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RESUMEN 

L.N. Kenia Yaretzy Osuna Espinoza                         

Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Medicina 

Título del trabajo: “Efecto de la concentración de glucosa extracelular sobre 

la expresión de genes de regulación metabólica y la diferenciación de macrófagos con 

LPS in vitro”. 

Número de páginas: 44 

Área de Estudio: Inmunología Médica. 

Introducción. La hiperglucemia induce alteraciones metabólicas en macrófagos 

relacionadas con un fenotipo proinflamatorio. Identificar estas alteraciones a nivel de 

vías metabólicas es complejo, por lo que estudiar la expresión de genes de regulación 

inflamatoria y metabólica permitirá simplificar el estudio de la relación entre 

metabolismo e inflamación con implicaciones sobre la fisiopatología de enfermedades 

como Diabetes. Objetivo. Evaluar el efecto de la concentración de glucosa extracelular 

sobre la expresión de genes de regulación metabólica y fenotipo de activación en 

macrófagos estimulados con LPS in vitro. Métodos. Macrófagos derivados de 

Monocitos (MDM), obtenidos de sujetos sanos y activados con lipopolisacárido (LPS, 

100 ng/mL) se cultivaron en medio RPMI con glucosa 10 mmol y 25 mmol. Tras 72 

horas de cultivo se realizó la extracción de ácidos nucléicos para cuantificar la 

expresión de los genes SIRT1, AMPK, HIF1𝛼 y GLUT1 por PCR cuantitativa. Además, 

se evaluaron marcadores de activación (CD80 y CD86) y fagocitosis (con perlas de 

polimetilmetacrilato) por citometría de flujo. Resultados. Tras 72 horas de cultivo, no 

encontramos diferencias en expresión de genes (SIRT1, AMPK, HIF1a y GLUT1, 

p>0.05), presencia de marcadores de activación (CD80/CD86) y fagocitosis entre las 

condiciones de glucosa estudiadas (10 mmol y 25 mmol). Conclusión. Los niveles de 

glucosa extracelular no modifican la expresión de genes metabólicos, fagocitosis y 

marcadores de activación en MDM activados con LPS in vitro. 

Palabras clave:  Hiperglucemia, macrófagos, metabolismo, SIRT1, HIF1𝛼, GLUT1, 

AMPK.
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CAPÍTULO 1 
INTRODUCCIÓN 

La diabetes mellitus es una de las enfermedades metabólicas más prevalente a nivel 

mundial, la principal característica de esta enfermedad es el estado de hiperglucemia 

el cual se asocia al desarrollo de diversas complicaciones. Actualmente se ha 

destacado la participación de la hiperglucemia en el establecimiento de un estado de 

inflamación crónica de bajo grado en estos pacientes.  

En este sentido, los macrófagos juegan un papel importante al ser células del sistema 

inmune innato que participan directamente en el proceso inflamatorio. Diferentes 

hallazgos han demostrado que el metabolismo celular tiene un efecto directo sobre el 

fenotipo de estas células, identificándose un perfil bioenergético distinto para cada uno 

de estos. Por una parte, se ha establecido que los macrófagos del fenotipo M1 o 

inflamatorio llevan a cabo la obtención de energía principalmente por un metabolismo 

de glucólisis anaerobia, mientras que los macrófagos del fenotipo M2 ejercen un 

metabolismo oxidativo en mayor medida. 

La relación entre el metabolismo celular y las funciones efectoras de los macrófagos 

es clara, cambios en el metabolismo genera cambios en el fenotipo de los macrófagos. 

Sin embargo, aún falta mucho por conocer acerca de las modificaciones que se 

establecen a nivel de vías de señalización intracelular. Algunos hallazgos han 

destacado la participación de diferentes proteínas como reguladoras del metabolismo 

y la inflamación, formando un vínculo entre los recursos energéticos de los macrófagos 

y su polarización. 

De esta manera podemos observar al estado de hiperglucemia como un escenario de 

exceso de nutrientes, el cual puede tener efectos sobre el fenotipo de los macrófagos, 

por lo que, resulta imprescindible evaluar los posibles cambios a nivel intracelular. 
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CAPÍTULO 2 
MARCO TEÓRICO 

2.1 Diabetes Mellitus 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabólica caracterizada por la presencia de 

hiperglucemia, definida por niveles de glucosa en plasma superiores a 126 mg/dL. 

Según su etiología, la diabetes puede clasificarse en: gestacional, tipo 1 y tipo 2, esta 

última con la mayor prevalencia a nivel mundial. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es 

una enfermedad crónica que aparece cuando el organismo no produce la insulina 

suficiente para regular las concentraciones de glucosa en plasma. Por tanto, la 

hiperglucemia es consecuencia y cuando no es controlada de manera adecuada daña 

gravemente muchos órganos y sistemas, especialmente los nervios y vasos 

sanguíneos (1). 

Los principales factores de riesgo asociados al desarrollo de DM2 son factores 

modificables relacionados con el estilo de vida, como el sedentarismo, una 

alimentación inadecuada con exceso en el consumo de lípidos y carbohidratos, exceso 

de peso corporal (sobrepeso u obesidad), entre otros (2).  

La organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 3.4 millones de muertes al año 

en todo el mundo son atribuidas a la DM2 y según datos de la Federación Internacional 

de Diabetes (IDF) para el año 2040 habrá 642 millones de personas con diabetes en 

el mundo (3,4). En México el panorama no es diferente, en el año 2018 se registraron 

8.6 millones de personas que padecen diabetes y se prevé que este número aumente 

considerablemente (5,6).  

El tratamiento médico y nutricional de la DM2 tiene como principal objetivo disminuir 

los niveles de glucosa en plasma y así evitar las complicaciones crónicas. La 

alimentación juega un papel importante en el tratamiento de DM2 y se basa en el 

establecimiento de un estilo de vida saludable, disminución del consumo de alimentos 

con elevado índice glucémico, incorporación de granos enteros y ácidos grasos 
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monoinsaturados en la dieta y aumento de la actividad física. Estas acciones tienen el 

objetivo de disminuir el porcentaje de grasa corporal, mejorar la resistencia a la insulina 

y normalizar los niveles de glucosa en plasma (7).  

El estado crónico de hiperglucemia que presentan los pacientes con DM2 representa 

grandes riesgos en el desarrollo de complicaciones. Actualmente se conoce que la 

hiperglucemia tiene efectos directos a nivel macro y microvasculares, contribuyendo al 

desarrollo de enfermedad cardiovascular, nefropatía, neuropatía y retinopatía, por 

mencionar algunas (3). 

En general, se identifica que muchas de las enfermedades metabólicas como la 

diabetes, obesidad, gota e hipertensión arterial, cursan con un estado de inflamación 

crónica asociada al desarrollo de complicaciones. Por esta razón, se acuñó el término 

"metainflamación" para describir el estado de inflamación crónica de bajo grado ligada 

a enfermedades metabólicas y donde los macrófagos tienen una participación 

importante por ser células directamente relacionadas con la liberación de mediadores 

inflamatorios (8,9,10,11). 

2.2 Macrófagos como mediadores inflamatorios 

Los macrófagos son células que forman parte del sistema inmune innato, provienen 

de monocitos que persisten en la circulación sanguínea durante 4–7 días y luego 

migran a los tejidos en donde se diferencian en macrófagos residentes de tejido para 

desempeñar un papel importante como primera línea de defensa del organismo frente 

a patógenos (8,12).  

Éstas células son muy versátiles ya que pueden adquirir funciones especializadas en 

determinadas localizaciones y en respuesta a diversas señales. Dentro de las 

principales funciones de los macrófagos destacan su participación como células 

fagocíticas, células presentadoras de antígenos y su actividad en la reparación de 

tejidos (13).  
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Entre las características más importantes de los macrófagos está su participación 

como mediadores de inflamación, lo cual es posible por su ubicuidad, el tiempo de vida 

útil (que va de días a semanas), la expresión de PRRs, la capacidad para realizar 

quimiotaxis y la memoria inespecífica que presentan a través de reprogramación 

epigenética. Todas estas características convierten a los macrófagos en guardianes 

de la defensa inespecífica del huésped, pero son estas mismas características las que 

contribuyen al desarrollo de un estado de inflamación crónica tras la activación 

constante por diversos estímulos (14). 

La plasticidad de los macrófagos se refleja en los diferentes fenotipos que presentan 

en respuesta al microambiente tisular y a los estímulos que reciben. De forma general, 

pueden identificarse dos estados efectores distintos o estados de polarización 

ampliamente reconocidos, el fenotipo M1 y M2 (15,16).  

El fenotipo M1 o clásico, también conocido como pro-inflamatorio, es inducido por 

estímulos como el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-

CSF), interferón-gamma (IFN-γ), factor de necrosis tumoral-alfa (TNFα) y ligandos de 

receptores tipo Toll (TLR) como el lipopolisacárido (LPS). En respuesta a su estímulo, 

estas células secretan citocinas proinflamatorias, producen especies reactivas de 

oxígeno y de nitrógeno, así como mediadores con actividad microbicida para eliminar 

eficientemente a los microorganismos. Su identificación se realiza por la expresión de 

marcadores de superficie como CD80, CD86, CIITA, ciclooxigenasa 2 (COX-2) y 

receptor del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) (17). 

Por otra parte, los macrófagos del fenotipo M2, o de activación alternativa, son 

inducidos por citocinas del perfil Th2 (IL-4 e IL-13). Dependiendo de los estímulos, 

estas células se pueden subclasificar en M2a (IL-4 o IL-12), M2b (IL-10) y M2c 

(complejos inmunológicos y LPS) (15). Las funciones asociadas al fenotipo M2 

incluyen la inmunoregulación, la reparación de tejido, el combate de infecciones por 

helmintos y, en terrenos patológicos, mediar el desarrollo de enfermedades como el 

asma. A nivel molecular, éstos se caracterizan por expresar marcadores de superficie 

como el receptor de manosa CD206 y el receptor para la interleucina 1 (IL1R) (18). 



 5 

Dentro de los receptores de patrones moleculares (PRRs) expresados en macrófagos 

se incluyen TLR2, TLR4, Mincle, NOD1/2 y NLRP3. Estos receptores están implicados 

en el reconocimiento de factores metabólicos y señales endógenas de daño lo que se 

traduce en una respuesta inflamatoria en respuesta al estrés metabólico o celular. El 

estrés metabólico y celular es una característica común a muchas enfermedades 

metabólicas, entre ellas la diabetes (12).  

2.3 Efecto de la hiperglucemia en la activación de macrófagos  

Estudios previos han reportado en células del sistema inmune innato expuestas a 

condiciones de glucosa alta, mayor expresión de transportadores de glucosa (GLUT1), 

mayor expresión de moléculas de adhesión y un aumento de los receptores de 

patrones moleculares (PRRs) que responden a señales de daño (DAMPs) y 

promueven la producción de citocinas proinflamatorias (19,20,21). 

En el caso particular de los macrófagos, diversos estudios in vitro han reportado que 

cuando estas células se exponen a concentraciones altas de glucosa presentan mayor 

expresión de receptores tipo TLR, GLUT1 y receptores de productos finales de 

glucosilación avanzada (RAGE); esto promueve la activación celular y un aumento de 

la producción de citocinas proinflamatorias (22). En las mismas condiciones de glucosa 

alta, otros estudios han encontrado aumento en la expresión de genes 

proinflamatorios, la activación del inflamasoma y un aumento en las moléculas de 

adhesión (2,12,23,24,25). Estos cambios implican una relación directa entre los niveles 

de glucosa en el medio extracelular y la activación de los macrófagos (26). 

Torres-Castro y colaboradores identificaron que las altas concentraciones de glucosa 

tienen efectos directos sobre la polarización de los macrófagos humanos hacia un 

fenotipo similar a M1, caracterizado por la regulación positiva de CD11c e iNOS y la 

regulación negativa de Arg-1 e IL-10 (2). De la misma manera, Lachmandas y 

colaboradores demostraron que la producción in vitro de citocinas proinflamatorias en 

macrófagos (IL-6, TNFα) es mayor en condiciones de glucosa alta (40 mmol/L) 
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comparado con glucosa normal (5 mmol/L), bajo condiciones de osmolaridad 

controlada (23).  

Estos hallazgos sugieren que el estado de hiperglucemia "prepara" los monocitos, 

induciendo cambios en el programa transcripcional, mientras que un claro fenotipo 

proinflamatorio evoluciona posterior a la reestimulación. Por lo tanto, la evidencia 

sugiere que la hiperglucemia crónica, el sello distintivo de la diabetes, se asocia con 

una activación (de bajo grado) de los macrófagos (12).  

Es importante considerar que la respuesta primaria de los macrófagos ante diversos 

estímulos se produce a nivel transcripcional, por lo que en la actualidad los esfuerzos 

cinetíficos para identificar los mecanismos relacionados entre las enfermedades 

metabólicas y la inflamación se han centrado a nivel epigenético. 

2.4 Inmunometabolismo de macrófagos e inflamación 

Todas las células dependen de una secuencia organizada de reacciones anabólicas y 

catabólicas para producir un suministro constante de energía que es utilizada para la 

realización de las diferentes funciones celulares, a este proceso se le conoce como 

metabolismo (27). 

Las células del sistema inmunológico, como los macrófagos, no son la excepción. Los 

primeros estudios realizados en el campo del metabolismo de las células del sistema 

inmunológico aparecieron en la década de 1950, cuando se descubrió que la 

activación de los neutrófilos depende de la glucólisis, un proceso definido como "efecto 

Warburg". Este mecanismo fue descrito por Otto Warburg durante su investigación 

sobre el metabolismo de las células tumorales, caracterizado por mayor absorción de 

glucosa y aumento de glucólisis anaerobia con disminución de la fosforilación 

oxidativa, incluso en concentraciones altas oxígeno (28).  

Más tarde, en 1970 comenzaron las primeras investigaciones sobre los cambios 

metabólicos de los macrófagos  (29). Estos descubrimientos llevaron al desarrollo del 

inmunometabolismo, una nueva área de la inmunología, donde se estudia cómo el 
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metabolismo es imprescindible para el control de la activación de células del sistema 

inmunológico (30).  

El estudio del metabolismo es complejo, pues son muchas las enzimas, los 

intermediarios y las reacciones metabólicas que se coordinan para satisfacer las 

necesidades energéticas de la célula.  

Desde esta perspectiva, la glucosa es el sustrato central en el proceso de obtención 

de energía. En la glucólisis, la glucosa se utiliza para generar ATP, este proceso 

llevado a cabo en el citoplasma requiere 10 pasos enzimáticos altamente regulados 

que dan como resultado 2 moléculas de piruvato, 2 moléculas de ATP y 2 equivalentes 

reductores NADH por cada molécula de glucosa (31). A partir del piruvato, en el interior 

de la mitocondria se generan otras 36 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa 

por el paso secuencial del ciclo de Krebs seguido de la fosforilación oxidativa (13).  

De estas reacciones intracelulares dependen no solamente la generación de energía, 

sino también el estado de activación de las células inmunes en la inflamación crónica, 

pues la síntesis de nuevos mediadores inflamatorios depende de la activación de la 

transcripción y esta depende a su vez de la síntesis de intermediarios metabólicos que 

permitan la regulación epigenética de la transcripción (12).  

De esta manera, ahora sabemos que los macrófagos M1 o inflamatorios utilizan la 

glucólisis anaerobia para obtener energía de forma rápida y así poder realizar sus 

funciones efectoras como la generación de especies reactivas de oxígeno, aún a pesar 

de ser la glucólisis anaeróbica una vía metabólica ineficiente para la generación de 

ATP (32,33,34,35). Mientras que los macrófagos del fenotipo M2 utilizan 

preferentemente la fosforilación oxidativa como vía de obtención de energía, ya que 

permite el aporte constante de ATP durante el proceso de reparación de tejidos, una 

de las funciones características de este fenotipo de macrófagos (figura 1) (15,36,37). 
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Figura 1. Perfil bioenergético de macrófagos M1 y M2. 

Interesantemente, Van den Bossche y colaboradores demostraron que el fenotipo M2 

podía redirigirse hacia el fenotipo M1 por la presencia de un estímulo de diferenciación 

M1 como LPS + IFNg; por el contrario, no se observó el cambio M1 a M2 con el uso de 

IL-4 como estímulo polarizante M2, debido a que el ciclo TCA se encuentra 

interrumpido en dos puntos clave lo que impide el cambio funcional requerido (18,38). 

La primera interrupción se ubica en la regulación negativa de la enzima isocitrato 

deshidrogenasa (IDH), lo que produce la acumulación del precursor isocitrato y citrato, 

el cual interviene en la producción de tres mediadores inflamatorios (prostaglandinas, 

óxido nítrico y especies reactivas de oxígeno); estos son mecanismos importantes para 

la capacidad microbicida de los macrófagos M1. La segunda interrupción del ciclo se 

presenta por la inhibición competitiva de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), 

que permite la conversión de succinato a fumarato, provocando la acumulación de 

succinato y la consecuente estabilización de HIF1a (figura 2) (39).  
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La interrupción del ciclo TCA que culmina con la estabilización de HIF1a es esencial 

para el mantenimiento de la glucólisis anaerobia mediante la activación de varios 

genes glucolíticos que codifican para el transportador de glucosa GLUT1, así como 

enzimas que participan directamente en la glucólisis como la enzima hexocinasa 2 

(HK2) y la enzima fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3) (29,40). A su vez, HIF1a induce 

la expresión de las enzimas lactato deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa, las 

cuales permiten la conversión de piruvato a lactato, impidiendo la utilización del 

piruvato como sustrato para el ciclo de Krebs (15,36,41).    

Adicional a este proceso, la producción de especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno, por parte de los macrófagos M1, se ha identificado como punto clave en la 

inhibición de la función mitocondrial, pudiendo ser éste un factor importante en el 

mantenimiento del fenotipo inflamatorio en estas células (18,41). 

 

Figura 2. Señales metabólicas generadas en macrófagos M1 
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2.5 Regulación del metabolismo energético 

Aunque el metabolismo y la polarización de los macrófagos están regulados por 

muchos factores, los mecanismos son interdependientes. Se encuentra establecido 

que procesos metabólicos como la glucólisis, el ciclo de Krebs y el metabolismo de 

ácidos grasos tienen efectos específicos en las células inmunes como los macrófagos 

y pueden alterar dramáticamente la función de estas células. Debido a esto, la 

regulación del metabolismo celular es un factor importante en la respuesta inmune 

(34).  

Recientemente se ha tratado de abordar la relación que existe entre la señalización 

intracelular, las vías metabólicas y el efecto de los intermediarios metabólicos sobre la 

transcripción de genes que llevará a cambios celulares en el macrófago. De esta 

manera, se han identificado varios reguladores del metabolismo como puntos clave de 

control en la activación y el desarrollo fenotípico de los macrófagos (15). 

Proteína cinasa activada por AMP (AMPK) 

Uno de los sensores energéticos clave que regula la homeostasis metabólica e 

inflamatoria es AMPK, un complejo heterotrimérico formado por una subunidad a, una 

b y la subunidad g reguladora. La fosforilación de AMPK en un residuo de treonina 

provoca su activación, lo que promueve procesos catabólicos como la glucólisis, al 

tiempo que inhibe aquéllos que consumen energía, como la síntesis de proteínas y la 

proliferación celular; esto aumenta los niveles de ATP de la célula (42). 

AMPK es capaz de responder a una amplia variedad de estímulos, incluidos el estrés 

celular, la presencia de hormonas y de citocinas. Los estímulos inflamatorios, como 

LPS o los estados de exceso de nutrientes como ácidos grasos libres y glucosa, 

provocan disminución de la activación de AMPK; por lo tanto, es probable que AMPK 

participe en el cambio de fenotipo en las células del sistema inmune, a través de 

mecanismos como la reprogramación metabólica y la inhibición directa de proteínas 

inflamatorias clave (10). 
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Diversos estudios in vivo han confirmado el papel de AMPK como regulador metabólico 

e inflamatorio. En ratones deficientes de AMPK se ha descrito una disminución en la 

tasa de consumo de oxígeno, es decir, disminuye la utilización de la fosforilación 

oxidativa como fuente de energía (43). Datos similares se reportaron in vitro por Yang 

y colaboradores, quienes observaron que al activar AMPK (utilizando AICAR) 

disminuye la expresión de TNF-a en macrófagos RAW264.7 estimulados con LPS (44). 

Sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD+ (SIRT1) 

Otro regulador metabólico importante es SIRT1 (o sirtuina-1 desacetilasa dependiente 

de NAD+). Esta proteína pertenece a la familia de las sirtuinas, compuesta por siete 

miembros en el humano, SIRT1 a SIRT7. Originalmente las sirtuinas fueron 

reconocidas como "proteínas de la longevidad" por su asociación con los procesos de 

senescencia. Actualmente se consideran proteínas importantes en la fisiología celular, 

ya que, entre otros procesos, participan en la biogénesis mitocondrial (45). 

A nivel molecular, las sirtuinas son enzimas desacetilasas, es decir, eliminan el grupo 

acetilo de las proteínas, con lo que modifican la capacidad de interacción de la proteína 

con otras biomoléculas. En algunos casos, las sirtuinas también eliminan otros grupos 

químicos como el carbonilo, el propileno y el succinilo, todas estas modificaciones 

postranscripcionales (46).  

SIRT1 es la sirtuina más estudiada en los mamíferos, se expresa en tejidos como el 

hígado, tejido adiposo y músculo. Esta proteína se activa en condiciones de privación 

de energía y requiere de nicotinamida-adenosina-dinucleótido (NAD) como cofactor; al 

activarse, reprime la expresión de PPARa, regula el metabolismo de los lípidos y activa 

PGC-1b; lo que lleva a mayor oxidación de los ácidos grasos y promueve el 

metabolismo oxidativo. Asociados a estos cambios metabólicos las sirtuinas regulan 

indirectamente procesos celulares como la inflamación, la apoptosis, la senescencia 

celular, el estrés oxidativo y la biogénesis mitocondrial (46,47). 
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SIRT1 regula la inflamación por medio de la desacetilación de la subunidad p65 de 

NF-kB, limitando así la expresión de genes de citocinas inflamatorias (48,49). 

Algunos estudios han subrayado la relación inversa que existe entre SIRT1 y los 

niveles de citocinas proinflamatorias. Por ejemplo, Li y colaboradores observaron una 

correlación negativa entre la expresión de SIRT1 y la secreción de IL-6 y TNF-a, en 

células mononucleares circulantes de pacientes con enfermedad coronaria y diabetes 

tipo 2 (50). Así mismo, Lei y colaboradores observaron la disminución en la expresión 

de iNOS, enzima característica del perfil inflamatorio de macrófagos, en células 

expuestas a cristales de ácido úrico, tratadas previamente con resveratrol, un activador 

de SIRT1 (51). En conjunto, estos trabajos refuerzan el papel de SIRT1 como 

regulador metabólico e inflamatorio (52,53).  

SIRT1 puede ser regulada por otros factores como AMPK y además desacetilar 

factores distintos a NF-kB como el factor de transcripción inducible por hipoxia (HIF1a), 

el cual es clave en las respuestas proinflamatorias (54). 

Factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF1a) 

HIF1a es otro factor importante que interviene en el metabolismo y la regulación de la 

respuesta inmunológica. Desempeña un papel clave en la regulación de las vías 

glucolíticas tomando como factor la disponibilidad de oxígeno. En células mieloides, el 

cambio metabólico de la fosforilación oxidativa a la glucólisis anaerobia, durante la 

activación, requiere de la participación de HIF1a (54). 

La activación de HIF1a promueve la expresión de genes implicados en la glucólisis 

como aquéllos que codifican para las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato 

deshidrogenasa cinasa, el transportador de glucosa 1 (GLUT1) y la enzima 6-

fosfofructo 2-kinasa/fructosa 2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3). Además, HIF1a es un factor 

transcripcional fundamental en la regulación de la expresión de genes proinflamatorios 

como IL-1β (54). 
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La regulación de HIF1a puede ser mediada por metabolitos como el succinato y el 

piruvato. El succinato, un producto del metabolismo de la glutamina, se acumula 

durante la activación de los macrófagos y afecta a la actividad de HIF1a (54). Diversos 

estudios han demostrado la participación de HIF1a en la regulación de la polarización 

de los macrófagos, mediante el metabolismo de la glucosa. Wang y colaboradores 

reportaron que la sobreexpresión de HIF1a en ratones induce la polarización de 

macrófagos hacia un fenotipo M1, al mismo tiempo que disminuye la expresión de 

genes relacionados con el metabolismo oxidativo (55).  

De esta manera, se establece una estrecha relación entre reguladores del 

metabolismo y la inflamación, sin embargo, aún quedan muchas interrogantes sin 

respuesta en el área del inmunometabolismo. Hasta el día de hoy se han realizado 

esfuerzos importantes para comprender el proceso proinflamatorio que subyace a 

muchas de las enfermedades metabólicas, especialmente en la etapa temprana que 

involucra cambios en la expresión génica, aunque las cascadas de señalización 

intracelular, que median los efectos de la glucosa alta en la producción de factores 

proinflamatorios y el cambio de fenotipo en macrófagos, no se han caracterizado 

claramente. 
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CAPÍTULO 3 
DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

 

Los datos revisados en la sección anterior sugieren que las condiciones de glucosa 

alta pueden inducir cambios epigenéticos que alteran la expresión de genes de 

regulación metabólica e inflamatoria, un mecanismo de interés en la fisiopatología de 

las complicaciones crónicas de la diabetes. Un primer abordaje es el estudio de los 

cambios transcripcionales asociados a la diferenciación de macrófagos en condiciones 

de glucosa alta. 

Debido a esto, nos planteamos la siguiente pregunta de investigación: 

¿Cuál es el efecto de la concentración elevada de glucosa sobre la expresión de 

genes de regulación metabólica y la diferenciación de macrófagos con LPS? 
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CAPÍTULO 4 
JUSTIFICACIÓN 

 

Las concentraciones altas de glucosa inducen alteraciones metabólicas en 

macrófagos relacionadas con un fenotipo proinflamatorio. Identificar estas alteraciones 

a nivel de metabolismo es complejo, por lo que el estudio de la expresión de genes 

de regulación metabólica e inflamatoria nos permitirá evaluar la presencia de cambios 

transcripcionales, asociados a la exposición de condiciones de glucosa alta en un 

modelo in vitro de diferenciación de macrófagos. 
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CAPÍTULO 5 
HIPÓTESIS 

 

El aumento en la concentración de glucosa extracelular cambia la expresión de genes 

de regulación metabólica e inflamatoria comparado con glucosa basal en un modelo in 

vitro de diferenciación de macrófagos con LPS. 
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CAPÍTULO 6 

OBJETIVOS 
 

 

6.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de la concentración de glucosa extracelular sobre la expresión de 

genes de regulación metabólica e inflamatoria y la diferenciación de macrófagos con 

LPS in vitro. 

6.2 Objetivos Específicos 

1. Identificar los marcadores de activación y capacidad fagocítica de macrófagos 

activados con LPS derivados de monocitos de sujetos sanos en condiciones de 

glucosa normal. 

2. Cuantificar la expresión de los genes GLUT1, HIF1A, SIRT1 y AMPKA1 en 

macrófagos activados con LPS derivados de monocitos de sujetos sanos en 

condiciones de glucosa normal. 

3. Analizar el efecto de la concentración alta de glucosa sobre la expresión de los 

genes GLUT1, HIF1A, SIRT1 y AMPKA1, marcadores de activación y capacidad 

fagocítica de macrófagos activados con LPS derivados de monocitos de sujetos 

sanos. 
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CAPÍTULO 7 
ESTRATEGIA GENERAL 

Como estrategia general, se obtuvieron células mononucleares (CMN) a partir de 

sangre venosa periférica de donadores sanos que cumplieron con los criterios de 

inclusión. La selección de macrófagos se realizó por el método de adherencia, el cual 

consiste en un cultivo de las CMN en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino 

al 10%, penicilina-estreptomicina al 1%, glutamina 2 mmol y glucosa 10 mmol durante 

24 horas a 37ºC y 5% CO2. Posteriormente se realizó el cambio de medio para 

conservar las células adherentes añadiendo como estímulo de activación 

lipopolisacáridos bacterianos (LPS, 100 ng/mL) y medio fresco con glucosa al 10 mmol 

o 25 mmol. Tras 72 horas de cultivo se evaluó la presencia de los marcadores de 

activación CD80 y CD86, la función fagocítica con perlas de polimetilmetacrilato 

(PMMA) y se realizó la extracción de ácidos nucléicos para evaluar la expresión de los 

genes SIRT1, AMPK, HIF1𝛼 y GLUT1 por PCR cuantitativa en tiempo real (figura 3). 

 

Figura 3. Esquema de la estrategia general del experimento. 
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CAPÍTULO 8 

DISEÑO DEL ESTUDIO 
 

8.1 Tipo de muestreo 

Muestreo no probabilístico por conveniencia.   

 

8.2 Criterios de selección 

Criterios de inclusión 

§ Edad entre 18 y 50 años 

§ Sexo indistinto 

§ Que acepten participar en el estudio  

Criterios de exclusión 

§ Padecer diabetes mellitus de cualquier tipo.  

§ Padecer enfermedades asociadas con inflamación (enfermedades autoinmunes 

o infecciones crónicas). 

Criterios de eliminación 

§ Aquellos participantes en los que no se logren medir las variables de interés. 
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CAPÍTULO 9 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

9.1 Obtención de células mononucleares (CMN) de sangre venosa periférica  

A partir de un grupo de sujetos sanos (n=12) que aceptaron participar en el estudio y 

dieron su consentimiento verbal, se obtuvieron 25 mL de sangre venosa periférica en 

tubos con EDTA. Las CMN se separaron por gradiente de densidad utilizando Ficoll, 

el cual tiene una densidad intermedia entre eritrocitos y células nucleadas circulantes, 

permitiendo la separación de estas últimas (56).  

El protocolo de separación fue el siguiente: en tubos de 15 mL se agregaron 4 mL de 

Ficoll frío + 10 mL de sangre diluida 1:2 con PBS, evitando la mezcla de fases. 

Posteriormente se centrifugó a 1,800 rpm durante 30 minutos a 4ºC, con aceleración 

y desaceleración lenta, para obtener un anillo de CMN en la interfaz entre Ficoll y 

plasma.  

9.2 Diferenciación de macrófagos por el método de adherencia 

Después de separar el anillo celular obtenido por densidad, las CMN se cultivaron en 

frascos de 75 cm2 con medio RPMI sin glucosa (Sigma-Aldrich, Cat. R1383) 

suplementado con glucosa 10 mmol, suero fetal bovino al 10% (FBS, Sigma-Aldrich), 

penicilina-estreptomicina al 1% (Sigma-Aldrich) y glutamina 2 mmol (GIBCO) a 37º C 

y 5% CO2 durante 24 horas. Tras este periodo, los monocitos se adhieren y comienzan 

su diferenciación hacia macrófagos. La adherencia es característica de monocitos, 

pero no de linfocitos, por lo que, después 24 horas de cultivo, se realizaron lavados 

con buffer de fosfatos para remover las células no adherentes. 
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9.3 Activación de macrófagos por LPS y exposición a niveles altos de glucosa 
extracelular. 

Después de la diferenciación de macrófagos por el método de adherencia, se agregó 

medio RPMI suplementado como se indicó anteriormente, estableciendo dos 

condiciones experimentales: LPS 100 ng/mL + glucosa 10 mmol ó LPS 100 ng/mL + 

glucosa 25 mmol para evaluar el efecto de la concentración de glucosa sobre la 

activación de macrófagos inducida por LPS. Tras 72 horas de cultivo (día 3) se 

cosecharon las células adherentes por pipeteo mecánico utilizando PBS/EDTA frío 

(4ºC); estas células en suspensión se utilizaron para los análisis posteriores. 

9.4 Cuantificación de la expresión de ARN mensajero por RT-qPCR 

La extracción de ácidos nucleicos se realizó con el método de TRIzol-Cloroformo. 

Después de evaluar viabilidad por Azul Tripán, se utilizaron 6x105 células para el 

procedimiento de extracción.  

El botón celular se resuspendió en 300 µl de TRIzol (Life Technologies, EE. UU.) con 

pipeteo vigoroso por 10 segundos e incubación por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se agregaron 60 µL de cloroformo, se agitó en vórtex y se dejó en 

incubación por 3 minutos. Después, se centrifugó 12,000 xg por 15 minutos y al 

sobrenadante obtenido se agregó 150 µL de isopropanol y se dejó en incubación por 

10 minutos. Luego se centrifugó a 12,000 xg por 10 minutos y se separó el pellet (con 

consistencia en forma de gel), al cual se agregaron 300 µL de etanol al 75% y previa 

agitación en vórtex se centrifugó a 7,500 xg por 5 minutos para obtener el pellet (con 

los ácidos nucleicos). Después, se dejó la muestra en evaporación a temperatura 

ambiente, en condiciones de esterilidad, por 8 minutos y finalmente se resuspendió en 

30 µL de agua DEPC. La desnaturalización de las nucleoproteínas se llevó a cabo en 

Thermoblock a 55 ºC por 10 minutos, previo a la cuantificación de ARN por 

espectrofotometría. 
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La retrotranscripción se realizó con el reactivo High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) utilizando 1 µg de ARN total obtenido en el paso 

anterior. Específicamente, la retrotranscripción se realizó en un volumen de 20 µL con 

en el termociclador convencional con el siguiente programa: 25 ºC por 10 minutos, 

seguido de 37 ºC por 120 minutos, luego de 85 ºC por 5 minutos. Posteriormente se 

cuantificó la cantidad de ADN complementario por medio de espectrofotometría. Para 

la amplificación cuantitativa de los genes, se utilizaron las secuencias de primers 

mostrados en la tabla 1 a una concentración final de 500 nM. La reacción de 

amplificación se realizó en un volumen de 10 µL, utilizando 100 ng de ADN 

complementario y el reportero SYBR Green (SYBR Green PCR Master Mix, Applied 

Biosystems).  

Previo a los ensayos de expresión de los genes de interés se realizó una curva 

estándar con varias concentraciones de ADN complementario para cada gen a 

evaluar, donde se obtuvieron los siguientes parámetros de eficiencia: SIRT1 

(R2=0.967, E=145%), AMPK (R2=0.95, E=120%), HIF1𝛼 (R2=0.98, E=132%), GLUT1 

(R2=0.95, E=118%). Además, se realizaron curvas de temperatura para determinar la 

que proporcionaba mejor eficiencia de corrida para cada amplicón y su respectivo 

juego de primers. Las temperaturas de alineamiento utilizadas fueron las siguientes: 

SIRT1 (53.4ºC), AMPK (61.2ºC), HIF1𝛼 (56.5ºC), GLUT1 (61.2ºC). 

Por último, en cada ensayo de amplificación se realizó una curva de disociación para 

evaluar la presencia de un amplicón único. Los ensayos se realizaron por triplicado y 

los resultados se normalizaron en base a la expresión del gen endógeno GAPDH. Los 

resultados obtenidos se analizaron mediante el método de Livak (2-∆∆CT). 
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Tabla 1. Secuencias forward y reverse de los genes evaluados. 

 

Genes 

Secuencias 

Forward Reverse 

GLUT1 TATGTGGAGCAACTGTGTGGT TCCGGCCTTTAGTCTCAGGA 

HIF1A CAAGAACCTACTGCTAATGC TTATGTATGTGGGTAGGAGATG 

SIRT1 AATCCAGTCATTAAAGGTCTACAA TAGGACCATTACTGCCAGAGG 

AMPKA1 AGGAAGAATCCTGTGACAAGCAC CCGATCTCTGTGGAGTAGCAGT 

 

9.5 Análisis de marcadores de activación por citometría de flujo 

De manera paralela a la cuantificación de ARN mensajero, se evaluó la expresión de 

los marcadores de activación por citometría de flujo. En detalle, se incubaron 2x105 

células con los anticuerpos anti-CD80 PE-Cy7-A (Applied Biosystems), anti-CD86 

Qdot 605-A (Applied Biosystems), anti-CD14 APC-Cy7-A (Applied Biosystems) y anti-

CD11c APC-A (Applied Biosystems) durante 15 minutos a 4ºC en condiciones de 

oscuridad. El análisis de los marcadores de activación se realizó con el citómetro de 

flujo LSRFortessa y el software BD FACSDiva v8.0, con adquisición de 50,000 eventos 

por prueba por triplicado.  

9.6 Ensayos de fagocitosis 

Para los ensayos de fagocitosis se resuspendieron 2x105 macrófagos en 500 mL de 

medio RPMI completo en tubos de citometría estériles con las condiciones de glucosa 

extracelular correspondientes. Como estímulo fagocítico se utilizaron perlas de 

polimetilmetacrilato (PMMA, BD Biosciences) en una relación 1:5 (1 macrófago por 

cada 5 perlas) a 37ºC durante 2 horas. Posterior a la incubación, se realizó el marcaje 

con los anticuerpos anti-CD14 APC-Cy7-A (Applied Biosystems) y anti-CD11c APC-A 

(Applied Biosystems) durante 15 minutos a 4ºC, en condiciones de oscuridad 

finalizando con el análisis por citometría de flujo. Como control de técnica se realizó el 

marcaje de una muestra sin perlas PMMA.  
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9.7 Estrategia de análisis para ensayo de fagocitosis por citometría de flujo  

Para el análisis de los ensayos de fagocitosis se utilizó la siguiente estrategia: 1) se 

seleccionaron los eventos únicos utilizando el dotplot FSC-H versus FSC-A. 2) A partir 

de éstos y utilizando los parámetros SSC-A y FSC-A, se identificaron las células de 

interés por medio de los marcadores CD11c y CD14. 3) Finalmente, en este grupo 

celular se evaluó el aumento de la complejidad celular, medido con el parámetro SSC-

A, como método de identificación de células fagocíticas.  

9.8 Análisis estadístico 

Una vez obtenidos los datos se procedió a la captura de las variables de interés y se 

verificó la calidad de la base de datos. El análisis estadístico de los resultados se 

realizó con el software GraphPad Prism versión 5. Primero, se realizó la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov para evaluar el tipo de distribución de los datos. Los valores 

descriptivos de centro y dispersión se utilizaron de acuerdo con la distribución de los 

datos. Para comparaciones entre dos grupos se utilizó la prueba t-Student y la prueba 

U de Mann-Whitney para datos paramétricos y no paramétricos, respectivamente. La 

significancia estadística se consideró con un valor de p<0.05.  

9.9 Análisis e interpretación de la información 

El procesamiento de las muestras para análisis de fenotipo y ensayo de fagocitosis se 

llevó a cabo en el citómetro de flujo LSRFortessa. La medición de expresión relativa 

de genes se realizó en el Termociclador en tiempo real CFX96 Touch de BioRad. 

El análisis e interpretación de los resultados estuvo a cargo de: 

§ Dr. C. Mario César Salinas Carmona (Investigador Principal) 

§ Dr. C. Manuel Mejía Torres (Co-director) 

§ Dra. C. Anna Velia Vázquez Marmolejo (Miembro de la comisión) 

§ L. N. Kenia Yaretzy Osuna Espinoza (Tesista de Maestría) 



 25 

CAPÍTULO 10 

RESULTADOS 
 

Al finalizar las 72 horas totales de cultivo se cosecharon las células con PBS/EDTA 

frío y se realizó el conteo celular en cámara de Neubauer tomando 10 mL de 

suspensión celular + 90 mL de azul tripano. Una vez realizado el conteo se colocaron 

2x105 células en tubos estériles de citometría para su posterior análisis en el citómetro 

de flujo LSRFortessa. En total se analizaron 4 tubos de citometría por muestra, un 

grupo control y un grupo de fagocitosis para cada condición de concentración de 

glucosa; se realizó el marcaje con los anticuerpos de interés (CD80, CD86, CD14 y 

CD11c) durante 15 minutos, a 4ºC y en condiciones de oscuridad. 

10.1 Comparación de la expresión de marcadores de activación CD80 y CD86 
entre condiciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol. 

Una vez analizadas todas las muestras se identificó la media de expresión en células 

cultivadas en concentración de glucosa 10 mmol. El marcador de activación CD80 

mostró una intensidad media de fluorescencia de 38351 (± DE 6822), mientras que la 

expresión del marcador de superficie CD86 fue de 24466 (± DE 2086) (figura 4). Estos 

resultados se tomaron como medición basal para su posterior comparación con la 

condición de glucosa 25 mmol.       

 
Figura 4. Imágenes representativas de la intensidad media de fluorescencia de 

CD80 y CD86 obtenida de una muestra en concentración de glucosa 10 mmol. 
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Posteriormente se identificó la media de expresión en células cultivadas en 

concentración de glucosa alta (25 mmol). El marcador de activación CD80 mostró una 

intensidad media de fluorescencia de 44367 (± DE 7827), mientras que la expresión 

del marcador CD86 fue de 26148 (± DE 1417) (figura 5). 

 

Figura 5. Imágenes representativas de la intensidad media de fluorescencia de 

CD80 y CD86 obtenida de una muestra en concentración de glucosa 25 mmol. 

Estos resultados se compararon con los obtenidos en la condición de glucosa 10 mmol 

sin observarse diferencias en intensidad media de fluorescencia entre condiciones de 

concentración de glucosa, p=0.5054 (figura 5). 

 
Figura 6. Comparación de la expresión de marcadores de activación CD80 y CD86 

entre condiciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol. MFI: Intensidad Media de 

Fluorescencia. A) Mann-Whitney U-Test (p=0.6784), B) t-Student (p=0.5054), n=10-12. 
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10.2 Comparación de la capacidad fagocítica entre macrófagos activados con 
LPS en condiciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol. 

Posterior a la incubación durante 2 horas con las perlas de PMMA las células 

cultivadas en glucosa 10 mmol fueron marcadas con los anticuerpos de interés y se 

siguió la siguiente estrategia de análisis: en base a parámetros de morfología (FSC-A 

y SSC-A) se seleccionaron las células mononucleares como población de interés, 

posteriormente empleando los marcadores CD14 y CD11c se identificaron las células 

dobles positivas (macrófagos). A partir de los macrófagos identificados y con ayuda de 

parámetros de morfología se utilizó una estrategia de intervalo para determinar el 

porcentaje de células fagocíticas (Figura 6).  

 

 
Figura 7. Imágenes representativas de una muestra para la estrategia de análisis 

empleada en el citómetro de flujo LSRFortessa. 
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En la condición de glucosa 10 mmol, las células incubadas en ausencia de perlas 

PMMA presentaron un valor medio del porcentaje de fagocitos de 20.7% (± DE 1.9%), 

mientras que las células incubadas con perlas PMMA mostraron una media del 

porcentaje de fagocitos de 45.9% (± DE 2.5%), observándose diferencias 

estadísticamente significativas entre las dos condiciones (p<0.001, gráfica 2).      

 
Gráfica 2. Porcentaje de células fagocíticas en concentración de glucosa 10 mmol. 

PMMA: Polimetilmetacrilato. t-Student (p<0.001), n=10-12. 

Posteriormente se empleó la estrategia antes mencionada para analizar el porcentaje 

de fagocitos en la condición de glucosa 10 mmol y se comparó con los datos obtenidos 

en la condición de glucosa 25 mmol, sin observarse diferencias significativas entre 

grupos, p=0.7016 (figura 8). 
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Gráfica 3. Comparación del porcentaje de fagocitos en células cultivadas en 
condiciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol. Prueba t-Student (p=0.7016), n=10-12. 

10.3 Comparación de la expresión de genes de regulación metabólica e 
inflamatoria entre las condiciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol. 

Por medio de RT-qPCR, se evaluó la expresión de los genes de interés SIRT1, HIF1a, 

GLUT1 y AMPK respecto al gen de referencia GAPDH. No se observaron diferencias 

significativas al comparar la expresión de estos genes entre condiciones de glucosa 

10 mmol y 25 mmol, p>0.05 (figura 9). 
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Gráfica 4. Comparación de la expresión relativa de SIRT1, HIF1a, GLUT1 y AMPK 

entre macrófagos cultivados en concentraciones de glucosa 10 mmol y 25 mmol.     
Prueba t-Student, n=10-12. A) p=0.8402, B) p=0.2136, C) p=0.5423, D) p=0.6211. 
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CAPÍTULO 11 

DISCUSIÓN 
 

Los macrófagos son células de la inmunidad innata que desempeñan un papel 

importante como mediadores de la inflamación. Estas células son capaces de evaluar 

su entorno y responder a cambios en el microambiente de manera efectiva ante 

estímulos nocivos como los derivados de patógenos, mediante la realización de 

cambios metabólicos que suministren energía y así montar una respuesta de 

activación. Actualmente se conoce que los macrófagos del fenotipo M1 llevan a cabo 

la obtención de energía por glucólisis anaerobia; mientras que los macrófagos del 

fenotipo M2 cambian su metabolismo hacia la glucólisis aerobia y la fosforilación 

oxidativa. De esta manera, se establece una estrecha relación entre metabolismo y 

fenotipo de activación celular, donde los cambios en el metabolismo pueden inducir 

cambios en las funciones efectoras de los macrófagos.  

La mayoría de los estudios realizados a la fecha en el área de inmunometabolismo se 

han centrado en modelos que evalúan la relación entre metabolismo e inflamación. Por 

ejemplo, en el año 2016, Torres-Castro y colaboradores publicaron un estudio in vivo 

donde compararon la expresión de marcadores de superficie M1 y M2 en macrófagos 

derivados de pacientes con diabetes. Estos marcadores y la producción de citocinas 

indicaron la asociación entre hiperglucemia y fenotipo inflamatorio (2). Otros estudios 

han tratado de evaluar el metabolismo de macrófagos ante diversos estímulos 

infecciosos, pero aún se desconocen los mecanismos celulares que llevan a estos 

cambios. 

En este trabajo se evaluaron los cambios en la expresión de genes metabólicos en 

macrófagos expuestos a concentraciones altas de glucosa. La asociación estrecha 

entre metabolismo celular, activación de macrófagos e inflamación permite estudiar los 

mecanismos inflamatorios asociados a las enfermedades metabólicas como diabetes 

y dislipidemias. Las condiciones de glucosa estudiadas se eligieron en base a lo 

reportado en la literatura; estudios anteriores han utilizado concentraciones de glucosa 
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que van de 25 a 40 mmol/L (450-720 mg/dL), simulando los niveles que se pueden 

encontrar en un paciente diabético con pobre control metabólico. En cuanto a las 

concentraciones de glucosa consideradas normales o basales, los estudios previos 

han utilizado entre 5.5 y 11.1 mmol/L (100-200 mg/dL), sin encontrar diferencias en 

cuanto a las características medidas, sean éstas expresión genética, producción de 

citocinas o activación celular (57). Por lo anterior, en el presente trabajo se utilizó 

glucosa 10 mmol como nivel basal (cercana a la concentración de glucosa del medio 

RPMI-1640 que es de 11.1 mmol/L) y glucosa 25 mmol como concentración alta. 

Las características celulares medidas incluyeron la expresión de marcadores de 

activación CD80 y CD86, el porcentaje de células fagocíticas (con el uso de perlas de 

polimetilmetacrilato) y la expresión relativa de genes identificados en la literatura como 

reguladores del metabolismo e inflamación (SIRT1, HIF1A, AMPK y GLUT1). 

En nuestro estudio no encontramos diferencias en la expresión de los marcadores de 

activación CD80 y CD86; anterior a este estudio ningún otro trabajo ha evaluado la 

expresión de estos marcadores de activación, tras el estímulo con glucosa elevada. 

Los resultados obtenidos pudieran explicarse por el hecho de que ambos grupos 

recibieron el estímulo activador con LPS junto al de glucosa y éste es más intenso que 

la concentración de glucosa en el medio extracelular. 

La capacidad fagocítica de los macrófagos se evaluó por citometría de flujo. A la fecha 

la mayoría de los estudios que evalúan capacidad fagocítica emplean el método de 

recuento en cámara de Neubauer, sin embargo, éste requiere mayor tiempo, tiene 

mucha variabilidad y un bajo rendimiento ya que sólo se puede manejar un número 

limitado de muestras. 

Estudios recientes utilizan métodos de cuantificación fagocítica por citometría de flujo 

empleando perlas de materiales inertes como látex, poliestireno y polimetilmetacrilato, 

porque son métodos cuantitativos fiables y reproducibles (58). Por lo anterior, es que 

en nuestro estudio decidimos llevar a cabo el ensayo de fagocitosis por citometría de 

flujo como un método cuantitativo confiable para determinar el porcentaje de células 
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fagocíticas. A diferencia de otros estudios que emplean perlas de látex marcadas con 

fluorocromos, nosotros utilizamos las de PMMA y anticuerpos anti-CD11c y anti-CD14, 

para delimitar la población de interés y, en base a morfología, determinar el porcentaje 

de fagocitos. Esto porque las células fagocíticas cambian su morfología al fagocitar las 

perlas de PMMA, volviéndose más granulares, característica que puede cuantificarse 

por citometría de flujo. 

En un estudio realizado por Pavlou y colaboradores en 2018 se evaluó la capacidad 

fagocítica de macrófagos murinos mediante un ensayo cuantitativo en microplacas de 

fluorescencia. No se reportaron diferencias significativas entre macrófagos cultivados 

en condiciones de glucosa normal y glucosa alta tras una exposición breve (24 horas); 

sin embargo, después de establecer una exposición más larga (7 días), la capacidad 

fagocítica de macrófagos cultivados en condiciones de glucosa alta (30 mmol/L) fue 

significativamente menor (59).  

Por nuestra parte, la exposición al estímulo de glucosa alta empleada en este trabajo 

fue de 72 horas, tiempo menor al reportado como exposición a largo plazo, en donde 

las diferencias entre grupos fueron evidentes. Esto sugiere que, para observar cambios 

en la capacidad fagocítica entre macrófagos cultivados en concentraciones de glucosa 

normal o alta es necesario una exposición crónica al estímulo, como mínimo de 72 

horas. 

Cuando se evaluó la expresión de SIRT1 tras el estímulo con glucosa alta por 72 horas 

no se observaron diferencias entre grupos. Estos resultados concuerdan con los 

reportados por Jia y colaboradores en el 2015, quienes evaluaron los cambios en la 

expresión relativa de SIRT1 tras la exposición a glucosa alta (30 mmol) a diferentes 

tiempos, observando que durante las primeras 24 horas de cultivo el estímulo de 

glucosa alta es suficiente para disminuir significativamente los niveles de SIRT1 en 

macrófagos de la línea celular RAW264.7. Sin embargo, posterior a las 24 horas se 

mostró una recuperación de los niveles de SIRT1 hasta llegar a niveles basales a las 

48 horas de cultivo. Estos cambios observados a nivel de ARNm en SIRT1 fueron 
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también evidentes a nivel de proteína y no relacionados con los cambios en la 

concentración de glucosa extracelular (57).  

Datos similares se observaron con el resto de los genes evaluados: HIF1a, GLUT1 y 

AMPK, después de cultivar los macrófagos en condiciones de glucosa 25 mmol 

durante 72 horas, no se perciben cambios en la expresión de estos genes clave en la 

regulación metabólica e inflamatoria. En un estudio realizado por Aki y colaboradores 

en macrófagos murinos RAW264.7 estimulados con LPS y cultivados en condiciones 

de glucosa alta (4.5 g/L), se reportó la disminución significativa de HIF1a durante las 

primeras 24 horas de cultivo; sin embargo, no se evaluaron los niveles de HIF1a tras 

una exposición a largo plazo (60).   

Respecto a AMPK, regulador clave del metabolismo, los datos reportados a la fecha 

se centran en evaluar su relación como regulador inflamatorio (asociando su expresión 

con niveles de citocinas proinflamatorias). Sin embargo, algunos estudios de 

importancia han evaluado el efecto de las condiciones de exceso de nutrientes sobre 

la expresión de este gen.  

Yang y colaboradores observaron disminución en los niveles de AMPK en macrófagos 

murinos RAW264.7 cultivados en exceso de ácidos grasos libres durante 24 horas, 

similar a la reducción observada tras el estímulo inflamatorio con LPS (61). Estos datos 

establecen una estrecha relación entre este regulador metabólico, el exceso de 

nutrientes y la inflamación. 

Por otra parte, Kurihara y colaboradores evaluaron la expresión de GLUT1 y 

demostraron que tras una exposición crónica por 7 días al estímulo de glucosa alta 

(15.5 mmol) no encontraron diferencias en la expresión relativa de GLUT1 (62), en 

macrófagos murinos RAW264.7, similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio. 

Es importante mencionar que los genes evaluados en nuestro trabajo (SIRT1, HIF1a, 

GLUT1 y AMPK) forman parte de la misma vía de señalización intracelular, aunque a 

diferentes niveles, por lo que es plausible esperar un comportamiento similar al 
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observado en el trabajo de Jia y colaboradores sobre la expresión de SIRT1 después 

del estímulo a glucosa alta en el resto de los genes, sin embargo, la información no es 

concluyente. 

Si bien son pocos los estudios que han evaluado la expresión de estos genes como 

reguladores clave del metabolismo e inflamación, estos resultados nos brindan un 

panorama general del comportamiento de estos sensores metabólicos en un escenario 

de glucosa elevada. 
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CAPÍTULO 12 

CONCLUSIÓN 
 

En un ensayo in vitro de diferenciación de macrófagos activados con LPS, a partir de 

células mononucleares humanas, la activación celular, la fagocitosis y la transcripción 

de genes metabólicos no se modifican tras la exposición a niveles altos de glucosa (25 

mM) durante 72 horas. Se rechaza la hipótesis de que el aumento en la concentración 

de glucosa extracelular cambia la expresión de genes de regulación metabólica e 

inflamatoria. 

 

 

  



 37 

CAPÍTULO 13 

PERSPECTIVAS 
 

§ Evaluar la expresión relativa de genes en una cinética de las primeras 24 horas 

de cultivo para evaluar los cambios transcripcionales a corto plazo. 

 

§ Valorar muestras de pacientes con diabetes tipo 2 para evaluar el efecto de la 

exposición a glucosa alta in vivo sobre los genes de interés. 

 

§ Incluir grupos sin el estímulo con LPS para evaluar el efecto aislado de la 

glucosa sobre la expresión relativa de genes. 

 

§ Incluir otros genes relacionados con inflamación y metabolismo no 

considerados en este trabajo.  
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