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RESUMEN 

Evidencia reciente muestra que las lesiones ateroscleróticas son ricas en lipoproteínas de baja 

densidad oxidadas (LDLox) y lipopolisacáridos (LPS). De manera sinérgica, estás moléculas 

promueven la acumulación in situ de macrófagos productores de moléculas con actividad 

proinflamatoria y quimiotáctica, como la interleucina (IL)-1 beta, el receptor de quimiocinas 

C-C tipo 2 (CCR2) y el receptor de quimiocinas CX3C 1 (CX3CR1). En el torrente 

circulatorio, las lipoproteínas de baja densidad se encuentran mayoritariamente en forma 

nativa (nLDL), en donde están en contacto con las subpoblaciones de monocitos y podrían 

alterar el reclutamiento de estas células a las placas ateromatosas para posteriormente 

diferenciarse en macrófagos. Sin embargo, el efecto de las nLDL en conjunto con el LPS 

sobre la expresión de IL-1 beta, CCR2 y CX3CR1 en las subpoblaciones de monocitos 

todavía no ha sido estudiado. Por esta razón, realizamos una estrategia complementaria in 

vitro y un modelo con donadores, en donde primeramente cultivamos células de sangre 

completa de donantes sanos (n = 20) en presencia o ausencia de 100 μg/ml de nLDL y/o 10 

ng/ml de LPS durante 9 horas (h). Los ensayos de citometría de flujo revelaron que el nLDL 

por sí sólo redujo de forma significativa el porcentaje de monocitos clásicos (CM) y aumentó 

el porcentaje de monocitos no clásicos (NCM). Además, el nLDL en conjunto con el LPS 

aumentó de manera significativa el porcentaje de NCM que expresaron IL-1 beta y CCR2. 

Por el contrario, el número de NCM que expresaron CX3CR1 disminuyó de forma 

significativa. Para el modelo con donadores, reclutamos 150 participantes y medimos los 

niveles séricos de LDL ligado a colesterol (LDL-C) para dividir la población de estudio en 

dos: sujetos con LDL-C normal ≤100 mg/dL (n = 65), y donadores con LDL-C >100 mg/dL 

(n = 85). En comparación con el grupo control, los donadores con LDL-C >100 mg/dL 

mostraron mayores niveles séricos de LPS de manera significativa, que coincidió con un 

mayor porcentaje de NCM, en los niveles de IL-1 beta y en el índice de riesgo aterogénico II 

de Castelli. A través de una estrategia que combinó cultivos in vitro con estudios en 

donadores, este trabajo demuestra por primera vez que el nLDL actúa junto con el LPS para 

alterar el equilibrio de las subpoblaciones de monocitos humanos y su capacidad para 

producir citocinas inflamatorias y receptores de quimiocinas con funciones cruciales en la 

aterogénesis.  
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ABSTRACT 

Increasing evidence has demonstrated that oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) and 

lipopolysaccharide (LPS) enhance accumulation of interleukin (IL)-1 beta-producing 

macrophages in atherosclerotic lesions. However, the potential synergistic effect of native 

LDL (nLDL) and LPS on the inflammatory ability and migration pattern of monocyte 

subpopulations remains elusive and is examined here. In vitro, whole blood cells from 

healthy donors (n = 20) were incubated with 100 g/mL nLDL, 10 ng/mL LPS, or nLDL + 

LPS for 9 h. Flow cytometry assays revealed that nLDL significantly decreases the classical 

monocyte (CM) percentage and increases the non-classical monocyte (NCM) subset. While 

nLDL + LPS significantly increased the number of NCMs expressing IL-1 beta and the C-C 

chemokine receptor type 2 (CCR2), the amount of NCMs expressing the CX3C chemokine 

receptor 1 (CX3CR1) decreased. In the model with patients, patients (n = 85) with serum 

LDL-cholesterol (LDL-C) >100 mg/dL showed an increase in NCM, IL-1 beta, LPS-binding 

protein (LBP), and Castelli’s atherogenic risk index as compared to controls (n = 65) with 

optimal LDL-C concentrations (100 mg/dL). This work demonstrates for the first time that 

nLDL acts in together with LPS to alter the balance of human monocyte subsets and their 

ability to produce inflammatory cytokines and chemokine receptors with prominent roles in 

atherogenesis.  
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INTRODUCCIÓN 

El síndrome metabólico se ha convertido en una entidad de alto impacto en la población 

mundial, ya que no sólo predispone al desarrollo de enfermedades como Diabetes Mellitus 

tipo 2 o hipertensión, si no que por sí mismo es desencadenante de enfermedad cardiovascular 

catastrófica e incapacitante (Raúl Carrillo Esper, Martín De Jesús Sánchez Zúñiga, 2006). 

Uno de los componentes más frecuentes del síndrome metabólico en la población mexicana 

es la dislipidemia (Olaiz-Fernández G, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Rojas R, 

Villalpando-Hernández S, Hernández-Avila M, 2006).  

La dislipidemia se define como una elevación anormal de los niveles plasmáticos de 

triglicéridos, colesterol total y lipoproteínas de baja densidad (LDL), así como disminución 

en los valores de lipoproteínas de alta densidad (HDL) (S. Grundy et al., 2004). De manera 

particular, diversos estudios han demostrado que los niveles plasmáticos de LDL son un 

factor de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis y de la cardiopatía isquémica asociada 

con esta condición (S. Grundy et al., 2004). 

La aterosclerosis es una forma de inflamación no resolutiva, cuya trascendencia en la 

enfermedad cardiovascular y metabólica ha sido discutida recientemente (Libby et al., 2014; 

Viola & Soehnlein, 2015). La hiperinsulinemia está asociada con un aumento de LDL clase 

B que son partículas pequeñas y densas, y más susceptibles de ser oxidadas (LDLox) y por 

lo tanto más aterogénicas (Raúl Carrillo Esper, Martín De Jesús Sánchez Zúñiga, 2006). Los 

niveles elevados de LDL y LDLox están asociados con una alta expresión de moléculas de 

adhesión inducidas por el factor nuclear kappa B (NF-κB), tales como E-selectina, VCAM-

1 e ICAM-1. Estas moléculas pueden mediar la infiltración de monocitos circulantes con 

capacidad de formar lesiones ateroscleróticas, una vez que se han diferenciado a macrófagos 

y posteriormente a células espumosas (Gerhardt & Ley, 2015; Hansson, 2005; Jackson et al., 

2016; Tall & Yvan-Charvet, 2015; Witztum, 1994). Esta evidencia sugiere que el LDL no 

sólo es un componente de la dislipidemia, sino que podría jugar un papel crítico como agente 

inductor de respuestas inflamatorias asociadas con la aterosclerosis.  
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ANTECEDENTES 

Dislipidemia 

La dislipidemia está caracterizada por concentraciones anormales de lipoproteínas 

sanguíneas que cursan de manera asintomática y conforman uno de los componentes más 

frecuentes del síndrome metabólico. 

La búsqueda intencionada de la dislipidemia es indispensable para un diagnóstico y 

tratamiento oportuno, así como para establecer tanto su etiología como el riesgo que confiere 

a un individuo de sufrir un evento cardiovascular (Consejo de Salubridad General, 2011). 

El sobrepeso y la obesidad contribuyen fuertemente al desarrollo de dislipidemias. La 

pérdida del 5 al 10% del peso basal mejora el perfil de lípidos en sangre e influye 

favorablemente sobre otros factores de riesgo cardiovascular (Berrington de Gonzalez et al., 

2010). 

Para establecer el diagnóstico de dislipidemia se toman en cuenta las concentraciones 

elevadas de colesterol (>200 mg/dl) o de triglicéridos (> 150 mg/dl), así como el nivel bajo 

de colesterol HDL (< 40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres) (Olaiz-Fernández G, 

Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Rojas R, Villalpando-Hernández S, Hernández-Avila 

M, 2006). La dislipidemia más frecuente en México es la hipoalfalipoproteinemia (colesterol 

HDL < 40 mg/dl). En todas las encuestas nacionales se ha informado que esta anormalidad 

afecta a cerca del 60% de los adultos (55.2% en la encuesta más reciente) (Olaiz-Fernández 

G, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Rojas R, Villalpando-Hernández S, Hernández-

Avila M, 2006; Romero-Martínez et al., 2016). La hipoalfalipoproteinemia es más común en 

los hombres, en el sur del país y se asocia con obesidad, diabetes y consumo de tabaco (Olaiz-

Fernández G, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Rojas R, Villalpando-Hernández S, 

Hernández-Avila M, 2006; Romero-Martínez et al., 2016). 

Históricamente, la hipercolesterolemia es el tipo de dislipidemia que ha tenido un 

mayor aumento en su prevalencia. La frecuencia de hipercolesterolemia creció de 27.1% en 

1994 a 43.6% en la actualidad (INSP, Encuesta-nacional-de-salud-1994-ensa-ii, 1994 recurso 

electr). De acuerdo con datos de la encuesta de salud más reciente, el uso creciente de 

estatinas se asoció con un decremento del 31% en la prevalencia de hipercolesterolemia en 
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nuestro país (Olaiz-Fernández G, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Rojas R, 

Villalpando-Hernández S, Hernández-Avila M, 2006). 

En un paciente con síndrome metabólico, la dislipidemia es un problema a gran 

escala, ya que aumenta el riesgo de desarrollar aterosclerosis subclínica. La aterosclerosis 

subclínica contribuye de manera importante con el riesgo de presentar un evento 

cardiovascular en 10 o 15 años. Por lo tanto, en las guías de la ATPIII para el síndrome 

metabólico, la meta principal es disminuir el nivel de LDL en pacientes dislipidémicos (S. 

Grundy et al., 2004; S. M. Grundy et al., 2001). La razón de esta meta es debida al efecto 

sinérgico que existe entre la dislipidemia y la aterosclerosis, mismo que aumenta 

considerablemente el riesgo de sufrir un evento cardiovascular. 

 

Lipoproteínas de baja densidad 

El LDL es una lipoproteína que se encarga de transportar colesterol preveniente de la dieta y 

de síntesis de novo a los tejidos periféricos (Michael S. Brown & Goldstein, 1986). El LDL 

está conformado por un componente proteico y uno lipídico (Figura 1).  

 

En azul se observa la apolipoproteína B100 (ApoB100) que constituye el componente 

proteico. El componente lipídico se encuentra formado principalmente por ésteres de 

Figura 1. Conformación de la LDL. Tomada de Biochemestry, seven Edition, 

2012. W. H. Freeman and Company 
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colesterol que se observan en amarillo; en verde podemos observar los fosfolípidos, mientras 

que en rosa el colesterol no esterificado. Adicionalmente, la molécula de LDL puede contener 

triglicéridos residuales. 

Cada molécula de LDL solo tiene una partícula de apoB100 ubicada en forma 

extendida y que cubre la mitad de la superficie del LDL. La ApoB100 es la proteína 

responsable de la unión con el receptor de LDL (LDLr), a través del dominio C-terminal. 

La apoB100 solo se expresa en el hígado y forma parte de las VLDL (lipoproteínas 

de muy baja densidad), IDL (lipoproteínas de densidad intermedia) y LDL. La apoB100 tiene 

un peso molecular de 513 KDa y consta de una sola cadena polipeptídica con 4536 residuos 

de aminoácidos, lo que la convierte en una de las proteínas monoméricas más grandes 

conocidas en el organismo. Debido a sus características fisicoquímicas, la LDL es muy 

hidrofóbica y sus porciones anfipáticas son consecuencia de sus escasas hélices alfa. El gen 

de la apoB está en el brazo corto del cromosoma 2 y tiene 43 kb, con 28 intrones y 29 exones.  

Las mutaciones en la apoB100 pueden causar una enfermedad llamada 

hipercolesterolemia familiar (HF), la cual se trata de una dislipidemia hereditaria en la cual 

los niveles de LDL se encuentran elevados plasmáticamente. Los pacientes con HF tienen un 

riesgo mayor de debutar con enfermedades cardiovasculares a edad temprana. 

 

 

 

Figura 2. Los monocitos interactúan e internalizan el LDL a través del LDLr. 
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El LDLr es una glicoproteína ubicada en la membrana celular, la cual es encargada 

de la unión e internalización del LDL. El LDLr fue descrito por primera vez por Goldstein y 

a Brown en 1985, trabajo por el cual estos investigadores recibieron el premio nobel (M. S. 

Brown & Goldstein, 1984). El LDLr se expresa en la gran mayoría de las células (Figura 2). 

El gen del LDLr se encuentra en la región 13.2 del brazo corto del cromosoma 19 (Go & 

Mani, 2012). A través del LDLr se lleva a cabo el papel regulador del LDL en el metabolismo 

de los lípidos. 

 

En la Figura 3 se muestra que el primer paso para la endocitosis del LDL es el 

reconocimiento del dominio C-terminal de la proteína apoB100 por parte del LDLr y 

posteriormente se une con la proteína adaptadora de LDLr (ARH) en vesículas cubiertas de 

clatrina. Enseguida inicia la internalización del complejo lipoproteico a pH neutro. Después, 

las vesículas recubiertas de clatrina se fusionan con endosomas, donde el pH es menor, 

activando la liberación de ligandos internalizados desde el receptor desde donde llegan al 

Figura 3. Homeostasis celular del colesterol por medio de la interacción LDL-LDLr. 
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lisosoma donde se encuentran con enzimas que los catabolizan. Una vez finalizada la 

internalización, los receptores se reciclan direccionándose una vez más a la membrana 

celular.  

Al entrar a la célula, el colesterol activa un sistema de retroalimentación negativa que 

reduce su biosíntesis, así como la transcripción de LDLr por medio de la inhibición de los 

elementos regulatorios de esteroles (SREBP-2). De manera paralela, la proteína convertasa 

subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) se une a LDLr, desencadenando un proceso que lleva al 

LDLr al lisosoma para su degradación. 

Otro proceso que ocurre en respuesta al ingreso del colesterol en la célula es la 

disminución de la lipogénesis de novo por medio de la inhibición de SREBP-1c, lo que lleva 

al almacenamiento de los triglicéridos en el tejido adiposo. 

Como hemos visto, el proceso de captación vesicular del complejo LDL-LDLr es 

esencial en el metabolismo de los lípidos. En respuesta a una producción alta de lípidos el 

complejo LDL-LDLr induce la represión de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa 

(HMGCR) con la finalidad de evitar la biosíntesis de colesterol. Además, este proceso lleva 

al aumento de la actividad de la acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT) para reducir el 

colesterol libre. Finalmente, la síntesis de LDLr es suprimida para que a su vez se reduzca la 

captación de LDL a través del SREBP. 

La regulación del LDLr es un proceso que se encuentra sometido a la acción de la 

proteína convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) en los hepatocitos. Una vez secretada 

por los hepatocitos, PCSK9 experimenta una interacción proteína-proteína con LDLr, lo que 

resulta en su degradación (Lambert et al., 2017; Zhang et al., 2016). En humanos, la ganancia 

de peso corporal causa hipercolesterolemia, mientras que la pérdida de masa grasa se asocia 

con disminución del colesterol ligado a LDL (LDL-C) y protección contra la aterosclerosis. 

En este proceso, moléculas de ácido ribonucleico interferente (RNAi) son dirigidos a PCSK9 

con la finalidad de reducir el LDL-C en plasma al prevenir la degradación de LDLr in vivo e 

in vitro (Duellman et al., 2017; Zhang et al., 2016). De manera similar, la inhibición de 

PCSK9 aumenta la expresión de LDLr en hígado y reduce el LDL-C en el plasma de ratones 

(Lambert et al., 2017). En resumen, LDLr es un receptor fundamental para la maquinaria 

endocítica y desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del 
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colesterol. El defecto en la función o expresión de LDLr desencadena niveles elevados de 

LDL-C y da como resultado el desarrollo de aterosclerosis subclínica que lleva a un aumento 

del riesgo cardiovascular, como veremos más adelante. 

Por otro lado, dado que la regulación a la baja de PCSK9 es fundamental para 

aumentar la actividad de LDLr y disminuir el LDL-C, se han propuesto tres formas de inhibir 

la producción y/o el funcionamiento de esta proteína: 

1. Manipulación genética a través de la inhibición del ARN mensajero encargado de la 

codificación de la proteína PCSK9. 

2. Utilización de péptidos miméticos que compiten con la PCSK9 en el sitio de unión con 

los receptores de LDL-C. 

3. Empleo de anticuerpos monoclonales contra PCSK9. Estos anticuerpos, también 

llamados iPCSK9, bloquean a PCSK9 y permiten que los receptores de LDL-C puedan 

transportarlo al interior del hepatocito, en donde el colesterol será metabolizado mientras 

que el receptor será reciclado para capturar nuevas moléculas de LDL-C en la superficie 

del hepatocito. 

      Así, muchas son las estrategias encaminadas a controlar los niveles plasmáticos de 

colesterol, reduciendo de esta forma el desarrollo de enfermedades como la aterosclerosis, 

que como hemos mencionado, eleva el riesgo cardiovascular en nuestra población. 

 

LDL nativo y oxidado 

En la circulación, el LDL se encuentra predominantemente de forma nativa (nLDL). Sin 

embargo, esta lipoproteína es susceptible a la oxidación en tejidos vasculares periféricos 

llevando a la formación de LDL mínimamente modificado (mmLDL) y posteriormente LDL 

oxidado (oxLDL), el cual pierde su función al no ser reconocido por el LDLr. 

Existe una gran cantidad de estudios enfocados en el papel de oxLDL durante la 

aterosclerosis. Sin embargo, pocos estudios han sido enfocados en mmLDL y todavía muchos 

menos en nLDL (L. Chávez-Sánchez et al., 2010; Luis Chávez-Sánchez et al., 2014; 

Henning, 2014; Janabi et al., 2000; Levitan et al., 2009; Okura et al., 2000). 
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Como hemos mencionado, diversos estudios muestran que conforme aumenta el nivel 

de LDL-C, el riesgo cardiovascular también se incrementa de forma importante. En la Figura 

4 observamos en el eje de las X los niveles de LDL, y en el eje de las Y el riesgo relativo 

para enfermedad coronaria y observamos que conforme los niveles de LDL-C se 

incrementan, el riesgo relativo para enfermedad coronaria aumenta, conforme a lo 

establecido por la NCEP (National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 

III) (S. M. Grundy et al., 2001). 

 

De acuerdo con la clasificación de la ATP III (S. M. Grundy et al., 2001), el objetivo 

terapéutico en un paciente es lograr un nivel de LDL-C menor o igual a 100 mg/dL. No 

obstante, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición, el nivel promedio de 

LDL-C en México es de 131 mg/dL, encontrando un riesgo relativo de aproximadamente de 

2.2 veces más para desarrollar enfermedad arterial coronaria. Aunado a esto, un número 

importante de estudios han mostrado que junto con el aumento de LDL-C existe un 

incremento de factores inflamatorios, particularmente aquellos asociados con las 

subpoblaciones de monocitos humanos (Al-Sharea et al., 2016; J. Han et al., 1997; Jackson 

Figura 4. Asociación entre los niveles de LDL-C y el riesgo para desarrollar 

enfermedad arterial coronaria. Tomada de S. M. Grundy et al., 2001. 
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et al., 2016). De hecho, diversos estudios han reportado contacto directo entre el LDL-C y 

los monocitos en la circulación, lo cual ha llevado a plantear un escenario en el que los 

monocitos interactúan con el LDL-C, sinergia que podría contribuir con el progreso de la 

aterosclerosis. Sin embargo, esta posible interacción entre las lipoproteínas de baja densidad 

en estado nativo y las subpoblaciones de monocitos humanos todavía no ha sido estudiada. 

 

Subpoblaciones de monocitos humanos 

Los monocitos son células del sistema inmune que pueden llegar a medir hasta 18 

micrómetros y representan del 4 al 8 % de los leucocitos totales en la sangre (Loems Ziegler-

Heitbrock, 2015). Hace tiempo, se consideraba que esta población de células inmunes era 

homogénea. Sin embargo, adelantos en técnicas como la citometría de flujo nos permitieron 

desde el 2010 distinguir tres subpoblaciones de monocitos, de acuerdo con la expresión del 

correceptor para LPS (CD14) y de FcγRIII (CD16) (Woollard & Geissmann, 2010; Loems 

Ziegler-Heitbrock, 2015; Loems Ziegler-Heitbrock & Hofer, 2013). 

Los monocitos clásicos expresan niveles altos de CD14 en la superficie celular y no 

expresan CD16. En segundo lugar, los monocitos intermedios expresan niveles altos de 

CD14 y ya expresan CD16. Por último, los monocitos no clásicos expresan niveles bajos de 

CD14 y conservan la expresión de CD16 (Woollard & Geissmann, 2010; Loems Ziegler-

Heitbrock, 2015; Loems Ziegler-Heitbrock & Hofer, 2013). Además de distinguirse por la 

expresión estos marcadores de superficie celular, las subpoblaciones de monocitos tienen 

funciones diferenciales (Geissmann, 2010; L. Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Loems Ziegler-

Heitbrock, 2015). Tanto los monocitos clásicos como los monocitos intermedios tienen 

funciones orientadas hacia la migración celular debido a su alta producción de receptores de 

quimiocinas que les permiten migrar y posteriormente diferenciarse a macrófagos en tejidos 

periféricos en donde realizan funciones como la fagocitosis. Por el contrario, los monocitos 

no clásicos tienen funciones orientadas al patrullaje debido a que tienen la capacidad de 

permanecer en circulación donde pueden ser activados y una vez que esto ocurre, secretar 

citocinas proinflamatorias y orquestar el inicio de una respuesta inflamatoria. (Devevre et al., 

2015; Gordon & Taylor, 2005; Jakubzick et al., 2017; Loems Ziegler-Heitbrock, 2015). 



 

15 
 

Los subtipos de monocitos no solamente han sido estudiados en condiciones 

normales, sino también en el contexto de alteraciones metabólicas como la dislipidemia, en 

donde parecen contribuir al desarrollo de enfermedades con un componente inflamatorio 

crítico como la aterosclerosis (Geng et al., 2014; Shi & Pamer, 2011; Woollard & Geissmann, 

2010). En este sentido Al-Sharea y colaboradores (Al-Sharea et al., 2016) cultivaron 

monocitos en presencia de LPS + IFN-gama, en ausencia o presencia de nLDL (Figura 5). 

Posteriormente, ellos diferenciaron los monocitos a macrófagos y observaron que los 

macrófagos derivados de monocitos clásicos expresaban niveles mayores de TNF-alfa 

cuando el LPS y el IFN-gama estaban en combinación con el nLDL, en comparación con las 

células incubadas con LPS e IFN-gama sin nLDL. 

 

 

 

Cuando los autores estudiaron este efecto en macrófagos derivados de monocitos 

intermedios y no clásicos encontraron la misma tendencia, lo cual sugiere que el nLDL, junto 

con ligandos prototípicos como IFN-gama y LPS, es capaz de promover la expresión de TNF-

alfa en macrófagos derivados de las tres subpoblaciones de monocitos. 

Estudios posteriores han mostrado que el nLDL no sólo afecta la expresión de 

citocinas en macrófagos, sino también la producción de receptores de quimiocinas que son 

las moléculas que les permiten a los monocitos migrar a tejidos periférico o permanecer en 

circulación. Un estudio realizado por Han y colaboradores (K. H. Han et al., 1998) reveló 

Figura 5. Los macrófagos derivados de monocitos clásicos expresan niveles mayores de 

TNF-alfa en respuesta a nLDL, LPS e IFN-gama. Tomado de Al-Sharea (Al-Sharea et al., 

2016) 
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que los monocitos de sujetos con LDL-C menor a 100 mg/dL mostraban una expresión menor 

del receptor de quimiocinas C-C tipo 2 (CCR2) en comparación con sujetos con LDL mayor 

de 130 mg/dL (Figura 6). Este hallazgo sugiere que el LDL circulante podría estimular la 

expresión de receptores de quimiocinas implicados en la migración de los monocitos a tejido 

endotelial vascular durante la aterogénesis. Es importante recalcar que todavía no se sabe 

cuál es el efecto del LDL circulante sobre otros receptores de quimiocinas, específicamente 

en las subpoblaciones de monocitos. 

 

 

Figura 6. Los monocitos de sujetos con LDL-C mayor de 130 mg/dL expresan más CCR2 

que las células de sujetos con LDL menor de 100 mg/dL. Tomado de (K. H. Han et al., 

1998). 

En otro estudio, Jackson y colaboradores en el 2016 (Jackson et al., 2016) cultivaron 

monocitos humanos en presencia de LDL y posteriormente tiñeron estas células con Lipidtox, 

el cual evidencia las vesículas lipídicas. Estos autores observaron que los monocitos CD16 

negativos, que corresponden a los monocitos clásicos, incorporaron más lípidos a la célula 

en comparación con los monocitos CD16 positivos, que corresponden a los monocitos 

intermedios y no clásicos (Figura 7). Esta evidencia demuestra que los subtipos de monocitos 

incorporan de manera diferencial el LDL; sin embargo, aquí no se estudió el efecto de LDL 

de manera población-específica sino únicamente con base en la expresión de CD16. 
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Como se mencionó previamente, el LDL ingresa a las células principalmente por 

medio del LDLr. Sin embargo, evidencia reciente sugiere que este no es el único mecanismo 

por el cual el LDL puede incorporarse a la célula y ejercer sus funciones. En este sentido, 

Jackson y colaboradores (Jackson et al., 2016) estudiaron los monocitos de ratones 

deficientes de LDLr y encontraron que los monocitos clásicos GR1high y los no clásicos 

GR1low mantenían la incorporación de LDL, aun en ausencia del principal receptor de LDL 

descrito hasta ese momento (Figura 8). Esta noción ha llevado a la propuesta de otras 

moléculas que son capaces de mediar la incorporación de LDL independientemente del 

LDLr, como podría ser el caso de CD36. 

CD36 es un receptor transmembranal tipo carroñero involucrado en la internalización 

de ácidos grasos en una gran variedad de células. En el estudio realizado por Feng y 

colaboradores (Feng et al., 2000), estos autores observaron la expresión de CD36 en una línea 

celular de macrófagos en respuesta a prostaglandinas y, de manera interesante, oxLDL. 

Figura 7. La fracción de monocitos CD16- correspondiente a monocitos clásicos 

incorporan más LDL que los monocitos CD16+. Tomado de Jackson et al., 2016. 
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Estos mismos autores encontraron que la expresión de CD36 en estos macrófagos aumentó 

de manera dependiente de la dosis de oxLDL con el que las células fueron incubadas. Sin 

embargo, cuando se usó nLDL, el incremento en la expresión de CD36 fue mucho más 

notorio en comparación con el observado con oxLDL. Estos hallazgos sugieren que CD36 

podría comportarse como LDLr, quien pierde su capacidad de internalizar LDL cuando esta 

molécula está oxidada (Figura 9). Además, la regulación que ejerce el LDL sobre la expresión 

de CD36 hace recordar el mecanismo de retroalimentación negativa descrito para un 

sinnúmero de complejos ligando-receptor. 

Figura 8. Incorporación de LDL (verde) en monocitos que no expresan 

LDLr. Los núcleos se observan en azul. GR1, Marcador de diferenciación 

mieloide; DAPI, marcador de viabilidad; LipitTOX, marcador de gotas 

lipídicas. Tomado de Jackson et al., 2016 
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Así mismo, Calvo y colaboradores (Calvo et al., 1998) realizaron un estudio en el que 

incubaron células Sf 9-CD36 que expresaban CD36 pero no LDLr en presencia de 

anticuerpos neutralizantes contra CD36 (Figura 10). A medida que la concentración de 

anticuerpo aumentaba, los autores observaron que la cantidad de LDL unido a CD36 

disminuía, demostrando así la participación de CD36 en la unión a lipoproteínas, en 

específico a nLDL. 

 

Figura 9. La expresión de CD36 aumenta de manera dependiente 

de la dosis de oxLDL o nLDL en macrófagos de línea cultivados 

in vitro. Tomado de Feng et al., 2000 
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El conjunto de evidencias expuestas anteriormente demuestra que existe una relación 

entre el LDL y la función de los monocitos humanos. En específico, nosotros sugerimos que 

el LDL es capaz de cambiar la dinámica de las subpoblaciones de monocitos, alterando su 

capacidad de producir citocinas y receptores de quimiocinas involucrados en la infiltración 

de estas células al endotelio vascular durante el proceso aterogénico. Además, la información 

mostrada anteriormente nos hace suponer que los efectos del LDL podrían ser a través de 

CD36, y no necesariamente mediante la vía clásica regulada por LDLr. Sin embargo, estas 

hipótesis todavía no se han contrastado de forma experimental y hasta el momento, el papel 

del LDL y, en específico del nLDL, sobre la actividad inmunológica de los subtipos de 

monocitos humanos no está claro. 

 

  

Figura 10 Tomado de Calvo, Gómez-Coronado, Suárez, Lasunción, & 

Vega, 1998 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La elevación en los niveles de nLDL es la forma más frecuente de dislipidemia en la 

población mexicana y uno de los factores más importantes en la elevación del riesgo 

cardiovascular. Sin embargo, a diferencia del oxLDL, el papel que el nLDL juega en el 

direccionamiento de monocitos circulantes hacia la placa ateromatosa todavía no es claro. 

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo y por otros grupos de investigación sugieren 

que existe una asociación entre el nLDL y la actividad de las subpoblaciones de monocitos 

humanos. Sin embargo, estas observaciones son sólo asociativas y actualmente se desconoce 

el efecto del nLDL sobre las subpoblaciones de monocitos humanos, su capacidad de 

estimular la producción de citocinas y receptores de quimiocinas, y la posible implicación de 

CD36 en estos efectos. Se ha encontrado evidencia que sugiere que sujetos obesos con 

cardiopatía esclerótica muestran un aumento del complejo LBP/LPS, los cuales muestran un 

proceso dislipidémico, por lo que no se ha estudiado si el complejo LBP/LPS tiene relación 

con el aumento de lipoproteínas de baja densidad. 

Una estrategia combinada in vitro y con donadores puede ayudarnos a comprender el papel 

del nLDL sobre las subpoblaciones de monocitos humanos durante la aterogénesis, con miras 

a encontrar nuevos blancos terapéuticos que nos ayuden a disminuir el riesgo cardiovascular 

en nuestra población.  
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HIPÓTESIS  

En el primer escenario in vitro, el nLDL aumenta la subpoblación de monocitos no clásicos 

y disminuye a los monocitos intermedios y clásicos, incrementando los niveles de IL-1 beta, 

TNF alfa y CCR2, y disminuyendo la expresión de CX3CR1, mientras que aumenta la 

expresión de CD36. En el segundo escenario con donadores, el nLDL se asocia con un 

aumento de la subpoblación de monocitos no clásicos y con una disminución de los 

monocitos intermedios y clásicos, así como un aumento en los niveles séricos de IL-1 beta y 

LBP. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto del nLDL sobre las subpoblaciones de monocitos humanos in vitro y en 

donadores, estudiando su papel sobre el perfil de expresión de citocinas y receptores de 

quimiocinas, así como el posible mecanismo molecular involucrado. 

Objetivos particulares  

1. Determinar el efecto del nLDL sobre el porcentaje de monocitos clásicos, intermedios y 

no clásicos de forma concentración-tiempo dependiente in vitro. 

2. Estudiar el efecto del nLDL sobre la producción intracelular de IL-1 beta, TNF alfa, y los 

niveles de CCR2 y CX3CR1 en monocitos clásicos, intermedios y no clásicos in vitro. 

3. Evaluar el efecto del nLDL en conjunto con LPS sobre la producción intracelular de IL-

1 beta, TNF alfa, y los niveles de CCR2 y CX3CR1 en monocitos clásicos, intermedios 

y no clásicos in vitro. 

4. Examinar el papel de CD36 como un posible mediador de los efectos del nLDL sobre los 

cambios en los monocitos clásicos, intermedios y no clásicos. 

5. Comparar el porcentaje de las subpoblaciones de monocitos, y los niveles séricos de IL-

1 beta y LBP, en sujetos con valores de LDL-C menores de 100 mg/dL y mayores de 130 

mg/dL.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño del estudio 

Los participantes del estudio fueron varones de 28 a 45 años que acudieron como donadores 

al Banco de Sangre del Hospital General de México. Los participantes del estudio tenían un 

índice de masa corporal de 18.5-24.9 kg/m2, sin evidencia clínica y bioquímica de resistencia 

a la insulina, Diabetes Mellitus, dislipidemia o alteraciones en la presión arterial. Los 

participantes del estudio no habían tomado medicamentos inmunomoduladores durante el 

último mes, y no habían consumido una cantidad elevada de alimentos ricos en lípidos dos 

días antes del estudio. 

Cultivo in vitro de monocitos humanos primarios 

Veinte donantes de sangre, sanos, con niveles séricos de LDL-C inferiores a 100 mg/dl y 

valores séricos de proteína C reactiva de alta sensibilidad (hs-CRP) de 1.35 ± 0.26 mg/l, en 

promedio, se inscribieron en el estudio. Se realizaron ensayos independientes en los que cada 

participante acordó donar 8 ml de sangre, que se recolectó en un tubo que contenía heparina 

(VacutainerTM, BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Posteriormente, las muestras 

de sangre total se dividieron individualmente y se colocaron en placas de cultivo celular de 

6 pozos (Costar, Kennebunk, ME, EE. UU.), agregando 2 mL de sangre más 1 mL de RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO , EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino (FBS) 

al 5 %, L-glutamina 2 mM, HEPES 10 nM y gentamicina 50 μg/mL (GibcoTM, Grand Island, 

NY, EE. UU.) por pozo. La muestra de sangre contenida en el primer pozo se designó como 

control y recibió 300 μL de RPMI-1640 durante 9 h. El segundo pozo se incubó en presencia 

de 100 μg de nLDL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) disueltos en 300 μL de RPMI-

1640 durante 9 h. El tercer pozo se incubó en presencia de 10 ng/mL de LPS (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EE. UU.) disuelto en 300 μL de RPMI-1640 durante 9 h. La muestra contenida 

en el cuarto pozo se incubó en presencia de 100 μg de nLDL más 10 ng/mL de LPS disueltos 

en 300 μL de RPMI-1640 durante 9 h. El tiempo de exposición de los cultivos in vitro se 

seleccionó con base en las curvas de tiempo-respuesta a las 3, 6 y 9 h, encontrando que los 

monocitos muestran los cambios más significativos a las 9 h. Las placas de cultivo celular se 

incubaron a 37 °C en una atmósfera humidificada con CO2 al 5 %. Para la tinción de citocinas 
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intracelulares, los glóbulos blancos (WBC) se trataron con Brefeldina A 1:1000 (BioLegend, 

Inc., San Diego, CA, EE. UU.) durante las últimas 2 h de cultivo in vitro. Todos los 

participantes brindaron su consentimiento informado por escrito, previamente aprobado por 

el comité de ética institucional del Hospital General de México (número de registro: 

DI/20/501/03/17), el cual garantizó que el estudio fuera conducido de manera rigurosa y de 

acuerdo a los principios descritos en la Declaración de Helsinki de 1964 y su posterior 

modificación en 2013. 

Citometría de flujo para expresión de citocinas y receptores de quimiocinas 

Después de la exposición a nLDL y/o LPS, colectamos las muestras de sangre completa y las 

centrifugamos a 500 × g durante 10 min. Después, los glóbulos blancos se separaron con una 

micropipeta y se resuspendieron en 1 ml de PBS1X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. 

UU.). Después de un paso de centrifugación adicional y la eliminación del sobrenadante, el 

botón celular se resuspendió en 50 μL de solución de tinción celular (BioLegend, Inc., San 

Diego, CA, EE. UU.). Los glóbulos blancos se incubaron con 5 μl de True-Stain Monocyte 

BlockerTM (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) durante 10 min en hielo. Luego, los 

glóbulos blancos se incubaron con anti-CD14 PE/Cy7, anti-CD16 PE/Cy5, anti-CCR2 

AF647, anti-CX3CR1 BV510, Zombie UVTM Fixable Viability Kit (BioLegend, Inc., San 

Diego, CA, EE. UU.), anti-CD36 PE y anti-HLA-DR BUV661 (BD Biosciences, San Jose, 

CA, EE. UU.) durante 20 min en la oscuridad a 4 °C. Posteriormente, los glóbulos blancos 

se incubaron con 100 μl de medio de fijación A (kit de permeabilización celular FIX & 

PERMTM) (InvitrogenTM, Carlsbad, CA, EE. UU.) durante 20 min a temperatura ambiente. 

Después de enjuagarse con Cell Staining Buffer (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.), 

las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se incubaron con 100 μL de medio 

de permeabilización B (FIX & PERMTM Cell Permeabilization Kit, InvitrogenTM, 

Carlsbad, CA, UU.) anti-TNF alfa FITC y anti-IL-1 beta Pacific Blue (BioLegend, Inc., San 

Diego, CA, EE. UU.) durante 20 min en la oscuridad a temperatura ambiente. Después de 

enjuagarse con Cell Staining Buffer (BioLegend, Inc., San Diego, CA, EE. UU.), las PBMC 

se adquirieron en un citómetro de flujo BD Influx (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) 

utilizando el software BD SortwareTM 1.2, adquiriendo 20 000 eventos por ensayo por 

triplicado. 



 

26 
 

 

Estrategia de análisis celular 

Para la estrategia de selección, los leucocitos se seleccionaron primero en un diagrama de 

densidad de dispersión temporal/lateral y, a continuación, se seleccionaron en la población 

de células negativas UV Zombie para la detección de células vivas. Posteriormente, las 

células vivas se seleccionaron para singletes en un diagrama de densidad de dispersión frontal 

(FS)/anchura de pulso de activación. Los monocitos fueron reconocidos en el cuadrante 

específico de HLA-DR. Luego, los monocitos se seleccionaron utilizando la estrategia de 

selección rectangular en la población CD14+/CD16+ para la identificación de monocitos 

clásicos (CM, CD14++CD16−), monocitos intermedios (IM, CD14++CD16+) y monocitos 

no clásicos (NCM, CD14+CD16+). La intensidad de fluorescencia mediana (MFI) para IL-

1 beta, TNF alfa, CD36, CCR2 y CX3CR1 se obtuvo considerando poblaciones de células 

positivas y negativas para cada marcador. El porcentaje de células positivas para cada 

marcador se obtuvo utilizando controles de fluorescencia menos uno (FMO). Los controles 

de compensación se realizaron mediante UltraComp eBeadsTM (InvitrogenTM, Carlsbad, 

CA, EE. UU.) para cada fluorocromo. Los datos se analizaron mediante el software FlowJo 

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

Modelo con donadores 

Se incluyeron en el estudio 150 voluntarios de ambos sexos, mayores de 18 años, con ayuno 

de 8 h que acudieron al Banco de Sangre y al Departamento de Medicina Interna del Hospital 

General de México. Se registraron el sexo, la edad, el índice de masa corporal (IMC), la 

circunferencia de la cintura, el porcentaje de grasa corporal y los niveles séricos de glucosa, 

insulina, proteína C reactiva (PCR), colesterol total, triglicéridos, HDL-C, y LDL-C en todos 

los participantes. El IMC resultó de dividir el peso corporal por la altura al cuadrado. La 

circunferencia de la cintura se midió en el punto medio entre el margen inferior de la costilla 

y la cresta ilíaca usando una cinta métrica. El porcentaje de grasa corporal se obtuvo mediante 

un analizador de composición corporal (TANITA® Body Composition Analyzer, Modelo 

TBF-300A, Tokio, Japón). La PCR se midió por triplicado mediante inmunoturbidimetría 

(Randox Laboratories, Meenmore, Irlanda). La glucosa sérica, el colesterol total, los 
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triglicéridos, el HDL-C y el LDL-C se midieron por triplicado mediante ensayos enzimáticos 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). La insulina sérica se midió por triplicado 

mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Abnova, Corporation, 

Taipei, Taiwán). La estimación de la resistencia a la insulina se calculó individualmente 

utilizando la evaluación del modelo homeostático de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) 

multiplicando la concentración de glucosa (mM) por la concentración de insulina (mU/L) y 

luego dividiéndola por 22.5. Todos los participantes recibieron una evaluación médica 

completa y dieron su consentimiento informado por escrito, previamente aprobado por el 

comité de ética institucional del Hospital General de México (número de registro del código 

de aprobación ética: DIC/11/UME/05/029), que garantizaba que el estudio se realizó 

siguiendo rigurosamente los principios descritos en la Declaración de Helsinki de 1964 y su 

posterior enmienda en 2013. Los voluntarios fueron excluidos del estudio si tenían un 

diagnóstico previo de diabetes tipo 1 (T1D), T2D, enfermedad coronaria, enfermedad 

hepática aguda o crónica, enfermedad renal aguda o crónica, cáncer, trastornos endocrinos, 

enfermedades infecciosas, enfermedades inflamatorias crónicas y/o trastornos autoinmunes. 

También excluimos del estudio a donadores seropositivos para el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis C (VHC) y/o el virus de la hepatitis 

B (VHB), a mujeres embarazadas o lactando y a sujetos bajo tratamiento con anti-

inflamatorios o inmunomoduladores, incluidos los medicamentos antiinflamatorios no 

esteroideos (AINE). 

Efectos de LDL sobre LBP e IL-1 beta en subpoblaciones de monocitos en el modelo 

con donadores 

De acuerdo con las pautas clínicas del Panel de expertos sobre detección, evaluación y 

tratamiento del colesterol alto en sangre en adultos (Panel de tratamiento de adultos III) del 

Programa Nacional de Educación sobre el Colesterol (NCEP), los participantes del estudio 

se dividieron en dos grupos de concentración de LDL-C, de la siguiente manera: sujetos con 

concentración óptima de LDL-C ≤ 100 mg/dL e individuos con concentración elevada de 

LDL-C > 100 mg/dL [25]. Posteriormente, se cuantificaron y compararon entre ambos 

grupos el IMC, la circunferencia de la cintura, el porcentaje de grasa corporal, la glucosa, el 

HOMA-IR y el perfil lipídico. Además, se calculó el Índice de Riesgo de Castelli II a través 
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de la formula CRI II = LDL/HDL. Se obtuvieron muestras de sangre (6 ml) de todos los 

voluntarios para el posterior aislamiento de los glóbulos blancos. Los glóbulos blancos se 

incubaron con anti-CD14 PE/Cy7 y anti-CD16 FITC, adquiriendo 20 000 eventos por prueba 

por triplicado en un citómetro de flujo BD Influx (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) 

utilizando el software BD SortwareTM 1.2 y FlowJo 10.0 .7 software (TreeStar, Inc, 

Ashland, OR, EE. UU.), como se describió anteriormente. En todos los participantes, la IL-

1 beta sérica (Peprotech, Ciudad de México, México) y la proteína de unión a LPS (LBP) 

(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, EE. UU.) se midieron por triplicado mediante ELISA y se 

analizaron según los niveles de LDL-C. 

Análisis estadístico 

La normalidad de la distribución de datos se estimó mediante la prueba de Shapiro-Wilk. 

Para los ensayos in vitro, se utilizó ANOVA de una cola, seguido de una prueba de Tukey 

post-hoc, para comparar los porcentajes de CM, IM y NCM, y la expresión de IL-1 beta, TNF 

alfa, CCR2, CX3CR1 y CD36 en los grupos celulares designados como control, nLDL, LPS 

y nLDL + LPS. Para los ensayos con donadores, se usó la prueba t de Student no pareada 

para comparar sujetos con LDL-C sérico ≤ 100 mg/dL e individuos con LDL-C sérico > 100 

mg/dL en términos de sexo, edad, IMC, circunferencia de la cintura, porcentaje de grasa 

corporal, glucosa en ayunas, insulina, HOMA-IR, CRP, colesterol total, triglicéridos, HDL, 

porcentajes de CM, IM y NCM, IL-1 beta sérica y niveles de LBP circulante. Las diferencias 

se consideraron significativas cuando p < 0.05. Todos los análisis estadísticos se realizaron 

mediante el software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). 
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RESULTADOS 

Para la estrategia de selección, los glóbulos blancos se seleccionaron primero en un gráfico 

de tiempo vs densidad de dispersión lateral (observando la complejidad o granularidad 

celular). Este gráfico fue necesario para observar que los eventos se hubieran leídos 

adecuadamente en el citometro de flujo. Posteriormente se seleccionó la población de células 

negativas a Zombie UV para la detección de glóbulos blancos vivos (Figura 11, panel 

superior). Posteriormente, los glóbulos blancos se seleccionaron en singletes en un diagrama 

de densidad de ancho de pulso de activación y dispersión frontal (FS). Después de eso, las 

células se seleccionaron en la población HLA-DR+ para el reconocimiento de monocitos. A 

continuación, los monocitos se seleccionaron en la población CD14+/CD16+ para la 

identificación de CM, IM y NCM. Luego, los subconjuntos de monocitos se seleccionaron 

en las poblaciones IL-1β+, TNFα+, CCR2+, CX3CR1+ y CD36+ para evaluar los efectos de 

nLDL y LPS en la actividad inmunitaria de estas células (Figura 11, panel inferior). 

  



 

30 
 

  

Figura 11. Estrategia de activación para caracterizar subconjuntos de monocitos humanos. Los 

glóbulos blancos se seleccionaron primero en un diagrama de densidad de tiempo/dispersión 

lateral (SS), y luego se seleccionaron en la población de células negativas Zombie UV para la 

detección de células vivas. Posteriormente, las células vivas se seleccionaron para singletes en un 

diagrama de densidad de dispersión frontal (FS)/anchura de pulso de activación. Se reconocieron 

los monocitos en la selección HLA-DR+. Luego, los monocitos se seleccionaron en la población 

CD14+/CD16+ para la identificación de CM (CD14++CD16−), IM (CD14++CD16+) y NCM 

(CD14+CD16+). La expresión de IL-1 beta, CCR2 y CX3CR1 se midió en todos los subconjuntos 

de monocitos. SSC, dispersión lateral; FSC, dispersión frontal; HLA-DR, isotipo de antígeno 

leucocitario humano-DR; CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, monocitos 

no clásicos; IL-1 beta, interleucina 1 beta; CCR2, receptor de quimiocinas C-C tipo 2; CX3CR1, 

receptor de quimiocinas CX3C 1. 
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La Figura 12 muestra los gráficos representativos en donde se pueden observar los 

porcentajes de CM, IM y NCM tratados con nLDL o LPS (Figura 12A–D). En comparación 

con las células control, el porcentaje de CM se redujo significativamente cuando se trató con 

100 μg/ml de nLDL (Figura 12E). Mientras que el porcentaje de IM no cambió (Figura 12F), 

el porcentaje de NCM exhibió un aumento significativo del 20% cuando se expuso a 100 

μg/mL de nLDL con respecto al encontrado en células no tratadas (Figura 12G). Las 

subpoblaciones de monocitos también respondieron diferencialmente al LPS. El LPS, solo o 

en combinación con nLDL, aumentó de forma significativa el porcentaje de CM (Figura 

12E). Por el contrario, IM y NCM no mostraron cambios significativos cuando se trataron 

con LPS o nLDL + LPS con respecto a lo encontrado en las células control (Figura 12F, G, 

respectivamente). Los porcentajes de CM, IM y NCM mostraron un comportamiento similar 

en respuesta a LPS o nLDL + LPS, lo que sugiere que este efecto fue mediado principalmente 

por LPS (Figura 12E-G, respectivamente). 

 

Figura 12.   Efectos de nLDL y LPS sobre los porcentajes de las subpoblaciones de 

monocitos humanos. Se muestran gráficos de puntos que muestran de forma 

representativa los porcentajes de CM, IM y NCM en respuesta a las condiciones control 

(A), nLDL (B), LPS (C) o una combinación de nLDL + LPS (D). El nLDL disminuyó 

significativamente el porcentaje de CM y aumentó la cantidad de NCM en comparación 

con las células control (E y G, respectivamente). El LPS, solo o en combinación con el 

nLDL, aumentó significativamente el porcentaje de CM y disminuyó la cantidad de IM y 

NCM (E, F y G, respectivamente). Los datos se expresan como media ± desviación 

estándar. Los datos se compararon mediante ANOVA de una cola seguido de la prueba 

post-hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. * = p 

< 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; **** = p < 0.0001. CM, monocitos clásicos; IM, 

monocitos intermedios; NCM, monocitos no clásicos; nLDL, lipoproteínas de baja 

densidad nativas; LPS, lipopolisacárido. 

. 
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La exposición de las células a nLDL y LPS no solo afectó el equilibrio entre las 

subpoblaciones de monocitos, sino también su capacidad para producir IL-1 beta, una 

citocina con acciones proinflamatorias muy importantes. La exposición de los monocitos a 

100 μg/mL de nLDL no tuvo efectos significativos en la producción de IL-1 beta en todas 

las subpoblaciones de monocitos (Figura 13A). El LPS aumentó significativamente la 

producción de IL-1 beta en CM, IM y NCM, y este aumento fue aún más evidente cuando 

las células se expusieron a LPS en combinación con nLDL (Figura 13A). Paralelamente, los 

porcentajes de CM, IM y NCM que expresaron IL-1 beta también tendieron a disminuir en 

respuesta a nLDL (Figura 13B). El LPS, solo o en combinación con nLDL, aumentó 

significativamente el número de células IL-1 beta+ en todas las subpoblaciones de monocitos 

con respecto a las células no tratadas (Figura 13B). Similar a IL-1 beta, la exposición de los 

monocitos a 100 μg/mL de nLDL no tuvo efectos significativos en la producción de TNF 

alfa en todas las subpoblaciones de monocitos (Figura 13C). El LPS aumentó 

significativamente la producción de TNF alfa en CM, IM y NCM. Sin embargo, cuando las 

células se expusieron a LPS en combinación con nLDL se observó una disminución de la 

producción de TNF alfa, la cual solo fue significativa en los monocitos clásicos (Figura 13C 

panel izquierdo). 
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Figura 13. Efectos del nLDL y LPS en la producción de IL-1 beta y TNF alfa en subpoblaciones de 

monocitos humanos. Aunque no se encontraron diferencias significativas, el nLDL tendió a disminuir la 

producción de IL-1 beta en CM, IM y NCM (paneles A, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). El 

LPS, solo o en combinación con nLDL, aumentó significativamente la expresión de IL-1 beta en CM, IM 

y NCM (paneles A, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). Aunque no se encontraron diferencias 

significativas, el nLDL tendió a disminuir los porcentajes de células IL-1 beta+ en todos los subconjuntos 

de monocitos (paneles B, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). El LPS, solo o en combinación con 

nLDL, aumentó significativamente la cantidad de células IL-1 beta+ en todas las subpoblaciones de 

monocitos (paneles B, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). El LPS en combinación con nLDL, 

disminuyo significativamente la expresión de TNF alfa en CM (panel C, izquierdo). Los datos se expresan 

como media ± desviación estándar. Los datos se compararon mediante ANOVA de una cola seguido de la 

prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. * = p < 0.05; ** 

= p < 0.01; *** = p < 0.001; **** = p < 0.0001. CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, 

monocitos no clásicos; nLDL, lipoproteínas de baja densidad nativas; LPS, lipopolisacárido; IL-1 beta, 

interleucina 1 beta; TNF alfa, Factor de necrosis tumoral alfa. 
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Además de la expresión de IL-1 beta, también se ha demostrado que los subconjuntos 

de monocitos expresan diferencialmente los receptores de quimiocinas. En este sentido, la 

expresión de CCR2 fue claramente mayor en CM que en IM y NCM; sin embargo, CM no 

expresó diferencialmente CCR2 en respuesta a nLDL, solo o en combinación con LPS 

(Figura 14A). En general, el porcentaje de CM e IM que expresan CCR2 no cambió en 

respuesta a nLDL o LPS (Figura 14B, paneles izquierdo y central, respectivamente). Por el 

contrario, nLDL + LPS aumentó significativamente la cantidad de NCM que expresa CCR2 

en comparación con la que se encontró cuando las células solo se expusieron a nLDL (Figura 

14B, panel derecho). La expresión de CX3CR1 fue significativamente mayor en IM y NCM 

que en CM (Figura 14C). Además, el nLDL indujo una disminución en la expresión de 

CX3CR1 que fue incluso más evidente en NCM que en CM e IM (Figura 14C, panel 

derecho). La exposición de las células a LPS, solo o en combinación con nLDL, disminuyó 

la expresión de CX3CR1 en todas las subpoblaciones de monocitos (Figura 14C). 

Curiosamente, el porcentaje de NCM que expresó CX3CR1 disminuyó significativamente en 

respuesta al nLDL (Figura 14D, panel derecho), mientras que el LPS junto con el nLDL 

tuvieron el mismo efecto sobre IM y NCM (Figura 14D, paneles medio y derecho, 

respectivamente). 
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Figura 14.  Efectos de nLDL y LPS en la expresión de CCR2 y CX3CR1 en las subpoblaciones 

de monocitos humanos. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre las 

condiciones experimentales para cada condición, la expresión de CCR2 fue claramente mayor 

en CM que en IM y NCM (A, paneles izquierdo, medio y derecho, respectivamente). El 

porcentaje de células CCR2+ era mayor en el subconjunto CM en comparación con las 

subpoblaciones IM y NCM (paneles B, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). En el 

subconjunto de NCM, el LPS actuó junto con nLDL para aumentar la cantidad de células 

CCR2+ en comparación con las células tratadas sólo con nLDL (B, panel derecho). La 

expresión de CX3CR1 era mayor en IM y NCM en comparación con CM (paneles C, izquierdo, 

medio y derecho, respectivamente). En NCM, el nLDL disminuyó significativamente la 

expresión de CX3CR1 en comparación con las células control (C, panel derecho). El LPS, solo 

o en combinación con nLDL, disminuyó la expresión de CX3CR1 en CM, IM y NCM (paneles 

C, izquierdo, medio y derecho, respectivamente). En IM, el LPS disminuyó el porcentaje de 

células CX3CR1+ en comparación con las células control (D, panel central). En NCM, el nLDL 

y el LPS disminuyó significativamente el porcentaje de células CX3CR1+ en comparación con 

las células control (D, panel derecho). Los datos se expresan como media ± desviación estándar. 

Los datos se compararon mediante ANOVA de una cola seguido de la prueba post-hoc de Tukey. 

Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** 

= p < 0.001; **** = p < 0.0001. CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, 

monocitos no clásicos; nLDL, lipoproteínas de baja densidad nativas; LPS, lipopolisacárido; 

CCR2, receptor de quimiocinas C-C tipo 2; CX3CR1, receptor de quimiocinas CX3C 1. 
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Figura 15. Efectos de nLDL y LPS en la expresión de CD36 en las subpoblaciones de 

monocitos humanos. Se observaron diferencias significativas en la expresión de CD36, la 

cual disminuyó en presencia de LPS y LPS en combinación nLDL en CM (A, panel 

izquierdo). También, en NCM (A, panel derecho) la presencia de LPS incrementó los 

niveles de CD36 en comparación con la condición control, se observó una menor expresión 

de CD36 en nLDL en comparación con el LPS. Y al colocar LPS en combinación con 

nLDL se observó un aumento significativo de la expresión de CD36 en comparación de 

nLDL. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Los datos se compararon 

mediante ANOVA de una cola seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando p < 0.05. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; 

**** = p < 0.0001. CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, monocitos 

no clásicos; nLDL, lipoproteínas de baja densidad nativas; LPS, lipopolisacárido; CD36, 

receptor scavenger tipo B. 

 

En búsqueda de otras moléculas que pudieran intervenir en la entrada de nLDL al 

interior de la célula examinamos a CD36 como un posible mediador de los efectos de LDL 

sobre los cambios en la proporción de monocitos clásicos, intermedios y no clásicos. De esta 

manera observamos que en presencia de nLDL había una tendencia a disminuir la expresión 

de CD36, pero sin cambios significativos, sobretodo en monocitos clásicos (Figura 15, panel 

izquierdo).  En monocitos no clásicos se observan diferencias estadísticamente significativas 

cuando el LPS incrementó los niveles de CD36 en comparación con la condición control. De 

la misma forma se encontró una diferencia significativa, observando una menor expresión de 

CD36 en nLDL en comparación con el LPS. Asimismo, al colocar LPS en combinación con 

nLDL se observó un aumento significativo de la expresión de CD36 en comparación de 

nLDL por si solo (Figura 15, panel derecho).  
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In vitro, nLDL y LPS no sólo cambiaron el equilibrio de los subtipos de monocitos, 

sino también el patrón de expresión de moléculas que se han asociado previamente con la 

respuesta inflamatoria en la aterogénesis. Por lo tanto, decidimos confirmar estos resultados 

realizando experimentos similares, pero ahora con un modelo en donadores con niveles 

plasmáticos elevados de LDL-C. La Tabla 1 resume las diferencias en los factores de riesgo 

relacionados con el síndrome metabólico entre sujetos con niveles séricos de LDL-C 

normales y elevados (76.53 ± 4.1 contra 128.7 ± 3.6, respectivamente). No hubo diferencias 

significativas entre sujetos con valores de LDL-C por debajo y por encima de 100 mg/dL con 

respecto a la proporción de sexo, edad, IMC, circunferencia de cintura, porcentaje de grasa 

corporal, triglicéridos, HDL-C, insulina y glucosa en ayuno, HOMA-IR , y PCR (Tabla 1). 

Por el contrario, el colesterol total y el índice de riesgo cardiovascular II de Castelli son 

significativamente mayores en sujetos con LDL-C superior a 100 mg/dl (Tabla 1). 
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LDL 
 

 ≤100 mg/dL >100 mg/dL valor de P  

Sexo (F,M) 28/37 41/44 0.2650 

Edad (años) 47.2 ± 1.056 49.49 ± 1.031 0.1913 

BMI (kg/m2) 28.22 ± 1.172 28.05 ± 0.9035 0.9155 

Circunferencia de cintura (cm) 91.58 ± 2.94 96.73 ± 2.002 0.1696 

Porcentaje de grasa corporal (%) 31.87 ± 1.696 31.91 ± 2.614 0.9909 

Colesterol (mg/dL) 166.7 ± 7.079 220.7 ± 4.723 <0.0001 

Triglicéridos (mg/dL) 242.6 ± 41.08 186.4 ± 11.14 0.0769 

LDL (mg/dL) 76.53 ± 4.156 128.7 ± 3.653 <0.0001 

HDL (mg/dL) 42.13 ± 3.44 47.06 ± 2.226 0.2332 

Insulina (µU/L) 14.43 ± 1.057 13.52 ± 0.8046 0.5208 

Glucosa (mmol/L) 5.104 ± 0.2653 5.346 ± 0.2502 0.5675 

HOMA-IR (a.u.) 3.299 ± 0.3261 3.126 ± 0.1866 0.6290 

Índice de Riesgo de Castelli II 1.966 ± 0.1827 2.892 ± 0.1294 0.0002 

 

  

Tabla 1. Parámetros antropométricos y bioquímicos de los sujetos de estudio. Los 

participantes del estudio se dividieron en dos grupos de concentración de LDL-C, de la 

siguiente manera: sujetos con concentración óptima de LDL-C ≤ 100 mg/dL e individuos 

con alta concentración de LDL-C > 100 mg/dL. El colesterol total y el índice de riesgo 

aterogénico de Castelli son significativamente mayores en donadores con LDL-C superior 

a 100 mg/dL. Abreviaturas: F, femenino; M, masculino; IMC, índice de masa corporal; 

LDL-C, lipoproteínas de baja densidad; HDL-C, lipoproteínas de alta densidad; HOMA-IR, 

modelo homeostático de evaluación de la resistencia a la insulina; PCR, proteína C reactiva; 

a.u., unidades arbitrarias. Los datos se presentan como media ± desviación estándar. Las 

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. 
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Confirmando nuestros resultados in vitro, el porcentaje de CM fue significativamente 

menor en sujetos con LDL-C > 100 mg/dL (Figura 16A). Aunque el porcentaje de IM no 

mostró diferencias (Figura 16B), el porcentaje de NCM fue significativamente superior 1.5 

veces más en individuos con LDL-C mayor a 100 mg/dL (Figura 16C). Los niveles séricos 

de IL-1 beta fueron significativamente mayores en sujetos con valores de LDL-C superiores 

a 100 mg/dL (Figura 16D). Además, los niveles de LBP fueron claramente mayores en 

sujetos con LDL-C > 100 mg/dL, lo que denota la presencia de valores séricos de LPS 

anormalmente altos en estos individuos (Figura 165E). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 
 

 

 

 

 

Figura 16.  Niveles de CM, IM, NCM, IL-1 beta y LBP en sujetos con niveles séricos 

óptimos y elevados de LDL-C. (A) El porcentaje de CM es significativamente menor en 

donadores con LDL-C sérico > 100 mg/dL (n = 85) en comparación con los controles (n = 

65). (B) No hubo cambios significativos entre sujetos con concentración óptima y alta de 

LDL-C para el porcentaje de IM. (C) El porcentaje de NCM es significativamente mayor 

en donadores con LDL-C sérico > 100 mg/dl en comparación con los controles. (D) Los 

niveles séricos de IL-1 beta son significativamente superiores en donadores con LDL-C 

sérico > 100 mg/dl en comparación con los controles. (E) Los niveles séricos de LBP son 

significativamente mayores en donadores con LDL-C sérico > 100 mg/dl en comparación 

con los controles. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Los datos se 

compararon utilizando la prueba t de Student para datos no apareados. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando p < 0.05. * = p < 0.05; ** = p < 0.01; **** = p < 0.0001. 

CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, monocitos no clásicos; IL-1 

beta, interleucina 1 beta; LBP, proteína de unión a LPS; LDL-C, lipoproteínas de baja 

densidad.  
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DISCUSIÓN 

Se considera que los macrófagos y las LDLox son los principales contribuyentes a la 

formación de células espumosas y la infiltración de células inflamatorias en las lesiones 

ateroscleróticas [18]. Sin embargo, el hecho de que los monocitos y las nLDL puedan 

interactuar en el torrente sanguíneo ha planteado la cuestión de si estos precursores también 

podrían desempeñar un papel fundamental en la aterogénesis. En este sentido, la 

administración intraperitoneal de lipoproteínas ricas en triglicéridos disminuye el número de 

monocitos no clásicos Ly6C/Gr1low en ratones. Del mismo modo, la dislipidemia con 

niveles elevados de LDL o de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) aumenta los 

subconjuntos de monocitos tanto Ly6C/Gr1high clásico como no clásico Ly6C/Gr1low en 

ratones alimentados con una dieta rica en grasas. De acuerdo con esta evidencia, nuestros 

resultados demuestran que nLDL puede alterar el equilibrio de las subpoblaciones de 

monocitos humanos al disminuir directamente a los monocitos clásicos y aumentar al subtipo 

de monocitos no clásicos in vitro y en nuestro modelo con donadores. 

El mecanismo a través del cual las nLDL inducen el desequilibrio de los subconjuntos 

de monocitos aún no está claro y probablemente involucre la expresión de CD14 y CD16. 

Como se mencionó, la expresión de CD14 y CD16 es la característica principal que define 

las subpoblaciones de monocitos en humanos. CD14 es una proteína transmembrana que 

forma el complejo del receptor LPS junto con el receptor tipo Toll 4 (TLR4) y el factor de 

diferenciación mieloide 2 (MD-2). El complejo trimérico CD14/TLR4/MD-2 desencadena la 

vía de señalización dependiente del factor nuclear kappa B (NFκB) encargada de regular la 

expresión de citocinas inflamatorias como IL-6, TNF-alfa e IL-1 beta. La expresión de CD14 

está regulada por la proteína de especificidad 1 (Sp1), un factor de transcripción que se activa 

a través del promotor del LDLr. Este cuerpo de evidencia apoya la idea de que nLDL podría 

disminuir la proporción de monocitos clásicos y aumentar el porcentaje de monocitos no 

clásicos al regular la expresión de CD14, probablemente a través de LDLr-Sp1. CD16 es un 

receptor Fc-gamma que reconoce microorganismos recubiertos de IgG y complejos 

inmunitarios. La evidencia reciente ha demostrado que la expresión de CD16 está bajo el 

control postranscripcional del microARN (miR)-218 en las células asesinas naturales (NK) 

humanas. In vitro, las oxLDL son capaces de disminuir la expresión de miR-218 en células 
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endoteliales microvasculares cardíacas de ratas. In vivo, la expresión de miR-218 se 

correlaciona inversamente con los niveles de oxLDL en pacientes con enfermedad arterial 

coronaria (EAC). En este sentido, el aumento de monocitos no clásicos CD14+CD16+ y la 

disminución de monocitos clásicos CD14+CD16− que encontramos pueden estar 

probablemente relacionados con la supresión de miR-218 que a su vez favorece la expresión 

de CD16, promoviendo la conversión de monocitos clásicos en monocitos no clásicos en 

respuesta a nLDL. Por lo tanto, la nLDL circulante puede inducir un desequilibrio de las 

subpoblaciones de monocitos humanos mediante mecanismos capaces de regular la 

expresión de CD14 y CD16, como los orquestados por LDLr, Sp1 y miR-218; sin embargo, 

esta hipótesis queda por dilucidar en estudios posteriores. 

Diversas líneas de investigación han demostrado que los subconjuntos de monocitos 

humanos muestran acciones inflamatorias importantes expresando preferentemente IL-1 beta 

en respuesta a LPS. El LPS es un componente de la membrana externa de las bacterias Gram-

negativas que puede translocarse a través de la pared intestinal hacia la circulación portal 

hepática, donde se une a LBP. El complejo LPS/LBP se considera un desencadenante 

inflamatorio clave para monocitos y macrófagos y se ha encontrado que está aumentado en 

sujetos obesos con cardiopatía aterosclerótica, entre los cuales también está aumentado el 

nLDL. Tras el reconocimiento, el LPS induce la síntesis de pro-IL-1 beta dependiente de 

NFκB, que a su vez es escindida proteolíticamente por el inflamasoma de la proteína 3 que 

contiene el dominio de pirina, NOD y LRR (NLRP3) para formar IL-1 beta en forma madura. 

La IL-1 beta tiene múltiples funciones en la aterogénesis. En las células endoteliales 

microvasculares humanas, la IL-1 beta estimula la expresión de la molécula de adhesión 

intracelular 1 (ICAM-1) y la molécula de adhesión de células vasculares 1 (VCAM-1), que 

tienen la capacidad de reclutar leucocitos en la capa interna de las arterias. En las células del 

músculo liso de la aorta humana, la IL-1 beta induce la expresión de la proteína 

quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), que a su vez contribuye a la migración de células 

mononucleares hacia el endotelio vascular. La IL-1 beta también promueve directamente la 

formación de lesiones ateroscleróticas al estimular la producción de factor de crecimiento 

derivado de plaquetas, una molécula con la capacidad de inducir la proliferación de células 

de músculo liso vascular en el ateroma. Curiosamente, la exposición de las células 

endoteliales y las células del músculo liso vascular a LPS aumenta la liberación de IL-1 beta 
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en las placas ateroscleróticas de pacientes con niveles elevados de LDL. Nuestros datos 

amplían este cuerpo de evidencia al demostrar por primera vez que el LPS actúa en sinergia 

con el nLDL para aumentar la síntesis de IL-1 beta en monocitos humanos cultivados in vitro, 

especialmente en los subconjuntos de monocitos clásicos e intermedios. 

En el modelo con donadores, nuestros resultados confirman que los sujetos con 

niveles elevados de LDL-C en suero también muestran un índice aterogénico elevado, así 

como niveles más altos de IL-1 beta y LBP que los que se encuentran en individuos con 

concentraciones óptimas de LDL-C. Sin embargo, vale la pena mencionar que aún 

necesitamos evaluar el efecto potencial del número y tamaño de partículas de LDL en la 

dinámica de las subpoblaciones de monocitos humanos y su capacidad para producir IL-1 

beta, lo que puede ampliar el conocimiento sobre las múltiples acciones del nLDL en la 

respuesta inflamatoria asociada con la aterosclerosis. 

Sorprendentemente encontramos que TNF alfa al contrario de lo que se espera, 

disminuyo en presencia de nLDL, pero solo en presencia LPS y nLDL y en monocitos 

clásicos fue cuando hallamos una diferencia estadísticamente significativa. Por otro lado, 

Mukherjee y colaboradores encontraron que disminuía la expresión de TNF alfa en 

monocitos no clásicos a las 6 horas de cultivo (Mukherjee et al., 2015); lo que nos habla de 

una dinámica muy diferente en comparación con IL-1 beta, camino que se debe continuar 

investigando.  

Cuando examinamos a CD36 como un modificador en la entrada de nLDL al interior 

de la célula, nos enfrentamos a un resultado parcial; en el cual no se modifica la expresión 

de CD36 en presencia de nLDL, LPS y nLDL + LPS. Por lo que en un futuro es necesario 

evaluar la expresión de CD36 cuando se bloqueé el ingreso de nLDL a través de anticuerpos; 

1) anti-LDLr, 2) anti-CD36, 3) anti- LDLr + anti-CD36. De manera paralela se deberá 

calcular la cantidad de nLDL que entro a la célula, así como la modificación de los 

porcentajes en las subpoblaciones de monocitos y la expresión de citosinas y quimiocinas 

por parte de estas. 

El nLDL y el LPS no sólo mostraron efectos sinérgicos en la distribución de los 

subconjuntos de monocitos humanos y su capacidad para producir IL-1 beta, sino que 
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también afectaron el patrón de expresión de receptores de quimiocinas como CCR2 y 

CX3CR1. CCR2 es un receptor de quimiocinas C-C expresado principalmente en células 

mononucleares que media la migración de monocitos a tejidos inflamados en respuesta a 

MCP-1. CX3CR1 es el receptor celular de fractalcina, una quimioquina con la capacidad de 

inducir la retención de monocitos en circulación, preferiblemente aquellos que expresan 

CD16 como los monocitos intermedios y no clásicos. En nuestro estudio, el número de 

monocitos no clásicos CCR2+ aumentó en respuesta a nLDL y LPS, lo que puede actuar a 

favor de promover el reclutamiento de estas células al endotelio vascular. De acuerdo con 

estos hallazgos, un trabajo seminal realizado por Han et al. informó que la expresión de CCR2 

aumenta en monocitos primarios de donadores con valores séricos de LDL-C elevados con 

respecto a los controles con niveles normales de colesterol. Además, la exposición de 

monocitos THP-1 a nLDL induce un aumento significativo tanto en la expresión de CCR2 

como en la respuesta quimiotáctica in vitro a MCP-1, lo que sugiere que el nLDL podría 

incrementar el reclutamiento de monocitos a la lesión aterosclerótica. 

En línea con la idea de un mayor reclutamiento celular, nuestros datos muestran que 

el nLDL y el LPS también redujeron la cantidad de monocitos no clásicos que expresaban 

CX3CR1. En este sentido, Nielsen y colaboradores encontraron una alteración en la 

expresión de TNF-alfa y CX3CR1 en monocitos primarios de pacientes con 

hipercolesterolemia familiar en comparación con sujetos con niveles normales de LDL-C. 

Curiosamente, la expresión de TNF-alfa y CX3CR1 se correlacionó positivamente con un 

mayor grosor de la íntima-media y la PCR de alta sensibilidad, ambos marcadores de 

aterosclerosis y riesgo cardiovascular. Paralelamente, Geng et al. demostraron que la 

administración de LPS a ratones ApoE-/- aumenta el reclutamiento de monocitos y la 

acumulación de macrófagos en las placas ateroscleróticas aórticas, lo que coincide con un 

aumento del depósito de lípidos en el ateroma. En conjunto, estos hallazgos respaldan la idea 

de que el nLDL y el LPS pueden contribuir directamente a la aterogénesis al alterar el patrón 

de expresión de las citocinas inflamatorias y los receptores de quimiocinas en los monocitos, 

lo que puede promover el reclutamiento de estas células hacia el ateroma. Sin embargo, esta 

idea aún debe probarse en enfoques experimentales in vivo centrados en caracterizar cómo el 

nLDL y el LPS afectan el patrón de reclutamiento de monocitos productores de IL-1 beta, 

CCR2 y CX3CR1 en lesiones ateroscleróticas. 



 

47 
 

Como hemos señalado aquí, el nLDL parece tener funciones proinflamatorias 

adicionales en la aterogénesis que difieren de las descritas clásicamente para el oxLDL. 

Además, los efectos del nLDL sobre la capacidad inflamatoria de las subpoblaciones de 

monocitos humanos se ven potenciados por el LPS, lo que confirma evidencia previa que 

sugiere que la nLDL y el LBP forman un círculo vicioso que contribuye a la aterosclerosis. 
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CONCLUSIÓN 

En conclusión, utilizando ensayos complementarios in vitro y en donadores, este trabajo 

demuestra por primera vez que el nLDL tiene un efecto directo sobre el equilibrio de los 

subconjuntos de monocitos humanos. Este efecto está dado por un aumento de la población 

de monocitos clásicos y la disminución de monocitos no clásicos, así como su capacidad para 

producir citocinas inflamatorias, evidenciado por el aumento intracelular de IL-1 beta, así 

como niveles séricos de IL-1 beta mayores en sujetos con valores de LDL-C superiores a 100 

mg/dL. Asimismo, el efecto del nLDL podría estar mediado por un aumento en la expresión 

y el porcentaje de CX3CR1+ en NCM. Por otro lado, la expresión de CD36 no se ve afectada 

por nLDL. Estos efectos fueron potenciados por el LPS. Finalmente, se encontró que los 

niveles de LBP fueron claramente mayores en sujetos con LDL-C > 100 mg/dL, lo cual 

confirma los hallazgos in vitro sobre el efecto del nLDL sobre las subpoblaciones de 

monocitos humanos. 

 

 

  

Figura 17.   Conclusión Grafica. CM, monocitos clásicos; IM, monocitos intermedios; NCM, 

monocitos no clásicos; nLDL, lipoproteínas de baja densidad nativas; LPS, lipopolisacárido; CX3CR1, 

receptor de quimiocinas CX3C 1; IL-1 beta, interleucina 1 beta; LBP, proteína de unión a LPS. 
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PERSPECTIVAS 

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, las perspectivas de 

trabajos futuros se dividen en observar no sólo el incremento de citocinas y de receptores de 

quimiocinas a tiempos cortos en cultivo, sino que también a tiempo largos (24 hrs en 

adelante) confirmando la presencia de estos por citometría de flujo y evaluando por medio 

de LipiodTox la incorporación de LDL después del cultivo. Además, aun es necesario evaluar 

la expresión de CD36 cuando se bloquee el ingreso de LDL. Además, estos resultados abren 

un panorama para el estudio de nuevos enfoques terapéuticos que disminuyan tanto los 

niveles de nLDL como de LPS/LBP, y así contribuyan a un menor desarrollo de 

aterosclerosis subclínica y clínica. 
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ANEXO I: ARTÍCULOS GENERADOS DURANTE LOS ESTUDIOS DE POSGRADO
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