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Introducción. El CD36 es un receptor cuya
expresión se incrementa en la diferenciación de
monocitos a macrófagos; desempeña un papel clave
en la formación de la célula espumosa, y su
expresión se ve incrementada por ligandos de
proliferadores peroxistómicos gamma (PPAR-γ).
Recientemente se ha descrito que la activación de
PPAR-γ en macrófagos actúa paralelamente
reduciendo la expresión de la enzima
ciclooxigenasa e incrementando la expresión de
CD36. El objetivo del presente trabajo ha sido
determinar si la reducción en la producción
endógena de prostaglandinas puede ser responsable
de los cambios en la expresión de CD36.

Métodos. La expresión de CD36 se determinó por
citometría de flujo en células THP-1 diferenciadas
a macrófagos e incubadas en presencia o no de
ácido acetilsalicílico (AAS), carbaprostaciclina
(cPGI2, agonista PPAR-α/β), 15-deoxi-∆12,14-
prostaglandina J2 (15-d-PGJ2, agonista PPAR-γ),
prostaglandina E2 (PGE2) y antagonistas de PPAR-γ
(BADGE y diclofenaco). La viabilidad celular se
determinó por el método MTT.

Resultados. El AAS indujo, de forma
dependiente del tiempo y la concentración, la
expresión de CD36. La PGE2 fue capaz de anular el
efecto del AAS, mientras que la 15-d-PGJ2 potenció
su efecto. El antagonista de PPAR-γ, BADGE, no
modificó el efecto del AAS.

Conclusiones. Los resultados de este trabajo
indican que AAS produce un incremento de CD36 a
través de un mecanismo dependiente de PGE2 e
independiente de PPAR-γ.
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ACETYLSALICYLIC ACID (ASA) INCREASES CD36
LEVELS IN THP-1 MACROPHAGES
INDEPENDENTLY OF PEROXISOME
PROLIFERATOR ACTIVATED RECEPTOR (PPAR-γ)

Background. CD36 is a receptor whose
expression increases during monocyte
differentiation to macrophages. It plays a
key role in the formation of foam cells
during atherosclerosis. Ligands of PPAR-γ
have recently been reported to induce
CD36 expression and to inhibit
cyclooxygenase expression in macrophages.
Our objective was to study whether
reduction of endogenous prostaglandin
production could modify CD36 expression
in macrophages. 
Methods. CD36 expression was measured
by flow cytometry in THP1 cells
differentiated to macrophages that had
been incubated with acetylsalicylic acid
(ASA) alone or in combination with
carbaprostacyclin (cPGI2, a PPAR-α/β
agonist), 15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2
(15-d-PGJ2, a PPAR-γ agonist),
prostaglandin E2 (PGE2), and PPAR-γ
antagonists (BADGE and diclofenac). Cell
viability was assessed by the MTT method.
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Results. ASA time- and dose-dependently
induced CD36 expression. PGE2 completely
abolished CD36 induction by ASA, while
15-d-PGJ2 potentiated the effect of ASA on
CD36 expression. PPAR-γ antagonists did
not modify the effect of ASA. 
Conclusions. The results of this study show
that ASA increases CD36 levels by a PGE2-
dependent and a PPAR-γ-independent
mechanism. 
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Introducción
Los mecanismos inflamatorios desempeñan un

papel central en la aterogénesis. Como en otras en-
fermedades inflamatorias, los leucocitos inflamato-
rios predominantes en la zona lesionada son los
macrófagos1. En la placa aterosclerótica, estos últi-
mos contribuyen a la inflamación liberando media-
dores, se convierten en células espumosas y fagoci-
tan células que están sufriendo apoptosis2.

El CD36 pertenece a la familia de los receptores
scavenger de clase B, se expresa en macrófagos y
tiene gran afinidad por las lipoproteínas nativas,
como las lipoproteínas de alta y baja densidad
(HDL y LDL, respectivamente) y modificadas,
aunque también puede actuar como receptor para
la trombospondina, el colágeno, los ácidos grasos,
los fosfolípidos polianiónicos y las células apoptó-
ticas. En lo que respecta a la transcripción se pro-
duce un aumento de la expresión de CD36 por fe-
nómenos de adhesión, lipoproteínas nativas y
modificadas (LDL oxidadas), colesterol celular,
factor estimulador de colonias de macrófagos e
interleucina (IL) 4. En cambio, su expresión se ve
reducida por corticoides, el factor de crecimiento
de transformación (TGF) β1 y lipopolisacárido.
Este patrón de regulación coincide con la idea de
que el CD36 está regulado a la baja durante proce-
sos inflamatorios3; por tanto, una modificación de
la expresión del CD36 en macrófagos podría ser
un aspecto importante de la respuesta inflamato-
ria y la aterogénesis, y podría tener un uso poten-
cial en el tratamiento farmacológico de estos pro-
cesos.

Por otra parte, los receptores activados por pro-
liferadores peroxisómicos (PPAR) constituyen un
tipo de receptores nucleares o factores de trans-
cripción que modulan la expresión génica a través

de su unión a distintos ligandos4,5; pertenecen a
una familia compuesta de, al menos, 3 receptores
nucleares, α, β y γ 6. En particular, el PPAR-γ se in-
duce en monocitos al diferenciarse a macrófagos7 y
su activación se ha relacionado con la homeostasis
energética8, la diferenciación celular9,10, la apopto-
sis11-13, la respuesta antiinflamatoria14-16 y también
muy directamente con el desarrollo de la placa ate-
rosclerótica17. Asimismo, es muy interesante el he-
cho de que los monocitos/macrófagos tratados con
ligandos de PPAR-γ y receptor retinoide X incre-
mentan la expresión de CD367. 

Los antiinflamatorios no esteroideos del tipo
ácido acetilsalicílico (AAS) son ampliamente utili-
zados en la clínica por sus propiedades antiinfla-
matorias, antipiréticas y analgésicas. La base mo-
lecular de su actividad es la capacidad de inhibir
la enzima ciclooxigenasa (COX) y, por tanto, blo-
quear la producción de prostaglandinas18. Recien-
temente se ha descrito que la activación de PPAR-
γ en macrófagos actúa paralelamente sobre la
COX y el CD36, reduciendo la expresión de la pri-
mera y aumentando la expresión del segundo19,7.
En este sentido, podría ser posible que existiera
un mecanismo que modificara los valores de ex-
presión de este receptor cuando las concentracio-
nes endógenas de prostaglandinas variaran. En
concreto, el AAS, fármaco ampliamente utilizado
en la terapia cardiovascular, podría ejercer una
regulación en este receptor al reducir los valores
de prostaglandinas. Los resultados de este trabajo
indican que, efectivamente, a concentraciones te-
rapéuticas en plasma (1-3 mM)18, e incluso infe-
riores (0,3-0,6 mM), el AAS produce un incremen-
to del CD36 a través de un mecanismo
dependiente de PGE2. Dado que se ha demostrado
que diversos antiinflamatorios no esteroideos
pueden activar PPAR-γ 20, así como algunas pros-
taglandinas, como 15-d-PGJ2

6, en este trabajo
también se ha estudiado si el efecto del AAS podía
estar mediado por PPAR-γ, y se ha concluido que
la inducción de CD36 por AAS es un efecto inde-
pendiente de PPAR-γ.

Material y métodos

Obtención de HDL
Las HDL se obtuvieron por ultracentrifugación secuencial

de plasma humano procedente de extracciones de sangre de
pacientes donantes realizadas en el Servicio de Hematología
del Hospital Clínic de Barcelona. El plasma, a densidades
comprendidas entre 1,063 y 1,21 g/l, se centrifugó en un rotor
Beckman Ty65, tal como se ha descrito previamente21. Las
HDL se recentrifugaron y dializaron, y se determinó su conte-
nido proteíco según el método de Bradford22.
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Cultivo de macrófagos
Se mantuvieron células THP-1 (línea celular de leucemia

monocítica humana, American Type Culture Collection
[ATCC]) en medio de cultivo RPMI 1640 con L-glutamina
(GibcoBRL) suplementado con un 10% de suero bovino fetal
(Myoclone Super Plus FBS, Estados Unidos, GibcoBRL) inac-
tivado (a 56 °C durante 45 min) y penicilina/estreptomicina
(10.000 unidades/ml [GibcoBRL], medio A), a 37 °C de tempe-
ratura y un 5% de CO2 de atmosfera en incubador23.

Para la diferenciación de monocitos a macrófagos, se lava-
ron las células con PBS (sin calcio, magnesio ni bicarbonato,
GibcoBRL, tampón A) y se resuspendieron en un volumen
adecuado de medio A para sembrar placas de 24 pocillos, a ra-
zón de 500.000 células/ml/pocillo. Inmediatamente antes de
sembrar, se añadió a la suspensión celular 13-acetato 12-miris-
tato de forbol (PMA, Sigma) disuelto en DMSO a una concen-
tración final de 50 ng/ml, que se mantuvo durante 3 días para
una total diferenciación de los monocitos a macrófagos. Pasa-
dos los 3 días se lavaron las células con tampón A y se incuba-
ron durante un día con medio A en el incubador para su esta-
bilización y recuperación del metabolismo24.

MTT
Transcurridos los tiempos de incubación, se añadieron 100

µl de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5, 5-difeniltetrazolio (MTT, 5
mg/ml PBS) directamente en cada uno de los pocillos con 1 ml
de medio de cultivo, y se incubaron a 37 °C durante 3 h. Segui-
damente se aspiró el medio de cultivo y se añadió 1 ml de solu-
ción SDS/ácido acético/DMSO (100 g/l de SDS, 100 mmol/l de
ácido acético en DMSO), preparada extemporáneamente, con
el fin de solubilizar los cristales de formazano formados. La
absorbancia se determinó a 570 nm en lector de microplacas
(Bio-Rad 550). El resultado es directamente proporcional a la
viabilidad celular y se expresa en porcentaje respecto a la ab-
sorbancia del control.

Citometría de flujo
Se lavaron los macrófagos con medio de cultivo RPMI 1640

y 10.000 unidades/ml de penicilina-estreptomicina (medio B),

y se trataron con AAS en medio B a las concentraciones y a los
tiempos indicados. Los distintos agonistas-antagonistas se
añadieron 30 min después de la adición del AAS. Una vez
transcurrido el tiempo de tratamiento se lavaron los macrófa-
gos con tampón A estéril y se incubó cada pocillo con 0,5 ml
de tampón A/0,5% BSA FAF (Sigma)/2 mM de EDTA (tampón
B) durante 30 min. Se resuspendieron las células por pipeteo y
se centrifugaron durante 10 min a 1.000 g y a 4 °C (Sigma
3K30). El sobrenadante se retiró por decantación y el pellet se
resuspendió con 20 µl del anticuerpo anti-CD36 humano uni-
do a ficoeritrina (Pharmingen). Se dejó incubar el anticuerpo
durante 30 min a oscuras y en hielo. A continuación se lavaron
las células con 1 ml de tampón B. Se centrifugaron 10 min a
1.000 g y a 4 °C, se deshechó el sobrenadante y se resuspendió
el pellet en tampón B. La fluorescencia de las células se deter-
minó en el citómetro de flujo.

Para el estudio de la unión de las HDL (150 µg/ml) a macró-
fagos se marcaron las HDL con Alexa 488 (Molecular Probes
Alexa 488 Protein Labeling Kit) como se describe previamen-
te25 y se incubaron en presencia o ausencia de AAS. La intensi-
dad de la fluorescencia media de 8.000 macrófagos se utilizó
para expresar los resultados experimentales.

Estadística
Los resultados se expresan en forma de media ± desviación

estándar, como mínimo de 3 experimentos. Las diferencias es-
tadísticamente significativas se establecieron por ANOVA y el
test de Bonferroni para comparaciones a posteriori (GraphPad
InStat, v. 3.00 para Windows 95, GraphPad Software, San Die-
go, Estados Unidos, www.graphpad.com).

Resultados

El AAS incrementa la expresión de CD36
En los macrófagos tratados con AAS la expre-

sión de CD36 se incrementó de manera dependien-
te de la concentración de fármaco (fig. 1A) y del
tiempo de incubación (fig. 1B). Teniendo en cuenta
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Figura 1. El AAS induce el CD36 sin alterar la viabilidad celular. Se estimularon macrófagos con distintas concentraciones de AAS
durante 45 h (A) o en distintos tiempos con 300 µM de AAS (B) y se analizó la expresión de CD36 mediante incubación con anti-
cuerpo CD36 ligado a ficoeritrina y determinación de la fluorescencia por citometría de flujo; C) la viabilidad celular determinada
por la técnica del MTT se expresó como porcentaje respecto del control (100%). Los resultados se muestran como la media ± des-
viación estándar de, como mínimo, 3 experimentos. Los incrementos significativos se indican con asterisco. *p < 0,05.
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que las concentraciones plasmáticas del AAS a do-
sis terapéuticas se encuentran entre 1 y 3 mM18, la
inducción de CD36 por parte de AAS se produjo a
concentraciones muy bajas (300 µM). El incremen-
to fue estadísticamente significativo a las 45 h (fig
1B). El ensayo de viabilidad celular (fig. 1C) evi-
denció que a ninguno de los tiempos ensayados
existían diferencias entre las células tratadas y los
controles, lo que sugiere que el citado efecto no es-
taba ligado a un incremento de citotoxicidad celu-
lar provocado por el AAS. 

El incremento de CD36 producido por AAS se
revierte en presencia de PGE2

El efecto inductor del AAS podía ser causado, de
forma indirecta, por la disminución en la concen-
tración de alguna prostaglandina. Se incubaron los
macrófagos con PGE2 y 15-d-PGJ2, metabolito de la
PGD2, para comprobar la posible mediación en el
efecto observado de distintas prostaglandinas ma-
yoritariamente liberadas en macrófagos o sus me-
tabolitos26, o con carbaciclina (cPGI2), análogo de
la PGI2. La cPGI2 (0,5 y 5 µM) aumentó los valores
de CD36 (fig. 2A). El 15-deoxi-∆12,14-prostaglandin
J2 (15-d-PGJ2) a 1 µM también incrementó los valo-
res del receptor CD36. La adición de esta prosta-
glandina a los macrófagos tratados con AAS produ-
jo un incremento sinérgico en los valores de CD36
(fig. 2B).

Cuando se trataron los macrófagos con PGE2
(0,1 y 1 µM), los valores de CD36 no se modifica-
ron. Los macrófagos tratados con AAS sufrieron

una reversión del efecto al ser tratados con PGE2
a las 2 concentraciones probadas (0,1 y 1 µM) 
(fig. 2C). Estos resultados sugieren que el meca-
nismo de inducción del AAS está, al menos en
parte, mediado por la inhibición en la síntesis de
PGE2.

El incremento de CD36 producido por AAS no se
revierte al antagonizar PPAR-γ

El experimento con prostaglandinas no descar-
taba un posible efecto derivado de la activación de
PPAR-γ por AAS en los macrófagos. Con el fin de
descartar esta posibilidad, se utilizó diclofenaco,
antagonista PPAR-γ e inhibidor de la COX27, y
BADGE, antagonista PPAR-γ28, en las incubaciones
con AAS y se determinó el porcentaje de expresión
de CD36. Como muestran los resultados represen-
tados en la figura 3, la adición de BADGE a las cé-
lulas tratadas con AAS no indujo un aumento sig-
nificativo de la expresión de CD36 en macrófagos.
Por el contrario, sí que hubo un aumento significa-
tivo en las células tratadas con diclofenaco y AAS
respecto a los tratados con AAS, debido probable-
mente al efecto acumulativo, ya que ambos son in-
hibidores de la COX. Estos resultados indicarían
que AAS induce CD36 por un mecanismo indepen-
diente de PPAR-γ.

El tratamiento con AAS incrementa la unión de HDL
a macrófagos humanos

Para determinar si el AAS tenía un posible efecto
relevante sobre los receptores de HDL, se analizó si
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Figura 2. Efecto de cPGE2 (5 y 0,5 µM), 15-d-PGEJ2 (1 µM) y PGE2 (1 y 0,1 µM) sobre la expresión de CD36. Las distintas prosta-
glandinas se añadieron a los macrófagos en tratamiento con AAS. Al cabo de 45 h, se analizó la expresión de CD36 mediante incu-
bación con anticuerpo CD36 ligado a ficoeritrina y determinación de la fluorescencia por citometría de flujo. Los resultados se
muestran como la media ± desviación estándar de, como mínimo, 3 experimentos. Los incrementos significativos respecto al con-
trol se indican con asterisco. *p < 0,05, **p<0,01.
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la unión de las HDL estaba modificada por una
concentración de 300 µM de AAS en macrófagos a
distintos tiempos. Como se muestra en la figura 4,
el AAS incrementó el porcentaje de unión de Alexa-
HDL a macrófagos a las 45 h, de forma similar al
incremento de CD36.

Discusión
La formación de la lesión aterosclerótica es un

mecanismo complejo compuesto de diversos proce-
sos, entre los que se incluye la diferenciación de
monocitos a macrófagos y una posterior acumula-
ción de lípidos intracelularmente1. La agregación de
macrófagos cargados con colesterol o células espu-
mosas es el primer indicativo, macroscópicamente,
de formación de lesión aterosclerótica en la pared
arterial. Aunque la secuencia de cambios morfológi-
cos que caracterizan el proceso aterogénico está
bien establecida29, las señales bioquímicas y los cir-
cuitos implicados en la formación de la célula espu-
mosa permanecen aún poco conocidos.

El CD36 es un receptor cuya expresión se incre-
menta en la diferenciación de monocitos a macró-
fagos7 y que desempeña un papel clave en la forma-
ción de la célula espumosa30. Las prostaglandinas,
metabolitos de la COX, intervienen en diversas eta-
pas de la formación de la lesión aterosclerótica31

pero se desconoce su potencial efecto en la regula-
ción del receptor del CD36. Así, un inhibidor de la
COX como el AAS podría tener un papel modula-
dor de la expresión de CD36.

Nuestros resultados demuestran que el AAS in-
crementó la expresión de CD36 en macrófagos hu-
manos de manera dependiente de la concentración
(fig. 1A) y del tiempo de incubación (fig. 2A). La
determinación de la formación de formazano por
el método conocido como MTT no se modificó por
la presencia de AAS en el medio de cultivo celular
(fig. 3). En consecuencia, la AAS origina un efecto
específico en la expresión del receptor CD36, no li-
gado a citotoxicidad y que además coincide con un
incremento en la unión de Alexa-HDL a macrófa-
gos (fig. 4)

El efecto producido por AAS podría ser indirecto
y atribuirse a la ausencia de una prostaglandina
con un potencial efecto inhibidor en la expresión de
CD36, o podría actuar como un activador de PPAR.
Se probó el efecto de distintas prostaglandinas para
determinar si revertían el efecto del AAS. Para ello
se consideró un análogo de la PGI2, la carbaprosta-
ciclina, que podría actuar a la vez como agonista
PPAR-β/α, 15-d-PGJ2 que actuaría como agonista
PPAR-γ y PGE2, que carece de agonismo PPAR6. 15-
d-PGJ2 incrementó la expresión de CD36 (fig. 2B)
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por cuantificación de la fluorescencia por citometría de flujo.

37



como ya se ha descrito previamente32,33. La adición
de 15-d-PGJ2 a las células tratadas con AAS aumen-
tó la expresión de CD36. Sin embargo, el incremen-
to de CD36 fue mayor que la adición de los efectos
de inducción producidos por los 2 agonistas por se-
parado. Este incremento sinérgico sugiere indirec-
tamente que los 2 agonistas utilizan vías de señali-
zación distintas y en consecuencia que el AAS no
actuaría a través de un mecanismo PPAR-γ. De he-
cho se había descrito en experimentos previos que
tanto el AAS como el salicilato sódico no son activa-
dores PPAR-α o γ in vitro20,34.

La carbaprostaciclina indujo la expresión de
CD36. Así, no parece que el efecto del AAS esté me-
diado por la inhibición de la síntesis de prostacicli-
na. Además, los resultados concuerdan con experi-
mentos previos que demuestran que los agonistas
PPAR-α y β poseen un efecto inductor sobre este
receptor7,35 (fig. 2B). A diferencia del agonista
PPAR-γ utilizado, este análogo de la prostaciclina
en combinación con el AAS no alteró significativa-
mente el efecto de este último, lo que podría indi-
car que, en presencia de carbaprostaciclina, el AAS
podría actuar como antagonista PPAR-α/β del re-
ceptor PGI2, o de otras propiedades mediadas por
PGI2. El AAS podría poseer capacidades de agonis-
ta débil y comportarse como antagonista parcial, al
competir con un agonista más potente pero de si-
milar afinidad de unión. Por tanto, no se puede
descartar un potencial agonismo α/β del AAS en es-
tos receptores que causaría la inducción del CD36. 

La PGE2 no modificó la expresión de CD36. La
inducción de CD36 producida por el AAS en
macrófagos se eliminó con la adición de PGE2
(fig. 2C). La falta de efecto de PGE2 en ausencia de
AAS puede deberse a la existencia de concentracio-
nes endógenas saturantes. Estos datos indicarían
que el efecto del AAS sobre CD36 podría ser media-
do en parte a través de PGE2. El efecto del AAS po-
dría deberse a un efecto directo sobre la enzima,
como ya se ha indicado, pero también a otro efecto
sobre la transcripción de COX2

–, isoforma expresa-
da en condiciones basales en macrófagos36,37. En
particular, se ha descrito que el gen de la COX2

– po-
see un lugar de unión a NF-kB38, y que el AAS inhi-
be la activación de este factor de transcripción al
inhibir la IkB cinasa β34,39.

Para descartar definitivamente un potencial efecto
directo sobre PPAR-γ, se incubaron macrófagos con
AAS en combinación con 2 antagonistas PPAR-γ,
BADGE (100 µM)28,40 y diclofenaco (10 µ)27. En la figu-
ra 3 se expone que el BADGE no modificó la expre-
sión de CD36 inducida por AAS. En cambio, los valo-
res celulares elevados de CD36 por el AAS se vieron

aumentados por la presencia del diclofenaco, que
muy probablemente ocasionó este incremento por
tratarse de un inhibidor de la COX. Así pues, como el
BADGE (ligando sintético que se une al receptor pero
no es capaz de transactivar genes vía PPAR-γ) no alte-
ró los valores de CD36 modificados por el AAS, estos
resultados sugieren que el AAS actúa sobre CD36 por
un mecanismo independiente de la activación PPAR-
γ, como ya indicaban los estudios de incubación con
la prostaglandina agonista γ, 15-d-PGJ2.

El efecto antiaterosclerótico del AAS43 podría es-
tar relacionado, en parte, con su capacidad de inhi-
bir la producción de PGE2. La PGE2 es considerada
como uno de los eicosanoides más aterogénicos41

secretada predominantemente en macrófagos42,
que no están presentes en el tejido arterial normal.
La inhibición de PGE2 no sólo comportaría la ex-
presión incrementada de CD36 sino que se vería re-
ducida la expresión de metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y 9), enzimas que participan en la inesta-
bilidad de la placa44.

Sin embargo, la eliminación de CD36 protege con-
tra la aterosclerosis en condiciones de deficiencia de
Apo E45. Por tanto, se podría especular que el CD36
es aterogénico, que una expresión incrementada de
CD36 estimula la captación de LDL oxidadas30 y, por
tanto, favorece la formación de células espumosas.
Por tanto, el AAS ejerce aparentemente efectos con-
tradictorios, protege contra la aterosclerosis46 e in-
crementa la expresión de CD36. Por un lado, cabe la
posibilidad que los efectos antiaterogénicos del AAS
sean de mayor relevancia que los efectos proaterogé-
nicos inducidos por el CD36 (captación de LDL oxi-
dadas, etc.). Por otro, cabe otra posibilidad: que la
inducción de CD36 pueda ser protectora contra la
aterosclerosis bajo ciertas circunstancias, como por
ejemplo la ausencia de LDL oxidadas que compiten
con las células apoptóticas por CD36. Diversos ha-
llazgos han demostrado que la inducción de apopto-
sis en la placa no sólo incrementa la aterosclerosis al
inducir una respuesta inflamatoria exagerada, sino
que también contribuye a la inestabilidad de la
placa42. Otros datos sugieren que las señales media-
das por la unión de células apoptóticas a CD36 pue-
den ser responsables de efectos antinflamatorios3. La
unión de células apoptóticas a CD36 y su posterior
captación podrían producir una estabilización de la
placa, además de un efecto antiinflamatorio.

Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que el
AAS, actualmente disponible para uso clínico, pue-
da proveer una novedosa forma de terapia para la
estabilización de placas en pacientes con enferme-
dad aterosclerótica y la prevención de la aparición
de síndromes coronarios agudos. 
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