posterior incremento en la 

producción de la IL-1β. Indicadores tempranos de la polarización pro-inflamatoria 

fueron también el incremento de CD11c que se mantuvo a tiempos largos, el 

incremento en la expresión de iNOS y la reducción en la expresión de arginasa 1. 

Por otro lado, tomamos como parámetro de la polarización pro-inflamatoria el 

incremento de la producción de IL-1β y buscamos inhibir dicho fenómeno con la 
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adición de partenolide (inhibidor de IKK y de la activación de NF-κB), anti-RAGE 

neutralizante (para inhibir la unión a sus ligandos) y sorbinil (inhibidor de la aldosa 

reductasa y de la vía del poliol). Nuestros resultados muestran que en este modelo 

experimental la vía mediada por RAGE no parece participar en la polarización 

inflamatoria inducida por alta concentración de glucosa en estos macrófagos. La 

activación de NF-κB participa en el proceso de polarización pero es mayormente la 

vía del poliol la que presenta mayor efecto en la producción incrementada de IL-

1β. 
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II. ABSTRACT 

Hyperglycemia represents the hallmark of Diabetes Mellitus. The study of harmful 

effects of increased blood glucose levels is important given the serious health 

problem that currently represents diabetes mellitus type 2. The systemic feature of 

hyperglycemia or high glucose concentrations affects all types of tissues and cells. 

Among the most studied effects is inflammation induced on endothelial cells and 

vascular smooth muscle cells, associated with cytotoxicity and increased 

proliferation in these cells, respectively, leading to tissue damage and loss of 

vascular integrity. Another example is deleterious effect observed on central and 

peripheral nervous system cells, that causes multiple pathological alterations of 

clinical relevance such as diabetic peripheral neuropathy. The high glucose 

concentrations are not only the result of diabetes mellitus, but are the main 

causative agent of complications derived from diabetes. In this way, our previous 

work suggests that high glucose concentrations might induce pro-inflammatory 

polarization in macrophages. However, the mechanisms that could be involved in 

this phenomenon have not been fully elucidated. Therefore the objective of this 

work was to characterize the molecular mechanisms involved in the inflammatory 

polarization of macrophages exposed to high glucose concentrations. Additionally, 

we studied the role of the polyol or sobitol pathway activation (initiated by aldose 

reductase), the RAGE pathway and the activation of NF-κB in this inflammatory 

polarization of macrophages. The peripherial mononuclear cells were obtained 

from young male donors, without overweight or obesity and without metabolic 

alterations, from the blood bank of the Hospital General de México “Dr. Eduardo 
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Liceaga”. Then, only peripheral blood monocytes were selected using magnetic 

beads. The obtained monocytes were differentiated into macrophages with M-CSF 

and IL-3 during 6 days. Subsequently, these monocyte-derived macrophages were 

incubated under different concentrations of glucose, such as; physiological control 

(5 mM glucose), osmotic pressure control (5 mM glucose + 10 mM mannitol) and 

high glucose concentration (15 mM glucose). The cells were havested at 3 and 9 

days of culture to determine CD11c and CD206 proteins in the membrane by flow 

cytometry. In addition, the TNF, IL-10 and IL-1β productions were analyzed in 

supernatants of these cultures by sandwich ELISA, as well as iNOS and arginase 1 

mRNAs expression were determined. The pro-inflammatory polarization of 

monocyte-derived macrophages induced by high glucose concentration was 

characterized by the early (3 days of culture) decrease of IL-10 production and the 

subsequent increase of IL-1β production. In addition, increased expression of 

CD11c and iNOS, as well as decreased expression of arginase 1, were also early 

markers of pro-inflammatory polarization in these monocyte-derived macrophages. 

On the other hand, increased IL-1β production was taken as parameter of pro-

inflammatory polarization, and inhibition assays were carried out to avoid the  

higher production by the addition of parthenolide (inhibitor of IKK), neutralizing anti-

RAGE (inhibition of AGE/RAGE binding) and sorbinil (inhibitor of aldose reductase 

and polyol pathway). Our results show that in this model, the RAGE-mediated 

pathway does not seem to participate in the pro-inflammatory polarization induced 

by high glucose concentrations in these macrophages. Activation of NF-κB 

participates in the polarization process, but it is primarily the polyol pathway that 

has the greatest effect on the increase of IL-1β production.  
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III. INTRODUCCIÓN 

La regulación homeostática de la glucosa en sangre es un mecanismo altamente 

controlado. Las variaciones en la concentración de la glucosa en sangre varían 

dependiendo del estado nutricional. Inmediatamente después de comer las 

concentraciones de glucosa en sangre superan los 120 mg/dL, sin embargo, tras 

varias horas de ayuno estas tienden a bajar hacia los 80 mg/dL (1). La regulación 

homeostática de estas concentraciones es directamente afectada por la secreción 

y actividad de hormonas como, la insulina, el glucagón, la somatostatina y las 

catecolaminas (1, 2).  

La ingesta de comida estimula la síntesis y secreción de insulina por parte 

de las células β pancreáticas (de los islotes pancreáticos o islotes de Langerhans). 

Dicha hormona estimula la captación de glucosa induciendo la expresión en 

membrana plasmática del transportador de glucosa GLUT-4 en células insulino-

dependientes como las células de musculo esquelético y tejido adiposo. Por lo 

tanto, provoca la disminución de la concentración de glucosa en sangre. La 

insulina además estimula la glucolisis en hígado y la producción de ácidos grasos 

y triglicéridos en hígado (no se almacenan en hígado) y tejido adiposo (1, 3).  

Por otro lado, la hormona glucagon se produce en las células α de los 

islotes pancreáticos en respuesta a bajas concentraciones de glucosa en sangre. 

La actividad del glucagon se relaciona con mayor producción de adenosina 

monofosfato cíclico (cAMP), que promueve la gluconeogénesis e inhibe la síntesis 

de glucógeno, la actividad de la piruvato cinasa (PK) del hígado (inhibiendo el flujo 

glucolítico y favoreciendo la acumulación de fosfoenolpiruvato). En tejido adiposo, 
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el glucagon también induce el aumento de cAMP que activa a las lipasas 

dependientes de hormonas que producen glicerol y ácidos grasos a partir de los 

triglicéridos (1-4). La somatostatina producida células δ de los islotes de 

Langerhans (aunque también se puede expresar en hipotálamo) puede inhibir la 

secreción tanto del glucagon como de la insulina (1, 4). 

Por último, las catecolaminas como la adrenalina y la noradrenalina son 

secretadas de las terminaciones nerviosas presinánpticas y actúan como 

neurotransmisores u hormonas. En respuesta a bajas concentraciones de glucosa, 

la adrenalina promueve la activación de la adenilato ciclasa (enzima que produce 

el cAMP), la glucogenólisis en músculo, así como promueve la degradación de 

triglicéridos en tejido adiposo y la secreción de glucagon.  Por otro lado, la 

adrenalina inhibe la síntesis de glucógeno en hígado, la captación de glucosa en 

músculo (lo que aumenta la glucosa en sangre) y la secreción de insulina (1, 5). La 

acción de las catecolaminas es de corta duración en comparación con la actividad 

del glucagon (1). 

No obstante, la incidencia de enfermedades autoinmune o de alteraciones 

asociadas al desarrollo del síndrome metabólico, pueden alterar la regulación 

homeostática de la glucosa. Una de estas alteraciones es la resistencia a la 

insulina y/o la destrucción de las células β, lo que favorece el desarrollo de un 

estado hiperglucémico y la diabetes mellitus. 
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3.1 Diabetes Mellitus definición y clasificación 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónica caracterizada por niveles 

elevados de glucosa en la sangre, acompañada por un metabolismo alterado de 

las grasas y las proteínas (6-8). La glucosa en la sangre aumenta porque no se 

puede metabolizar en las células, debido a la falta de producción de insulina por 

parte del páncreas o la incapacidad de las células para utilizar de manera efectiva 

la insulina que se produce (8). La diabetes puede ser diagnosticada con base en la 

determinación de la concentración de glucosa en plasma en ayuno (FPG por sus 

siglas en inglés) ≥ 126 mg/dL; la glucosa en el plasma de una prueba de tolerancia 

a la glucosa oral (OGTT por sus siglas en inglés) con 75 g glucosa de 2 hr. ≥ 200 

mg/dL; o bien por el valor de A1C (porcentaje de hemoglobina HbA1c glicada) ≥ 

6.5% (7).  

La diabetes mellitus se clasifica de acuerdo a los criterios de la Asociación 

Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés) como: 

1. Diabetes mellitus tipo 1. Debida a la destrucción auntoinmune de las 

células β pancreáticas, usualmente conduce a la deficiencia absoluta de 

la producción de insulina (7). 

2. Diabetes mellitus tipo 2. Debida a una pérdida progresiva de la 

secreción de insulina de las células β pancreáticas, frecuentemente 

tiene asociado un trasfondo de resistencia a la insulina (7). 

3. Diabetes mellitus gestacional. Diabetes diagnosticada en el segundo o 

tercer trimestre de embarazo, y sin indicios previos de diabetes antes 

del embarazo (7). 
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4. Tipos específicos de diabetes como la diabetes juvenil de inicio en la 

madurez (MODY por sus siglas en inglés) o la neonatal, que son  de 

tipos monogenéticos. Otro tipo específico es la diabetes relacionada a la 

fibrosis cística, la diabetes es la comorbilidad más común en estos  

pacientes (20% en adolescentes y 40-50% en adultos). Por último la 

diabetes mellitus post-trasplante a veces llamada diabetes de novo con 

aparición después de trasplante (NODAT por sus siglas en inglés) o 

diabetes mellitus post-trasplante (PTDM por sus siglas en inglés) (7). 

 

3.2 Consecuencias de la Diabetes Mellitus tipo 2 en la Salud Pública 

Acorde con los datos proporcionados por el último reporte global de Organización 

Mundial de la Salud (OMS) de 2016, se tenía registrado que en el año 2014 

existían en el mundo 422 millones de personas que padecían diabetes mellitus, lo 

que representa una incidencia de 8.5% (8, 9).  Además, cinco millones de 

personas murieron en 2015 por causas relacionadas con la diabetes y 

representaron el 12,8% de la mortalidad global por todas las causas (10). De 

acuerdo a la OMS el mayor número de casos de diabetes pertenecen a diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2) (8, 9). La incidencia de los trastornos metabólicos como la 

DM2, se ha incrementado en las últimas tres décadas, y la etiología multifactorial 

ha sido ampliamente debatida teniendo en cuenta la predisposición genética, los 

hábitos alimenticios, el ejercicio e incluso la exposición a los disruptores 

endocrinos (EDC) (11, 12). 

Es importante señalar que la hiperglucemia asociada con el advenimiento 
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de la DM2 juega un papel clave en el desarrollo de complicaciones y por lo tanto 

en la alta morbilidad y mortalidad que se observa en los pacientes diabéticos (13, 

14).  

 

3.3 La hiperglucemia como característica de la DM 

La hiperglucemia se define como una elevación anormal en los niveles sanguíneos 

de glucosa por encima de 100 mg/dl en ayuno, lo cual no necesariamente significa 

diagnóstico de DM sino solo un estado de glucosa alterado (hay personas con 

hiperglucemia en estado pre-diabético) (7, 15, 16). La hiperglucemia puede ser de 

tipo transitoria o de tipo crónica (17-20). Estudios recientes han demostrado que la 

hiperglucemia transitoria puede presentarse como consecuencia del deterioro 

metabólico durante enfermedades severas tales como el síndrome de respuesta 

inflamatoria sistémica (17). Es importante mencionar que la hiperglucemia 

transitoria revierte a estados normoglucémicos en el 40% de los pacientes que la 

presentan (18, 19). Por el contrario, la hiperglucemia crónica se presenta 

únicamente en el contexto del desarrollo de la diabetes, en donde los niveles de 

glucosa sanguínea se mantienen permanentemente elevados, condición que es 

frecuentemente acompañada por hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertensión y 

obesidad (20).  

Los principales procesos que llevan a la progresión de las complicaciones 

mediadas por la hiperglucemia son el desarrollo de micro- y macroangiopatías. 

Las microangiopatías causan discapacidad y pérdida de la calidad de vida de los 

pacientes con DM2, mientras que las macroangiopatías son la causa de muerte en 
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un 80% de las personas con DM2 (21). Estas complicaciones afectan 

crónicamente a los nervios y a los vasos sanguíneos, lo cual se traduce en 

patologías tales como la retinopatía, la insuficiencia renal crónica, y el infarto al 

miocardio, mismas que constituyen la primera causa de morbilidad y mortalidad en 

México desde el año 2005 (22). 

Numerosos estudios han propuesto dos mecanismos principales a través 

de los cuales las altas concentraciones de glucosa pueden ser capaces de 

generar daño sobre el tejido endotelial vascular que origina estas micro- y 

macroangiopatías: el primero es la glucotoxicidad intracelular y el segundo la 

formación de productos terminales de glicación avanzada (AGE, por sus siglas en 

inglés) (23-25).  

La glucotoxicidad intracelular está relacionada con la activación de la vía 

del poliol, que es capaz de inducir en endotelio la liberación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés).  

Mientras tanto, los AGEs están involucrados en promover la adhesión 

leuocitaria al tejido del endotelio vascular, así como el daño macro-y microvascular 

(25-27). De manera interesante, información reciente señala a la activación 

inflamatoria del macrófago como un posible mecanismo adicional mediante el cual 

las altas concentraciones de glucosa pueden con llevar a efectos deletéreos sobre 

el tejido endotelial vascular. En este sentido, estos dos mecanismos de daño al 

endotelio afectarían incluso a células como los monocitos y macrófagos, alterando 

su estado de activación. 
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3.4 Relación entre el sistema inmune y los trastornos metabólicos 

como la hiperglucemia 

Novedosas líneas de evidencia han señalado una relación entre varios trastornos 

metabólicos y el desarrollo de un estado inflamatorio sistémico que potencia el 

desequilibrio metabólico y su complicación. Tal estado de inflamación sistémica 

también conocido como inflamación de bajo grado o metainflamación ha 

demostrado tener importantes diferencias con respecto a la respuesta inflamatoria 

clásica. El concepto de metainflamación se concibió porque se ha demostrado con 

frecuencia que esta inflamación sistémica está implicada en el aumento del riesgo 

de desarrollar enfermedad cardiometabólica en individuos obesos e insulino 

resistentes (28, 29). Esta metainflamación se caracteriza principalmente por 

niveles circulantes elevados de proteínas de fase aguda y citocinas pro-

inflamatorias, incluida la proteína C reactiva (PCR), el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α), interleucina (IL) -1β, IL-6, IL-17 e IL -18 (30-34). Además, la 

metainflamación implica un mayor reclutamiento e infiltración de macrófagos en 

los tejidos periféricos principalmente tejido adiposo y tejido endotelial vascular (35-

39). Curiosamente, la metainflamación no promueve lesión tisular, por lo que se ha 

considerado debajo nivel de activación (35, 39-42).  

La activación inflamatoria de los macrófagos es un agente clave en el 

desarrollo de la metainflamación por la infiltración y proliferación de macrófagos 

sostenidos en el tejido adiposo, como el aumento de la producción local de 

citocinas pro-inflamatorias (35, 39, 43). Además, los macrófagos inflamatorios 

están relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina y complicaciones 
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vasculares en el contexto de trastornos metabólicos  (39, 44-46). Por lo tanto, el 

desarrollo de trastornos metabólicos como la hiperglucemia en el contexto de la 

DM y sus complicaciones está estrechamente relacionada con la activación de 

macrófagos de manera causal. 

 

3.5 Las condiciones hiperglucémicas inducen la polarización 

inflamatoria de macrófagos 

La hiperglucemia es un componente clave del síndrome metabólico y el sello 

distintivo de la DM. Las concentraciones altas de glucosa (HG, por sus siglas en 

inglés) pueden incrementarse de manera transitoria, como es el caso de los 

episodios agudos de hiperglucemia (AHG, por sus siglas en inglés) debidos al 

consumo excesivo de azúcar o la hiperglucemia por estrés (SH, por sus siglas en 

inglés), una manifestación común de hiperglucemia hospitalaria (HH, por sus 

siglas en inglés) (47-49). La hiperglucemia postprandial transitoria por ejemplo 

puede favorecer la producción de especies reactivas de oxígeno y el daño 

oxidativo (50).  

Una plétora de estudios ha demostrado que la HG es el principal factor 

asociado al daño microvascular y al desarrollo de complicaciones en pacientes 

con DM2 (51-53). Curiosamente, se ha demostrado que una cantidad cada vez 

mayor de mecanismos relacionados a las HG podrían inducir respuestas 

inflamatorias en varios tipos de células. En este sentido, se ha demostrado que los 

fibroblastos gingivales aumentan la producción de IL-6 e IL-8 en respuesta a la 

glucosa alta (54). Mientras tanto, las células endoteliales aórticas humanas han 
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demostrado aumentar la transcripción de IL-1β en condiciones de glucosa alta in 

vitro (55). Por otro lado, la HG en pacientes diabéticos se ha correlacionado 

inversamente con la producción de IL-10 en macrófagos obtenidos a partir de la 

placa aterosclerótica (56). Además, se ha informado que los macrófagos 

presentes en heridas de pacientes diabéticos regulan positivamente el TNF-α, IL-

1β (pro-inflamatorios) y la regulación negativa de IL-10 y CD206 (anti-

inflamatorios) (57). De forma similar, en el presente trabajo demostramos que la 

HG pueden inducir características pro-inflamatorias en macrófagos derivados de 

monocitos (MDM) in vitro y en monocitos circulantes de donantes hiperglucémicos 

(58).  

Se ha descrito que la HG que origina la glucotoxicidad en células 

endoteliales, tiene efecto sobre otros tipos celulares entre ellos algunas células 

inmunitarias, favoreciendo la producción de mediadores de la inflamación (52). Por 

lo tanto, la activación de la vía del poliol y la formación de AGEs podrían tener 

efecto sobre el estado de activación de los macrófagos. 

 

3.6 La activación de la vía del Poliol induce la producción de ROS, el 

estrés oxidativo y la activación de NLRP3 

El primer mecanismo implicado en la polarización inflamatoria de macrófagos 

inducida por HG, es la vía del poliol. Dicha vía está constituida por dos enzimas: la 

aldosa reductasa (AR) convierte la glucosa en sorbitol y la sorbitol deshidrogenasa 

(SD) que transforma el sorbitol en fructosa. Ambos podrían considerarse 

activadores no convencionales del sistema inmune, ya que genran cambios 
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metabólicos en células endoteliales e inmunes que conducen a la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y a la activación inflamatoria. En este 

sentido, la HG ha estado implicada en el aumento del contenido de sorbitol 

asociado con la disminución del glutatión reducido, la mejora de la relación NADH 

/ NAD y el desarrollo de estrés oxidativo (52, 59-61). 

Es precisamente la producción de ROS derivada de la actividad de la vía 

del poliol (a su vez inducida por la HG) la que media los efectos citotóxicos, así 

como la activación de  NF-κB y AP1 en la transcripción de citocinas inflamatorias 

(62, 63). Diversos estudios han demostrado que la activación de la vía del poliol 

induce la activación inflamatoria de células de músculo liso vascular (VSMC por 

sus siglas en inglés) y de linaje monocítico (células THP-1). Dicha participación de 

la vía del poliol ocurre tanto en respuesta a estímulos clásicos como LPS, como en 

respuesta solo a la hiperglucemia (63-65). De igual manera la actividad de la vía 

del poliol puede activar al NLRP3 mediante la producción de ROS (66). Si bien no 

se conoce cómo los ROS pueden activar a NLRP3, se ha observado que la 

inhibición de la AR puede evitar la activación de NLRP3 y de la caspasa-1 

inducida por HG (66). 

 

3.7 Formación de AGEs inducida por HG y vía de señalización mediada 

por RAGE  

El segundo mecanismo implicado en la polarización de macrófagos debido a HG, 

es la vía de glicación o formación de productos finales de glicación avanzada 

(AGE). Tales productos resultan de la glicación de proteínas a una alta 
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concentración de glucosa de manera no enzimática. El aumento de la formación 

de AGEs en la HG se ha relacionado con el desarrollo de estrés oxidativo y 

formación de ROS, aumento de la resistencia a la insulina, disfunción de células β 

y muerte, y promoción del desarrollo de complicaciones como daño vascular (52, 

67, 68). De esta forma, se ha demostrado que los AGEs interactúan con el 

receptor de membrana para productos finales de glicación avanzada (RAGE), para 

liberar citocinas y producir ROS mediante la activación del NF-ĸB en varios tipos 

de células (69-74). Estudios recientes en ratones han mostrado un aumento en la 

formación de AGE hipotalámica, con dietas altas en carbohidratos que conducen a 

inflamación hipotalámica mediada por AGE/RAGE (70). Además, los AGE 

proporcionados por la dieta aumentan el TNF-α y la IL-6 en suero en ratones 

diabéticos, así como en tejidos pancreáticos, cardíacos, renales y endoteliales 

dañados (71). También, se ha reportado que la AGE-albúmina favorece la 

polarización preferencial a las células Th1 y Th17 durante la diferenciación de las 

células T CD4 (+) humanas vírgenes, así como a la disminución de la función de 

las células Treg humanas (72). Además, se ha descrito que la AGE de albúmina 

sérica bovina (AGE-BSA) promueve la secreción de TNF-α, IL-1β e IL-6 en células 

THP-1 (73). Esta producción de IL-1β indica que la actividad de NLPR3 podría ser 

inducida por la vía AGE/RAGE. En ratones, se demostró que la administración 

intraperitoneal a largo plazo de AGE-BSA se asocia a mayor activación de NLRP3 

y una expresión aumentada de caspasa y procaspasa-1 asociada con una mayor 

producción de IL-1β y óxido nítrico en el tejido renal (74). Sin embargo, el receptor 

soluble circulante (sRAGE), el receptor secretor endógeno (esRAGE) y el receptor 

escindido (cRAGE) formados a través del corte y empalme alternativo (75), 
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protegen a las células del reconocimiento de AGE mediante RAGE de cadena 

móvil. La formación de AGEs se ve aumentada por la HG, y se ha correlacionado 

positivamente con sRAGE, esRAGE y cRAGE en pacientes con enfermedad renal 

terminal (69). Sin embargo, el aumento de la producción de AGEs puede ser 

mayor que sRAGE, esRAGE y cRAGE, lo que contrarrestaría cualquier efecto 

benéfico (69). La señalización de células AGE/RAGE activa a NF-ĸB a través de 

una ruta convergente con TLR (76). 

De hecho, estas vías podrían estar estrechamente relacionadas entre ellas, 

por ejemplo, la inhibición a largo plazo de la vía del poliol podría favorecer la 

glicación de las proteínas (59). Tal fenómeno que podría considerarse 

contradictorio respecto de múltiples estudios que han postulado resultados 

benéficos del uso de inhibidores de la AR  (77-79), podría de hecho explicar la 

falla en el uso de tales inhibidores para tratamientos a largo plazo (80). Tanto la 

unión de AGEs a TLRs y RAGE en células vasculares, como la inducción de la vía 

del poliol en monocitos aumentan la producción de ROS que conduce al estrés 

oxidativo y potencia la actividad PKC (81, 82). Además, el aumento de la actividad 

de AR durante la HG podría afectar la capacidad antioxidante mediante el uso 

competitivo de NADPH, que la glutatión reductasa necesita para convertir el 

glutatión oxidado en glutatión reducido (83-85). Por otro lado, la actividad SD 

también promueve estrés oxidativo por producción de fructosa y NADH (83). En 

resumen, la HG pudiera promover a través de mecanismos no convencionales la 

activación de macrófagos que conduce a una condición de metainflamación 

sostenida y de estrés oxidativo. 
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IV. ANTECEDENTES 

Diversos estudios sobre el efecto de las altas concentraciones de glucosa en 

líneas celulares monocíticas de células THP-1 han demostrado la inducción de 

mayor expresión de quimiocinas a nivel de mRNA (86). Además, estas células 

THP-1 expuestas a altas concentraciones de glucosa presentan mayor adherencia 

a células vasculares de músculo liso (VSMC, por sus siglas en inglés) debido al 

incremento de la expresión de la quimiocina CX3CL1 por estas células (87).  

Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron menor porcentaje de 

monocitos CD206+ (marcador de macrófagos anti-inflamatorios) y un mayor 

porcentaje de monocitos CD11c+ (marcador de macrófagos pro-inflammatorios) en 

dichos donadores hiperglucémicos (58). Tanto el receptor de manosa CD206 

como la integrina CD11c son marcadores de los fenotipos anti- y pro-inflamatorios, 

respectivamente, útiles para identificar cambios inmunofenotípicos de MDM. Por 

tal motivo, los consideramos dentro de nuestra caracterización fenotípica. 

Posteriormente, nos dimos a la tarea de estudiar si la HG inducía la 

polarización inflamatoria en MDM (88). Aunque en dicho estudio no observamos el 

incremento en la producción de las citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-6, IL-12), 

notamos menor producción de IL-10  y mayor expresión de los RNA mensajeros 

de TLR-4, NF-κB, AR y SD en estos macrófagos incubados durante tres días en 

condiciones de HG (88). Es en el presente trabajo donde nos avocamos a 

enriquecer la caracterización fenotípica y funcional de estos MDM e indagar en las 

posibles vías de señalización y/o metabólicas involucradas en su polarización pro-

inflamatoria inducida por la HG.  
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como ya se ha mencionado, la diabetes mellitus es una enfermedad metabólica 

que representa uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial. El 

principal factor implicado en esta patología es un estado hiperglucémico que 

propicia una serie de distintas alteraciones vasculares, además de perpetuar el 

estado de resistencia a la insulina. Ambos aspectos  están fuertemente mediados 

por una condición inflamatoria y en especial, por macrófagos que median dicha 

actividad. Es decir, el estado de hiperglucemia parece activar los macrófagos de 

manera inflamatoria, promoviendo el daño vascular y la resistencia a la insulina. 

Por lo tanto, es de suma importancia conocer los mecanismos moleculares por los 

cuales la hiperglucemia induce la actividad inflamatoria de dichos macrófagos para 

en un futuro cercano poder plantear alternativas de tratamiento o nuevos blancos 

terapéuticos que puedan disminuir tanto la resistencia a la insulina como el daño 

vascular exacerbado por los macrófagos. 

 

VI. HIPÓTESIS 

Las altas concentraciones de glucosa inducen un fenotipo pro-inflamatorio en 

macrófagos humanos in vitro al activar la vías de señalización RAGE, la activación 

de NF-κB, y la vía metabólica del poliol (sorbitol). 
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VII. OBJETIVOS 

7.1 Objetivo General 

Caracterizar las principales vías metabólicas y de señalización involucradas en la 

polarización pro-inflamatoria de macrófagos humanos expuestos a altas 

concentraciones de glucosa in vitro. 

 

7.2 Objetivos Particulares 

1. Determinar el fenotipo de macrófagos humanos, así como el perfil de producción 

de citocinas y expresión a nivel de mRNA, expuestos a altas concentraciones de 

glucosa. 

2. Evaluar la influencia de la vía de señalización RAGE y la actividad de NF-κB en la 

activación pro-inflamatoria de macrófagos humanos expuestos a altas 

concentraciones de glucosa, mediante el bloqueo de la unión AGE/RAGE  y con la 

inhibición farmacológica de NF-κB. 

3. Evaluar la influencia de la vía metabólica del sorbitol (poliol) en la activación pro-

inflamatoria de macrófagos humanos expuestos a altas concentraciones de 

glucosa, mediante la inhibición farmacológica de la aldosa reductasa.  
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Características de los donadores y de las muestras biológicas 

Las muestras biológicas para el estudio se obtuvieron a partir de donadores 

clínicamente sanos que acudieron al Servicio de Banco de Sangre del Hospital 

General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Los donadores aceptaron participar en 

el estudio mediante la firma de un consentimiento informado. El protocolo de 

investigación fue aprobado por la Comisión de Ética en Investigación del Hospital 

General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.  

Los extractos leucocitarios fueron obtenidos mediante un sistema de 

fraccionamiento de sangre validado con ultracentrifugación y extractores 

semiautomáticos. Los donadores reclutados para el estudio fueron varones, 

mexicanos, mestizos, en el rango de edad de 18 a 35 años e índice de masa 

corporal (IMC) entre 18.5 y 24.9 kg/m2 (sin obesidad o sobrepeso). Los donadores 

fueron incluidos en el estudio si presentaban química sanguínea de seis 

elementos en rangos normales (glucosa, colesterol, triglicéridos, ácido úrico, 

creatinina y urea). Los donadores fueron incluidos en el estudio si no presentaban 

resistencia a la insulina de acuerdo con la definición del índice de HOMA-IR<3.8 

para individuos hispanos (89), y sin diagnóstico previo de intolerancia a la glucosa 

o DM. Además, los donadores fueron incluidos en el estudio si no presentaban 

seropositividad para los virus de la hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV) y de la 

inmunodeficiencia humana (HIV), así como ningún tipo de infección bacteriana o 

parasitaria al momento de su asistencia al Servicio de Banco de Sangre. 

Los donadores que no se consideraron para el presente estudio fueron aquellos 
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con diagnóstico previo de diabetes tipo 1 y 2, pancreatitis aguda o crónica, 

insuficiencia renal aguda o crónica. Tampoco se incluyeron donadores con 

cualquier grado de desnutrición, VIH-SIDA y hepatitis virales; y con infecciones por 

virus de influenza, bacterianas, parasitarias y micóticas en un lapso menor de 30 

días al momento de la toma de la muestra sanguínea. De igual manera se 

excluyeron donadores con enfermedades autoinmunes, procesos inflamatorios 

crónicos, neoplasias de cualquier origen o cualquier otro desorden o condición con 

capacidad de alterar al sistema inmunológico. Se excluyeron también individuos 

que en un lapso menor de 30 días al momento de la toma de la muestra 

sanguínea hayan usado anti-inflamatorios esteroides o no esteroides, anti-

piréticos, anti-histamínicos u otros fármacos inmunosupresores o 

inmunomoduladores, o que los usaran de manera regular.  

Se eliminaron del estudio a aquellos sujetos que presentaron un resultado positivo 

a las pruebas confirmatorias para infecciones por HBV, HCV y HIV, posterior al 

reclutamiento. Se eliminaron también aquellas muestras en donde el extracto 

leucocitario por parte del Servicio de Banco de Sangre presentara ruptura de la 

bolsa o algún daño que comprometiera la calidad de la muestra, o por errores en 

el procesamiento de las mismas. 

 

8.2 Purificación de monocitos 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron obtenidas de los 

extractos leucocitarios de donadores. Las PBMC se obtuvieron diluyendo el 

extracto leucocitario 1:2 con buffer de fosfatos 1X estéril (PBS, por sus siglas en 
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inglés), separándolas por gradiente de Ficoll usando Histopaque 1077 (Sigma-

Aldrich). Las muestras se lavaron 4 veces por 5 min con PBS 1X. Los monocitos 

fueron obtenidos mediante selección negativa por columna de separación 

magnética (Miltenyi). La pureza de la separación (>95%) se comprobó por 

citometría de flujo con la adición de 3 μl de cada uno de los siguientes anticuerpos: 

anti-CD45 humano acoplado a fluoresceína 5-isotiocianato (FITC, Biolegend) y 

anti-CD14 humano acoplado a ficoeritrina con Cy7 (PE-Cy7, Biolegend). Las 

muestras se analizaron en un citómetro de flujo (BD FACSCanto II), considerando 

20 mil eventos para la población de monocitos. Los resultados fueron expresados 

como media de fluorescencia y analizados mediante el programa FACSDiva. 

 

8.3 Obtención de macrófagos derivados de monocitos 

Los monocitos CD14+ obtenidos a partir de la separación se cultivaron a una 

concentración de 2x106 células/mL en placas de 6 pozos (Costar, México). Las 

células se cultivaron en RPMI 1640 (Gibco) con gentamicina (50 μg/mL), 10% de 

suero fetal bovino inactivado por calor (Hi-SFB, Gibco), 10 ng/mL de factor 

estimulante de la colonia de macrófagos (M-CSF, Peprotech, México), 10 ng/mL 

de Interleucina 3 (IL-3, Peprotech, México) y fue incubado por seis días cambiando 

el medio de cultivo cada 48 horas. 

 

8.4 Cambios fenotípicos inducidos por la diferenciación de monocitos 

La comparación morfológica entre monocitos y macrófagos derivados de 

monocitos (MDM) se llevó a cabo por citometría de flujo, tomando en cuenta el 
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tamaño y la complejidad celular, así como la intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de CD14 y CD45 en las células. 

 

8.5 Estímulo con alta concentración de glucosa 

Los MDM de cada donador fueron expuestos a distintas concentraciones de 

glucosa, como se describirá a continuación. La incubación de macrófagos se llevó 

a cabo durante tres días usando concentración fisiológica de glucosa (5 mM) y 

concentración elevada de glucosa (15 mM), usando 5 mM de glucosa y 10 mM de 

D-manitol como control de presión osmótica. La producción de citocinas se 

determinó por medio del Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA, 

por sus siglas en inglés) a partir del sobrenadante de los cultivos. Las células se 

analizaron por citometría de flujo para identificar su fenotipo y se extrajo el RNA de 

las muestras con el fin de caracterizar su actividad transcripcional por PCR punto 

final. 

 

8.6 Expresión de CD45, CD14, CD11c y CD206 

La caracterización fenotípica se encuentra categorizada en dos fases, la primera 

reconoce la incidencia de los marcadores fenotípicos que definieron a nuestra 

población de estudio. El fenotipo de los MDM fue realizado mediante la 

identificación de la expresión de CD45 y CD14, seguidos de CD11c y CD206. Para 

la inmunodetección por citometría de flujo se colectaron los MDM con un 

cosechador manual de células y se colocaron 50 μL de la suspensión celular 

conteniendo 1x106 células en un tubo Eppendorf. Posteriormente se adicionaron 5 



25 
 

μL de Human TruStain FcX a cada para bloquear las fracciones Fc por 5 minutos, 

con anticuerpos no marcados y así evitar el pegado inespecífico de los 

anticuerpos unidos a fluorocromo. Se adicionaron los anticuerpos en las 

cantidades que se indican en la Tabla 1, se agitó en vortex por 3 segundos y se 

incubaron durante 15 minutos a 4ºC en oscuridad. Las células se centrifugaron a 

2500 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue retirado y la pastilla celular fue 

suspendida en 400μL de PBS 1X (pH 7.2). Las muestras se analizaron en un 

citómetro de flujo (BD FACSCanto II), considerando 20 mil eventos para la 

población de MDM. Los resultados se expresaron como porcentajes y medias de 

fluorescencia, analizados mediante el software FACSDiva. 

 

Tabla 1. Condiciones para la detección de monocitos-macrófagos por citometría 

de flujo. 

Marcador Anticuerpo Cantidad de 

anticuerpo 

utilizada 

Función Células que lo expresan 

CD45 Anti-CD45 

FITC 

1000 ng Tirosina-fosfatasa Todos los leucocitos. 

CD14 Anti-CD14 

PE-Cy7 

500 ng Co-receptor de TLR-4 Monocitos y Macrófagos. 

CD11c Anti-CD11c 

PE-Cy5 

500 ng Integrina-Adhesión celular Macrófagos pro-inflamatorios. 

CD206 Anti-CD206 

APC-Cy7 

1000 ng Receptor de manosa  Macrófagos anti- inflamatorios. 
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8.7 Producción de TNF, IL-10 e IL-1β 

El sobrenadante de los cultivos de MDM se colectó después de 3 y 9 días de 

cultivo in vitro. La producción de citocinas se cuantificó por ensayos por ELISA tipo 

sándwich. Los MDM cultivados en presencia de concentraciones fisilógica y 

elevada de glucosa, así como activados por vía clásica o alternativa se analizaron 

para determinar la producción de TNF, IL-10 e IL-1β. La cuantificación por ELISA 

tipo sándwich se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (Peprotech, 

México). Brevemente, a cada pozo se añadieron 100 µl del anticuerpo de captura 

(1 µg/ml) y se incubó toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

placas fueron lavadas cuatro veces con PBS 1X-Tween 20 al 0.05% (Sigma-

Aldrich) y se bloqueó la placa con PBS 1X BSA 1% por 1 hora y media, seguido 

por un lavado adicional con PBS 1X-Tween 20 0.05% (Sigma-Aldrich). Enseguida 

se añadieron los estándares y los sobrenadantes de las células en cultivo por 

triplicado a temperatura ambiente, incubando durante 2 horas, seguido de un 

lavado con PBS 1X-Tween 20 0.05% (Sigma-Aldrich). Posteriormente se adicionó 

el anticuerpo secundario conjugado a biotina a temperatura ambiente durante 2 

horas (Peprotech, México. Después se lavó para eliminar el exceso de anticuerpo 

secundario libre. Luego, se añadió la solución del conjugado de Avidina-

Peroxidasa de rábano (HRP, por sus siglas en inglés) seguido de un último lavado 

para eliminar el exceso del conjugado enzimático no acoplado al anticuerpo 

secundario. Por último, se añadió el sustrato ácido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS, Sigma, México). Finalmente, la concentración 

de proteína se cuantificó por medio de lector de ELISA a 405 nm (Bio-Tek ELx800, 
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96 pozos, BIO-Tek, USA) con corrección de longitud de onda a 630 nm. 

 

8.8 Expresión de iNOs y arginasa 1 por RT-PCR 

Los MDM adheridos a la placa se colectaron con un cosechador manual de células 

y se colocaron 50 μL de la suspensión celular con 1X106 células en un tubo 

Eppendorf. Los MDM fueron lisados con  200 μL de Trizol (Invitrogen). Las 

muestras fueron homogeneizadas y posteriormente se adicionaron 40 μL de 

cloroformo (Sigma-Aldrich). Las muestras se incubaron 5 min a 4°C y se 

centrifugaron a 13000 rpm/4°C por 30 min, recuperando la fase acuosa en tubos 

Eppendorf de 1.5 mL. Enseguida, considerando el volumen de la fase acuosa se 

adicionó el mismo volumen de isopropanol (Sigma-Aldrich) y se incubó a 4°C toda 

la noche. Después de este tiempo, el ARN fue precipitado centrifugando a 13000 

rpm durante 30 min a 4°C, y se lavó con alcohol absoluto tres veces. El RNA 

resultante se suspendió en H2O-DEPC (Sigma-Aldrich) y se cuantificó en el 

espectrofotómetro a 260 nm. La pureza del RNA se comprobó por medio de la 

lectura de su absorbancia en el espectrofotómetro a 280 nm, para calcular el 

indice 260/280 y verificar la pureza del RNA. La integridad del RNA se verificó 

corriendo una alícuota de las muestras en un gel de agarosa al 1.5%. 

Posteriormente, se procedió a la retrotranscripción de 1 μg de RNA con 

oligonucleótido dT (1:5; Invitrogen) y M-MLV retrotranscriptasa (1 µL/20 µL de 

reacción; Invitrogen), a 37°C/60 min. Usando el cDNA como templado, se realizó 

el PCR con oligonucleótidos específicos de secuencia para marcadores de 

activación clásica (NF-ĸB y TLR-4), alternativa (IL-10) y genes relacionados con la 



28 
 

vía del poliol (sorbitol deshidrogenasa y aldosa reductasa). Se utilizó 18s como 

gen de expresión constitutiva. Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 

AmpliTaq 0.5 µL/50 µL de reacción (Biotecnologías Universitarias, UNAM, 

México), temperatura inicial de 95°C por 5 min, 35-45 ciclos de 95 °C por 30 seg 

(desnaturalización), 57 °C – 63 °C por 30 a 45 seg (dependiendo del gen; 

alineación), y 72°C por 30-45 seg (elongación), con una temperatura de 

elongación final de 72°C por 5 min. Posteriormente, el producto de PCR se corrió 

en gel de agarosa 1.5 %, para, previa tinción con bromuro de etidio 1%, ser 

visualizado en transiluminador de luz UV de onda corta. La expresión de cada gen 

fue analizada como la medida de su densidad óptica entre el valor de densidad 

óptica del gen constitutivo, con el software de análisis Image-J. 

 

8.9 Activación clásica con LPS e inhibición de la activación de NF-κB y 

de las vías mediadas por RAGE y AR (vía del poliol) 

Para realizar estímulos clásicos de activación con LPS estandarizamos, por curvas 

de concentración y tiempo, que la adición de 10 ng/ml a los cultivos de MDM 

durante 6 horas era la mejor opción. Lo anterior se determinó ya que después de 

este tiempo (7-9 horas con LPS) la producción de TNF-α en estos MDM activados 

no se incrementaba de manera significativa, con respecto a la producción tras 6 

horas de cultivo con el estímulo (la cual muestra incremento significativo con 

respecto a la producción basal de TNF-α). Similar fue la lógica para determinar las 

concentraciones de trabajo basados en la literatura, probamos concentraciones de 

1, 10, 50 y 100 ng/ml. 
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Inhibimos la actividad de NF-κB, de la vía de señalización iniciada por RAGE y de 

la vía metabólica iniciada por la actividad de la AR  para determinar su 

participación en la polarización pro-inflamatoria de MDM inducida por la HG. La 

activación de NF-κB fue inhibida con el uso de partenolide (PTL; Sigma-Aldrich) 

probando en curvas de concentración desde 0.1 hasta 100 μg/ml (para inhibición 

de la activación con LPS) y 5 hasta 100 μg/ml (para estímulos con HG). El bloqueo 

de la vía mediada por RAGE se buscó usando anticuerpos neutralizantes anti-

RAGE (ab89911, abcam) se probaron concentraciones desde 1 hasta 50 μg/ml. 

Por último, se inhibió de la vía del poliol se con sorbinil (SOR; Sigma-Aldrich) en 

concentraciones desde 5 hasta 100 μg/ml. 

 

8.10 Análisis estadístico 

El análisis de los datos se realizó mediante el software GraphPad Prism versión 6. 

Los análisis fueron comparaciones de dos grupos (caracterización de la 

diferenciación de monocitos a macrófagos), y de tres grupos (comparación entre 

concentraciones de glucosa fisiológicas, elevadas y control de presión osmótica). 

Los resultados de cada variable de salida fueron analizados con pruebas de 

normalidad Kolmogorov-Smirnov (K-S), para determinar si presentaban una 

distribución normal. Los resultados de las pruebas de normalidad K-S se 

confirmaron mediante pruebas de normalidad Shapiro-Wilk (S-K). Al comparar dos 

grupos cuyas variables de salida presentaban una distribución normal, se utilizó 

como prueba estadística t de Student pareada. Las variables analizadas bajo este 

esquema fueron las comparaciones de tamaño, complejidad celular e IMF de 
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CD14 entre monocitos y MDM. Al comparar tres grupos cuyas variables de salida 

presentaban distribución normal, se utilizó como prueba estadística ANOVA de 

una vía, seguido de un análisis de comparación múltiple de Tukey. Las variables 

analizadas bajo este esquema fueron las comparaciones de IMF de CD206, 

concentración de TNF-α, IL-10 e IL-1β en los MDM expuestos a concentraciones 

fisiológicas y elevadas de glucosa y de control de presión osmótica. La 

comparación entre dos grupos cuyas variables de salida no presentaron 

distribución normal se analizó con una prueba de Wilcoxon. La variable analizada 

bajo este esquema fue la IMF de CD45 entre monocitos y macrófagos. La 

comparación entre tres grupos cuyas variables de salida no presentaron 

distribución normal se analizó con una prueba de Friedman, seguida con un 

análisis de comparación múltiple de Dunn. Las variables analizadas bajo este 

esquema fueron porcentaje de células CD11c+, porcentaje de células CD206+, 

IMF de CD11c, la expresión de los genes de NF-κB, TLR-4, AR y SD entre MDM 

cultivados en concentración fisiológica, elevada de glucosa y de control de presión 

osmótica. De acuerdo con literatura previa, se consideró una n de 10 individuos 

para realizar el análisis estadístico correspondiente. 
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IX. RESULTADOS  

9.1 Obtención de monocitos y de macrófagos derivados de monocitos 

(MDM) 

Las células obtenidas después de la separación por gradiente de Ficoll y selección 

por columna magnética, son monocitos CD45+CD14+ con pureza de 97% (Fig. 1). 

Son adherentes en plástico y presentan morfología esférica al microscopio, 

mientras que por citometría de flujo se aprecia que presentan un menor tamaño y 

complejidad celular, comparada con estas mismas células después de seis días 

de cultivo con M-CSF e IL-3, cuando ya son macrófagos derivados de monocitos 

(MDM; Fig. 2). 

 

 

97 % 

Figura 1. Purificación de monocitos de sangre periférica. Porcentaje de 
células CD45+CD14+ después de la separación por gradiente de Ficoll y selección 
por columnas magnéticas. 
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Figura 2. Comparación morfológica de monocitos y MDM. Monocitos recién aislados 
(A), imagen tomada a 20X. MDM obtenidos después de seis días de diferenciación con 
M-CSF e IL-3 (B), imagen tomada a 20X. Las proyecciones citoplasmáticas 
características de los macrófagos diferenciados se aprecian modificando el contraste y 
reduciendo la cantidad de luz del campo claro del microscopio (C), imagen tomada a 
20X. Gráficas de puntos obtenidas por citometría de flujo del tamaño (FSC-A) y 
granularidad (SSC) de monocitos (D) y sus correspondientes MDM (E) de un 
experimento representativo. Gráficos de caja que ilustran los datos de granularidad 
(SSC) de monocitos y sus correspondientes MDM de un conjunto de 10 experimentos 
(F). Gráficos de caja que ilustran los datos de tamaño (FSC) de monocitos y sus 
correspondientes MDM de un conjunto de 10 experimentos (G). Análisis con una prueba 
de Wilcoxon.*P< 0.05. Los datos de las gráficas de cajas de los paneles F y G grafican 
las medianas de los datos y las barras agrupan los valores inferiores o superiores de los 
cuartiles 1 y 3, respectivamente. 
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9.2 Expresión de marcadores fenotípicos de membrana 

Los macrófagos cultivados después de seis días de diferenciación y tres o nueve 

días de cultivo, expuestos a diferentes concentraciones de glucosa, muestran  

100% de expresión de CD11c, independiente de la condición glucémica en la cual 

fueron cultivados (Fig. 3). Sin embargo, existen diferencias en la intensidad en la 

que los MDM cultivados bajo cada condición expresan el marcador de membrana 

(Fig. 4). Los macrófagos cultivados en condición HG después de tres días 

expresan 1.5 veces más la integrina CD11c con respecto a sus respectivos 

controles en concentración fisiológica de glucosa (Fig. 5). Lo anterior se observó 

considerando todas las células CD45+CD14+. De manera interesante, el 

incremento de la expresión de CD11c es más marcado después de nueve días de 

cultivo en HG (4 a 5 veces mayor con respecto a los controles NG; Fig. 5). 

                

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 

 

 

 

                                                                  

Figura 3. Estrategia de gating para la citometría de flujo. A partir de las células dobles 
positivas para la expresión de la tirosina fosfatasa CD45 (marcador de leucocitos y del Co-
receptor para LPS CD14 se estableció la población de MDM analizados posteriormente para la 
expresión de CD11c y CD206. 
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El marcador CD206 solo se expresa en alrededor del 86-90% de las células 

en cultivo (Fig. 3), sin embargo a diferencia de como ocurre con CD11c, la 

expresión de CD206 no muestra diferencias significativas bajo distintas 

concentraciones de glucosa, ni siquiera después de nueve días de cultivo. Esta 

observación coincide con lo reportado, ya que no se habían observado diferencias 

en la expresión a los tres días de cultivo (88). 

 

9.3 Perfil de expresión de iNOS y Arginasa-1 

Se determinó la expresión a nivel de RNA mensajero de las enzimas óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS) y arginasa 1 (Arg-1). La expresión y actividad de dichas 

Figura 4. Expresión de CD11c a 3 y 9 días de cultivo en diferentes 
concentraciones de glucosa. La expresión de CD11c se analizó de acuerdo a la 
intensidad media de fluorescencia. Los MDM cultivados a HG incrementaron su 
expresión de CD11c de manera significativa Se utilizó una prueba múltiple de T 
para identificar las diferencias significativas. *P<0.05. La gráficas ilustran la media 
y desviación estándar de los datos. 5 mM de glucosa (NG), 15 mM de glucosa 

(HG) y control de presión osmótica (CP). 

p= 0.0020 
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enzimas determinan el fenotipo pro- y anti-inflamatorio de los macrófagos, 

respectivamente. Por PCR punto final se observó que la expresión a nivel de RNA 

mensajero de iNOS se incrementó en MDM expuestos a HG de manera 

significativa (Fig. 5A). En contraste, observamos una tendencia a la baja en la 

expresión de Arg-1 a nivel de RNA mensajero en estas mismas células (Fig. 5B). 

Estos resultados son consistentes con la polarización de los macrófagos hacia un 

fenotipo M1. 

 

 

 

 

 

 

9.4 Producción de citocinas 

Estudios previos de nuestro laboratorio habían mostrado una menor producción de 

IL-10 en MDM en HG a los tres días de cultivo (88). El presente estudio confirma 

dichos resultados además de ofrecer un análisis extensivo durante seis y nueve 
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Figura 5. Expresión del RNA mensajero de iNOS y Arginasa-1 en macrófagos 
cultivados en diferentes concentraciones de glucosa. Control de presión 
osmótica (CP), 5 mM de glucosa (NG) y 15 mM de glucosa (HG). Se utilizó 18s 
como gen de expresión constitutiva. Se utilizó una prueba múltiple de T para 
identificar las diferencias significativas. *P<0.05. Las barras representan las 
medias y desviaciones estándar de los datos. a, diferencia significativa contra CP; 
b, diferencia significativa contra NG. 
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días (Fig. 6). Se observa, una tendencia a la baja en la producción de IL-10 a los 

nueve días de incubación con HG, sin embargo, en este caso las diferencias no 

son significativas (P=0.058). 
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Previamente se observó que la alta concentración de glucosa no parecía 

modificar la producción de las citocinas pro-inflamatorias TNF-α, IL-6 e IL-12 de 

macrófagos, por lo menos durante los primeros tres días de estimulación en 

condiciones de hiperglucemia (88). 

Una de las probables explicaciones que propusimos en su momento fue la 

restricción de nuestra ventana de observación experimental. Por este motivo, 

extendimos el tiempo de cultivo para observar si incrementaba la producción de 

TNF-α como un evento tardío y posterior a la disminución de IL-10 observada a los 

tres días de cultivo de MDM a 15 mM de glucosa. Sin embargo, tras analizar los 

resultados de la producción de TNF-α a tres, seis y nueve días, no se observó 

Figura 6. Producción  de IL-10. Se cuantificó la cantidad de IL-10 en el 
sobrenadante de los cultivos de MDM a los 3, 6 y 9 días de incubación. Se utilizó 
una prueba múltiple de T para identificar las diferencias significativas. *P<0.05.  
Las barras representan la media y desviación estándar de los datos. 
Condiciones de control de presión osmótica (CP), 5 mM de glucosa (NG) y 15 
mM de glucosa (HG). 
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diferencia significativa (Fig. 7). 
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Por tal motivo, se exploró si la inducción hacia un fenotipo inflamatorio 

estaría evidenciado por otra citocina inflamatoria no analizada anteriormente, la IL-

1β. La producción de IL-1β se determinó por ELISA tipo sándwich. A pesar de los 

niveles bajos  de esta citocina se observó un incremento cuando los macrófagos 

fueron expuestos a 15 mM de glucosa tras 9 días de cultivo (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

Figura 7. Producción de TNF-α de MDM a distintas concentraciones de 
glucosa. La producción de TNF-α no se incrementó con la exposición a altas 
concentraciones de glucosa a 3, 6 ni 9 días. Se utilizó una prueba múltiple de T 
para identificar las diferencias significativas. *P<0.05. Las barras representan la 
media y desviación estándar de los datos. Condiciones de 5 mM de glucosa (NG), 

15 mM de glucosa (HG) y control de presión osmótica (CP). 
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La IL-1β es producida por macrófagos activados como una pro-proteína que 

se procesa proteolíticamente en su forma activa por la caspasa 1 (CASP1/ICE). 

Esta citocina es un mediador importante de la respuesta inflamatoria, y está 

implicada en diversas de actividades celulares incluyendo proliferación celular, 

diferenciación y apoptosis 

 

9.5  Participación de las vías mediadas por RAGE y NF-κB 

Nuestro estudio previo mostró que la expresión de genes inducidos por NF-κB, 

como TLR-4 o incluso el mismo mRNA de NF-κB, se incrementaban en 

Figura 8. Producción de IL-β de MDM a distintas concentraciones de glucosa. 
La producción de IL-1β  se incrementó con la exposición a altas concentraciones 
de glucosa a 9 días. Se utilizó una prueba múltiple de T para identificar las 
diferencias significativas. *P<0.05. Las barras representa la media y desviación 
estándar de los datos. Condiciones de 5 mM de glucosa (NG), 15 mM de glucosa 

(HG) y control de presión osmótica (CP). 
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macrófagos expuestos a HG (88). Dicho  aumento fue de 2.7 y 2.9 veces, 

respectivamente, comparado con macrófagos cultivados en condiciones NG y CP 

(88). Este antecedente inmediato nos hizo analizar la participación de NF-κB en la 

polarización inflamatoria de MDM inducida por HG. Por lo tanto, para caracterizar 

la participación de NF-κB en este fenómeno de polarización  inhibimos su 

activación. Para tal efecto, se utilizó un inhibidor farmacológico llamado 

partenolide (PTL) en un estímulo clásico de activación de la vía de NF-kB, 

evidenciado por la producción de TNF-α (Fig. 9). 

 

Figura 9. Inhibición de un estímulo clásico de activación (LPS) con PTL. Las 
concentraciones de PTL superiores a 10 uM son las que muestran tener efecto 
inhibitorio sobre la activación de NF-kB. Las mejores concentraciones para la 
inhibición son superiores a los 20 uM, las cuales llegan observarse inhiben hasta 
concentraciones basales la producción de TNF- α. Se probaron 1 y 2 horas de 
incubación con PTL previos a la activación con LPS para cada concentración del 
inhibidor. Las barras representan la media y desviación estándar de los datos. 
NG; 5 mM de glucosa, CP; Control de presión osmótica, HG; 15 mM de glucosa. 
LPS; Lipopolisacárido, PTL; Partenolide. *P< 0.05. 
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Posteriormente se evaluó si el incremento de la citocina pro-inflamatoria IL-

1β en HG, podía evitarse con la inhibición de NF-κB. Sin embargo, a tiempos 

cortos de 1 y 2 horas  de incubación con el inhibidor (previos a colectar las 

células), no se observó la disminución de la producción de la IL-1β. Por tal motivo 

se incrementó el tiempo de exposición al PTL a 24 horas (previas a colectar las 

células), observándose la disminución significativa de la producción de IL-1β 

debido al efecto de las HG en concentraciones superiores a los 10 µM de PTL en 

MDM cultivados en HG por 9 días (Fig. 10). No se utilizaron tiempos superiores a 

24 horas de incubación con PTL, ya que en experimentos piloto observamos 

disminución de la viabilidad celular a partir de las 48 horas. Lo anterior ha sido 

reportado también por otros grupos (90), razón por la que la inhibición con PTL no 

se aplicó antes del estímulo con HG (ya que implicaría un cultivo de 9 a 10 días 

con PTL). La producción de IL-1β por MDM en HG también es significativamente 

mayor a la de MDM en NG. Es decir, la producción incrementada de IL-1β 

inducida por HG se reduce significativamente, sin embargo, no se logra abatir por 

completo para alcanzar un estado basal como en el control NG (Fig.10) 
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Los resultados arriba mostrados indican que la activación de NF-κB 

participa en cierta medida en el incremento de la producción de IL-1β inducido por 

la HG. Una de las posibilidades planteadas inicialmente al inicio de este trabajo 

experimental fue que la HG indujera la formación de AGEs que pudieran ser 

reconocidos por su receptor en membrana (RAGE). La unión AGE-RAGE activaría 

una vía de señalización parecida a la de TLR-4 y activaría a NF-κB. Por lo tanto, 

Figura 10. Efecto de la inhibición de NF-κB sobre la producción de IL-1β. En 
cultivos de MDM por 9 días en HG se añadieron diferentes concentraciones de 
PTL 24 horas previas al final del cultivo celular. 
NG; 5 mM de glucosa, CP; Control de presión osmótica y HG; 15 mM de glucosa, 
PTL; Partenolide. a. Denota diferencia significativa con respecto NG, b. Diferencia 
significativa con respecto a la condición HG. *P< 0.05. Las barras indican la media 
y desviación estándar de los datos. 
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para inhibir el inicio de dicha vía probamos un anticuerpo neutralizante de RAGE y 

así evaluar su participación en la producción incrementada de IL-1β inducida por 

HG. La figura 11 muestra los resultados los experimentos con anticuerpos 

neutralizantes contra RAGE. Se buscó inhibir la producción incrementada de IL-

1β, incubando los MDM en HG con diferentes concentraciones de anti-RAGE 

durante 24 horas previas a colectar las células que se expusieron a HG por nueve 

días. No observamos inhibición de la producción de IL-1β bajo esas condiciones 

experimentales, ni en experimentos adicionales cuando extendimos el tiempo de 

incubación con el anticuerpo neutralizante o cuando los redujimos. Es importante 

destacar que otros autores han el reportado efecto neutralizante de este 

anticuerpo desde 1 µg/mL (91).  

 

Figura 11. Adición de anticuerpo neutralizante anti-RAGE a MDM incubados 
por nueve días en HG. Producción de IL-1β a distintas concentraciones de 
glucosa y con la adición de anti-RAGE por 24 horas. Las barras representan las 
medias y desviaciones estándar de los datos. 
NG; 5 mM de glucosa, CP; control de presión osmótica y HG; 15 mM de glucosa. 
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9.6 Participación de la vía del poliol 

En estudios previos determinamos que los macrófagos expuestos a concentración 

alta de glucosa incrementan la expresión del mRNA de las enzimas AR y SD (88). 

Lo anterior puede ser indicativo de un incremento de la actividad de la vía del 

poliol o vía del sorbitol.  

Buscamos determinar la participación de la vía del poliol en el fenómeno de 

polarización pro-inflamatorio de MDM inducido por HG. Para tal fin utilizamos un 

inhibidor de la AR (primer y crucial enzima de la vía) llamado sorbinil (SOR). 

Observamos que los MDM incubados hasta nueve días en HG no incrementaban 

la producción de IL-1β cuando se adcionó SOR 24 horas antes de la colecta de 

células (Fig. 12). La inhibición del efecto de la HG sobre los MDM es dosis-

dependiente y se observó a partir de 10 μM de SOR. Es importante destacar que 

la dicha inhibición es total, ya que la producción de la citocina estudiada en MDM 

expuestos a HG más SOR, no muestran diferencia significativa con respecto a la 

producción basal (condiciones NG y CP). Los resultados indican que la inhibición 

de la vía del poliol tiene efecto sobre la producción de IL-1β, que se observa al 

cultivar MDM a HG (Fig. 12). Por lo tanto, la inhibición de la vía del poliol pudiera 

inhibir la polarización de estos MDM hacia un fenotipo pro-inflamatorio, aún en 

presencia de HG. 
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Estos resultados muestran que la activación de la vía del poliol favorece la 

polarización inflamatoria en MDM inducida por HG.  

Figura 12. La inhibición de AR evita el incremento de IL-1β en MDM inducido 
por HG. Producción de IL-1β a distintas concentraciones de glucosa y con el uso 
de SOR por 24 horas.  
NG; 5 mM de glucosa, CP; Control de presión osmótica y HG; 15 mM de glucosa, 
SOR; Sorbinil. a. Denota diferencia significativa con respecto NG, b. Diferencia 
significativa con respecto a la condición HG. *P< 0.05. Las barras representan las 
medias y desviaciones estándar de los datos. 
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X. DISCUSIÓN 

El modelo experimental del presente estudio fue un sistema in vitro de macrófagos 

derivados de monocitos diferenciados mediante M-CSF e IL-3. Las condiciones de 

concentración fisiológica y elevada de glucosa fueron reproducidas en cultivo 

celular, debido a la dificultad de acceder a este tipo de muestras. Consideramos el 

hecho bien conocido que la diferenciación de monocitos a macrófagos mediante 

M-CSF induce a estas células a un fenotipo parecido al M2  o “M2-like” (92). Sin 

embargo, es justo el tipo de fenotipo que presentan los macrófagos residentes de 

tejidos en condiciones fisiológicas que pretendemos emular en este estudio. 

Es importante destacar que en nuestro modelo usamos macrófagos bien 

diferenciados y  los cambios morfológicos y del inmunofenotípo son debidos al 

proceso de diferenciación (Fig. 2).  Es por tal motivo que se observó la reducción 

significativa de la expresión en superficie de la fosfatasa de tirosina CD45. Dicha 

fosfatasa de membrana regula negativamente el proceso de diferenciación 

desfosforilando PKC (93), por lo cual la menor expresión en membrana parece ser 

un fenómeno que favorece la diferenciación de los monocitos. De manera similar 

se determinó la eficiencia del proceso de diferenciación debido a la reducción en la 

expresión de CD14, fenómeno que se ha reportado en células THP-1 (líneas 

celulares monocíticas), como en monocitos humanos diferenciados y en la 

diferenciación de células de Langerhans (94, 95). Todo este conjunto de 

información nos permite establecer que las células bajo estudio en este trabajo 

son macrófagos bien diferenciados. 
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La integrina CD11c ha sido frecuentemente utilizada para la identificación 

de macrófagos humanos pro-inflamatorios en tejido adiposo de sujetos con 

sobrepeso y obesidad (96, 97). Por otro lado, macrófagos CD11c+ intestinales 

despliegan respuestas pro-inflamatorias, como la producción de IL-23 activada por 

Helicobacter hepaticus (estímulo de activación clásica) (98). Es por ello que 

asociamos la expresión de CD11c a la polarización inflamatoria de los MDM. En 

cuanto a la expresión de esta integrina, se ha descrito que incrementa su 

expresión entre tres a cuatro veces debido a la adherencia al plástico que favorece 

la expresión de moléculas de adhesión celular (99). Esta característica de la 

expresión en células de linaje monocítico es seguramente uno de los factores que 

observamos en la expresión de CD11c por el100% de los MDM en cultivo. A pesar 

de lo anterior, pudimos observar diferencias significativas en expresión entre MDM 

en HG con respecto a MDM en NG. De manera muy interesante, observamos 

como la exposición a tiempos largos en HG induce una diferencia más notoria en 

la expresión de esta integrina, con respecto a la expresión basal en condiciones 

de NG o CP. CD11c no es una integrina normalmente utilizada para estudiar 

macrófagos inflamatorios ya que, colectivamente, se le ha asociado al fenotipo de 

células dendríticas. Sin embargo, la expresión de CD11c es ubicua también en los 

macrófagos y algunos autores reportan que es incluso mayormente expresado en 

macrófagos (como MDM) que en células dendríticas (100). Además, es importante 

no perder de vista la función de CD11c como molécula de adhesión celular ya que, 

el incremento en su expresión en macrófagos debido a HG podría, al menos en 

parte, influenciar un incremento de la capacidad adherente de estas células. 

Aunado a ello, otros autores han reportado que la expresión de CD11c se 
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incrementa en monocitos de sangre periférica debido a estados de hiperglucemia 

transitoria durante periodos postprandiales (101).   En este sentido, las HG 

también incrementan la capacidad de VSMC y de células endoteliales de adherir 

monocitos y favorecer su diferenciación (87, 102). Estas últimas observaciones 

pudieran tener muy importantes implicaciones en el desarrollo de complicaciones 

vasculares. 

La peculiaridad de observar en tiempos más cortos primero la disminución 

en la producción de IL-10 nos obliga a pensar si es necesario primero disminuir la 

capacidad anti-inflamatoria de macrófagos expuestos a HG, para que después 

estos incrementen gradualmente la expresión de citocinas pro-inflamatorias como 

IL-1β. Esto resultaría de vital importancia para entender por qué los efectos de las 

HG resultan ser evidentes a nivel clínico después de mucho tiempo. Si 

consideramos el aspecto de la cronicidad como un factor importante dentro del 

fenómeno de polarización inflamatoria en condiciones de hiperglucemia y además 

también del fenómeno de inflamación sistémica sobre la integridad tisular como en 

el caso del tejido vascular, podremos entender mejor la razón de que las macro- y 

microangiopatias no sean un evento temprano en el transcurso de la DM. En este 

sentido se ha descrito como macrófagos de la placa aterosclerótica muestran la 

disminución en la síntesis de IL-10 en pacientes con estado hiperglucémico crónico 

que subsecuentemente tiene repercusiones en la estabilidad de la placa 

aterosclerótica (56). 

Estudios previos sobre el perfil de expresión de mRNA en células THP-1 

habían mostrado incremento de mensajeros de IL-1β inducido por HG. Sin 

embargo. estos resultados curiosamente no fueron abordados de manera más 
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extensa incluso por los autores del trabajo (86). No es sino hasta ahora cuando 

reportamos el incremento en la producción de IL-1 β en macrófagos humanos (no 

líneas celulares) secundaria a la exposición a alta concentración de glucosa. 

La polarización pro-inflamatoria fue confirmada con la expresión de mRNA 

de dos enzimas clave en la caracterización de la dicotomía pro- y anti-inflamatorio. 

La expresión de iNOS y arginasa-1 revela mucho sobre la funcionalidad de los 

macrófagos, dado su implicación en el metabolismo y producción de NO por parte 

de macrófagos pro-inflamatorios o bien de ornitina en el caso de estas células con 

fenotipo anti-inflamatorio (103). Nuestros resultados claramente mostraron que la 

expresión de arginasa -1 disminuye en MDM expuestos a HG, en contraste, la 

expresión de iNOS incrementó significativamente, lo cual podría tener 

implicaciones in vivo en la producción de NO. Debido a las características de 

nuestro modelo, estudiar la producción de NO en los MDM no es la mejor 

alternativa. Este fue el principal motivo por el cual nuestra aproximación fue a 

través de caracterizar la expresión de ambas enzimas a través de mRNA. La 

expresión y actividad de estas enzimas que compiten por la L-arginina como 

sustrato establecen el punto de inflexión que divide el camino entre la polarización 

de los macrófagos hacia un perfil anti-inflamatorio (si arginasa 1 es favorecida) o 

hacia un perfil pro-inflamatorio (si iNOS es favorecida). La expresión de iNOS y 

arginasa 1 en los macrófagos humanos ha sido controvertida desde hace mucho 

tiempo, algunos sostienen que no son del todo adecuados para estudios de 

macrófagos humanos (104-107). Sin embargo, estudios clásicos demostraron que 

los monocitos y macrófagos humanos producían pequeñas cantidades de NO y 

aunque no en todos los casos se modificaban mediante la adición de LPS o de 
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citocinas como INF-γ (108-110), si se observaba que el mRNA de iNOS se podía 

aumentar mediante LPS (111). Aunque, algunos informes adicionales mostraron 

que diferentes estímulos promueven mayor expresión de iNOS, como estímulos 

con polinucleótidos o poli I:C (112), apolipoproteina E, β-amiloide (113) y como 

células tumorales que sensibilizaban monocitos humanos para la producción de 

NO (114). Los resultados polémicos o contradictorios en monocitos/macrófagos 

serían entonces debidos a diferencias fisiológicas entre monocitos, MDM y 

aislados primarios de macrófagos (considerando los muy diversos tipos de 

macrófagos humanos provenientes de aislados) y si fuera poco también de los 

estímulos utilizados para polarizar o activar de manera inflamatoria que se utilizan 

en diversos estudios. 

Lo que queda claro a partir de este estudio es que la inducción de este 

estado pro-inflamatorio de los MDM, al menos en nuestro modelo experimental, es 

debida básicamente a la actividad de la vía del poliol. En este sentido, la actividad 

de la vía del poliol muy seguramente es la responsable de la activación de NF-κB 

mediante la producción de ROS, y no mediante el inicio de una vía mediada por 

receptores como RAGE (como nosotros pensábamos en un principio). Dicho 

proceso encontraría su símil en lo ocurrido en células endoteliales donde la 

acumulación de sorbitol (metabolito intermedio de la vía del poliol) en el interior de 

la célula endotelial genera mal plegamiento de proteínas, y subsecuentemente la 

liberación de radicales libres y citocinas inflamatorias (115). La importancia de la 

actividad de la vía del poliol parece no sólo restringirse a este proceso de 

polarización pro-inflamatoria de los macrófagos sino incluso se observa en los 

procesos de activación clásica. La activación de PKC es necesaria para la 
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activación pro-inflamatoria de macrófagos en respuesta a LPS (116) y pudiera ser 

abolida por la inhibición de la AR. Lo anterior es una idea que surge teniendo en 

cuenta que se ha demostrado que la inhibición de la aldosa reductasa puede evitar 

la activación de PKC en VSMC (117). LA importancia de la actividad de la vía del 

poliol en la producción de la IL-1β debido a la DM ya se había empezado a 

vislumbrar por autores que proponían la participación de NADPH oxidasas (118). 

Aunque no se conocía bien cuales podrían estar implicadas. Cabe resaltar que 

precisamente la AR y la SD son NADPH oxidasas por lo cual nuestros resultados 

concuerdan con estos estudios previos y señalan a la vía del poliol como el 

mecanismo por el cual se estaría iniciando la polarización inflamatoria. 
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XI. CONCLUSIÓN 

La alta concentración de glucosa inducen la polarización pro-inflamatoria de 

macrófagos principalmente caracterizada en tiempos cortos (3 días) por mayor 

expresión de CD11c en membrana y de iNOS a nivel de mRNA, así como de la 

reducción en la expresión de arginasa 1 y la producción de IL-10. La exposición 

prolongada (9 días) a concentración elevada de glucosa promueve en estos MDM 

el incremento en la expresión de CD11c con respecto a MDM en NG. El 

incremento en la producción de IL-1β es un evento tardío de la exposición de los 

MDM a HG. Además, este aumento en la producción de IL-1β en MDM expuestos 

a HG está principalmente favorecido por la actividad de la vía del poliol con la 

participación sinérgica de la actividad de NF-κB, es probable que la generación de 

ROS por parte de la vía del poliol sea responsable de la activación de NF-κB (e 

incluso del inflamasoma NLRP3, responsable de la maduración de IL-1β), sin 

embargo, esto último debe ser demostrado experimentalmente en estudios 

posteriores. 
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