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La respuesta inmunitaria innata mediada por el monocito -

macrófago, cumple una función importante en la iniciación, 

progresión y resolución de la aterosclerosis. Esta enfermedad 

conlleva al desarrollo de patologías cardiovasculares, que son la 

primera causa de muerte de las llamadas enfermedades no 

transmisibles a nivel mundial.  

La aterosclerosis es un proceso patológico dinámico que se 

caracteriza por el acúmulo de lípidos en pared arterial, como 

consecuencia del alto nivel de colesterol plasmático, lo cual es 

potenciado por las mutaciones en el receptor de la LDL. Estas 

mutaciones son una de las características moleculares determinantes 

de la hipercolesterolemia familiar, enfermedad autosómica 

dominante que en su forma heterocigota afecta a 1 de cada 500 

habitantes.  

La migración del monocito al espacio subendotelial promueve su 

diferenciación a macrófago. Además, la LDL infiltrada sufre 

modificaciones aterogénicas, que facilitan su internalización por los 

macrófagos. Cuando la homeostasis del colesterol intracelular está 

afectada, la acumulación descontrolada del colesterol transforma el 

macrófago en célula espumosa, que es un marcador celular 

temprano de la lesión aterosclerótica. 

La presente Tesis ha sido realizada en el grupo de investigación de 

la Profesora Lina Badimon, Directora del Instituto Catalán de 

Ciencias Cardiovasculares (ICCC). Específicamente, el trabajo de 

esta tesis pretende expandir el conocimiento existente sobre los 

procesos moleculares y funciones que ocurren tanto en el monocito 
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como en el macrófago humano, cuando son expuestos a 

concentraciones patológicas de LDL en su forma nativa o agregada. 

Estas formas son representativas de la circulación periférica o de las 

lesiones ateroscleróticas. Para el desarrollo de esta investigación se 

han realizado ensayos moleculares y análisis in silico. Los 

resultados de esta tesis aportan nuevos conocimientos sobre la 

regulación de genes y proteínas por la LDL, siendo de potencial 

interés su uso como futuras dianas terapéuticas. 
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1. Enfermedad cardiovascular 

La enfermedad cardiovascular se refiere a todas las enfermedades del 

corazón y del sistema circulatorio, que dependiendo del área afectada 

muestran diferentes manifestaciones clínicas
1,2

. Presenta un carácter 

multisistémico que frecuentemente afecta a varios lechos vasculares 

conocidos como:  

Enfermedad coronaria: Es causada por problemas de irrigación 

sanguínea al músculo cardíaco. En consecuencia, conlleva a una menor 

disponibilidad de oxígeno (isquemia). 

Enfermedad cerebrovascular: Es debida a la disrupción de los vasos 

sanguíneos que irrigan el cerebro, causada por la isquemia o rotura. 

Enfermedad arterial periférica: Es causada por problemas de la 

irrigación vascular en los brazos y piernas.  

 

  

Figura 1. Presentación de las enfermedades cardiovasculares. Porcentaje de 

los principales eventos vasculares. Datos adquiridos y adaptados del comité 

directivo de CAPRIE
2
. 
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Estudios realizados por la Organización Mundial de la Salud (WHO, 

2012) mostraron que del total de 56 millones de muertes anuales a nivel 

mundial, 38 millones corresponden a las llamadas enfermedades no 

transmisibles. Estas son lideradas por las enfermedades cardiovasculares 

con 17,5 millones de muertes
3
, de las cuales aproximadamente el 52% se 

producen antes de los 70 años de edad, teniendo un efecto de muerte 

prematura sobre la población (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Muertes por enfermedades no transmisibles. Datos adquiridos y 

adaptados de la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2012). * Incluye las de 

origen maternal, perinatal y nutricional. 

 

Igualmente estudios publicados por la Sociedad Española de Cardiología 

(SEC, 2013), ponen en evidencia que las enfermedades cardiovasculares 

son la primera causa de mortalidad en Galicia, Andalucía y Asturias, las 

áreas con mayor número de eventos. En cambio, en regiones como 

Canarias, Madrid y País Vasco tienen menor mortalidad cardiovascular. 

Se estima que para el 2020 el coste de esta patología será de 8,8 millones 
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de euros, con un gasto de 180 € por persona y una pérdida productiva de 2 

millones de euros (SEC, 2013), representando un enorme coste sanitario y 

económico en la sociedad.  

Tradicionalmente las enfermedades cardiovasculares han estado 

vinculadas solamente a la acumulación de lípidos en la pared arterial y el 

posterior bloqueo del flujo sanguíneo. Sin embargo, hoy en día es 

ampliamente aceptado que el desarrollo y progresión de la lesión 

aterosclerótica, deriva de una compleja interacción entre componentes 

celulares y moleculares de la sangre y pared arterial. Así, la pared arterial 

como órgano especializado, cumple una función importante en la 

respuesta a procesos inflamatorios
4
. 

La respuesta inflamatoria es dada por el impacto de los factores de riesgo 

y la predisposición genética de las células endoteliales en las arterias. Esto 

causa la activación del sistema inmune incluyendo factores de 

transcripción, citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesión. Por lo 

tanto, se crea un entorno que favorece la adhesión de los monocitos de la 

circulación periférica al endotelio. La infiltración de los monocitos en la 

íntima vascular, es un factor clave del desarrollo de la aterosclerosis, ya 

que producirá una cascada de procesos inflamatorios que conllevan 

finalmente a la rotura de placas inestables y el proceso trombótico.  

 

2. Aterosclerosis 

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica, compleja y 

dinámica que afecta a las arterias de mediano y gran calibre. Esta 

enfermedad es la principal causa de enfermedad cardiovascular. El 

proceso de la aterosclerosis comienza en edad temprana y avanza de 

forma silente durante la adolescencia y la adultez, hasta que se observa 
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sus complicaciones clínicas
5–7

. La aterosclerosis se caracteriza por la 

pérdida de elasticidad de la capa íntima y media de la arteria.  

La lesión o placa de ateroma está compuesta de lípidos, tejido  

fibromuscular, monocitos y macrófagos
8,9

. La progresión de la lesión 

conlleva a la formación local de trombo y la oclusión de la arteria. La 

relación entre aterosclerosis y su complicación a un proceso trombótico, 

se conoce como el término aterotrombosis (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Progresión de la aterosclerosis en la población general. Imagen 

adquirida y adaptada
6
. 

 

2.1. Lipoproteínas 

Las lipoproteínas son macromoléculas que están formadas por una parte 

lipídica y otra proteica. Su función fisiológica es el empaquetamiento de 

los lípidos insolubles en el plasma, provenientes de la alimentación y 
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aquellos sintetizados por el organismo. El metabolismo de las 

lipoproteínas está relacionado con el desarrollo de la aterosclerosis
10

. 

 

2.1.1. Composición 

Las lipoproteínas están compuestas de un núcleo y una capa superficial. El 

núcleo está formado por esteres de colesterol (CE) y triglicéridos. La capa 

superficial está compuesta de colesterol no esterificado, fosfolípidos y 

proteínas. La porción proteica está conformada principalmente por 

apolipoproteinas, que contienen regiones anfipáticas que les confiere una 

propiedad de unirse a los lípidos (Figura 4).  

 

  

Figura 4. Estructura general de las lipoproteínas.  

 

Las lipoproteínas presentan una composición dinámica con constantes 

cambios a nivel estructural y de composición. Las diferencias en sus 

propiedades fisicoquímicas como la densidad, se utilizan para su 

purificación del plasma
11

. Las lipoproteínas en función de su contenido y 

proporción en lípidos y proteínas se clasifican como quilomicrones (CM), 
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lipoproteína de muy baja densidad (VLDL), lipoproteína de densidad 

intermedia (ILD), lipoproteína de baja densidad (LDL) y lipoproteína de 

alta densidad (HDL), como se muestra en la Figura 5.  

 

 

Figura 5. Composición de las lipoproteínas. FC: colesterol libre, CE: ésteres de 

colesterol. Imagen adquirida y adaptada
11

.  

 

2.1.2. Lipoproteínas de baja densidad (LDL) 

La LDL es el producto del catabolismo de CM y VLDL. Esta lipoproteína 

lleva la mayoría del colesterol plasmático hacía los tejidos periféricos. La 

porción proteica está constituida por 95% de apolipoproteína B100 

(apoB100)
12

. Sin embargo, otras apolipoproteínas en menor porcentaje 

han sido reportadas como la apoE y apoC-III, que tiene una función 

importante en el metabolismo de la LDL y modula su aterogenicidad a 

pesar de su baja concentración
13

. La apoB100 contiene diferentes 
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dominios funcionales que sirven para la unión al receptor de la LDL 

(LDLR), para la interacción con las proteínas de la matriz extracelular 

(ECM) y varios sitios de unión para los proteoglucanos
12

, que promueven 

su retención en el subendotelio vascular. En las lesiones ateroscleróticas, 

muchos de los depósitos lipídicos son derivados de la LDL plasmática. 

Por ello, la LDL es considerada la principal lipoproteína aterogénica
10

. 

 

2.1.3. Modificación de la LDL 

La infiltración y retención de la LDL al subendotelio vascular conlleva a 

modificaciones con características diferentes a nivel estructural y químico 

que la LDL nativa (nLDL)
14–16

. Las modificaciones de la LDL estudiadas 

en relación con la aterogenicidad son mostradas en la Tabla 1.  

 

 

Tabla 1. LDL aterogénicas. agLDL: LDL agregada, oxLDL: LDL oxidada, 

acLDL: LDL acetilada, gLDL: LDL glicosilada, dLDL: LDL desialilada, cLDL: 

LDL carbamilada, MDA-LDL: LDL malondealdehido, ROS: especie reactiva de 

oxígeno, ApoB:100: apolipoproteína B100
14–16

.   

ROS, lipooxigenasas Degradación del contenido lipídico  

Mieloperoxidasas, ácido hipocloroso Degradación de ApoB100

MDA Modificación de ApoB100

MDA-LDL
Lipoperoxidación por ROS

Degrada el contenido lipídico 

formando malondealdehido (MDA)

dLDL
Neuramidinasas, sialidasas y 

glucosidasas

Susceptibilidad de oxidación por 

ROS 

cLDL Mieloperoxidasa 
Modificación de ApoB100 y 

susceptibilidad de oxidación 

oxLDL

acLDL Generada in vitro por anhidrido acético Modificación de ApoB100

gLDL
Reacción de la glucosa con la 

lipoproteína de la pared arterial

Modificación de ApoB100,

fosfolípidos y susceptibilidad de 

oxidación

LDL

modificada
Mecanismo Efecto

agLDL
Principalmente por unión a 

proteoglucanos

Degradación del contenido lipídico

y de ApoB100
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LDL agregada (agLDL) 

La forma agregada de la LDL es debida a las modificaciones que ocurren 

en la superficie de la lipoproteína, lo cual conlleva una inestabilidad e 

interacción y fusión con otras partículas de LDL
17

. Los proteoglucanos, 

tipo condroitín sulfato como el versican, son muy abundantes en la ECM  

de la íntima vascular aterogénica, tiene una elevada capacidad de retener y 

agregar lipoproteínas ricas en colesterol, como las LDL. La retención es 

dada por el grado de sulfatación y el número de cadenas de 

glucoaminoglicanos en los proteoglucanos
18

 (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Agregación de la LDL por proteoglucanos. 

 

Mecanismos proteolíticos y lipolíticos también han sido documentados de 

participar en la agregación de las lipoproteínas. 
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a) Modificaciones proteolíticas  

En este proceso, la LDL se une a la heparina de los proteoglucanos, a los 

que también se unen proteasas como la quimasa y carboxilpeptidasa A. 

Estas enzimas degradan la apoB100 de la LDL, reorganizando la 

estructura superficial de la LDL con la translocación de algunos lípidos 

del núcleo lipoproteico a la superficie. En consecuencia, la LDL 

proteolizada aumenta su hidrofobicidad favoreciendo su agregación
15

. 

b) Modificaciones lipolíticas  

 Esfingomielinasa.- La esfingomielinasa hidroliza la esfingomielina 

de la LDL para producir moléculas de fosfocolina hidrosolubles, las 

cuales son liberadas, y moléculas de ceramida. La formación de 

dominios ricos en ceramida confiere hidrofobicidad y permiten la 

agregación de la LDL
19

.  

 

 Fosfolipasa A2.-  Esta enzima cataliza la hidrolisis de los fosfolípidos 

de la LDL en ácidos grasos y lisofosfatidilcolina (lisoPC), 

acumulándose en la LDL y modificando sus propiedades 

fisicoquímicas. En presencia fisiológica de albumina, los ácidos 

grasos y algunos lisoPC son transferidos de la LDL a la albúmina. 

Así, la LDL resultante presenta una reorganización de su componente 

lipídico y un cambio conformacional de la apoB100, por lo tanto 

conlleva a su agregación
19,20

. 

 

 Fosfolipasa C.- La fosfolipasa C  hidroliza el fosfolípido de la LDL 

en fosfocolina, que es liberada de la LDL, y diacilglicerol (DAG). El 

DAG reside en la superficie y el núcleo de la LDL. Los dominios 

hidrófobos formados por DAG promueven la agregación de la 

LDL
21

.  
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La modificación estructural de la LDL por agregación incrementa su 

capacidad aterogénica. De hecho, favorece el almacenamiento masivo 

intracelular de CE en células residentes vasculares, como las células 

musculares lisas vasculares (VSMC)
22

 y los macrófagos
23,24

 que se 

diferencian a células espumosas, componente celular característico de la 

íntima aterosclerótica en etapas tempranas de desarrollo de la lesión. La 

agLDL puede también generarse in vitro mediante un proceso de 

agitación
25

. 

  

2.2. Receptores de LDL 

Los receptores de lipoproteínas considerados responsables de la captación 

de la LDL por las células en la pared vascular, pertenecen a la familia de 

los receptores “scavengers” y la familia receptores de LDL. 

 

2.2.1. Familia de receptores “scavengers” 

Los receptores “scavengers” originalmente fueron identificados por 

Brown y Golstein, y definidos por su habilidad de unirse a las LDL 

modificada. De hecho, son implicadas como reguladores en la iniciación y 

progresión de la aterosclerosis.  

Esta familia está compuesta por proteínas agrupadas en clases, que tienen 

una gran diversidad estructural
26

. Además, tienen un amplio rango de 

ligandos endógenos
27

 y exógenos
28

 (Tabla 2). 
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Tabla 2. Receptores “scavengers” y ligandos lipoproteicos. SR-A: receptor 

“scavenger” clase A, MARCO: receptor de macrófago con estructura de 

colágeno, SR-B: receptor “scavenger” clase B, CD36: “cluster” de diferenciación 

36, LOX-1: receptor 1 para las LDL oxidadas homologa a lectina, SRECI/II: 

receptor “scavenger” I/II expresado por células endoteliales, SR-PSOX: receptor 

“scavenger” que se une a la fosfatidilserina, FEEL-I/II: receptor “scavenger” I/II 

que contiene dominios homólogos a fasiclina EGF y laminina  EGF. Tabla 

adaptada
26

. 

 

2.2.2. Familia de receptores de LDL  

La familia de receptores de LDL comprende un grupo de glicoproteicos 

transmembrana que son receptores endocíticos sobre la superficie celular, 

el cual internalizan a su ligando por degradación lisosomal
29

. El LDLR es 

el miembro fundador de este grupo actuando solamente en el metabolismo 

de las lipoproteínas. Sin embargo, otros miembros tienen la capacidad de 

unirse a diferentes ligandos
30,31

 y en consecuencia participan en un amplio 

número de funciones biológicas que incluyen el metabolismo de los 

lípidos, ingreso de toxinas, activación de lisosomas y neurotransmisión
32

. 

Otros miembros de esta familia son el receptor de la VLDL (VLDLR) y 

las proteínas relacionadas a receptores de LDL (LRP), que incluyen al 

LRP1, LRP2, LRP3, LRP4, LRP5, LRP6, LRP8, LRP10 y LRP11 lo cual 

estructuralmente son similares
33

 y consisten de 5 unidades: 1) dominio de 

unión a ligando, con repeticiones ricas en cisteína tipo A distribuidas entre 

acLDL oxLDL LDL HDL VLDL

SR-A + + - - - 

MARCO + + - - - 

SR-B - + + +

CD36 + + + + +

E LOX-1 + - - - - 

F SRECI/II + + - - - 

G SR-PSOX - + - - - 

H FEEL-I/II + - - - - 

Receptor

scavenger 
Clase

Ligandos

A

B
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2 y 11 “clusters”; 2) dominio homólogo al factor de crecimiento 

epidérmico (EGF), el cual consiste en repeticiones ricas en cisteína y 

repeticiones del dominio YWTD que está organizado como hélice β. Esta 

región está implicada en la disociación dependiente de pH en el complejo 

receptor-ligando
30,31

; 3) repeticiones homólogas EGF que precede al 

segmento de contacto con la membrana, 4) dominio de anclaje 

transmembrana; 5) dominio citoplasmático con 1 a 3 motivos NPxY o 

PPPSP responsables de la traducción de señal intracelular
31,32

. Además, 

los receptores LDLR, VLDLR y LRP8 tienen un dominio O-glucosídico 

en la parte externa de la célula y un extremo NPxY citoplasmático, a 

diferencia de ello el LRP5 y LRP6 carecen de este dominio y tiene un 

extremo citoplasmático PPPSP. LRP5 y LRP6, tienen el dominio YWTD 

ubicado de forma inversa, en comparación a los demás miembros de la 

familia LRP
34

 (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Miembros de la familia LRP. Los receptores relacionados con 

enfermedades cardiovasculares están señalados con una flecha azul. Imagen 

adquirida y adaptada
34

. 
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2.3. Composición de la pared arterial 

La pared arterial está formada por un tejido heterogéneo dinámico que 

contribuye a mantener la homeostasis vascular y la regulación de la 

respuesta al estrés o lesión, debido a sus características histológicas y 

bioquímicas
35

.   

Los componentes de la pared arterial varían en su proporción dependiendo 

del calibre de la misma y están  distribuidos en 3 capas: íntima, media y 

adventicia (ver Figura 8), excepto en las arteriolas y los capilares
36

. 

Intima: Es la capa que está en contacto al flujo sanguíneo, compuesta por 

el endotelio y subendotelio. El endotelio está formado  por células 

endoteliales en monocapa que descansan sobre la lámina basal, seguida 

del  subendotelio. El subendotelio alberga fibras elásticas, proteoglucanos 

y colágeno que limita con la lámina elástica interna.  

Media: Es compuesta por VSMC, fibras de colágeno, fibras elásticas y 

proteglucanos. Esta capa está limitada de la íntima y la adventicia por la 

lámina elástica interna y externa respectivamente. 

Adventicia: Es la capa exterior de la arteria, compuesta principalmente 

por fibras de colágeno, fibroblastos, nervios (vasa nervorum) y pequeños 

vasos sanguíneos (vasa vasorum). El grosor de esta capa depende de la 

ubicación y el tipo del vaso sanguíneo. 
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Figura 8. Estructura de la pared arterial. Imagen adquirida y adaptada de 

histology.medicine.umich.edu/resources/cardiovascular-system. 

 

2.4. Evolución anatomopatológica de la aterosclerosis 

Las lesiones ateroscleróticas se clasifican en base a su apariencia 

microscópica. Según la asociación americana del corazón (AHA), y de 

acuerdo a la clasificación propuesta por Stary y cols, las lesiones 

ateroscleróticas se  agrupar en 8 tipos desde una mínima alteración en el 

tejido arterial, hasta las lesiones más complejas
9,37

 (ver Tabla 3).  

Una característica histológica general de la lesión aterosclerótica es la 

desorganización estructural completa y el engrosamiento de la capa 

íntima. Los componentes celulares varían según el tipo de lesión y el tipo 

celular
38

.  Generalmente, las células espumosas son más numerosas que 

los macrófagos y estos más que los linfocitos. En las lesiones extendidas 

entre la capa media y adventicia, los monocitos, macrófagos y linfocitos 

son más numerosos que en la capa íntima; lo que se ha atribuido a una 

colonización alrededor del vasa vasorum
39

. Los mastocitos son 

individualmente más numerosos en la capa adventicia, pero escasos en la 

capa íntima de las lesiones. Las células plasmáticas son poco frecuentes, y 
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la presencia de un proceso inflamatorio agudo por neutrófilos no es 

característica de la lesión aterosclerótica humana.  

 

 

Tabla 3. Clasificación de la lesión aterosclerótica. Datos adquiridos y 

adaptados
37,38

.  

 

2.5. Fisiopatología de la aterosclerosis 

2.5.1. Formación de la lesión inicial 

El endotelio además de su función en el intercambio de sustancias desde 

la sangre al tejido vascular y el control del tono vascular; presenta 

propiedades antiaterogénicas o antitrombóticas en condiciones fisiológicas 

normales
40

. Sin embargo, en presencia de factores de riesgo, el endotelio 

adquiere una disfuncionalidad que conlleva a un ambiente proaterogénico. 

Esta es mediada por la capacidad de sintetizar y liberar óxido nítrico 

(NO).  
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El NO evita la agregación plaquetaria, adhesión e infiltración de 

leucocitos. Una menor biodisponibilidad de NO está asociada a la 

disminución de actividad de la NO sintetasa
40

. Esta disminución puede 

producirse como consecuencia de la exposición crónica de las células 

endoteliales a concentraciones aterogénicas de nLDL
41

 o de la LDL 

modificada
42

. Concentraciones elevadas de LDL conlleva a cambios en la  

permeabilidad del endotelio, como consecuencia de la alteración de las 

uniones gap que regulan procesos de vasodilatación dependientes de NO
43

 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9. Integridad endotelial. NO: óxido nítrico, VSMC: Células musculares 

lisas vasculares. Imagen adquirida y adaptada
40

. 

 

Debido a la alteración en la permeabilidad vascular, hay una acumulación 

subendotelial de LDL así como un aumento de monocitos y linfocitos T 
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que producen lo que se conoce como estría grasa, característica de la 

lesión inicial.  

La acumulación de LDL en la pared arterial está favorecida por su 

retención en el espacio subendotelial especialmente debido a la unión a 

proteoglucancos
25

, lo que proporciona cambios estructurales y aumento de 

propiedades inflamatorias (aterogénicos). La LDL  oxidada (oxLDL) 

modula la proteína 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), que 

promueve el reclutamiento del monocito y el factor estimulante de 

colonias de macrófago (M-CSF) que favorece la diferenciación de 

monocito a macrófago. Además, la LDL modificada promueve el aumento 

de la expresión de receptores “scavengers”, que participan en la captación 

de grandes cantidades de lípidos que conlleva la diferenciación del 

macrófago a célula espumosa
44

. La presencia de la LDL y las continuas 

interacciones entre células endoteliales, monocitos y linfocitos T, liberan 

citoquinas y moléculas reguladoras para la progresión de la lesión 

aterosclerótica. 

 

2.5.2. Progresión de la lesión 

Las VSMC localizadas están normalmente en la capa media. Durante la 

progresión de la lesión su migración de la capa media a la capa íntima se 

asocia a cambios en su perfil fenotípico, de forma que las VSMC 

adquieren una elevada capacidad de síntesis de colágeno, elastina y una 

variedad de proteoglucanos componentes de la ECM, que forman una 

cubierta fibrosa alrededor del núcleo lipídico
45

. El aumento de esta 

cubierta dará como resultado un estrechamiento progresivo del lumen 

vascular. Además, las VSMC son capaces de internalizar la LDL, 

especialmente en su forma agregada a través del LRP1
46

. Así también, el 

macrófago capta la agLDL mediante el LRP1
47

 y LRP5
48

.  
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De esta manera los macrófagos y VSMC contribuyen a la población de 

células espumosas. El estrés metabólico generado por el contenido del 

colesterol celular no regulado, hace que estas células adquieran fenotipo 

patológico y sufran necrosis y liberen su contenido lipídico al espacio 

extracelular. Los lípidos extracelulares y el debris celular forman el 

llamado núcleo necrótico
5,49

. 

 

2.5.3. Lesiones avanzadas y complicación 

La continuación del desarrollo de la placa aterosclerótica, es dada por la 

pérdida de capacidad de sintetizar colágeno por parte de la VSMC y una 

mayor degradación de la ECM por metaloproteasas y cisteina proteasas, 

que son la clave en la formación de una capa fibrosa delgada. Esto 

sumado a un elevado contenido lipídico intra y extracelular, producción 

de radicales libres, factores de coagulación, moléculas vasoactivas y una 

mayor apoptosis celular, aumenta la probabilidad de fragilidad y 

susceptibilidad de la lesión de sufrir una rotura
50

. De hecho, la 

vulnerabilidad de la placa se ha asociado a la presencia de moléculas 

inflamatorias como la interleucina-1β (IL-1β), factor de necrosis tumoral-

α (TNFα) y el interferón-γ (IFNγ)
51

.  

En consecuencia el contenido del núcleo necrótico es liberado y expuesto 

a la circulación periférica. El factor tisular es el principal desencadenante 

de la formación de la trombina y del coagulo de fibrina. El trombo 

formado puede interrumpir el flujo sanguíneo local o embolizar y alojarse 

distalmente en las arterias
52

.  En cambio, las lesiones estables son 

caracterizadas por un bajo contenido lipídico y una gruesa capa fibrosa. 

Por lo tanto, la LDL desempaña una función importante en la 

aterogénesis. La LDL induce la alteración de las propiedades 
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antitrombóticas y contráctiles del endotelio vascular. Así como, la 

disminución del NO y la activación de vías de señalización 

proinflamatorias en aquellos componentes celulares derivados de la sangre 

periférica, y de los residentes de la pared vascular. La propiedad 

aterogénica de la LDL es potenciada por las modificaciones al infiltrarse a 

la íntima arterial. Esta LDL intravascular facilita la formación de células 

espumosas, incrementando la probabilidad de rotura de la placa 

ateromatosa (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Evolución esquemática de la lesión aterosclerótica. Los monocitos 

migran a la capa íntima, se diferencian a macrófago y fagocitan las LDL 

modificadas (mLDL), transformarse en célula espumosa. El estrés oxidativo 

conlleva a la apoptosis (Apop). VSMC: Células musculares lisas vasculares, 

ECM: matriz extracelular. LC: núcleo lipídico, SC: receptores “scavengers”, CC: 

cristales de colesterol. Imagen adquirida y adaptada
40

. 
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3. Inmunidad innata  

3.1. Monocito 

Los monocitos son originados a partir de un precursor mieloide en la 

médula ósea, el cual liberado a la circulación sanguínea periférica, circula 

aproximadamente durante 3 días y migra hacia los tejidos
53

, donde los 

monocitos se diferencian en diferentes tipos de macrófagos
54

. 

Inicialmente, los monocitos fueron identificados por su morfología y por 

técnicas citoquímicas (esterasa específica de monocito). Sin embargo, la 

citometría de flujo identifica a este linaje celular por presentar los 

antígenos de superficie “cluster” de diferenciación 14 (CD14) y “cluster” 

de diferenciación 16 (CD16)
55

.   

 

3.1.1. Subtipos por expresión de CD14 y CD16 

CD14 

El CD14 fue el primer marcador identificado para el monocito y 

macrófago
56

, con una expresión aproximada de 110,000 

moléculas/monocito, lo que ha llevado a su utilización en la identificación 

de esta célula
57

, y se ha asociado a un amplio rango  funciones
58–62

. Sin 

embargo, se conoce especialmente por su función como receptor del 

lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram negativas
63,64

.  

CD14 es una glicoproteína que forma un homodímero con múltiples zonas 

ricas en leucina y unida a la membrana celular por un anclaje de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), que al no ser transmembrana no puede 

transferir señales por sí mismo
65,66

. Por lo cual, el CD14 se asocia con 

otros  correceptores como es el caso del receptor tipo “toll” 4 (TLR4), 
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induciendo como consecuencia la síntesis y liberación de moléculas 

proinflamatorias
67,68

 (Figura 11). 

 

  

Figura 11. Receptor CD14. Se observa 2 sitios de unión a ligando y su anclaje a 

la membrana celular por GPI (glicosilfosfatidilinositol). N: extremo N-terminal, 

C: extremo C-terminal. Imagen adquirida y adaptada
66

.  

 

CD16 

El CD16 es una glicoproteína que sirve como receptor de baja afinidad 

para unir la porción constante de la IgG, que confiere a la célula su 

capacidad ozonizadora. CD16 es una proteína transmembrana que se 

expresa en el monocito, macrófago y células NK. Este receptor consiste 

en una subunidad α que se une a la IgG y que se empareja con 2 cadenas γ 

que contienen un motivo inmunoreceptor de activación basado en tirosina 

(ITAM), con una función importante en los procesos de señalización 

mediados por el receptor
69,70

. Los efectos funcionales inducidos por el 

CD16 incluyen activación de genes, producción de citoquinas, 

quimioquinas, citotoxicidad mediada por anticuerpo, degranulación 

celular y fagocitosis
71

 (Figura 12).  
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Figura 12. Receptor CD16. Presencia de 2 cadenas α y γ. ITAM: motivo 

inmunoreceptor de activación basado en tirosina, S-S: puente disulfuro. Imagen 

adquirida y adaptada
70

. 

 

Según la capacidad de expresión de  CD14 y CD16, los monocitos se 

distribuyen en 3 subtipos o subpoblaciones. Los monocitos clásicos que 

presentan una alta expresión de CD14 y ausencia del CD16 

(CD14
bright

CD16
-
), monocitos intermedios con expresión de CD16 

(CD14
bright

CD16
+
) y los monocitos no clásicos con una baja expresión del 

CD14 (CD14
dim

CD16
+
)

72
.  

Aproximadamente el 95% de monocitos humanos circulantes tienen una 

ausencia de CD16
 
en la superficie celular

73
. Estudios con el homólogo del 

CD16
+
 humano en el ratón, describen la migración de estas células 

relacionadas con la renovación de macrófagos residentes en tejidos no 

inflamatorios
74

. Esta conducta es llamada de patrullaje, lo cual se arrastra 

a lo largo de la superficie vascular. Por el contrario, CD16
-
 tiene un 

desplazamiento de rodaje debido a su menor afinidad de adhesión
75

. 
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Los monocitos CD16
+
 se han asociado a un nivel de maduración mayor 

que los monocitos CD16
-
, debido a la similitud de patrones de expresión 

de superficie con los macrófagos residentes en tejido
76,77

, y una mayor 

capacidad de adhesión al endotelio. La actividad fagocitaria también está 

incrementada en monocitos CD16
+
, respecto a  aquellos con ausencia de 

CD16 en la superficie celular
78

.Algunos autores sugieren que los 

conocidos CD16
+
 tienen un incremento en la actividad de presentar 

antígenos, debido a una alta expresión de HLA-DR
55

.  De hecho, los 

macrófagos en estadios tempranos de la lesión aterosclerótica tiene una 

alta expresión de CD16 y una disminución en la expresión del CD14
79

. 

 

3.1.2. Quimiotaxis, infiltración vascular 

En la aterosclerosis, los monocitos son reclutados en regiones proclives al 

desarrollo de la lesión. Esto sucede por la activación o disfunción del 

endotelio, como consecuencia de la fuerza hemodinámica en combinación 

con factores de riesgo aterogénicos como la hiperlipemia. Esta activación 

favorece la quimiotaxis, adhesión y migración de los monocitos 

circulantes al espacio intravascular
80,81

.  

La expresión de MCP-1, interleucina-8 (IL-8), integrinas y selectinas en la 

superficie de  las células endoteliales es aumentada por la LDL. Estas 

moléculas están reguladas por diferentes genes que son orquestados por 

NF-κB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 

células B activadas)
40

. La inmovilización que ejerce endotelio sobre el 

monocito depende de la quimioquina CCL5 (motivo CC ligando 5), 

CXCL1 (motivo CXC ligando 1) y de la P-selectina. Para que esta 

adhesión sea firme, la molécula de adhesión celular vascular 1 (VCAM1) 

y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM1) deben expresarse en la 

superficie endotelial y unirse con las integrinas VLA4 (antígeno muy 
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tardío 4) y LFA1 (antígeno 1 asociado a la función del linfocito) del 

monocito. La migración del monocito al espacio subendotelial se realiza 

mediante la acción de diferentes quimioquinas producidas por los 

componentes celulares de la pared vascular, implicados en la 

aterosclerosis
82,83

.  

La migración del monocito está influenciada no solo por señales 

quimioatrayentes si no por el control de las señales quimiorepulsivas. 

Moléculas esenciales para el control de la migración neuronal han sido 

asociadas a la activación, diferenciación y regulación de la adhesión en los 

leucocitos
84–86

. De estas moléculas, miembros de la familia netrin, 

semaforin y efrin son expresados sobre la célula endotelial bajo 

condiciones que promueven o protegen de la aterosclerosis
87

. Netrin-1 y 

semaforin3A, se expresan en el endotelio de las arterias coronarias e 

inhiben la migración directa los monocitos humanos causada por las 

quimioquinas. Sin embargo, su disponibilidad disminuye por efecto de 

factores proaterogénicos. Por el contrario, efrinB2 aumenta su expresión e 

incrementa la migración leucocitaria en ausencia adicional de 

quimioquinas
83,87

.  

Por lo tanto, la hiperlipemia y los mecanismos de interacción entre 

monocito - endotelio conllevan a la regulación de adhesión y migración, 

como uno de los eventos importantes en el desarrollo de la lesión 

aterosclerótica (Figura 13). 
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Figura 13. Reclutamiento del monocito. Sema3A: semaforina3A, CCR1: 

receptor quimioquina CC tipo 1, CCR2: receptor quimioquina CC tipo 2, CCR5: 

receptor quimioquina CC tipo 5, CCL5: quimioquina CC ligando 5, CXCL1: 

quimioquina CXC ligando 1, CX3CR1: receptor quimioquina CX3C tipo 1, 

PSGL1: glicoproteína p-selectina ligando 1, ICAM1: molécula de adhesión 

intercelular 1, VCAM1: molécula de adhesión celular vascular 1,  LFA1: 

antígeno 1 asociado a la función del linfocito y VLA4: antígeno muy tardío 4. 

Imagen adquirida y adaptada
83

.  

 

3.1.3. Apoptosis celular 

El monocito/macrófago cumple una amplia variedad de funciones que 

incluyen la regulación de la respuesta inmune, fagocitosis, reparación y 

remodelación de los tejidos
88

. Sin embargo, estos procesos requieren de la 

maduración y diferenciación a macrófago cuando migran a los tejidos 

periféricos, lo que implica cambios químicos y fenotípicos de la 

célula
89,90

, como la disminución del CD14
91

. En esta diferenciación, la 

integridad funcional y la capacidad de supervivencia del monocito son 

importantes en un ambiente inflamatorio rico en mediadores citotóxicos y 

especies reactivas de radicales libres. Numerosos estudios se han centrado 

en la apoptosis de monocitos de sangre periférica en cultivos, 

suplementados con suero, factores de crecimiento, productos bacterianos o 

citoquinas proinflamatorias
92–95

. Hasta ahora, sin embargo, los procesos 

apoptóticos inducidos por la LDL en el monocito han sido poco 

documentados. Por ello, el interés de investigar el efecto de la LDL 
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relacionada con la apoptosis o la supervivencia celular, como factor 

aterogénico vinculado a la diferenciación del monocito a macrófago. La 

apoptosis o muerte celular programada es un proceso ordenado en que la 

célula se autodestruye ante estímulos intracelulares o extracelulares
96–98

.  

Vía extrínseca 

La vía extrínseca es mediada por receptores de muerte que incluyen el 

receptor de muerte 5 (DR5)
99

. La activación del receptor de muerte 

permite el reclutamiento de proteínas adaptadoras como FADD (dominio 

de muerte asociado a Fas), el cual recluta procaspasa-8 formando el DISC 

(complejo de señalización inductor de muerte). En las células con alta 

densidad de receptores de muerte y/o procaspasa-8, el DISC induce la 

activación de procaspasa-8 a caspasa-8, siendo suficiente para amplificar 

la señal en la activación de la procaspasa-3 a caspasa-3. Así, el proceso de 

apoptosis es irreversible.  La caspasa-3 es responsable de cortar substratos 

que actúan sobre el DNA
100

 y la gelsolina, proteína reguladora de la 

actina,
101

 que es fragmentada con la consecuente alteración del 

citoesqueleto y de la morfología celular  (ver Figura 14).  

Vía intrínseca 

Si la señal del receptor de muerte no es suficiente para generar la cascada 

de señalización de las caspasas, puede ocurrir una activación de la vía 

intrínseca. El vínculo entre vía la vía intrínseca y la extrínseca, esta 

mediado por la mitocondria y se produce cuando Bid (dominio de muerte 

agonista de interacción BH3) es cortado por la caspasa-8 para producir 

Bid truncado (tBid). La translocación de tBid a la mitocondria promueve 

la liberación de citocromo C y otros factores apoptóticos al citoplasma por 

medio de BAX (proteína X asociada a BCL2) y BAK (proteína asesina 

antagonista de BCL2). El citocromo C actúa como cofactor de APAF-1 

(factor 1 activador de peptidasa apoptótica) y recluta procaspasa-9, 
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formando el apoptosoma que genera caspasa-9. La caspasa-9 inicia la 

activación irreversible de la caspasa-3
102

. 

Debido a la importancia de marcadores que permitan determinar si una 

célula está comprometida en ingresar a un proceso apoptótico, varios 

autores han investigado la expresión de BAX y BCL2 (proteína 2 de 

linfoma de células B), como efectores de mecanismos promotores y 

supresores respectivamente de la apoptosis
103–105

. El cociente aumentado 

BAX/BCL2 define la mayor sensibilidad del monocito en responder a una 

señal apoptótica en comparación  aquel monocito con un nivel de cociente 

menor (ver Figura 14).  

Anoikis 

Una forma específica de apoptosis es la anoikis, proceso que se produce 

como consecuencia de la  pérdida de interacción célula-célula o célula-

ECM
106

. El mecanismo de la anoikis no es completamente conocido. Sin 

embargo, la permeabilización de la membrana externa mitocondrial por 

BAX y la activación de los receptores de muerte con la consecuente 

activación de la caspasa-8, cumplen una función importante en este 

proceso
107,108

. La anoikis fue inicialmente estudiada en células 

cancerígenas, debido a que la metástasis es el resultado de la resistencia a 

la anoikis cuando las células pierden su localización. Laguinge y cols, 

describieron la participación de TRAIL (ligando inductor de apoptosis 

relacionado con TNF) y los receptores de muerte en este proceso
109

. De 

hecho, DR5 está incrementado en un estudio con células neoplásicas, 

donde el proceso de anoikis es dependiente de la caspasa-8
110

. 

El receptor DR5 es una proteína de membrana tipo I que pertenece a la 

superfamilia de receptores de TNF. TRAIL, ligando de DR5, es una 

proteína de membrana tipo II que pertenece a la familia de citoquinas de 

TNF. Además, su dominio extracelular puede ser proteolíticamente 
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cortado de la superficie celular  por metaloproteasas, y así formar una 

molécula soluble
111

.  

El DR5 es expresado en una variedad de células y tejidos
112

. La activación 

es realizada mediante el homotrímero de TRAIL con 3 receptores DR5, 

como sucede en la mayoría de los miembros de la familia TNF
113,114

. DR5 

contiene un dominio de muerte (DD) carboxi-terminal citoplasmático que 

posibilita el reclutamiento de proteínas que contengan DD para forman el 

DISC, que inicia la señal de activación de las caspasas
115

. (ver Figura 

14).  

Integrinas 

La adhesión del monocito al endotelio a través de las integrinas es la 

respuesta molecular ante un proceso inflamatorio, y su regulación es 

importante para la migración a través de la ECM
116

. Además, la función 

de la ECM como supresor a la anoikis ha sido bien establecido y en ella 

participan varias integrinas involucradas en la supervivencia celular
117,118

.  

Las integrinas son heterodímeros transmembrana formados por 

subunidades αβ. Existen 18 subunidades α y 8 subunidades β en humanos 

asociados no covalentemente para formar 24 combinaciones distintas con 

ligandos específicos diferentes. Además, algunas subunidades α y β 

presentan modificaciones post-transcripcionales o post-traduccionales en 

su extremo citoplasmático, proporcionado a las integrinas una versatilidad 

adicional en sus funciones
119–121

. De acuerdo a sus principales funciones 

se agrupan en integrinas de adhesión célula-célula, vasculares y de célula-

ECM. Aquellas integrinas con subunidad β1 comúnmente forman parte de 

la mayoría de receptores para los componentes de la ECM
119,120

. Algunas 

integrinas como α3β1
122

, α6Bβ1 y α6Bβ4A son relevantes en la resistencia 

a anoikis, en células diferenciadas
123,124

.  De hecho, CD49c (la subunidad 

α3 de la integrina) se encuentra diferencialmente expresada en macrófagos 
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derivados de monocitos humanos
125

. La interacción entre integrinas y la 

ECM regula la formación del citoesqueleto de actina, proceso relevante 

para la movilidad de la célula (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Regulación de la apoptosis. La vías de activación están señaladas por 

los siguientes colores: Rojo: vía extrínseca, Verde: vía intrínseca, Morado: señal 

relacionada con la adherencia, Azul: molécula antiapoptótica. TRAIL: ligando 

inductor de apoptosis relacionado con TNF, DR5: receptor de muerte 5, FADD: 

dominio de muerte asociado a Fas, DISC: complejo de señalización inductor de 

muerte, Bid: dominio de muerte agonista de interacción BH3, tBid: Bid truncado, 

BCL2: proteína 2 de linfoma de células B, AKT: llamada protein quinasa B, 

BAD: agonista asociado a BCL2 de muerte celular, BAX: proteína X asociada a 

BCL2 , BAK: proteína asesina antagonista de BCL2, APAF-1: factor 1 activador 

de peptidasa apoptótica, dATP: desoxiadenosina trifosfato 
100

.    
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3.2. Macrófago 

La diferenciación de monocito a macrófago en el espacio subendotelial 

está regulada y dirigida por un amplio número de señales complejas. 

Estudios in vitro han tratado de explicar la participación en el proceso de 

factores de crecimiento, factores de diferenciación e incluso lipoproteínas 

con diferentes tipos de modificación. 

 

3.2.1. Captación de lipoproteínas 

Los macrófagos internalizan las lipoproteínas que contienen apoB a través 

del LDLR. Sin embargo, el LDLR muestra una regulación negativa 

durante la diferenciación a célula espumosa, debido al aumento 

intracelular de colesterol. Sugiriendo que las LDL son captadas también 

por receptores diferentes al LDLR.  

Los Receptores “scavengers” que expresados en los macrófagos, tienen la 

capacidad de reconocer y procesar la LDL modificada para promover la 

diferenciación a célula espumosa
126

. La regulación de los “scavengers” no 

está sujeta al contenido de colesterol intracelular, a diferencia del 

LDLR
127

 (ver Figura 15). 

La agLDL promueven la formación de células espumosas por la 

acumulación masiva de colesterol en el citoplasma
128

. Algunos autores 

señalan un mecanismo alternativo de internalización de agLDL llamado 

patocitosis, que consiste en la captación de grandes cantidades de agLDL 

por el macrófago mediante la formación de vesículas
129,130

.  

Inicialmente, la formación de células espumosas por nLDL fue 

descartada, debido a que muchos estudios de captación de nLDL fueron 

realizados en concentraciones de saturación para los receptores. Sin 
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embargo, estudios posteriores han descrito que la captación de nLDL por 

pinocitosis a concentraciones de hiperlipemia resulta en la diferenciación 

a células espumosas
131

. 

En los últimos años, nuestro grupo ha demostrado que las agLDL son 

captadas e internalizadas por el LRP5
48

 y LRP1
132

, miembros de la familia 

LRP. El LRP1 es expresado en  muchos tejidos y de forma abundante en 

el hígado y cerebro
32

. El aumento de su expresión está relacionado con 

diferentes funciones implicadas en la acumulación de lípidos 

intracelulares
132–134

. La deficiencia del LRP1 conlleva al aumento de 

apoptosis en el macrófagos
135

 y la migración de monocitos a las lesiones 

ateroscleróticas
135,136

.  

El receptor LRP5 tiene una participación en diferentes patologías. 

Alteraciones en su expresión pueden asociarse a la susceptibilidad de la 

resistencia a la insulina, debido a que 2 marcadores asociados con la 

diabetes tipo 1 están localizados en el gen LRP5
137,138

. Las mutaciones que 

implican una ganancia o pérdida de funciones del LRP5 se han asociado a 

enfermedades óseas
139,140

. La relación entre la función del LRP5 y el 

metabolismo de  los lípidos surgió a partir de identificar su función como 

receptor de la apoE, apolipoproteína que es importante en la lipoproteínas  

como CM, IDL y VLDL
141

. Modelos animales de hiperlipemia genética, 

como el conejo watanave (WHHL), presentan una mayor expresión 

hepática de LRP5 que los conejos normales, sugiriendo su participación 

en la regulación del colesterol in vivo
141

. Nuestro grupo ha descrito que la 

ausencia del receptor Lrp5
-/-

 se asocia a un aumento en el contenido 

lipídico en la pared vascular en ratones. Hay que resaltar que este efecto 

es más evidente cuando los ratones deficientes en Lrp5 reciben una dieta 

rica en colesterol, respecto a controles alimentados con una dieta 

normocolesterolémica
142

. Estudios in vitro, ponen en evidencia que el 

LRP5 es un receptor relevante en la internalización  de colesterol a partir 
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de agLDL en el macrófago humano
48

. Variaciones genéticas como el 

polimorfismo A1330V del LRP5 se ha descrito que conlleva a una pérdida 

de su función y se asocia a niveles elevados de colesterol
143,144

. La 

conservación del LRP5 y LRP6 son 70% idénticamente parálogos. Sin 

embargo, la actividad del extremo citoplasmático del LRP6 es más fuerte 

que el LRP5 para activar la vía  del Wnt
145

. Mutaciones del LRP6 es 

asociado a altos niveles de LDL como riesgo metabólico de padecer 

enfermedad cardiovascular temprana
146

. 

A otros miembros de la familia LRP se les atribuye también una 

importancia clínica. Así, LRP2 se ha descrito que regula el metabolismo 

del HDL
147–149

. Mutaciones en LRP8 incrementa el riesgo de infarto al 

miocardio prematuro
150,151

 y el LRP11 como un potencial biomarcador en 

la predicción de la aterosclerosis en un estudio poblacional
152–154

.  

 

3.2.2. Metabolismo celular del colesterol  

Hidrólisis y esterifición 

Los esteres de colesterol derivados de las lipoproteínas internalizadas son 

hidrolizados a nivel de lisosomas por la ACEH (colesteril éster hidrolasa 

ácida) a colesterol libre (FC) y un ácido graso. El FC es liberado al 

citoplasma y es transportado a la membrana celular. La disponibilidad del 

FC es regulada para que su concentración no afecte la permeabilidad y 

fluidez de la membrana celular.  

El exceso de FC es exportado por la membrana celular (transporte reverso 

del colesterol). Cuando el contenido de FC excede al que es exportado, el 

FC es enviado al retículo endoplasmático (ER), donde inhibe  la  

señalización SBREP-2 (proteína de unión al elemento regulador esterol 2) 

a fin de disminuir la síntesis de LDLR y la producción de colesterol 
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endógeno a partir de HMGCR (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 

reductasa)
155

. El FC es esterificado por ACAT1 (acetil CoA: 

acetiltransferasa 1) y sus productos son acumulados en el citoplasma 

celular como depósitos insolubles que favorecen la formación de células 

espumosas
156

. Los CE son hidrolizados por NCEH (neutral colesterol éster 

hidrolasa) en presencia de algún aceptor extracelular y se obtiene 

nuevamente FC, estructura química adecuada para la exportación de 

colesterol
83

. Por lo tanto, el ciclo de esterificación e hidrólisis resulta el 

balance dinámico del tránsito del colesterol. La carga lipídica observada 

en los macrófagos como característica de la aterosclerosis es el resultado 

de alteraciones en este  mecanismo regulador del contenido de colesterol 

(ver Figura 15).  

 

Defecto en el tránsito del colesterol 

El acumulo de CE es bastante inerte, en comparación al de FC que tiene 

un efecto toxico. Un aumento de FC enriquece la membrana del ER 

afectando la esterificación del colesterol por ACAT1. El aumento de FC 

favorece el aumento del colesterol de la membrana celular potenciando la 

activación de receptores inflamatorios, ubicados en las balsas lipídicas 

como los receptores TLR4 y factores de transcripción como NF-κB
157–159

. 

De  esta forma aunque eflujo del colesterol puede verse comprometido, la 

respuesta inflamatoria es amplificada. Una prolongada activación del 

metabolismo del colesterol  puede afectar a la viabilidad celular e inducir  

apoptosis debido al estrés del ER
83

 (ver Figura 15). 

La actividad fagocitaria del macrófago requiere tener una intacta 

regulación entre la esterificación y el eflujo del colesterol. Esto faculta al 

macrófago digerir los lípidos contenidos de las células apoptóticas. Una 

desregulación del metabolismo del colesterol afecta esta digestión, lo cual 
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conlleva a una necrosis y liberación de los componentes intracelulares que 

forman parte del núcleo necrótico
160

. 

Eflujo del colesterol 

Varios transportadores facilitan el eflujo de los lípidos en las células 

espumosas. Aunque en ellas se ha descrito también una difusión pasiva
161

. 

Uno de los mecanismos transportadores está mediado por ABCA1 

(transportador dependiente de la unión a ATP subfamilia A miembro 1) y 

ABCG1 (transportador dependiente de la unión a ATP subfamilia G 

miembro 1).  

ABCA1 promueve el transporte de FC a partículas de HDL nacientes. Por 

el contrario, ABCG1 transporta el FC a partículas de HDL maduras
161

. 

Además, el FC derivado de la degradación del CE por la fusión del 

autofagosoma y lisosoma, también son exportados vía ABCA1
162

. Ambos 

transportadores ABCA1 y ABCG1, son incrementados 

transcripcionalmente en respuesta a un contenido de FC por el LXR-RXR 

(heterodímero receptor X hepático-receptor X retinoide), que además 

tiene efectos antinflamatorios
163

 (ver Figura 15). 

 

3.2.3. Activación de la inmune innata 

La inflamación tiene una función esencial en la iniciación, desarrollo y 

desestabilización de la placa aterosclerótica, siendo el macrófago la célula 

inflamatoria más abundante, en la inmunidad innata.  

Recientemente, se ha cambiado el paradigma que la inmunidad innata no 

presenta características de memoria. Debido a que hay evidencias de una 

reprogramación epigenética que altera la expresión génica, ante una 

reexposición
164

. Se ha demostrado que la hipercolesterolemia estimula la 
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monocitosis y que este vínculo puede ocurrir ya en la médula ósea, donde 

el incremento de colesterol en la membrana de la célula madre 

hematopoyética (HSC) conlleva al incremento de receptores de 

interleucina-3 (IL-3), interleucina-5 (IL-5) y M-CSF
165

.  

Estudios realizados por Van Kampen y cols, ratones Ldlr
-/-

 con trasplante 

de médula ósea de ratones alimentados con una dieta rica en colesterol, 

mostraron un incremento de células progenitoras mieloides, en 

comparación a aquellos que recibieron el trasplante de médula de ratones 

con dieta normal. Los progenitores mieloides mostraron hipometilación en 

las regiones CpG de los genes PU.1 y el factor regulador de interferón 8 

(IRF8), importantes para la regulación de la proliferación de monocitos y 

la diferenciación a macrófago
166

. Además, la médula ósea 

hipercolesterolémica promueve el incremento de la expresión de ciclinas y 

la pérdida de quiescencia de las células progenitoras hematopoyéticas
165

. 

Por lo tanto, estos hallazgos ponen de manifiesto una nueva causalidad 

entre la hipercolesterolemia, las células progenitoras hematopoyéticas y la 

susceptibilidad a la aterosclerosis
167

.  

La respuesta inflamatoria no solo está relacionada con desregulación del 

metabolismo del colesterol, sino por los ligandos que se acumulan en el 

ateroma. Las células del sistema inmunitario innato detectan las señales de 

daño tisular y de inflamación, conocidos como patrones moleculares 

asociados a daño (DAMP), lo que favorece la secreción de interleucinas 

proaterogénicas que a su vez promueven la inflamación en la pared 

arterial
168

. Esto es realizado por un complejo multiproteico denominado 

inflamosoma, que involucra la activación de caspasas inflamatorias, como 

la caspasa-1
169

.  

Los cristales de colesterol (CC) son localizados en los espacios 

extracelulares del ateroma. Aunque los CC se han asociado normalmente 
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con las lesiones avanzadas, estos sea han identificado también en 

macrófagos de lesiones tempranas en modelo animal ApoE
-/- 170

. La 

internalización de CC promueve la desestabilización del lisosoma y 

liberación de especies reactivas de oxígeno y/o proteasas al citoplasma 

que estimulan una producción y secreción de IL-1β, vía 

inflamasoma
170,171

.  Además, la acumulación del colesterol intracelular de 

las células espumosas puede convertirse en CC y activar el 

inflamasoma
172

. Este evento inflamatorio nos indica que la acumulación 

temprana de colesterol mínimamente modificado funciona como una señal 

de activación, describiendo una nueva vía por la cual el colesterol puede 

inducir una respuesta inflamatoria temprana en el proceso de aterogénesis 

170,173
. 

La acumulación de CE  en las células espumosas mediada por CD36 y 

TLR4-TLR6, activa el NF-κB que conlleva la expresión de quimioquinas 

para el reclutamiento de los monocitos
174

. Por lo tanto, niveles elevados de 

LDL promueven a una respuesta inflamatoria
175

, lo cual soporta la 

hipótesis lípido-inflamatoria para el entendimiento del desarrollo de la 

lesión aterosclerótica, en lugar de caracterizar la aterosclerosis como un 

proceso lipídico o un proceso inflamatorio de forma independiente
176

 

(Figura 15). Estudios realizados en esta Tesis ayudan a entender los 

procesos moleculares implicados por la internalización de agLDL en 

macrófagos de pacientes con alto riesgo de desarrollar aterosclerosis 

prematura, como es la población con hipercolesterolemia familiar.  
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Figura 15. Captación de lipoproteínas, eflujo del colesterol por el macrófago. 

SR-A: receptor “scavenger” clase A, LOX-1: receptor 1 para las LDL oxidadas 

homologa a lectina, CD36: “cluster” de diferenciación 36, SR-B: receptor 

“scavenger” clase B, mLDL: LDL modificada, TLR4: receptor tipo “toll” 4, 

TLR6: receptor tipo “toll” 6, ABCA1: transportador dependiente de la unión a 

ATP subfamilia A miembro 1, ABCG1: transportador dependiente de la unión a 

ATP subfamilia G miembro 1, NCEH: neutral colesterol éster hidrolasa, 

ACAT1:acetil CoA: acetiltransferasa 1, LXR-RXR: heterodímero receptor X 

hepático-receptor X retinoide, NF-κB: factor nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas, ER: retículo endoplasmático, CC: 

cristales de colesterol, FC: colesterol libre. Imagen adquirida y adaptada
83

.  

 

3.2.4. Polarización del macrófago 

Como consecuencia del proceso de activación, los macrófagos son 

polarizados en varios fenotipos en las lesiones ateroscleróticas. El 

fenotipo M1 secreta citoquinas proinflamatorias y especies de oxígeno 

reactivas que conducen a un incremento del estrés en el ateroma
177

. 
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Promueve la inflamación de la placa y está concentrado en zonas lipídicas 

de la lesión. Entre las moléculas diferenciales de este fenotipo, M1 

expresa menos CD163, hemo oxigenasa 1(HMOX-1)
178

 y LRP5
179

 que el 

fenotipo M2. Los macrófagos M1 pueden estar asociados a la formación 

del núcleo necrótico, debido que es propenso a desarrollar la 

diferenciación a célula espumosa que conlleva a una apoptosis celular y 

liberación de su contenido
180

. Por el contrario, el fenotipo M2 se localiza 

principalmente en zonas de menor inflamación. De hecho, las placas de 

ateroma que muestran una regresión de la aterosclerosis, inducida por 

fármacos hipolipemiantes o por incremento de la HDL en modelos 

murinos, promueven un aumento de macrófagos M2
181,182

. Este fenotipo 

es menos susceptible en diferenciarse a células espumosas y presenta un 

incremento de la regulación de genes involucrados en la fagocitosis. Por 

ello, tienen una incrementada actividad fagocitaria para el aclaramiento 

del debris celular y de células apoptóticas
183

.  

El fenotipo M4, con transcriptoma  distinto a M1 y M2, presenta una 

menor expresión de CD163 y de receptores “scavengers” relacionados con 

la captación de LDL modificada
184

. En estudios de lesiones caracterizados 

por fosfolípidos oxidados en ratones Ldlr
-/-

, se ha identificado un novel 

fenotipo de nominado Mox. Se caracteriza por una alta expresión de 

HMOX-1. En experimentos in vitro en macrófagos derivados de médula 

ósea expuestos a fosfolípidos oxidados se polarizan en un fenotipo distinto 

de M1 y M2
185

. 

En lesiones aterosclerótica avanzadas, la hemoglobina derivada  de la 

hemorragia, polariza el macrófago a un fenotipo especializado con alta 

expresión de CD163
186

. El CD163 es un conocido marcador que 

caracteriza el fenotipo M2, está relacionado con procesos 

antiinflamatorios
187,188

. Es expresado únicamente en el linaje monocito-

macrófago
189,190

. El receptor CD163 consiste de una corta región 
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citoplasmática, un segmento transmembrana y 9 dominios 

extracelulares
191

. Su función más conocida es la captación de 

hemoglobina. La hemoglobina se libera en forman de 2 dímeros αβ, cual 

son capturados por la proteína haptoglobina plasmática formando un 

complejo
192

. Este complejo es internalizado por el CD163 y degradado por 

HMOX-1
186

, una potente enzima antinflamatoria y antioxidante
193

. Los 

productos de esta degradación son metabolitos antiinflamatorios como 

interleucina-10 (IL-10)
193

,  biliverdina
194

, monóxido de carbono
195

  y 

hierro libre
196

. La ausencia o poca expresión del CD163 en 

macrófagos de lesiones ateroscleróticas hemorrágicas humanas es 

asociado a un aumento del estrés oxidativo
186

.  

 

4. Factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular 

Son las condiciones que promueven la posibilidad de que un individuo 

desarrolle una enfermedad cardiovascular como consecuencia de las 

interacciones genéticas o ambientales. Los factores de riesgo se clasifican 

en modificables y no modificables (WHO, 2011), siendo la dislipemia el 

factor de riesgo relevante en el desarrollo de las enfermedades 

cardiovasculares. Además, el efecto de los factores de riesgo está 

influenciado por su participación conjunta, así como su patogenia 

específica sobre el lecho vascular (Tabla 4).  
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Tabla 4. Clasificación de los factores de riesgo. BMI: índice de masa corporal, 

CRP: proteína C reactiva. 

 

4.1. Dislipemia 

La dislipemia se refiere a una concentración anormal de lípidos en la 

sangre. Niveles elevados de LDL conllevan al desarrollo de la 

aterosclerosis, mientras que altos niveles de HDL favorecen la reducción 

en el riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular. Así, niveles 

incrementados de LDL y colesterol total y niveles bajos de HDL 

Mayores de 55 añosEdad

Modificables

No 

modificables

Alto riesgo en africanos y asiáticosEtnia

Predisposición genéticaHistoria familiar

Mayormente en hombres que en 

mujeres premenopausicas
Género

Consumo de alcohol

Aumento de BMI, hipertensión, 

dislipemia y CRP
Sedentarismo

Dislipemia, inflamación subclínica, 

disfunción endotelial 
Obesidad

Disfunción endotelial, dislipemia,

alteración en la coagulación

Factores de riesgo de Enfermedad cardiovascular

Dislipemia

Alto consumo de grasas saturadas. 

Dislipemia
Dieta no saludable

Terápia hormonalMedicación

> de 2 bebidas alcohólicas al día. 

Hipertensión

Consumo de tabaco

Niveles anormales de lípidos, 

hipercolesterolemia (LDL)

Predisposición a la obesidadDiabetes

Disfunción endotelial, inflamación 

subclínica
Hipertensión
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incrementan el riesgo de aterosclerosis. Por ello, la LDL es considerada 

como el objetivo terapéutico para la reducción del colesterol plasmático. 

Existen diferentes guías internacionales que describen los niveles óptimos 

de lípidos en el plasma a fin de controlar el riesgo cardiovascular.  Entre 

ellas “The National  Cholesterol  Education Program–Adult Treatment 

Panel III (NCEP/ATPIII)” es ampliamente utilizada (ver Tabla 5). 

Recientemente, la sociedad americana de cardiología (American College  

of  Cardiology, ACC) y la AHA (American Heart  Association)  en 

colaboración con el NHLBI (National  Heart,  Lung, and Blood Institute) 

han diseñado nuevas pautas para la prevención de enfermedades 

cardiovasculares y el manejo del incremento de colesterol plasmático. Sin 

embargo, su diferencia respecto a la anterior guía es la recomendación de 

estatinas más agresivas, basándose en la implementación de un nuevo 

algoritmo de predicción de riesgo
197

.  

La guía diseñada por la sociedad europea de cardiología (European 

Sociaty of Cardiology, ESC) muestra similitudes y diferencias con las 

guías americanas en la clasificación de los riesgos cardiovasculares y del 

apropiado uso de medicamentos. Sin embargo ambas guías, la americana 

y la europea están de acuerdo en la prevención de la progresión de la 

aterosclerosis y la disminución de la carga de la enfermedad durante el 

tiempo de vida. Respecto a los niveles de colesterol, ambas guías apoyan 

el objetivo de disminuir los niveles de LDL para los individuos en 

situación de riesgo, por ejemplo aquellos con un alto riesgo de padecer 

una enfermedad cardiovascular deberían tener <70mg/dL de LDL o ≥50% 

de reducción de LDL (recomendación europea vs recomendación 

americana)
198

. 
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Tabla 5. Guía de manejo clínico de acuerdo al objetivo óptimo de los 

parámetros lipídicos. Guía del NCEP/ATP III 2004. TC: Colesterol total,  

ApoB: Apolipoproteína B, CVD: enfermedad cardiovascular, DM: Diabetes 

mellitus, RF: Factor de riesgo, FRS: Puntiación de riesgo Framingham.  

 

4.1.1. Clasificación 

Dislipemia primaria 

Este término se refiere a las patologías que son consecuencia de un 

incremento de producción o un defecto en la captación de LDL y 

triglicéridos, como resultado de mutaciones monogénicas o múltiples
199

 

(ver Tabla 6). 

Dislipemia secundaria 

Comprende a aquellas dislipemias asociadas a una patología, al estilo de 

vida o efecto de fármacos. Estos incluyen hipotiroidismo, diabetes 

General <190 mg/dL -

Alto <175 mg/dL -

Bajo <160 mg/dL ≤ 1RF

Moderado <130 mg/dL ≥ 2RF, FRS ˂ 10%

Moderado alto <130 mg/dL ≥ 2RF, FRS 10-20%

Alto <100 mg/dL ≥ 2RF, FRS > 20%

Muy alto <70 mg/dL CVD

Bajo <190 mg/dL ≤ 1RF

Moderado <160 mg/dL ≥ 2RF, FRS ˂ 10%

Moderado alto <160 mg/dL ≥ 2RF, FRS 10-20%

Alto <130 mg/dL ≥ 2RF, FRS > 20%

Muy alto <100 mg/dL CVD

Hombre <45 mg/dL -

Mujer <55 mg/dL -

Triglicéridos - <150 mg/dL -

Moderado <90 mg/dL DM

Alto <80 mg/dL CVD/DM+≥ 1RF
ApoB

Categoría de 

riesgo

Objetivo 

óptimo

Factor de 

riesgo

Parámetro

lipídico

Colesterol total

LDL

Colesterol no LDL

(TC-HDL)

HDL
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mellitus, síndrome nefrótico, obesidad, alcoholismo, anabólicos 

esteroideos, estrógenos y consumo de tabaco como algunos ejemplos. 

 

Tabla 6. Clases de dislipemia primaria. Tabla adquirida y adaptada
199

. 

 

4.1.2. Hipercolesterolemia familiar (FH) 

La hipercolesterolemia familiar fue descrita hace más de 125 años, pero 

inicialmente debido a la característica visual de xantomas y xantelasmas 

fue considerada como una enfermedad dermatológica
200

. En 1938, Carl 

Müller, reconoció el vínculo entre xantomas de tendón, los niveles 

elevados de colesterol plasmático y las lesiones en las arterias 

coronarias
201

. 

Posteriormente Wilkinson y cols, relacionaron las características 

anteriores con una alta incidencia de aterosclerosis prematura y progresión 

a una enfermedad arterial coronaria, cerebral o periférica
202

.  

La característica hereditaria de esta enfermedad fue establecida por 

Khachadurian en 1964 mediante estudios de pedegree en una familia de 

libaneses
203

, que le llevaron a identificar la hipercolesterolemia familiar 

como una enfermedad monogénica autosómica dominante con efecto de 

IV
Defectuoso para 

la internalización

El receptor es incapaz de agruparse

en vesículas recubiertas de clatrina

V
Defectuoso para 

el reciclado

El receptor no es liberado de la LDL en el 

endosoma

II
Defectuoso para 

el transporte

La proteína codificada no adopta 

su estructura tridimensional

III
Defectuoso para 

la unión

Síntesis y ubicación celular normal, 

pero carece de capacidad de unión al LDL

Clase Alelo
Consecuencia de la mutación 

LDLR

Deleciones grandes y deleciones

en el promotor
NuloI
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dosis. La frecuencia de homocigotos FH es 1/500 y de los heterocigotos 

1/1,000,000 en poblaciones europeas con baja prevalencia de matrimonios 

consaguíneos
204

.  

Base genética de la FH 

Brown y Goldstein en 1986, identificaron el efecto genético de la FH con 

el descubrimiento del LDLR
205,206

. Estos investigadores descubrieron que 

los fibroblastos de pacientes FH no disminuye la síntesis de colesterol, 

cuando son incubadas con suero o LDL. Sin embargo, la síntesis de 

colesterol disminuye cuando son expuestos a colesterol puro, lo que lleva 

a descubrir que la FH es el resultado de la falta de afinidad del LDLR para 

capturar la LDL
205,206

. Posteriormente, se identificaron múltiples 

mutaciones del gen LDLR
207

, siendo útiles en la clínica de la FH
208–210

. La 

FH comprende 3 grupos de mutaciones, las mutaciones del LDLR (más de 

1700 mutaciones según The University College London Database)
211

, 

APOB
212

 y PCSK9 (proteína convertasa subtilisina/kexina tipo 9)
213

 (ver 

Figura 16). Debido a la mayor relevancia e impacto de las mutaciones 

LDLR con los estudios de FH
204

, se describe  la siguiente clasificación: 

a) Clase 1: Deleciones  que origina codón de parada o deleciones 

extensas. El gen presenta un tamaño anormal. Alelo nulo. 

b) Clase 2: El gen es traducido y la proteína codificada. Sin embargo, no 

adopta la forma tridimensional. El receptor es incapaz de abandonar el 

retículo endoplasmático o hacerlo de forma lenta. Alelo defectuoso en el 

plegamiento. 

c) Clase 3: La proteína es transportada a la membrana celular. Sin 

embargo, carece de afinidad y capacidad de unión a la LDL. Alelo 

defectuoso para la unión. 
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d) Clase 4: El receptor es incapaz de agruparse en vesículas recubiertas de 

clatrina, siendo no metabolizado. Alelo defectuoso para la internalización. 

e) Clase 5: El receptor no es liberado de la LDL en el endosoma. El 

LDLR es degradado disminuyendo su concentración en la superficie 

celular. Alelo defectuoso para el reciclado. 

 

 

Figura 16. Mecanismo de las mutaciones en FH. Las mutaciones en LDL, 

PCSK9 y apoB100 están señaladas de color rojo. Los números del 1 al 5 

corresponden a la clasificación de mutaciones del LDLR. Las mutaciones en 

apoB100 impiden la unión de la LDL al LDLR. Las mutaciones en PCSK9 

aumenta la degradación del LDLR. GA: aparato de Golgi, ER: retículo 

endoplasmático.  
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Intervención farmacológica de las dislipemia primaria 

a) Estatinas: Las estatinas tienen un efecto antiaterogénico debido a su 

capacidad de reducir la síntesis de colesterol
214

. Estos compuestos son 

inhibidores de la HMGCR, enzima que convierte el mevalonato en 

precursor de colesterol. Su mecanismo de acción es la competición con el 

substrato para el sitio activo de la enzima, lo que perjudica su función. La 

inhibición del mevalonato por las estatinas conlleva a efectos 

independientes de la reducción del colesterol, llamados efectos 

pleiotrópicos. Estos efectos se observan a nivel de la función endotelial, 

estabilización de la placa de ateroma, propiedades antiinflamatorias, 

antioxidantes y reducción de mediadores de proliferación celular entre 

otros
215–218

. Muchos de estos efectos son atribuidos a la inhibición de la 

prenilación de proteínas por los intermediarios de la vía del mevalonato 

(Figura 17). 

 

 

Figura 17. Efecto de las estatinas. Imagen adquirida y adaptada
218

. 
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El tratamiento con estatinas es la elección general para reducir los riesgos 

de padecer enfermedades cardiovasculares asociadas al metabolismo 

defectuoso de los lípidos. Sin embargo, se ha descrito reacciones adversas 

del 10 a 20%
219

, siendo los efectos secundarios más adversos la toxicidad 

hepática y muscular.  

A pesar que las estatinas son los fármacos hipolipemiantes de primera 

elección, su uso individual no es suficiente para disminuir las 

concentraciones de LDL colesterol a niveles recomendados. Así que, las 

estatinas junto con otros agentes reguladores de lípidos pueden reducir los 

niveles de colesterol y de otras fracciones lipídicas. 

b) Ezetimibe: Es un inhibidor selectivo de la absorción del colesterol a 

nivel intestinal. Actúa sobre el transportador de esterol NPC1L1 (proteína 

de Niemann-Pick C1L1). Su combinación con las estatinas resulta 

también en la reducción del colesterol hepático. 

c) Fibratos: Son sustancias que activan al receptor nuclear denominado 

receptor activado proliferador de peroxisomas (PPAR), que aumenta la 

síntesis de lipoproteína lipasa que reduce la concentración de triglicéridos 

en sangre. Indicado en las dislipemias mixtas junto a las estatinas. 

d) Secuestrantes de ácido biliar: Disminuye el colesterol intrahepático y 

regula la expresión de LDLR, incrementando la remoción de LDL de la 

circulación periférica. Sin embargo, a largo tiempo su eficacia es 

disminuida. 

e) Niacina: Aumenta la HDL y ha sido usada tradicionalmente para la 

disminución LDL y triglicéridos. 
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5. RNA no codificante 

El término RNA no codificante (ncRNA) es empleado para referirse al 

RNA que no traduce una proteína. Sin embargo, no significa que estos 

ncRNA no contengan información o realicen funciones biológicas. Cada 

vez hay una mayor evidencia de que la mayoría del genoma de los 

mamíferos y otros organismos complejos transcriben ncRNA, cuya 

función aun no es completamente conocida
220,221

. Por el contrario, los 

genes que codifican las proteínas representan únicamente el 1.5% del 

genoma
222

. Los ncRNA parecen estar comprometidos con el control de la 

regulación genética, incluyendo la regulación de la cromatina, 

transcripción, maduración del mRNA, traducción del mRNA y estabilidad 

de proteínas
223,224

 (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Clasificación del RNA humano. Imagen adquirida y adaptada
221

.  
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NAT: Transcrito anti-sentido natural 

eRNA: RNA asociado al potenciador

circRNA: RNA circulantes  

gsRNA: RNA asociado al gen en sentido

pRNA: RNA asociado al promotor 

ncRNA mediano 

y pequeño

ncRNA largo

Función/definición
Tipo de 

ncRNA



INTRODUCCION 

 

51 
 

5.1. RNA no codificante largo (lncRNA) 

El termino lncRNA representa un grupo de ncRNA que tienen con una 

estructura semejante al mRNA, pero sin capacidad de codificar 

proteínas
225

. Su función se atribuye a su estructura modular, que les 

permiten interaccionar con proteínas, DNA y RNA
226

. Recientemente se 

ha descrito una asociación entre lncRNA y miRNA
227

 (ver Figura 19).  

LncRNA como precursores de miRNAs: Es el caso del miR-675 que 

está contenido en el exón 1 del lncRNA H19, y que funciona como 

regulador en la liberación del miRNA y su potente propiedad 

antiproliferativa
228,229

. 

Unión directa del lncRNA y miRNA: Estudios realizados en proteínas 

argonautas para identificar los sitios de unión de miRNAs en el genoma 

humano, encontraron los genes diana codificantes esperados. Sin 

embargo, varios lncRNA fueron dianas de miRNAs, siendo una 

característica inexplorada de interacción entre ambas moléculas
230

. 

Competición del lncRNA y miRNA por los sitios de unión: Un ejemplo 

que describe esta interacción está presente en lncRNA BACE1 y el miR-

485-5p. El incremento de expresión de lncRNA BACE1 bloquea la unión 

del miR-485-5p sobre el gen BACE1, resultando en la reducción de la 

represión traduccional por parte del miR-485-5p
231

. 

LncRNA con función de “esponja”: El lncRNA antisentido expresado 

PTENpg1, regula la expresión parcial de PTEN a través de su actividad de 

captación o “esponja” de  miRNAs. El lncRNA-ROR también une 

miRNAs resultando en el incremento de regulación  de los factores de 

transcripción que participan en el mantenimiento y diferenciación de la 

célula madre embrionaria
232,233

. 
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Figura 19. Interacción entre lncRNA y miRNA. Imagen adquirida y 

adaptada
227

  

 

5.2. MiRNAs 

Los miRNAs (microRNAs) son pequeñas moléculas ~22 nucleótidos de 

RNA endógeno no codificante que han sido descubiertos no solo en 

organismos multicelulares, sino también de manera diferencial en tejidos 

y células
234

. Mediante herramientas computacionales se estima que más de 

una tercera parte de los genes en el organismo humano están regulado por 

los miRNAs
235

. Por lo tanto, su disregulación se asocia a diversas 

enfermedades. Un reto de la investigación de los miRNAs es la predicción 

de unión a mRNA específicos (gen diana). En las células de mamíferos las 

uniones son parcialmente complementarias, un miRNA puede regular 

varias dianas genéticas y varios mRNAs pueden ser regulados por un 

miRNA. Su mecanismo de control es la inhibición de la traducción o el 

corte del mRNA con su consecuente degradación. Según la base de datos 

del miRBase v21 (http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa), 
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hoy en día se han descrito 1881 miRNAs precursores (forma inmadura) y 

2588 miRNAs maduros (forma activa). 

 

5.2.1. Organización genómica del miRNA y biogénesis 

Los miRNAs se generan a partir de moléculas de doble cadena con una 

estructura a modo de horquilla
229,236

. Los genes codificantes de miRNAs 

están localizados en diferentes partes del genoma. El 80% de ellos se 

encuentran en regiones intrónicas y el resto se distribuye en zonas 

exónicas e intergénicas
237

. Aproximadamente la mitad de los miRNAs 

conforman familias, ya que comparten una secuencia de nucleótidos 

conocida como “seed”
238

.  

Otros miRNAs están agrupados como “Clusters” por su localización en la 

misma región del genoma
237

. Sin embargo, no todos los miembros de la 

familia son expresados al mismo nivel, lo que indica una regulación post-

transcripcional de los miRNAs
239–241

 (Figura 20). Los miRNAs están 

filogénicamente bien conservados en animales bilaterales, por lo cual 

indica una función importante en la evolución animal
242

.  
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Figura 20. Regiones y tipo de agrupación de los miRNAs. (A) Localización de 

los miRNAs, (B) MiRNAs en familia por la secuencia “seed”. (C) MiRNAs en 

“cluster” con diferentes familias. UT: unidad transcripcional. Imagen adquirida y 

adaptada
238,241

.  

 

Biogénesis 

La mayoría de los genes de miRNAs están transcritos por la RNA 

polimerasa II. Estos transcritos (pri-miR) son similares a los RNA 

codificantes de proteínas (mRNA). Es decir, presentan un extremo 3’ 

poliadenilado y un capuchón en el extremo 5’ de 7-metil guanilato
243

, 
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teniendo varias Kb de longitud
244

. Contienen regiones estándares 

conocidas como tallo, bucle y región ssRNA (RNA de cadena sencilla), 

que conforman la estructura en horquilla. La región ssRNA y del tallo son 

reconocidas por DGCR8 por sus dominios de unión. Después de la unión 

del miRNA y DGCR8, se produce un corte catalizado por Drosha 

(actividad ribonucleasa III, RNAsa)
245

. DGCR8 y Drosha forman el 

complejo microprocesador, que se encuentra en el núcleo. Otra enzima 

que participa en la maduración del miRNA por corte es Dicer (Figura 

21).  

 

  

Figura 21. Regiones de la estructura secundaria del pri-miR. Imagen 

adquirida y adaptada
229

. 

 

Después de la acción del complejo microprocesador al pri-miR; se genera 

una horquilla de 60 - 70 nucleótidos llamado pre-miR. Esta estructura 

posee 2 nucleótidos colgantes en el extremo 3’ y un grupo fosfato en el 

extremo 5’, siendo característico de los RNA procesados por RNAsas. El 
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pre-miR es exportado del núcleo al citoplasma por la Exp5 (Exportina-

5)
246

. En el citoplasma, a través de un proceso mediado por GTP/GDP, el 

pre-miR es liberado de la Exp5 y es reconocido por Dicer (actividad 

ribonucleasa III, RNAsa), mediante su extremo 3’ y corta las secuencias 

de nucleótidos cerca del bucle. Este corte elimina la horquilla del miRNA 

y genera una molécula dúplex de ~22 nt
247

.  

La proteína de la familia Argonauta (Ago) que forma parte del RISC 

(complejo de silenciamiento inducido por RNA) se une a una cadena del 

dúplex, lo cual es el miRNA maduro (cadena guía), y la otra cadena 

(cadena pasajera o miRNA*) es degrada. La elección de la cadena se debe 

a la estabilidad termodinámica relativa, aunque esto no se cumple para 

todos los miRNAs. Es decir, aquella cadena relativamente inestable en el 

extremo 5’, normalmente es la que se mantiene
236,248

 (ver Figura 22).  

La biogénesis de los miRNAs también está sujeta a procesos de 

regulación, pudiendo ocurrir en 3 niveles: 

En la transcripción.- Factores de transcripción como Sox2 y Nanog 

regulan los promotores de los genes miRNAs, siendo estos 

preferentemente expresados en células embrionarias
249

. El p53 activa la 

familia miR-34 que induce la detención del ciclo celular durante el estrés 

celular 
250

. 

Por modificación molecular.- Las proteínas ADAR desaminan la 

adenina y la transforman en inosina. De hecho, la modificación del pri-

miR-142 puede interferir con la actividad de Drosha-DGCR8 para la 

expresión de sus formas maduras
251

. 

En el procesamiento de Drosha - Dicer.- Un ejemplo es el lin-28 y let-7. 

Donde la unión de lin-28 al bucle del pri-miR-let-7 impide su 

procesamiento por Drosha
252

, así como por Dicer
253

. 
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Figura 22. Biogénesis de los miRNAs vs otros RNAs pequeños. Imagen 

adquirida y adaptada
248

. 

 

5.2.2. Mecanismo de regulación 

EL mecanismo de regulación, tras la unión del miRNA con su mRNA 

específico, causa la represión de la traducción o la degradación del 

gen
254,255

 (ver Figura 23). Sin embargo, la represión de la traducción 

depende de varios factores como los siguientes:   

Grado de complementariedad.- Si la complementariedad entre miRNA 

y mRNA es alta, el mRNA es cortado y degradado. Si la 

complementariedad no es suficiente para inducir la degradación del gen, 

se produce una represión de la traducción proteica.   
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Tipo de proteína Ago.- Las proteínas miembros de la familia Ago están 

asociadas a los miRNAs mediante RISC. El Ago2, se cree que es  el 

responsable de la actividad de corte del mRNA. En cambio, los otros 

miembros se relacionan con una función predominantemente represora
256

. 

Número de posibilidades de unión al target gene.- El mRNA diana 

puede contener varios sitios de unión para el mismo o diferentes miRNAs. 

Esto implica que múltiples sitios de unión trabajan independientemente
257

. 

Lugar de unión del miRNA.- Un amplio número de evidencias indican 

que el miRNA se une a la región 3’UTR del mRNA. Sin embargo, 

recientemente se ha identificado diferentes sitios de unión, tanto en la 

región 5’UTR
258

, como en la región codificante
259

 o en la región 

promotora de los genes
260

. 

  

 

Figura 23. Regulación de los microRNAs.  Imagen adquirida y adaptada
255

. 
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5.2.3. MiRNAs en la patología vascular 

El entendimiento de las vías moleculares en los últimos años, ha 

demostrado que el emergente campo de los miRNAs es importante en la 

regulación de los procesos patofisiológicos involucrados en la 

aterosclerosis
261–263

 (Tabla 7). Sin embargo, su potencial uso en el 

diagnóstico, pronostico o respuesta en la terapéutica cardiovascular aún 

está en discusión
264

.  

 

 

Tabla 7. MiRNAs relacionados con la aterosclerosis. Tabla adquirida y 

adaptada
261–263

. 

Plasma/suero Enfermedad cardiovascular miR-126/-133a/-145/-155/-17/-208a/-92a

Activación miR-146a/-146b/-147/-155

Inflamación miR-342-5p/-9/-147

Ingesta de lípidos miR-155

Cambio de fenotipo miR-33/-155/-223/-27a

Proaterogénico miR-125a-5p/-150

Formación de célula espumosa miR-33/-125a/-146a/-155

Apoptosis miR-15a/-16/-155

Migración miR-21/-150/-155/-200a/-218/-320

Proaterogénico miR-21/-217/-365/-200/-210

Proaterogénico miR-26a/-29/-24-/208

Plaquetas Enfermedad cardiovascular miR-340*/-624*

Célula 

muscular lisa

Célula 

endotelial

Muestra o Tipo celular/proceso

miR-125b/-146a/-150/-155/-17~92 "cluster"/

-182/-29/-326
Diferenciación  Linfocito T

miR-9/-17/-20a/-106a/-146a/-155/-222/-424/

-503/-106/-21
Diferenciación a macrófago

miR-10/-125a/-125b-5p/-126-5p/-132/-155/

-663/-17-3p/-31/-92a/-221-/-222/-712/-181b/

-143/-145

Inflamación

miR-126/-27/-10a/-17-3p/-21/-155/-181b/

-221/-222
Adhesión

Macrófago

Monocito

Proliferación
miR-21/-130a/-146a/-221/-222/-26/-133/-143/

-145/-208/-let-7d/-let-7g/-132/-126

Cambio de fenotipo
let-7d/-1/-100/-10a/133/-143/-145/-146a/-155/

-204/-208/-21/-221/-24/-26a/-31

Expresión alterada del miRNA
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6.  Aspectos pendientes de resolver  

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel 

mundial con un impacto negativo, tanto en salud como a nivel socio-

económico. La aterosclerosis, enfermedad crónica lípido-inflamatoria, 

conlleva al desarrollo de enfermedades cardiovasculares que se presentan 

en forma prematura en sujetos con hipercolesterolemia familiar (FH). Esta 

enfermedad genética se caracteriza por altas concentraciones de 

colesterol, principalmente por LDL que junto a otros factores de riesgo 

conllevan a una activación del monocito, modificando su fenotipo y 

potenciando su actividad inflamatoria y proaterogénica. Los monocitos y 

macrófagos son componentes celulares relevantes en el sistema de 

inmunidad innata y juegan una función preponderante en el inicio, 

progresión y complicación de las lesiones. A pesar de los avances en el 

conocimiento de la fisiopatología de la aterosclerosis, existen muchos 

aspectos en la interacción lípido-inmunidad innata-inflamación que 

quedan sin resolver.     

La LDL infiltrada en la pared vascular sufre modificaciones que aumentan 

su aterogenicidad, son captadas por los macrófagos y potencian la 

respuesta inflamatoria de éstos. Estudios previos de nuestro grupo 

demuestran la importancia de los receptores LRP, específicamente  LRP1 

y LRP5, en la internalización de lípidos por células musculares lisas y 

macrófagos residentes en la íntima arterial y su transformación en células 

espumosas, características de las lesiones ateroscleróticas humanas. Hasta 

el momento se desconoce, sin embargo, el papel de  los receptores LRP  

en relación al fenotipo y capacidad de internalizar lípidos en macrófagos 

de pacientes FH, con una función disminuida del receptor LDLR.  

Estudios recientes sugieren que el sistema de inmunidad innata, de forma 

similar a la inmunidad adquirida, es capaz de desarrollar una memoria a 
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largo plazo. En este sentido se ha propuesto que estímulos 

proaterogénicos como  hipercolesterolemia podrían inducir señales en las 

células de inmunidad innata como es el caso de monocitos y macrófagos 

que se mantendrían tras revertirse el estímulo aterogénico que las originó. 

Nuestro grupo ha descrito recientemente que los pacientes FH,  aun 

estando en tratamiento hipolipemiante, presentan niveles de 

micropartículas circulantes derivadas de la fracción monocitaria, con 

marcadores de activación celular. Queda, sin embargo, por responder si 

macrófagos derivados de estas células, en condiciones in vitro, en 

ausencia del estímulo hipercolesterolémico mantienen el perfil 

inflamatorio y si este depende del tiempo de exposición a condiciones 

patológicas. 
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El estado de inflamación persistente presente en las lesiones 

arterioscleróticas viene condicionado por el acúmulo de LDL en el 

espacio subendotelial y su posterior modificación. La infiltración de 

monocitos en la íntima arterial y su diferenciación a  macrófago es a su 

vez dependiente de los niveles de LDL. Por su parte, el macrófago es el 

componente del sistema de inmunidad innata más relevante en la placa 

aterosclerótica, habiéndose asociado su fenotipo y función al contenido 

lipídico de la misma.  

La hipercolesterolemia familiar, se caracteriza por niveles elevados de 

LDL consecuencia de una disfunción del receptor LDLR  y está asociada 

al desarrollo prematuro de la aterosclerosis y un riesgo elevado de 

patología cardiovascular. LRP1 y LRP5, miembros de la familia de 

receptores LDL, están ampliamente presentes en lesiones ateroscleróticas 

y contribuyen a la internalización de lípidos por el macrófago y su 

transformación en célula espumosa. Evidencias recientes sugieren que la 

interacción lípido-inflamación puede ser un factor determinante en el 

desarrollo de lesiones ateroscleróticas tempranas en pacientes FH. 

 

La hipótesis de esta tesis se basa en 3 aspectos complementarios: (1) las 

LDL afectan el fenotipo del monocito y su interacción con el entorno 

extracelular condicionando con ello su capacidad de diferenciación a 

macrófago. (2) Los receptores LRP1 y LRP5 participan en la 

internalización de lípidos en macrófagos FH y contribuyen al fenotipo 

inflamatorio de estas células. (3)  Los  macrófagos en pacientes FH 

desarrollan una respuesta inflamatoria mantenida en el tiempo que 

favorece el desarrollo de lesiones ateroscleróticas         
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En base a esta hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos:  

 

1. Investigar el efecto de niveles patológicos de LDL sobre el fenotipo y 

capacidad de diferenciación del monocito, determinando la 

implicación de anoikis y su vía de señalización en este proceso.   

 

2. Analizar el perfil de expresión de proteínas relacionadas al receptor 

de LDL (LRPs) en leucocitos circulantes y macrófagos derivados de 

monocitos en pacientes FH, en relación con su fenotipo y función.  

 

3. Caracterizar el perfil de expresión diferencial de genes inflamatorios 

y su regulación postranscripcional mediada por miRNAs en 

macrófagos de pacientes FH, determinando su relación con el tiempo 

de exposición a hipercolesterolemia como factores de riesgo 

aterogénico  
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1. Diseño experimental 

El trabajo de investigación de la presente tesis refiere a componentes 

celulares de la inmunidad innata, principalmente monocito y macrófago, 

efectuado en sujetos sanos y sujetos con diagnóstico genético de 

hipercolesterolemia familiar.  

Los estudios se han realizado en la fracción de células sanguíneas 

circulantes (PBL), así como en monocitos tras su aislamiento y en 

macrófagos derivados de los monocitos de la sangre, como se muestra en 

la Figura 24. Además, como prueba de concepto se ha utilizado un 

modelo hipercolesterolémico en ratón con genotipo normal y deficiente en 

Lrp5.  

 

 

Figura 24. Esquema del diseño experimental en humanos. LDL: Lipoproteína 

de baja densidad, PCR: reacción en cadena polimerasa. Las células de la capa 

leucocitaria fueron procedentes de donantes sanos del Banco de sangre y tejidos 

de Barcelona. 
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2. Población de estudio 

La población de estudio incluye: a) Sujetos con diagnóstico de FH, 

heterocigotos para las mutaciones del gen LDLR (grupo FH), sin 

mutación en genes APOB o PCSK9. b) Sujetos sin mutación para el gen 

LDLR con o sin hipercolesterolemia secundaria (grupo control).  

Pacientes FH y controles refieren a un subgrupo (N=205) de la Cohorte 

Española de hipercolesterolemia familiar, SAFEHEART (SpAnish 

Familial hypErcHolEsterolaemia cohoRt STudy).  

SAFEHEART es un estudio abierto de cohorte prospectivo y 

multicéntrico, donde el diagnóstico de la FH está molecularmente bien 

definido por las mutaciones en LDLR
265

. Las características de la cohorte 

y de las variables antropométricas, bioquímicas y clínicas fueron 

ampliamente documentadas en el momento de la inclusión
265

.  

El estudio SAFEHEART está aprobado por el Comité de Ética de 

Investigación Clínica de la Fundación Jiménez Díaz (CEIC-FJD) 

[protocol’s number: 01/09], y realizado siguiendo las prácticas clínicas 

definidas por la Declaración de Helsinki para estudios que emplean 

humanos. Previamente a la inclusión, todos los participantes han firmado 

el consentimiento tras ser informados en detalle sobre los objetivos y 

procedimientos del estudio.  

El trabajo de investigación se ha dividido en 3 subestudios con objetivos 

complementarios y que refieren a 3 subgrupos poblacionales 

independientes de la cohorte SAFEHEART. 

Los subestudios 1 y 2: Realizado con el fin de determinar el perfil de 

expresión de receptores lipídicos en la fracción PBL en pacientes con 

hipercolesterolemia familiar, en comparación con sujetos que no 
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presentan mutaciones en el LDLR, aparentemente sanos o con individuos 

con hipercolesterolemia secundaria (Artículo 2).  

El subestudio 3: Se ha tenido como objetivo definir el perfil de expresión 

de los receptores lipídicos, así como el patrón diferencial de miRNAs y 

potenciales genes diana, identificado por análisis in silico  en macrófagos 

derivados de monocitos en individuos de la cohorte SAFEHEART, 

comparando sujetos con y sin hipercolesterolemia familiar (Artículo 2 y 

3).  

De todos los sujetos del estudio se dispuso de información sobre las 

variables antropométricas y clínicas recogidas en el momento de inclusión 

a través de formularios estándares y una visita personal con investigadores 

clínicos especialistas, que participan en el estudio SAFEHEART. Las 

variables bioquímicas se determinaron en suero en el laboratorio de 

análisis de referencia
266,267

, a partir de sangre colectada en el momento de 

la inclusión. Los grupos de comparación incluidos en esta tesis se resumen 

en la Figura 25. 
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Figura 25. Diseño de los subestudios de población SAFEHEART. FH: 

hipercolesterolemia familiar, sc-HC: hipercolesterolemia secundaria; Mut (+): 

con mutación en LDLR, Mut (-): sin mutación en LDLR; LLT (+): con 

tratamiento hipolipemiante; LLT (-): sin tratamiento hipolipemiante.  

 

Subestudio 1: La fracción de PBL obtenida de pacientes FH con o sin 

tratamiento hipolipemiante (LLT) (grupo FH-LLT
+
 o grupo FH-LLT

-
, 

N=20 cada grupo). Se caracteriza con valores de LDL entre 180-

300mg/dL. El grupo control está formado por sujetos sanos no tratados 

con LLT (grupo control-LLT
-
,
 
N=20), que presentaron niveles de LDL de 

80 a 110 mg/dL (Artículo2). 
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Subestudio 2: PBL de pacientes FH con aterosclerosis subclínica 

confirmada por resonancia magnética
266

 (FH-AT, N=37) y de un grupo 

control con hipercolesterolemia secundaria (sc-HC, N=26) (Artículo2). 

Subestudio 3: Pacientes FH tratados con tratamiento hipolipemiante 

(LLT) (grupo FH, N=62), de los cuales el 100% presentaban niveles de 

LDL en el rango patológico a pesar del tratamiento (120-300mg/dL). EL 

grupo FH se dividió en 2 subgrupos de acuerdo a la severidad de la 

mutación del LDLR (N=40, FH no null; N=22, FH null), como control se 

utilizó un grupo de sujetos de la cohorte SAFEHEART con valores de 

LDL entre 97 a 145mg/dL (N=20, de los cuales 9 se encontraban en LLT) 

(Artículo2 y 3). 

Las principales características clínicas de los individuos controles y FH 

incluidos en los 3 subestudios, se presentan en la Tabla 8. 
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Tabla 8. Subestudios de la población SAFEHEART. BMI: índice de masa 

corporal, TC: colesterol total, Sub-1: subestudio 1, Sub-2: subestudio 2, Sub-3: 

subestudio 3, SEM: error estándar de la media. 

 

2.1. Variables clínicas 

La información sobre las variables bioquímicas y genéticas de los grupos 

de pacientes FH y controles, se extrajo de la base de datos de la cohorte 

SAFEHEART. Esta información se utilizó tanto para la caracterización de 

los grupos de estudio, como para el análisis de resultados. En el trabajo de 

esta tesis se refiere a los siguientes datos:  

a) Análisis bioquímico: Se ha incluido incluye los niveles de colesterol 

total (TC), triglicéridos (TG), HDL, LDL (Formula de Friedewäld
268

, LDL 

= TC - HDL - TG/5), proteína C reactiva (CRP) y glucosa medidas 

mediante métodos estándares de laboratorio. 
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b) Análisis genético para el diagnóstico de la FH: La información sobre 

la presencia o no de mutaciones y tipo específico fue obtenida mediante 

“microarray” de DNA (LIPOchip, progenika) a partir de muestras 

sanguíneas tomadas con EDTA
269

.  

La predicción de las mutaciones del LDLR que conllevan a un daño en la 

integridad de la proteína se denomina  nulas (Null). El resto de las 

mutaciones fueron agrupadas como No nulas (No null).  

 

2.2. Obtención de la muestra sanguínea 

Las muestras de sangre se extrajeron a través de la vena cubital, sin 

torniquete usando una aguja calibre 20G. 

a) Para la obtención de la fracción de células mononucleares de la 

sangre (PBMN): Se utilizó el sistema Vacutainer CPT (BD), que 

contiene heparina de sodio como anticoagulante y un medio de separación 

celular, compuesto de gel y una solución de Ficoll-hypaque.  

La fracción de PBMN se obtuvo tras una centrifugación de 1.500 a 1.800 

rpm (15min), tras su obtención. Seguidamente, la fracción PBMN se 

sembró en placas de cultivo con la finalidad de aislar los monocitos, que 

posteriormente se dejaron diferenciar a macrófagos (Artículo 2 y 3). 

b) Para la obtención del RNA de la fracción  PBL: La sangre fue 

colectada en tubos PAXgene
TM

 (PreAnalytix, Qiagen/BD). Estos tubos 

contienen un aditivo que estabiliza el RNA reduciendo su degradación y 

eliminando la inducción génica (Artículo 2).  
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3. Preparación de Lipoproteínas 

3.1. Aislamiento de LDL 

Las LDL humanas utilizadas para los experimentos in vitro, se obtuvieron 

a partir de una mezcla de plasma de100 muestras de donantes sanos del 

Banco de sangre y tejidos de Barcelona. EL método utilizado fue descrito 

por Havel y cols
270

, este consiste en ultracentrifugaciones secuenciales 

para separar las fracciones de lipoproteínas de acuerdo a su densidad 

específica (LDL: 1,019 – 1,063g/ml), en  un gradiente de bromuro de 

potasio (KrBr) seguido de diálisis. Una vez preparadas las LDLs se 

mantuvieron protegidas de la luz a 4ºC hasta su uso dentro de los 7 días de 

su preparación. 

 

3.2. Cuantificación y pureza de la LDL 

La concentración de la fracción LDL aislada se determinó a través del 

contenido de proteína mediante el método del ácido bicinconínico (BCA 

kit, Thermofisher) y la pureza se evalúa por electroforesis en agarosa 

(SAS-MX Lipo-kit, Helena Biosciences). La presencia de contaminación 

bacteriana fue excluida por el análisis de endotoxinas (Limulus amebocyte 

lysate test, BioWhittaker). Todas las preparaciones de LDL antes y 

después del período de  incubación fueron analizados para determinar la 

potencial presencia de modificaciones oxidativas, mediante la  medición 

de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), según el método 

descrito por Ohkawa y cols
271

. Los resultados fueron comparados a una 

curva estándar de calibración preparada con ácido malondealdehido 

(MDA). Los niveles de TBARS fueron <2.5nmol MDA/mg LDL proteína. 
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El control positivo fue la LDL oxidada por 10mmol/L CuSO4, teniendo 

valores de TBARS >60nmol MDA/mg LDL proteína. 

 

3.3. Obtención de agLDL 

La LDL se agregaron in vitro mecánicamente, mediante la agitación 

intensa en vortex durante 4 min a partir de una muestras de1mg/mL en 

Solución tampón salina (PBS), como se ha descrito en nuestro grupo
272

. 

Las formas agregadas y no agregadas  de LDL se separaron por 

centrifugación a 10.000g durante 10 min a temperatura ambiente. El 

precipitado de la agLDL se resuspendió en PBS en la concentración final 

de 1mg/mL. La agLDL obtenida in vitro mediante este proceso, se han 

probado anteriormente que son similares a las obtenidas por efecto de 

proteoglucanos
25,272

 (Figura 26) (Artículo 2 y 3).  

 

 

Figura 26. Microscopia electrónica de la LDL. nLDL (LDL nativa) vs agLDL 

(LDL agregada). Monómeros de LDL (1) y las formas agregadas que incluyen las 

fusionadas (2) y las propias agregadas (3). Imagen adquirida y adaptada
25

.  
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4. Cultivo celulares 

4.1. Aislamiento de monocitos humanos y diferenciación a 

macrófago 

La fracción PBMN se obtuvo a partir de capas de leucocitos totales de 

muestras provenientes del Banco de sangre y tejidos de Barcelona. El 

procedimiento se basa en la centrifugación en gradiente diferencial de 

densidad en Ficoll-hypaque (GE-Healthcare, d=1.078g/ml), según el 

método de Bøyum
273,274

. La fracción de PBMN se separa del resto de 

células tras una centrifugación de centrifugar a 300g durante 60 min sin 

freno. Las células mononucleares se obtienen a partir de la banda central 

blanca del gradiente. Las células se lavaron exhaustivamente en PBS. 

Luego se resuspendieron en medio de cultivo y cuantificaron con el 

contador Coulter (Beckman). En cada caso se sembró suspensiones de 

PBMN que contengan 2x10
6
 monocitos, en placas de cultivo (BD) e 

incubados a 24 horas a 37ºC en atmosfera húmeda con 5%CO2. A fin de 

obtener las células adheridas que corresponde a la fracción monocítica 

(Figura 27 A) (Artículo 1, 2 y  3). Para la diferenciación a macrófago, los 

monocitos aislados fueron incubados durante 7 días en medio de 

cultivo
275

, reemplazando el medio de cultivo cada 48 horas (Figura 27 A) 

(Artículo 1, 2 y 3). 

 

Figura 27. Citomorfología del monocito y macrófago. Imágenes por 

microscopía en contraste de fase. 
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4.2. Medio de cultivo celular 

El medio de cultivo utilizado contiene RPMI-1640 glutamax 

suplementado con 100U/mL de penicilina/estreptomicina, 10mM de 

tampón hepes, 2mM de L-glutamina (Gibco) y 10% (vol:vol) de suero 

humano del grupo sanguíneo AB (Lonza). Para la obtención de células 

quiescentes se empleó el mismo medio de cultivo, pero con un contenido 

de 0.5% de suero humano AB (medio mínimo HS).  

 

4.3. Tratamiento con LDL 

Para estudiar el efecto de las LDL en las primeras fases de diferenciación 

de monocito a macrófago (MOMAC), las células fueron expuestas a 

concentraciones aterogénicas de LDL nativas (nLDL, 1.80mg/mL), 

durante periodos de 24 horas (Figura 28). De forma breve, las células se 

incubaron 24 horas (2
do

 día) en medio mínimo HS para llevarlos a un 

estadio de quiescencia. Tras este periodo, los monocitos fueron incubados 

en presencia o ausencia de nLDL durante 24 horas (3
er
 día de 

diferenciación, D3) y 48 horas (4
to
 día de diferenciación, D4). Finalmente, 

los cultivos celulares fueron lavados con PBS y procesados para los 

análisis de mRNA, miRNAs, proteínas y tinción de lípidos (Artículo 1).  

 

 

Figura 28. Esquema del tratamiento con nLDL. 
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4.4. Tratamiento con agLDL 

Los macrófagos derivados de monocitos humanos, tras 7 días de 

diferenciación en cultivo, fueron incubados con medio mínimo HS por 24 

horas para obtener células quiescentes y otras 24 horas en presencia o 

ausencia de agLDL (100μg/mL)
47,48

. Tras este período las células fueron 

procesadas para el análisis de mRNA, miRNAs y tinción de lípidos 

(Figura 29) (Artículo 2 y 3).  

 

 

Figura 29. Esquema del tratamiento con agLDL. 

 

4.5. Respuesta inflamatoria 

Monocitos y macrófagos después de 24 horas y 7 días fueron tratados con 

lipopolisacárido bacteriano (LPS, 1µg/mL) durante 24 horas, 

respectivamente. El procedimiento fue el mismo que el utilizado para la 

nLDL y la agLDL (ver apartado 4.3 y 4.4). Los monocitos estimulados 

con LPS fueron utilizados como control de funcionalidad después de las 

48 horas de incubación con el medio mínimo HS (Artículo 1). Los  

macrófagos fueron estimulados por 24 horas para la identificación de 

miRNAs inflamatorios (Artículo 3).   
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4.6. Análisis funcional 

Los macrófagos derivados de monocitos humanos fueron las células 

empleadas en este análisis.   

a) Incremento de expresión del miRNA: Las células fueron 

transfectadas con agomiR-505-3p (MSY0002876, Qiagen) o control 

negativo agomiR (agomiR-NC; 1027280, Qiagen). NC es químicamente 

sintetizado como el agomiR y no presenta homología con algún gen 

conocido de mamífero.  

Los macrófagos se lavaron con PBS,  luego incubados en  medio mínimo 

HS con agomiR-505-3p  o NC,  cada uno a 15nM y HiPerFect transfection 

reagent (Qiagen) por 24 horas, de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Posteriormente, el medio fue removido para seguir el 

tratamiento con 100μg/mL de agLDL en medio HS. La transfección fue 

estable durante 48 horas (Artículo 3). 

b) Silenciamiento de expresión génica: En este procedimiento similar al 

anterior, los macrófagos fueron transfectados con siRNA-LRP5 (s8293, 

Ambion) o control negativo siRNA (4390843, Ambion), cada uno a 

100nM, y HiPerFect transfection reagent (Qiagen) por 24 horas. Al 

término, el medio fue removido y las células fueron tratadas con agLDL 

(Artículo 2). 

 

4.7. Tinción de lípidos  

Las inclusiones lipídicas celulares fueron observadas mediante el uso de 

una combinación de colorantes sudanes [0.5% sudan III and 0.5% sudan 

IV en 70º alcohol-acetona (v/v); Tinción de Herxheimer], que produce una 

coloración progresiva. El procedimiento consiste en fijar las células en la 



MATERIALES Y METODOS 

 

82 
 

placa de cultivo con formaldehido al 4%, lavar con agua destilada, 

deshidratar con alcohol de 50º y 70º, teñir con Herxheimer, hidratar con 

alcohol de 70º y 50º  y un lavado con agua destilada. Finalmente, la 

coloración rojiza evidencia la presencia de inclusiones lipídicas en las 

células (Figura 30) (Artículo 1, 2 y 3).  

 

 

Figura 30. Presencia de lípido intracelular. Cultivo de macrófago derivado de 

monocito humano estimulado con agLDL por 24 horas. Observado mediante un 

microscopio invertido. 

 

5. Análisis de RNA 

5.1 Extracción y cuantificación 

La extracción de RNA total se realizó con 3 ensayos comerciales 

diferentes dependiendo del tipo de muestras. La extracción por el método 

de mirVana (Ambion), se utilizó para la obtención de mRNA y miRNAs a 

partir de células obtenidas en cultivos. Los tubos PAXgene
TM

 

(PreAnalytix, Qiagen/BD) fueron usados para la extracción de RNA de 

leucocitos totales de sangre periférica (PBL). El ensayo 

NucleoSpin miRNA Plasma (Macherey-Nagel) fue utilizado para la 

extracción de miRNAs de la LDL aislada.  
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La determinación de la concentración y la pureza del mRNA se midieron 

con un Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), 

considerando una pureza para el valor del cociente 260/280 entre 1.8 y 2. 

La integridad de la extracción del RNA total, se determinó mediante la 

amplificación de ITGAM (Hs00355885_m1).  

 

5.2 PCR a tiempo real  

Se utilizó la PCR en tiempo real en lugar de la PCR convencional para los 

análisis de expresión de genes y miRNAs, ya que posibilita la detección 

de amplificaciones con mayor sensibilidad y un amplio rango de 

detección. 

a) PCR mediante el uso de sondas TaqMan 

Los estudios de los perfiles de expresión de los miRNAs se realizaron 

mediante un “array”, basado en un soporte en placa que permite analizar 

un elevado número de miRNAs simultáneamente. El análisis fue mediante 

el low-density TaqMan® Array Human MicroRNA A Card v2.0 (Applied 

Biosystems). Contiene, 377 sondas representativas de los miRNAs 

ampliamente caracterizados en miRBase (Base de datos en la anotación de 

los miRNAs). Además, se incluye 3 endógenos (U6, RNU48 y RN44) y 1 

control negativo (ath-miR-159a) que no amplifica en muestras humanas 

(Artículo 1 y 3).  

La obtención del cDNA se realizó a partir de 0,5μg de RNA de las 

muestras, sin previa pre-amplificación, según las condiciones mostradas 

en la siguiente Tabla 11. 
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Tabla 9. Síntesis de cDNA y PCR en "array" de miRNAs. Los volumenes 

(Vol) mostrados corresponde por cada muestra. 

 

Además del análisis de expresión de miRNAs mediante “arrays”, se 

realizó análisis de PCR mediante sondas individuales. Las sondas fueron 

empleadas para la validación de miRNAs y genes, seleccionados en 

estudios de perfil diferencial y de estudios dirigidos (Tabla 10). 

 

 

Vol (μL)

0,8

0,2

1,5

0,8

0,9

0,1

0,2

3

3

Temperatura Tiempo

16ºC 2 min

42ºC 1 min

50ºC 1 sec

Mantener 85ºC 5 min

Mantener 4ºC ∞

Condiciones

Síntesis de cDNA

Componentes 

Muestra de RNA (0,5μg)

Inhibidor de RNAsa (20 U/μL)

Agua libre de nucleasas

Transcriptasa reversa (50 U/μL)

Total

MgCl2 (25 mM)

Sondas Megaplex RT (10X)

dNTPs con dTTP (100 mM)

Tampón RT (10X)

40 ciclos

Vol (μL)

6

444

900

Temperatura Tiempo

Mantener 50ºC 2 min

Mantener 94,5ºC 10 min

97ºC 30 sec

59,7ºC 1 min

Condiciones

Amplificación por PCR

Componentes 

Total

Muestra de cDNA

450
TaqMan Universal PCR Master Mix,

No AmpErase® UNG, 2✕

Agua libre de nucleasas

40 ciclos

DR5 Hs00366278_m1

BAX Hs00180269_m1

BCL2 Hs00608023_m1

miR-126-3p 002228

miR-126-5p 000451

miR-223 002295

miR-361-3p 002116

miR-767-5p 001993

LRP5 Hs00182031_m1; Mm01227476_m1

LRP6 Hs00233945_m1; Mm00999795_m1

LRP1 Hs00233856_m1; Mm00464608_m1

LDLR Hs01092524_m1; Mm01177349_m1

HMGCR Hs00168352_m1; Mm01282499_m1

CD36 Hs01567185_m1

MARCO Hs00198935_m1

CD163 Hs00174705_m1

miR-505-3p 002089

miR-95 000433

miR-483-5p 002338

miR-187 001193

miR-146a 000468

miR-486-3p 002093

CCR3 Hs00266213_s1

CCR4 Hs00747615_s1

CXCR1 Hs01921207_s1

TGFB1 Hs00998133_m1

IL2 Hs00174114_m1

RUNX1 Hs00231079_m1

Regulación por el 

contenido de colesterol

Regulación de 

receptores scavengers

por la agLDL

3

Regulación de miRNAs 

inflamatorios en el estudio FH

Regulación de genes 

inflamatorios en el estudio FH

Artículo Estudio Gen - miRNA Código

Hs00233722_m1

Diferenciación celular,

tipo de monocito
CD14 Hs00169122_g11

Apoptosis (Anoikis)

Diferenciación celular,

resistencia a Anoikis
CD49c

Regulación de miRNAs 

por la LDL en concentración 

aterogénica

2

Regulación de receptores

LRPs por la agLDL
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Tabla 10. Genes y miRNAs analizados por sondas individuales. Las sondas 

son de Applied Biosystems 

 

Se realizó una síntesis de cDNA a partir de 10ng de RNA para miRNAs y 

0,5μg de RNA para genes, siguiendo las condiciones mostradas en la 

siguiente Tabla 11. 

 

 

DR5 Hs00366278_m1

BAX Hs00180269_m1

BCL2 Hs00608023_m1

miR-126-3p 002228

miR-126-5p 000451

miR-223 002295

miR-361-3p 002116

miR-767-5p 001993

LRP5 Hs00182031_m1; Mm01227476_m1

LRP6 Hs00233945_m1; Mm00999795_m1

LRP1 Hs00233856_m1; Mm00464608_m1

LDLR Hs01092524_m1; Mm01177349_m1

HMGCR Hs00168352_m1; Mm01282499_m1

CD36 Hs01567185_m1

MARCO Hs00198935_m1

CD163 Hs00174705_m1

miR-505-3p 002089

miR-95 000433

miR-483-5p 002338

miR-187 001193

miR-146a 000468

miR-486-3p 002093

CCR3 Hs00266213_s1

CCR4 Hs00747615_s1

CXCR1 Hs01921207_s1

TGFB1 Hs00998133_m1

IL2 Hs00174114_m1

RUNX1 Hs00231079_m1

Regulación por el 

contenido de colesterol

Regulación de 

receptores scavengers

por la agLDL

3

Regulación de miRNAs 

inflamatorios en el estudio FH

Regulación de genes 

inflamatorios en el estudio FH

Artículo Estudio Gen - miRNA Código

Hs00233722_m1

Diferenciación celular,

tipo de monocito
CD14 Hs00169122_g11

Apoptosis (Anoikis)

Diferenciación celular,

resistencia a Anoikis
CD49c

Regulación de miRNAs 

por la LDL en concentración 

aterogénica

2

Regulación de receptores

LRPs por la agLDL

Vol (μL)

0,15

1.00

1,50

0,19

4,16

7,00

3,50

1,50

10

Temperatura Tiempo

Mantener 16ºC 30 min

Mantener 42ºC 30 min

Mantener 85ºC 5 mim

Mantener 4ºC ∞

Vol (μL)

5.0

3,7

0,5

0,8

10

Temperatura Tiempo

Mantener 95ºC 10 min

95ºC 15 sec

60ºC 60 sec

Condiciones

Componentes

Transcriptasa reversa (50 U/μL)

Componentes 

miRNAs

Síntesis de cDNA

Inhibidor de RNAsa

Tampón RT (10X)

dNTPs (100mM )

Agua libre de nucleasas

* Total (5μL por cada muestra)

* Muestra de RNA (10ng)

* Sonda TaqMan especifica

Total

TaqMan 2x universal PCR Mmix

Agua libre de nucleasas

Sonda TaqMan específica (20x)  

Muestra de cDNA

*Total

Amplificación por PCR

Condiciones

40 ciclos

Vol (μL)

1,0

0,5

0,4

1,0

10

Temperatura Tiempo

Mantener 25ºC 10 min

Mantener 37ºC 120 min

Mantener 85ºC 5 mim

Mantener 4ºC ∞

Vol (μL)

10

8

1

1

20

Temperatura Tiempo

Mantener 95ºC 10 min

95ºC 15 sec

60ºC 60 sec

Condiciones

Componentes

Transcriptasa reversa (50 U/μL)

Agua libre de nucleasas

TaqMan 2x universal PCR Mmix

Muestra de cDNA

Sonda TaqMan específica (20x)  

Genes

Síntesis de cDNA

Total

Total

Condiciones

Amplificación por PCR

Tampón RT (10X)

dNTPs (100mM )

Sondas aleatorias

Componentes 

40 ciclos

Muestra de RNA (0,5μg) + 

Agua libre de nucleasas (7,1 ul)
7,1
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Tabla 11. Síntesis de cDNA y PCR para genes y miRNAs por sondas 

individuales.  

 

b) PCR mediante el uso de intercalantes de DNA 

El análisis del perfil de expresión de los genes inflamatorios se realizó 

mediante una placa de 96 pocillos (RT² Profiler PCR Array, PAHS-077Z, 

SA Biosciences). Este “array” de genes contiene 84 sondas, 5 endógenos 

(ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 y RPLP0), un control de DNA genómico 

humano, 3 controles de transcripción reversa y 3 controles positivos de 

PCR (Artículo 3).  

La obtención del cDNA fue obtenido a partir de 0.5μg de RNA de las 

muestras, siguiendo la condiciones mostradas en la siguiente Tabla 12. 

 

 

Vol (μL)

0,15

1.00

1,50

0,19

4,16

7,00

3,50

1,50

10

Temperatura Tiempo

Mantener 16ºC 30 min

Mantener 42ºC 30 min

Mantener 85ºC 5 mim

Mantener 4ºC ∞

Vol (μL)

5.0

3,7

0,5

0,8

10

Temperatura Tiempo

Mantener 95ºC 10 min

95ºC 15 sec

60ºC 60 sec

Condiciones

Componentes

Transcriptasa reversa (50 U/μL)

Componentes 

miRNAs

Síntesis de cDNA

Inhibidor de RNAsa

Tampón RT (10X)

dNTPs (100mM )

Agua libre de nucleasas

* Total (5μL por cada muestra)

* Muestra de RNA (10ng)

* Sonda TaqMan especifica

Total

TaqMan 2x universal PCR Mmix

Agua libre de nucleasas

Sonda TaqMan específica (20x)  

Muestra de cDNA

*Total

Amplificación por PCR

Condiciones

40 ciclos

Vol (μL)

1,0

0,5

0,4

1,0

10

Temperatura Tiempo

Mantener 25ºC 10 min

Mantener 37ºC 120 min

Mantener 85ºC 5 mim

Mantener 4ºC ∞

Vol (μL)

10

8

1

1

20

Temperatura Tiempo

Mantener 95ºC 10 min

95ºC 15 sec

60ºC 60 sec

Condiciones

Componentes

Transcriptasa reversa (50 U/μL)

Agua libre de nucleasas

TaqMan 2x universal PCR Mmix

Muestra de cDNA

Sonda TaqMan específica (20x)  

Genes

Síntesis de cDNA

Total

Total

Condiciones

Amplificación por PCR

Tampón RT (10X)

dNTPs (100mM )

Sondas aleatorias

Componentes 

40 ciclos

Muestra de RNA (0,5μg) + 

Agua libre de nucleasas (7,1 ul)
7,1
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Tabla 12. Síntesis de cDNA y PCR en "array" de genes.  

 

5.3. Análisis de datos generados mediante PCR a tiempo real 

Los datos obtenidos del lector Applied Biosystems 7900HT fueron 

cuantificados en base a la comparación del Ciclo umbral (Ct), usando los 

programas SDS 2.4 y el RQ Manager 1.2.1. Los valores Ct se 

normalizaron con el endógeno RNU48 (001006) en miRNAs y en el caso 

de los genes con PIK3C2A (Hs00153223_m1) o B2M (Hs.534255). En 

ambos casos se usó el método estandarizado del 2
-∆Ct

, obtenido del 

programa DataAsist v3.0.1. Aquellos valores Ct ≥ de 32 fueron 

considerados por debajo del nivel de detección. La casa comercial 

(Applied Biosystems) asegura unas altas eficiencias en las sondas y por lo 

tanto no es necesario que se hagan curvas patrón para conocer la 

eficiencia, sino se sospechaba de una posible concentración elevada de 

inhibidores o una mayor degradación de los ácidos nucleicos debido a la 

naturaleza de la muestra.  

Componentes Vol (μL)

Muestra de RNA (0.5μg) 6

Tampón GE 2

Agua libre de nucleasas 2

Total 10

Componentes Vol (μL)

Tampón BC3 5X 4

Control P2 1

RE3 reverse transcriptase Mix 2

Agua libre de nucleasas 3

Total 10

Incubar 5 min a 95ºC 

Añadir 91 μL de agua libre de nucleasa 

Incubar 15 min a 42ºC 

(volumen total = 20 μL)

Incubar 5 min a 42ºC

Incubar 1 min en hielo

Eliminación del DNA genómico

Síntesis de cDNA

Vol (μL)

1350

102

1248

2700

Tiempo

Mantener 95ºC 10 min

95ºC 15 sec

60ºC 1 mim

Mantener 95ºC 1 mim

Mantener 65ºC 2 mim

Mantener 95ºC 15 sec

40 ciclos

Componentes 

Temperatura

Condiciones

Amplificación por PCR

Total

Agua libre de nucleasas

Muestra de cDNA

2xRT2 Green Mastermix
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6. Métodos in silico en el análisis de miRNAs y genes 

diana 

6.1. Anotación de los miRNAs 

Actualmente, la anotación de los miRNAs se realiza mediante el 

secuenciación de fragmentos cortos de RNA (<50 nt). Esta tecnología 

genera gran cantidad de lecturas, que se analizan mediante diferentes 

algoritmos computacionales (miRDeep
276

, miRDeep2
277

, miRDeep∗278
 y 

miRanalyzer
279

). El procedimiento se inicia con el mapeo de las lecturas 

de precursores conocidos de miRNAs y el análisis de la región genómica 

donde las lecturas se alinean. Seguidamente, la lectura se extiende por 

20bp en una dirección y 70bp en otra dirección, definiendo su potencial 

locus. En base a métodos estadísticos se evalúa si la secuencia forma una 

horquilla
276,280

. En la predicción de nuevos miRNAs se utilizan 

características adicionales como el contaje de lecturas, la energía libre y el 

tamaño de la horquilla
279

 (Figura 32).  

 

Figura 31. Proceso para la anotación del miRNA. Imagen adquirida y 

adaptada
280
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6.2. Herramientas computacionales 

Las herramientas computacionales son Bases de datos que tienen sus 

propios criterios y algoritmos de predicción para la unión del miRNA al 

mRNA específico. En la siguiente Tabla 13 se muestran las bases de 

datos consultadas para el desarrollo del Artículo 1 y 3. Las bases de datos 

fueron empleadas en combinación, con la finalidad de aprovechar sus 

distintos algoritmos de búsqueda, aumentando con ello la posibilidad de 

encontrar los potenciales genes diana para el miRNA. 

 

 

Tabla 13. Bases de datos de predicción. (a) http://www.targetscan.org/, (b) 

http://www.mirbase.org/, (c) http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/, 

(d) http://mirmap.ezlab.org/, (e) http://www.ingenuity.com/products/ipa, (f) 

http://paccmit.epfl.ch/, (g) http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/ 

 

 

Base de datos Criterio de predicción Artículo

1
Calcula la mínima energía libre para hibridización entre un RNA largo 

y corto. Es una herramineta útil como predicción de unión miRNA-mRNA 
RNAhybrid (c)

miRbase (b) Provee evidencia de la anotación de los miRNAs

 1 y 3
Muestra las uniones entre miRNA y mRNA experimentalmente 

demostrados o con alta o moderada predicción
IPA (e)

miRmap (d)
Combina las características, termodinámicas, evolutivas, probabilisticas 

y de secuencias entre la unión del miRNA y el mRNA
 1 y 3

1

1
Evalua la cantidad y calidad de los sitios complementarios del 

mRNA con el emparejamiento conservado a la región 5' del miRNA. 
TargetScan (a)

Combina la información de 12 programas de predicción y compara los sitios 

de unión del miRNA con el extremo 3' del mRNA

Combina la información de 12 programas de predicción y compara los sitios 

de unión del miRNA con la región codificante del mRNA

Combina la información de 12 programas de predicción y compara los sitios 

de unión del miRNA con el extremo 5' del mRNA

miRwalk 3UTR (g)

miRwalk CD (g)

miRwalk 5UTR (g)

3

3
Muestra las uniones potenciales del miRNA  al extremo 3' del mRNA 

considerando la conservación evolutiva, accesibilidad y predicción

Muestra las uniones potenciales del miRNA en secuencias codificantes 

del mRNA considerando la conservación evolutiva, accesibilidad y predicción 

PACCMIT3UTR (f)

PACCMITCDS (f)
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6.3. Diseño del análisis in silico 

La identificación de genes diana para los miRNAs es uno de los grandes 

retos en la comprensión de la regulación post-transcripcional. 

Actualmente, existen varias herramientas bioinformáticas con diferentes 

algoritmos de búsqueda. En la presente tesis el criterio seguido y las 

herramientas utilizadas se muestran en la Figura 32. 

 

 

Figura 32. Esquema del diseño del in silico. Las herramientas computacionales 

utilizadas están señaladas de color marrón. Se muestra el criterio empleado para 

el Artículo 1 y el Artículo 3. 
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a) Predicción de miRNAs para su mRNA específico: El mRNA es 

seleccionado previamente de acuerdo a su expresión diferencial con los 

niveles de proteína. Se identificó los posibles miRNAs que regulan el 

mRNA, mediante el uso de 2  bases de datos, TargetScan y miRmap. Se 

utilizaron únicamente los candidatos predichos que coincidieron con las 2 

bases de datos. Se seleccionaron aquellos miRNAs que debido a sus 

características estructurales tiene mayor probabilidad de interacción y 

viabilidad (Artículo 1).  

b) Predicción de genes diana para su miRNA específico: Los posibles 

genes diana regulados por el miRNA se identificaron mediante el uso del 

IPA y RNAHybrid. El programa RNAHybrid, calculó la mínima energía 

libre (MEF) requerida en la interacción miRNA-mRNA, parámetro que 

determina las interacciones más favorables. De forma que el valor MEF 

negativo significa la energía necesaria para desestabilizar la unión miRNA 

con el mRNA. Por lo tanto, mientras más negativo sea el valor MEF, 

mayor es la accesibilidad del miRNA de unirse a la secuencia diana del 

mRNA (Artículo 1).  

Otro diseño para encontrar potenciales genes diana para un determinado 

miRNA fue mediante el uso de base de datos como miRmap, 

PACCMITCDS, PACCMIT3UTR, miRwalk 5UTR, miRwalk CD, 

miRwalk 3UTR e IPA. Este diseño tuvo como finalidad ampliar el perfil 

de genes candidatos que participan en una red de interacción (Artículo 3). 

c) Funciones celulares y redes de interacción: Después de obtener los 

posibles genes dianas o miRNAs candidatos correspondientes a los 

experimentos diferenciales in vitro. Se analizó su participación en 

funciones celulares, mediante el uso del programa IPA (Artículo 1 y 3).  

La red de activación de genes se realiza mediante el predictor de actividad 

molecular (MAP), una herramienta del IPA. El análisis por MAP predice 
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el tipo de interacción entre los genes. Así también, las consecuencias de 

estas interacciones, como el incremento o disminución de expresión 

(Figura 33) (Artículo 3). 

 

 

Figura 33. Red obtenida mediante el IPA. Ejemplo representativo de 

interacción y predicción de los genes. La intensidad de color azul es la predicción 

de una expresión o actividad disminuya, contrariamente a lo que sucede con la 

intensidad de color naranja. La intensidad de color verde es el resultado de la 

poca expresión del experimental.  Imagen adquirida y adaptada de 

http://www.ingenuity.com/products/ipa/ipa-summer-release-2014. 

 

7. Análisis de proteínas 

7.1 Extracción y cuantificación de proteínas 

La extracción proteica se efectuó por lisis de las células en tampón RIPA 

(50mM Tris HCl pH 8; 150mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% deoxicolato de 
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sodio; 0.1% SDS), suplementado con  inhibidores de proteasa (Complete, 

EDTA-free, Roche, 11873580001) y mantenidas en hielo. La 

fragmentación celular se facilitó pasando la muestra repetidamente a 

través de una aguja de 20G. Todas las muestras se centrifugaron a 10.000 

rpm (4ºC) y los sobrenadantes se alicuotaron y mantuvieron a -80ºC hasta 

su análisis. La concentración proteica se determinó por el método del 

ácido bicinconínico (BCA kit, Thermofisher) mediante la reacción de 

Biuret por colorimetría a 562nm (Artículo 1). 

 

7.2 Western blot 

El contenido de proteínas específicas en los extractos celulares se 

determinó mediante el ensayo semicuantitativo  de western blot, que se 

basa en la separación de proteínas por su movilidad electroforética e 

identificación por anticuerpos específicos (Tabla 14). 

 

 

Tabla 14. Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas. 

 

De forma breve, 25 μg de proteína total, resuspendida en tampón de carga 

(0.25M Tris pH 6.8,  8% SDS, 40% glicerol, 0.02% azul de bromofenol 

con 400mM mercaptoethanol), se somete a electroforesis 

Estudio Anticuerpo Especie Dilución Referencia

DR5 Policlonal de conejo 1:2000 ab16942, Merk Millipore

TRAIL Policlonal de conejo 1:1000 ab42121, Abcam

Caspasa-3 Policlonal de pollo 1:2000 ab136290, Abcam

Caspasa-8 Policlonal de conejo 1:2000 ab25901, Abcam

Diferenciación celular CD14 Policlonal de cabra 1:1000 sc-6998, Santa cruz

Diferenciación celular CD49c Policlonal de cabra 1:1000 sc-6592, Santa cruz

VEGFA Policlonal de conejo 1:500 ABS82, Merk Millipore

ADAM9 Policlonal de conejo 1:5000 AB2959, Merk Millipore

Apoptosis (Anoikis)

Candidatos regulados

por miR-126-3p
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monodimensional de geles de poliacrilamida SDS en 2 fases (fase 

concentradora a 4% y fase separadora a 10% de poliacrilamida). Las 

proteínas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa por un sistema de transferencia húmedo o semi-seco 

(BioRad). La eficacia de la transferencia a la membrana fue confirmada 

por la coloración de Ponceau (0.2% colorante de Ponceau, 1% ácido 

acético). La membrana fue bloqueada con 3% BSA (albúmina de suero 

bovino) o 5% leche desnatada en tanmpón TBS-Tween (0.1M NaCl, 

10mM Tris base, pH 7.4, 0.05% Tween 20), para evitar uniones 

inespecíficas del anticuerpo primario e incubado con la dilución adecuada 

del anticuerpo primario. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados 

con peroxidasa (Dako) y su detección es por la señal quimioluminiscente 

generada por el reactivo SuperSignal (Thermo Scientific). Esta señal es 

captada por el sistema ChemiDocTM XRS y el programa Image Lab 

(BioRad). La lectura quimioluminiscente de las proteínas fue normalizada 

con la β-actina (dilución 1:24000; Abcam, ab8226) (Artículo 1). 

 

8. Análisis estadístico 

Los resultados están representados como la media ± SEM (error estándar 

del promedio) o como la mediana y rango intercuartil (IQR) con el 

número de experimentos mostrados en cada caso. Las diferencias 

estadísticas entre tratamientos o grupos fueron analizados usando pruebas 

paramétricas como t-Student, análisis de varianza (ANOVA) de un factor 

o 2 factores, seguido por LSD de Fisher para grupos diferentes. En las 

pruebas no paramétricas se utilizaron Chi-cuadrado, Wilcoxon, la U de 

Mann Whitney o Kruskal Wallis. Además, Post hoc de Bonferroni fue 

utilizado para evaluar las diferencias intergrupales. Las asociaciones entre 

variables continuas fueron estudiadas mediante la correlación de 
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Spearman. Una p≤0.05 fue considerada significativa. En el estudio 

poblacional,  el tamaño mínimo de la muestra requerida fue calculado de 

acuerdo a Noordzij y cols 
281

. La prueba de distribución normal fue 

realizada usando el método de Shapiro-Wilks. Los valores extremos 

fueron excluidos por el criterio de Chauvenet. Los métodos estadísticos 

fueron analizados mediante el uso del programa Statview 5.0.1 (Abacus 

concepts, USA) y SPSS versión 21.0.0.  

 

9. Métodos adicionales 

Estos métodos están detallados en los Artículos (Sección resultados): 

 Análisis por citometría de flujo (Artículo 1) 

 Modelo murino de hipercolesterolemia (Artículo 2) 

 Inmunohistoquímica en tejido aórtico de ratón (Artículo 2) 

 Determinación de colesterol libre y esterificado (Artículo 2) 

 Cromatografía en capa fina (Artículo 2) 
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Los artículos que han sido publicados o están en proceso de publicación y 

son resultado de esta tesis son los siguientes: 

1) LDL accelerates monocyte to macrophage differentiation: Effects 

on adhesion and anoikis.  

R. Escate, T. Padro, L. Badimon.  

Atherosclerosis. 2016;246:177-86.    

doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2016.01.002. PMID: 26800307  

FI: 3.942 

 

2) Macrophages of genetically characterized familial 

hypercholesterolemia patients show upregulation of LDL-receptor 

related proteins. 

R. Escate, T. Padró, M. Borrell-Pagès, R. Suades, R. Aledo, P. Mata, L. 

Badimon.  

Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2016;20(10):1-13. 

doi: 10.1111/jcmm.12993 

FI: 4.938 

 

3) Epigenetic regulation of macrophages of genetically characterized 

familial hypercholesterolemia patients sustain a pro-inflammatory 

phenotype despite long-term lipid lowering treatment. 

Escate R, Mata P, Padró T, Badimon L.  

Pendiente de presentación 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800307
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800307
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Artículo 1 

LDL accelerates monocyte to macrophage differentiation: 

Effects on adhesion and anoikis 

 

Autores: R. Escate, T. Padro, L. Badimon 

Centro de Investigación Cardiovascular (CSIC-ICCC), IIB-Sant Pau, 

Barcelona, España.  

Revista: Atherosclerosis. 2016;246:177-86 

Factor de impacto: 3.942 

 

RESUMEN 

La LDL estimula cambios en el fenotipo, la adhesión y disminución de 

los efectores apoptóticos de la anoikis, durante la diferenciación 

temprana de monocito a macrófago.  

Altos niveles de LDL animan el desarrollo de la aterosclerosis, 

enfermedad inflamatoria crónica con la participación de la inmunidad 

innata. Los monocitos son reclutados al endotelio disfuncional inducido 

por los efectos de la LDL, iniciando su diferenciación. El objetivo de este 

estudio es investigar los efectos de la LDL en concentraciones 

aterogénicas en el temprano estadio de diferenciación de monocitos a 

macrófagos. Los experimentos se han realizado en un cultivo de 

monocitos humanos tratados o no con LDL en concentración aterogénica 

(1.80 mg/mL) de 24 a 48 horas y en macrófagos derivados de monocitos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800307
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humanos después de 7 días de diferenciación. El efecto de la LDL indujo 

una mayor expresión de CD14
dim

CD16
+
, CD49c, miR-126-3p y una 

citomorfología parecida al macrófago. Además, de una disminución de 

CD14, de CD163 en los monocitos CD14
dim

CD16
+
, DR5, Caspasa-8 y 

caspasa-3. Mediante análisis in silico. El miR-126-3p es un potente 

candidato en la regulación del DR5. 

Estos resultados indican que la LDL estimula la expresión de moléculas 

de adhesión y la disminución de efectores apoptóticos, regulando la 

anoikis y la supervivencia celular en el estadio temprano del macrófago. 
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Artículo 2 

Macrophages of genetically characterized familial 

hypercholesterolaemia patients show up-regulation of LDL-

receptor-related proteins 

 

Autores: Rafael Escate, Teresa Padró, María Borell-Pagès, Rosa Suades, 

Rosa Aledo, Pedro Mata, Lina Badimon 

Centro de Investigación Cardiovascular (CSIC-ICCC), IIB-Sant Pau, 

Barcelona, España.  

Revista: Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2016;20(10):1-13. 

 

Factor de impacto: 4.938 

 

RESUMEN 

En nuestro estudio poblacional en pacientes con hipercolesterolemia 

familiar (FH), El LRP5 es incrementado en leucocitos totales (PBL), así 

como en macrófagos expuestos a LDL agregada, siendo evidente en 

aquellos pacientes FH con los valores más bajos de LDLR y 

asociándose con una disminuida capacidad ateroprotectora.   

La FH es el principal factor de riesgo para la enfermedad coronaria 

prematura, debido a la exposición severa a largo plazo de niveles altos de 

LDL plasmático. Esto anima a su infiltración vascular y modificación por 

agregación, conllevando a la activación de la inmunidad innata y el 

desarrollo de la aterosclerosis. El objetivo de este estudio es investigar la 
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expresión de LDLR y LRPs en PBL y macrófagos derivados de monocitos 

(MACs) de pacientes jóvenes heterocigotos a la FH. La expresión de 

LRP5 y LRP6 son incrementados en PBL de pacientes FH respecto a 

sujetos sanos o con hipercolesterolemia secundaria (sc-HC). LRP1 no 

tiene cambios de expresión respecto a los sujetos sc-HC. En MACs, LRP5 

y LRP1 no se diferenciaron en condiciones basales para sujetos controles 

y pacientes FH. Sin embargo, solo el LRP5 tiene una expresión diferencial 

por exposición a la agLDL en el grupo FH. Esta exposición disminuye la 

expresión de CD163, receptor relacionado con propiedades 

antiinflamatorias o ateroprotectoras. Además, el mayor incremento de 

expresión del LRP5 por la agLDL está asociado a una baja expresión de 

LDLR.  

Estos resultados muestran por primera vez que el LRP5, receptor activo de 

internalización lipídica, está incrementado en las células de la inmunidad 

innata de pacientes jóvenes con FH. Además, el contenido lipídico 

sensibiliza al macrófago  al estrés inflamatorio, debido a la disminución 

del CD163. Ambos mecanismos quizás tengan un efecto sinérgico sobre 

el comienzo de la aterosclerosis prematura en los pacientes FH. 
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Artículo 3 

Chemokine receptors and miR-505-3p are differential 

expressed in macrophages of genetically characterized familial 

hypercholesterolemia patients. 

 

Autores: Escate R, Badimon L, Padrò T 

Centro de Investigación Cardiovascular (CSIC-ICCC), IIB-Sant Pau, 

Barcelona, España.  

Revista: Pendiente de presentación 

 

 

RESUMEN 

En macrófagos de pacientes con hipercolesterolemia familiar (FH) 

muestra un perfil inflamatorio por el aumento transcripcional de CCR3, 

CCR4, CXCR1 y una expresión disminuida del miR-505-3p, 

independientemente de la agLDL. Sin embargo, los receptores de 

quimioquinas son dependientes al tiempo de vida de exposición a niveles 

altos de LDL. 

Los pacientes con FH tienen un amplio riesgo prematuro de padecer 

aterosclerosis y en consecuencia enfermedad cardiovascular. Niveles altos 

de colesterol plasmático y el proceso inflamatorio en el desarrollo de la 

enfermedad aterosclerótica, recientemente han sido descritos dentro del 

concepto memoria de la inmunidad innata. El objetivo de este estudio es 

investigar la respuesta inflamatoria de los macrófagos heterocigotos para 
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la mutación LDLR y su asociación al tiempo de exposición a niveles altos 

de colesterol LDL. Se emplea en el estudio un cultivo de macrófagos 

derivados de monocitos humanos en presencia y ausencia de agLDL. La 

expresión del miR-505-3p se incrementa en macrófagos de pacientes FH 

respecto a los sujetos sanos, independientemente de la presencia de 

agLDL. Mediante el incremento de expresión del miR-505-3p usando su 

correspondiente agomiR, se identifica su efecto regulador por la 

disminución de expresión CCR3, CCR4 y CXCR1. Estos receptores de 

quimioquinas están incrementados en macrófagos de fenotipo FH y no 

fueron afectados por la exposición de la agLDL. Además, los receptores 

de quimioquinas no se relacionan con los niveles de LDL plasmático para 

individuos controles y pacientes FH. Sin embargo, están correlacionados 

directamente con la edad en el grupo FH, cuya significancia está en los 

pacientes de edad por encima de la mediana poblacional, lo cual no es 

observado en los sujetos controles.  

Estos resultados muestran el perfil inflamatorio de los macrófagos FH, lo 

cual es dependiente de la edad del paciente por la exposición de niveles 

altos de LDL, a pesar del tiempo con terapia hipolipemiante  
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La aterosclerosis, principal causa subyacente de enfermedad 

cardiovascular, es consecuencia de complejas interacciones autocrinas y 

paracrinas entre componentes celulares de la sangre y pared vascular,  así 

como  de componentes moleculares presentes en ambos compartimentos. 

Nuestro conocimiento sobre la aterosclerosis ha avanzado 

considerablemente y actualmente está ampliamente aceptado  que el 

sistema inmunitario y los procesos inflamatorios tienen una función clave 

durante el desarrollo de la placa aterosclerótica. Sin embargo, 

desconocemos todavía muchos de los mecanismos moleculares y celulares 

que conllevan a un estado inflamatorio persistente en la íntima vascular 

durante el desarrollo de las lesiones. 

Los monocitos y macrófagos son componentes celulares relevantes en el 

sistema de inmunidad innata y juegan una función preponderante en el 

inicio, progresión y complicación de las lesiones.  Concentraciones 

elevadas de colesterol transportado por la fracción LDL  tienen una 

función inmunoestimulante en la aterogénesis y promueven la quimiotaxis 

y  adhesión de monocitos al endotelio disfuncional y su infiltración al 

espacio intravascular donde se diferencian a macrófago 
282,283

. 

En el marco de esta Tesis Doctoral se han investigado los mecanismos 

celulares y moleculares regulados por concentraciones elevadas de LDL 

(rango patológico en el plasma hipercolesterolémico humano) en relación 

al proceso de  diferenciación de monocito a macrófago (Artículo 1). En 

base a estudios en cultivos celulares se ha demostrado que niveles 

aterogénicos de LDL (180 mg/dL), en su forma nativa, estimula la 

diferenciación de monocito a macrófago, ocasionando cambios 

prematuros en  su morfología celular así como en su perfil fenotípico, 

especialmente en lo que refiere al nivel de expresión CD14. Esta 

glicoproteína de membrana considerada como un marcador de monocito, 

debido al  mayor número de moléculas expresadas en la superficie de 
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estas células
57

.  Los monocitos refieren de hecho a una población 

heterogénea, con características funcionales específicas para cada una de 

ellas. Cada subpoblación contribuye de forma distinta al proceso 

inflamatorio y persistente que se produce en la íntima arterial
284

 durante el 

desarrollo de la placa arteriosclerótica. Esta Tesis, mediante técnicas de 

citometría de flujo, se ha puesto en evidencia la disminución del nivel de 

expresión de células CD14
+
 y el incremento del subtipo  CD14

dim
 CD16

+  

en monocitos expuestos a concentraciones aterogénicas de LDL durante 

los primeros estadíos de diferenciación a macrófago. Este subtipo ha sido 

referenciado por exhibir propiedades inflamatorias y proaterogénicas 

debido a su capacidad de interaccionar con el endotelio vascular y su 

tendencia a sobreexpresar receptores de quimioquinas
285

. Es además 

interesante destacar, que monocitos expuestos a LDL durante el proceso 

de diferenciación a macrófago, muestran una disminución del  marcador 

de superficie CD163,  siendo la disminución especialmente evidente en el 

fenotipo  CD14
dim

 CD16
+
 , lo que se asocia con una mayor susceptibilidad 

al estrés oxidativo y menor capacidad ateroprotectora
186,286

. Estos 

resultados sugieren que un perfil proaterogénico en el 

monocito/macrófago por efecto de elevadas concentraciones de LDL, se 

inicia desde las fases tempranas del proceso de diferenciación.   

Los subtipos de monocitos con la expresión de CD16 en la superficie se 

han asociado al fenotipo de macrófagos tisulares
77

. Así pues, junto a 

nuestros resultados del CD14, esto da soporte que la LDL estimula la 

diferenciación de monocito a macrófago. En estudios clínicos, la 

expresión de CD16 en monocitos de sujetos con hipercolesterolemia 

familiar se ha correlacionado con niveles bajos de HDL. Por el contrario, 

se ha descrito una correlación directa entre la presencia de  monocitos con 

fenotipo CD16
+
 y los valores de colesterol total y triglicéridos, sugiriendo  

que los subtipos de monocitos ricos en CD16
+
 se asocian a perfiles 
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lipídicos proaterogénicos
287

. Por tanto, nuestros resultados junto con 

aquellos de otros autores, sugieren nuevas vías de interacción entre la 

disregulación del metabolismo lipídico, la inmunidad innata y la 

aterosclerosis. 

Entre las diferentes células de inmunidad innata, la capacidad de 

resistencia a la apoptosis es una característica que diferencia al macrófago 

tisular del monocito
288

. La apoptosis celular implica una compleja trama 

de efectores y vías de señalización que regulan tanto el proceso que 

desencadena la muerte celular como el mecanismo efector que vehiculiza 

que esta se produzca.  

Uno de los aspectos evaluados en el marco de esta Tesis fue determinar si  

niveles aterogénicos de LDL afectan a la capacidad de resistencia celular 

a la apoptosis durante la fase temprana de diferenciación de monocito a 

macrófago. En este sentido, nuestros resultados pusieron en evidencia que 

ni la expresión de BAX ni BCL2, marcadores altamente establecidos en el 

balance de señales pro y antiapoptóticas de la vía intrínseca
289,290

, se ve 

afectada por los niveles de LDL. De forma similar, la integridad de la 

membrana celular determinada por el marcaje con  anexina V - yoduro de 

propidio no sufre modificaciones significativas en presencia de niveles 

aterogénicos de LDL. Estos resultados sugieren que la viabilidad celular 

no está condicionada por niveles patológicos de LDL. Estos resultados, 

sin embargo,  no permiten excluir posibles efectos mediados a través de la 

vía extrínseca, mecanismo por el cual las células adherentes pueden sufrir 

procesos de apoptosis debidos a una disminución de interacciones célula-

célula y célula-matriz extracelular, lo que se conoce como anoikis.  

El DR5, es uno de los receptores de muerte de la vía extrínseca que está 

involucrado directamente en la anoikis celular a través de moléculas como 

las caspasas  CASP8 y CASP3
110

. El DR5 se encuentra en una forma 
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precursora (pre-DR5) y otra madura (m-DR5) que se diferencian entre 

ellas por la presencia de un péptido de 55 aminoácidos en su extremo N-

terminal
291,292

. La anoikis está además regulada por integrinas que median 

la interacción célula-célula y célula-matriz extracelular. Mediante esta 

Tesis se ha puesto en evidencia que las LDL inducen una disminución del 

contenido proteico de la  forma precursora de DR5 en el monocito en fase 

de diferenciación, mientras que no producen ese efecto sobre el nivel de 

mRNA, lo que sugiriere la idea de una regulación post-transcripcional del 

gen DR5 por efecto de la LDL.  

Entre los posibles mecanismos implicados en procesos de  regulación 

postranscripcional, los miRNAs, moléculas de RNA no codificante entre 

20-25 bases de longitud, han emergido en los últimos años como 

represores específicos de expresión génica y por ello de regulación post-

transcripcional. De hecho, se presume que más del 60% de los genes 

codificantes de proteínas en células humanas están regulados por 

miRNAs.  Cada vez un mayor número de evidencias ponen de manifiesto 

que los miRNAs  están relacionados con el proceso aterosclerótico, ya sea 

como posibles marcadores o como reguladores de los componentes 

celulares involucrados en el desarrollo de las lesiones
293,294

.  Análisis en in 

silico predicen el miR-126-3p como el mejor candidato implicado en 

regulación postranscripcional de DR5 y de hecho en monocitos humanos 

la expresión del miR-126-3p (miR-126) se incrementa sostenidamente por 

efecto de la LDL mientras que los niveles proteicos de pre-DR5 se hallan 

disminuidos. Confirmando los resultados de esta Tesis, el miR-126 se ha 

asociado con niveles plasmáticos elevados de LDL en individuos con 

factores de riesgo para la enfermedad aterocoronaria
295

. Por otro lado, el 

miR-126 se ha involucrado en la regulación de motilidad celular y de 

interacción célula-célula procesos de neovascularización
296

.   
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Las LDL inducen, además, una disminución en los niveles de caspasa 8 

(CASP8) y de la forma precursora de caspasa 3 (CASP3). Estos resultados 

sugieren un aumento en la capacidad de resistencia a la anoikis durante la 

diferenciación del monocito a macrófago cuando se halla expuesto a 

concentraciones elevadas de LDL, proceso que ocurre en el subendotelio 

vascular durante las primeras fases de desarrollo de la lesión 

arteriosclerótica.  Las integrinas, es otro de los componentes moleculares 

que condicionan directamente el  proceso de anoikis, ya que regulan la 

adhesión celular al substrato subyacente y las interacciones célula-

célula
297

. Dentro de la familia de integrinas, la α3β1 es relevante por 

regular la resistencia a anoikis en células diferenciadas
122

. De hecho, la 

subunidad α3 (CD49c) no se detecta prácticamente en el monocito 

humano, mientras que se expresa de forma muy marcada en el macrófago 

generado tras varios días de diferenciación in vitro. El hecho de que el 

monocito, aún en una fase temprana de diferenciación presente ya niveles 

de CD49c similares al macrófago diferenciado da soporte a la opinión 

generada a partir del trabajo de esta Tesis de que las LDL estimulan la 

expresión de moléculas de adhesión celular y disminuyen los efectores de 

apoptosis, de forma que regulan anoikis en monocitos. Este efecto de las 

LDL se traduce en un aumento en la supervivencia celular del macrófago 

en etapas tempranas de diferenciación.    

Hay que destacar que uno de  los proceso clave en el inicio y la progresión 

de la lesión arteriosclerótica es la retención y acúmulo de LDL en el 

espacio subendotelial
298

. Debido a su interacción con los proteoglucanos y 

proteínas de la matriz extracelular que favorecen su modificación 

(agregación, glucosilación, proteólisis enzimáticas, oxidaciones, etc.), lo 

que incrementa su aterogenicidad
14–16

 y conlleva a la activación de 

procesos de inflamación local y de la respuesta de inmunidad innata, de la 

cual los principales componentes celulares a nivel de pared vascular son 



DISCUSION GLOBAL 

 

198 
 

monocitos y macrófagos
160,299

.  Las LDL modificadas por agregación 

(agLDL) son, además,  potentes inductoras del acúmulo  intracelular 

masivo de ésteres de colesterol en macrófagos, de modo que  adquieren un 

fenotipo de célula espumosa
47,128,300,301

, con una sobreexpresión de la 

respuesta inflamatoria
160,299

.   

Es conocido que el colesterol acumulado en las diferentes lesiones 

ateroscleróticas proviene en su mayoría de las partículas de lipoproteínas 

de baja densidad (LDL) circulantes. En zonas de la pared vascular con 

predisposición a las lesiones ateroscleróticas, con una permeabilidad 

aumentada, la hipercolesterolemia plasmática está asociada con un 

aumento de transcitosis de LDL a través del endotelio vascular y 

acumulación  en el espacio subendotelial.  A este respecto, los individuos 

que padecen hipercolesterolemia familiar (FH), patología debida 

mayoritariamente a un desorden genético en el receptor de las LDL 

(LDLR), se caracterizan por presentar niveles circulantes excesivamente 

elevados de LDL desde la infancia  y una alta predisposición al desarrollo 

prematuro de la aterosclerosis y enfermedad cardiovascular
266

.  De hecho, 

se han descrito manifestaciones clínicas cardiovasculares a edades 

tempranas, entre 25 y 40 años, en sujetos con FH
302

. Hasta ahora, sin 

embargo, los factores celulares y moleculares asociados a tal riesgo no 

están bien caracterizados.  

 

La internalización celular de LDL en el macrófago humano se ha asociado 

a la función de diferentes componentes de la “Familia de receptores de 

lipoproteínas de baja densidad”, entre ellos LDLR, LRP1, LRP5 y 

LRP6
47,48,146,303

. Molecularmente, estos receptores presentan dominios 

comunes. Sin embargo, sus niveles de expresión  y su disponibilidad en la 

superficie celular están regulados de forma diferente dependiendo de los 

niveles de colesterol. Así,  las LDL en su forma nativa son internalizadas 
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específicamente por el LDLR, receptor cuya expresión esta modulada 

negativamente por el contenido de colesterol intracelular
304

. Por el 

contrario, nuestro grupo ha demostrado que las formas agregadas de LDL 

son internalizadas mayoritariamente en el macrófago a través  del LRP1 y 

LRP5
48

. 

 

En base a estos estudios previos, esta Tesis se planteó investigar el perfil 

de expresión de los diferentes componentes de la “Familia de receptores 

LDL” en macrófagos derivados de monocitos así como en la fracción de 

células leucocitarias circulante (PBL) de  sujetos FH, expuestos de forma 

crónica a niveles elevados de LDL, relacionando los resultados con el 

fenotipo celular, capacidad de internalizar lípidos  y su posible relevancia 

como condicionante del elevado riesgo de enfermedad coronaria 

prematura en esta población  (Artículo 2).  

El estudio ha puesto por primera vez en evidencia que la fracción PBL  en 

sujetos FH jóvenes heterocigotos para mutaciones en el receptor LDLR, 

presentan niveles elevados de expresión de LRP5 en la fracción PBL de 

pacientes FH, comparado con sujetos control sanos o con pacientes con 

hipercolesterolemia secundaria (sc-HC). El LRP6, homólogo para el 

LRP5 y con un solapamiento en sus funciones 
305

, también presenta un 

incremento en FH respecto a pacientes sc-HC. A diferencia de estos 

receptores, el LRP1 no muestra un patrón diferencial asociado a FH, lo 

que es consecuencia de una menor respuesta a los niveles de  LDL 

plasmáticos. Esta menor sensibilidad del LRP1, podría explicar la 

aparente discrepancia con  un estudio en pacientes con un alto grado de 

severidad para la FH (50% pacientes homocigotos) donde se observaron 

niveles incrementados de LRP1 en monocitos aislados
78,306

. Corroborando 

los resultados con células humanas, estudios en modelo de ratón, muestran 

al Lrp5 como el receptor con mayor respuesta en situaciones de 

hipercolesterolemia inducida por dieta.  
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De forma similar a lo observado en células circulantes, los macrófagos 

derivados de monocitos en pacientes FH presentan niveles de expresión de 

LRP5 más elevados que las células obtenidas de sujetos sanos. Este 

comportamiento que se manifiesta especialmente cuando las células se 

exponen a LDL agregadas no se observa para el receptor LRP1. Es 

interesante remarcar que el incremento de LRP5 en el macrófago-FH es 

mayor en aquellos pacientes que presentan niveles celulares de LDLR por 

debajo de la mediana de la población, efecto que una vez más no es 

evidente con el receptor LRP1.     

A fin de descartar la relevancia de otros receptores en la internalización de 

LDL agregadas por el macrófago FH, analizamos  CD36 y MARCO, 

receptores “scavengers” implicados en la captación de LDL modificadas. 

El hecho los individuos control y pacientes FH mostraron un perfil 

transcripcional similar en condiciones basales y en respuesta a la 

presencia de agLDL, esto  refuerza el resultado de esta Tesis de que LRP5 

es un receptor lipídico altamente activo en células inmunitarias en 

pacientes FH con mutaciones funcionales en el receptor LDL. Por ello se 

puede especular que el LRP5 promueve el aclaramiento de lípidos de la 

íntima arterial, contribuyendo eventualmente a la formación de la placa 

aterosclerótica, cuando la homeostasis del colesterol se encuentra 

saturada. Mediante técnicas de tinción de Herxheimer pusimos en 

evidencia el acúmulo intracelular de lípidos en macrófagos FH, en igual o 

mayor medida que en macrófagos control. De hecho, comparando con 

controles sanos, los macrófagos de pacientes FH presentan una menor 

expresión transcripcional de la proteína HMGCR, la cual está regulada 

negativamente por los niveles de colesterol intracelular
127,306

.  

Como prueba de concepto y a fin de corroborar la importancia del LRP5 

en aterogénesis, se realizaron estudios en un modelo de ratón con 

hipercolesterolemia inducida por dieta. El análisis inmunohistoquímico de 
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la aorta mostró células con marcadores de macrófago y positivas para 

ApoB y LRP5 adheridas al endotelio vascular, sugiriendo al igual que 

ocurre en macrófagos humanos, una relación directa entre LRP5 y la 

internalización de lípidos. Estudios previos de nuestro grupo han puesto 

en evidencia que lesiones arterioscleróticas avanzadas humanas presentan 

un elevado contenido en LRP5 que se colocaliza con zonas ricas en 

macrófagos, identificadas mediante el marcador celular HAM56
48

. 

Además, tanto en esta Tesis como en estudios anteriores
48

 se ha 

demostrado mediante técnicas de silenciamiento la relevancia del LRP5 

en la internalización de colesterol-LDL en el macrófago humano, y su 

mayor eficacia respecto al LRP1, lo que se ha atribuido una mejor 

capacidad de respuesta en condiciones de saturación lipídica
48

.           

Hasta ahora, sin embargo, la contribución del LRP5 en el proceso de  

aterosclerosis no está bien definida, pudiendo su función variar 

dependiendo del tipo celular donde se expresa. En modelos de ratón, 

animales deficientes para Lrp5 y ApoE tiene mayores lesiones 

ateroscleróticas que aquellos únicamente ApoE
-/-307

. Esta aparente 

controversia con nuestros resultados podría deberse a que la deficiencia de 

LRP5 impide la activación de la vía canónica de señalización por 

Wnt
48,308

, la cual en macrófagos se asocia a motilidad celular a través de 

un mecanismo mediado por la beta-catenina
309

.   

Los monocitos presentes en la íntima arterial pueden diferenciarse a 

macrófagos de varios subtipos, caracterizados por diferentes epítopes de 

superficie y receptores de membrana. Un estudio reciente de nuestro 

grupo ha puesto en evidencia niveles de LRP5 más elevados en 

macrófagos derivados de los monocitos CD14
+
CD16

+
, que en macrófagos 

derivados de monocitos proinflamatorios que carecen de CD16
179

. Los 

macrófagos CD16
+
 usualmente se relacionan con el fenotipo M2, también 

caracterizado por presentar CD163
310

, un receptor “scavenger” 
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involucrado en el catabolismo de la hemoglobina mediante del aumento 

de la expresión de HMOX1, lo que confiere protección frente a procesos 

de estrés oxidativo
186

.  

La presencia de CD163 en macrófagos de lesiones ateroscleróticas 

humanas está asociada con propiedades antiinflamatorias. Además, 

estudios en ratón ApoE
-/-

 relacionan la regresión de la placa aterosclerótica 

con la presencia de macrófagos CD163
+
. El macrófago, sin embargo, es 

una célula de elevada plasticidad, con un fenotipo y funciones que se 

adaptan en respuesta de las señales externas. Hay que destacar que los 

macrófagos de pacientes FH presentan una disminución significativa en la 

expresión de CD163 cuando se exponen a LDL agregadas, efecto que no 

se evidencia en individuos sanos. Por ello se sugiere una pérdida del 

efecto ateroprotector mediado por HMOX1 en el macrófago del paciente 

FH. De hecho, los pacientes con el fenotipo de FH más severo (FH nulos) 

y que por ello están expuestos a niveles más elevados de LDL, tienen una 

menor expresión transcripcional del CD163 en macrófagos. Este resultado 

corrobora además la disminución que hemos observado en la expresión de 

CD163, estadios tempranos diferenciación de monocito a macrófago en 

presencia de niveles aterogénicos de LDL (Articulo 1). De igual forma, la 

fracción PBL en ratón hipercolesterolémico presenta una tendencia a 

niveles más bajos de CD163, efecto que no se observa en animales  

deficientes para Lrp5. El aumento de LRP5 y disminución de CD163 en 

macrófagos FH podrían inducir de forma complementaria señales 

aterogénicas en el sistema de inmunidad innata, favoreciendo con ello el 

desarrollo prematuro de lesiones. La condición de hiperlipemia, como 

factor de riesgo aterogénico en la clínica del paciente FH ha sido 

estudiada ampliamente. Estudios de tomografía por emisión de positrones 

han proporcionado evidencia de que en los pacientes FH hay una mayor 

inflamación arterial en comparación a controles sanos. Esta inflamación 
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disminuye de forma muy aparente en pacientes sometidos a tratamiento de 

aféresis de lipoproteínas
311.    

 

Típicamente la respuesta de inmunidad innata no muestra una activación a 

largo plazo. Sin embargo, recientemente se ha sugerido el concepto de 

“memoria de inmunidad innata” que refiere al hecho de que las células de 

este sistema inmunitario pueden adoptar un fenotipo proinflamatorio 

persistente que se mantiene incluso después de haber cesado el estímulo 

que lo originó
164

. Este comportamiento, descrito inicialmente en 

monocitos humanos expuestos ex vivo a diferentes microrganismos y 

derivados bacterianos
312,313

, se  ha relacionado también al proceso 

aterosclerótico. En este sentido se ha sugerido que la memoria de 

inmunidad innata puede inducirse también en presencia de niveles 

elevados de colesterol, bien sea en la pared arterial o en otros órganos 

como hígado y médula
314

. En este sentido, trabajos recientes de nuestro 

grupo ponen en evidencia que pacientes FH,  aun estando en tratamiento 

hipolipemiante según guías terapéuticas, presentan niveles de 

micropartículas circulantes derivadas de la fracción leucocitaria, con 

marcadores de activación celular
315

, sugiriendo un proceso inflamatorio 

crónico en pacientes caracterizados por estar expuesto a niveles elevados 

de LDL desde la infancia y que podría contribuir al desarrollo prematuro 

de aterosclerosis.  A pesar de que la importancia del proceso inflamatorio 

en aterosclerosis está ampliamente reconocido, existen todavía muchas 

incógnitas sobre los efectores y mecanismos moleculares involucrados. 

Por ello, como parte de esta Tesis Doctoral se ha caracterizado el perfil de 

miRNAs asociados a inflamación en macrófagos humanos derivados de 

monocitos,  investigando, además, la importancia de los miRNAs 

candidatos y sus genes diana en macrófagos de pacientes FH, en relación 

a los niveles plasmáticos de LDL y el tiempo de exposición a las mismas 

(Artículo 3). 
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Mediante técnicas de PCR a tiempo real y utilizando un “array” que 

incluye 377 de los miRNAs mejor representados en célula humana, según 

la base de datos  miRBase, se seleccionaron aquellos con una respuesta 

consistente frente al estímulo inflamatorio inducido por LPS. Entre ellos, 

el miR-505-3p  mostró un comportamiento diferencial en macrófagos FH 

respecto a sujetos sin mutación en el gen LDLR y aparentemente sanos. 

Este comportamiento en FH se observa en células diferenciadas durante 7 

días en condiciones in vitro y se mantiene tras su exposición a LDL 

modificadas por agregación durante un periodo de 24 horas. Resultado 

que apoya la hipótesis de que la célula de inmunidad innata en sujetos FH 

presenta características proinflamatorias que se mantienen tras cesar el 

estímulo desencadenante. Corroborando el estado proinflamatorio del 

macrófago-FH, se demostró  que estas células presentan un aumento en la 

expresión transcripcional de los receptores de quimioquinas CCR3, CCR4 

y CXCR1, modificación consistente con la disminución en el miR-505-3p 

que se observa en estas mismas células en comparación con los 

macrófagos control.  De acuerdo con estos resultados, RUNX1, factor de 

transcripción identificado in silico como molécula reguladora del miR-

505-3p en la expresión de CCR3, CCR4 y CXCR1, se encuentra también 

significativamente aumentada en  macrófagos FH derivados de monocito 

tras 7 días de diferenciación in vitro.   

La familia de quimioquinas refiere a un grupo de proteínas que coordinan 

diferentes funciones del sistema inmunitario y regulan procesos de 

migración de leucocitos en inflamación
316

. En modelos murinos, la 

inhibición de las quimioquinas se asocia con la disminución de la carga 

aterosclerótica
317–319

. De hecho, CCR3 se expresa en lesiones 

ateroscleróticas humanas, en áreas con elevado contenido en  macrófagos, 

mientras que su expresión es reducida en segmentos arteriales sin 

lesión
320

. Además, mediante técnicas de inmunohistoquímica se ha 
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observado la presencia de CCR3 en células musculares lisas y células 

mastoideas, componentes celulares del tejido vascular,  relacionados con 

el desarrollo de la lesión
320

. CCR4 y su ligando CCL17 se encuentran 

presentes en lesiones avanzadas en modelo de ratón
321

 y se ha descrito 

como diana terapéutica de tratamientos hipolipemiantes
322

. La expresión 

de CCR4 tiene un efecto sobre el fenotipo del macrófago, influyendo en 

su actividad inflamatoria y respuesta fibrótica
323

.  

Es interesante destacar que los niveles de expresión de receptores de 

quimioquinas y miR-505-3p en macrófagos FH no se ven afectados por la 

concentración plasmática de LDL en el momento de inclusión en el 

estudio. Por el contrario, están relacionados con la edad del paciente, 

encontrándose valores significativamente más elevados de CCR3, CCR4, 

y CXR1 y reducidos de miR-505-3p en el subgrupo con edad superior a la 

mediana de la población. Este efecto no se observa en el grupo control, lo 

que sugiere que los macrófagos de pacientes con mayor tiempo de 

exposición a niveles elevados de LDL tienen un perfil proinflamatorio 

más marcado, incluso estando en tratamiento  hipolipemiante.  

En resumen, los resultados de este trabajo contribuyen a conocer mejor 

componentes moleculares y mecanismos celulares que vinculan 

alteraciones del metabolismo lipídico con procesos inflamatorios 

derivados de células de inmunidad innata. Se demuestra que las LDL 

regulan la diferenciación de monocito a macrófago, células que en 

pacientes FH presentan una expresión aumentada del receptor LRP5, que 

se asocia a la internalización lipídica y en consecuencia a un perfil más 

aterogénico. Se pone, además, en evidencia que  la exposición prolongada 

de células de inmunidad innata a un nicho hipercolesterolémico conlleva a 

un perfil proinflamatorio que se mantiene en el tiempo, en ausencia del 

estímulo lipídico.     
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(1) La diferenciación de monocito a macrófago, en sus etapas 

iniciales, está estimulada por niveles aterogénicos de LDL. 

 

 Las LDL inducen la expresión de moléculas de adhesión celular y 

disminuyen efectores apoptóticos de la vía del DR5 en monocitos en 

diferenciación, regulando la anoikis y procesos de supervivencia 

celular en macrófagos incipientes.   

 

 El miR-126-3p, identificado in silico como regulador 

postranscripcional del DR5, se encuentra aumentado en monocitos 

expuestos a LDL durante la diferenciación a macrófago. 

 

 Niveles aterogénicos de LDL favorecen la presencia de monocitos 

con fenotipo CD14
dim

CD16
+ 

y expresión reducida de CD163, 

receptor “scavenger” con propiedades antiinflamatorias y 

antioxidantes. 

 

(2) El receptor LRP5, involucrado en internalización de lípidos en 

células de inmunidad innata, se encuentra incrementado en 

pacientes con hipercolesterolemia familiar, caracterizados por 

mutaciones funcionales en el receptor LDLR.    

 

 Leucocitos circulantes en pacientes FH jóvenes presentan mayor 

expresión de LRP5 que controles sanos emparejados por edad y sexo 

o pacientes con hipercolesterolemia secundaria.  

 

 Macrófagos derivados de células mononucleares formadas y 

circulantes en un nicho de concentraciones elevadas de LDL, aunque 

presentan niveles disminuidos de LDLR,  mantienen su función para 

internalizar lípidos.  
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 Los niveles de expresión transcripcional de LDLR y LRP5 

correlacionan negativamente en macrófagos FH con elevada carga 

lipídica.  

 

 La exposición de macrófagos de pacientes FH a LDL modificas por 

agregación lleva a una pérdida en la expresión del receptor CD163 

comparado con sujetos control. 

 

(3) Los macrófagos derivados de monocitos en pacientes FH, en 

tratamiento hipolipemiante según guías clínicas, presentan un 

fenotipo pro-inflamatorio caracterizado por un aumento en el 

perfil transcripcional de receptores de quimoquinas. 

 

 El miR 505-3p, con respuesta a estímulos inflamatorios, se encuentra 

disminuido en macrófagos de pacientes FH, independientemente de 

la presencia de LDL.  

 

 El fenotipo FH está asociado a un aumento transcripcional de los 

receptores de quimioquinas CCR3, CCR4, CXCR1, cuya expresión 

está regulada por  miR 505-3p, según resultados de análisis in silico.  

 

 Los niveles de expresión de receptores de quimioquinas y miR-505-

3p en macrófago son dependientes de la edad en pacientes FH pero 

no en sujetos control, lo que sugiere un efecto asociado al tiempo de 

exposición a niveles elevados de LDL.  
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