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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo,
clinicamente se definen como un grupo de desérdenes del corazon y de los vasos
sanguineos. En México, las enfermedades cardiovasculares, y en particular los
sindromes isquémicos coronarios, ocuparon el primer lugar de mortalidad en la
poblacion general. La presentacion clinica mas comun de las cardiopatias
isquémicas coronarias es el infarto agudo de miocardio (IAM). La causa mas
frecuente para el desarrollo del infarto es la aterosclerosis, definida como una
enfermedad cronica y progresiva, caracterizada por la formacion de placas de
ateroma en las arterias grandes y medianas. La aterosclerosis es un proceso
patolégico complejo que involucra, ademas de la dislipidemia, la retencién
subendotelial de las lipoproteinas, la activacion endotelial y la migracion de las
células inmunes, acompafado por un proceso inflamatorio que modula la
iniciacion y progresion de las lesiones. El IAM se produce cuando hay ruptura de
la placa aterosclerosa, generalmente estd acompanado de un trombo que
obstruye la luz de las arterias coronarias causando que el flujo sanguineo que
irriga el corazon disminuya progresivamente, teniendo como consecuencia
hipoxia, necrosis del miocardio y una respuesta inflamatoria exacerbada, en la
cual participan células de la respuesta inmune. En este sentido, los monocitos son
cruciales en condiciones inflamatorias agudas y cronicas, por ejemplo en la
defensa del huésped y en enfermedades cronicas como la artritis reumatoide,
fibrosis pulmonar y la glomerulonefritis. Los monocitos son una poblacién celular
heterogénea y pueden clasificarse en tres subpoblaciones, los monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos. Se ha demostrado la participacion de los monocitos en
la formacion, progresion, desestabilizacion y ruptura de la placa aterosclerosa,
asi como en fases posteriores a un evento coronario agudo, donde intervienen en
la remodelacién y cicatrizacion del tejido dafiado. Esta aparente dualidad de los
monocitos como células benéficas o perjudiciales en las cardiopatias isquémicas
permite plantear la siguiente pregunta: ;Cual es la relacién del fenotipo las

subpoblaciones de monocitos con el infarto agudo de miocardio?
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Enfermedades cardiovasculares

Actualmente, las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grave problema
de salud en el mundo debido a que se han consolidado como la primera causa de
muerte en la poblacidén adulta. Se estima que durante el afio 2012 murieron cerca
de 17.5 millones de personas, lo que representa un 31% del total de las muertes
registradas en ese afo [1]. En México, las ECV ocuparon el primer lugar de
mortalidad en la poblacion durante el 2013, llegando a causar cerca de 113 mil
decesos, de las cuales el 68 por ciento corresponden a sindromes isquémicos
coronarios. Las enfermedades isquémicas coronarias afectaron mayoritariamente
a hombres que a mujeres, en una relacion aproximada de 3:1 y tuvieron mayor
incidencia en la poblacién adulta donde cerca del 80% de las defunciones
corresponden a adultos mayores de 45 afos [2]. Estudios epidemiologicos han
demostrado que los principales factores de riesgo asociados a enfermedades
cardiovasculares son la hipertension arterial, la diabetes mellitus tipo I, el
sindrome metabdlico, la dislipidemia, el consumo de alcohol y tabaco, la obesidad,
la inactividad fisica y la mala alimentacion [3,4]. La causa mas frecuente para
desarrollo de enfermedades cardiovasculares es el aumento de la concentracién
de colesterol total, asi como niveles altos de lipoproteina de baja densidad en la
sangre, lo que propicia la formacion de depdsitos de grasa en las paredes de los
vasos sanguineos que irrigan el corazén o el cerebro [3,5,6]. Los sindromes
coronarios isquémicos son un grupo de trastornos asociados con la disminucién
del flujo sanguineo a través de la arteria coronaria, lo que origina un desequilibrio
entre el aporte y el consumo de oxigeno y nutrientes en las células del miocardio.
En la mayoria de los casos, la cardiopatia isquémica se debe a la presencia de
placas de ateroma que, al romperse, producen la oclusion parcial o total de la

arteria coronaria, lo que produce distintos grados de daifo al miocardio [7-8].



Desarrollo de la placa aterosclerosa

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica que puede afectar todas
las arterias, particularmente cardiacas, cerebrales y renales [9]. El proceso
aterogénico inicia con la disfuncion endotelial y como consecuencia se observa la
expresion de moléculas de adhesion tales como las selectinas (E y P), moléculas
de adhesion de plaquetas a células endoteliales (PECAM)-1, moléculas de
adhesion intercelular (ICAM)-1 y moléculas de adhesion de células vasculares
(VCAM) mediante las cuales se produce la interaccién con los monocitos
circulantes con las células endoteliales [10,11]; ademas, las células del endotelio
liberan quimioatrayentes como la proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1,
estimulando la migracion de monocitos [12]. Estos cambios tempranos incluyen la
oxidacion de lipoproteina de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial por
compuestos reactivos del oxigeno, generandose la LDL oxidada (LDLox) [13]. Los
monocitos infiltrados en la lesion se diferencian a macréfagos, lo cuales expresan
en su superficie celular receptores “scavenger’” como CD36 mediante el cual
identifican y endocitan particulas de LDLox y se diferencian en células espumosas
[14]. En la ultima etapa de la aterosclerosis ocurre ruptura o ulceraciéon de la placa
fibrosa; la vulnerabilidad de la placa se origina por un adelgazamiento de la lesién,
donde los monocitos/macrofagos degradan la matriz de la capa fibrosa por medio
de colagenasa intersticial, gelatinasa y estromilisina. La degradacion de la capa
fibrosa puede conducir a una hemorragia, donde las plaquetas activadas se
adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formacion de un trombo y la

oclusion de la arteria, provocando un infarto agudo al miocardio (figura 1) [10,13].
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Figura 1. Desarrollo de la placa aterosclerosa. (1A) La lesion se origina por un
dano al endotelio, lo que permite un incremento en la permeabilidad endotelial,
ocasionando la migracion y adhesién de leucocitos. (1B) En la siguiente etapa de
la lesion, las células de musculo liso migran a la lesién, los macrofagos se
transforman a células espumosas, los linfocitos T presentes se activan, las
plaquetas se adhieren y agregan a la lesion y continua el arribo de leucocitos. (1C)
En la lesidn ocurre una acumulacién de macréfagos los cuales mueren por
apoptosis 0 necrosis, generandose el nucleo necrético y formacién de la capa
fibrosa. (1D) En las etapas finales la lesion sufre un adelgazamiento de la capa

fibrosa, ruptura de la placa y hemorragias de microvasos [modificado de 10].



Infarto agudo de miocardio

El infarto agudo de miocardio (IAM) es el término dado al proceso de muerte
celular miocardica en combinacion con la presentacion clinica de isquemia. La
obstruccion de las arterias que irrigan el musculo cardiaco, conocidas como
arterias coronarias, trae como consecuencia una anoxia celular prolongada que
induce la necrosis de los cardiomiocitos. El espectro clinico del IAM es muy
variado y esta determinado por la intensidad del mismo [15,16]. La manifestacion
clinica mas frecuente es la aparicion de un dolor precordial opresivo con duracién
mayor a 30 minutos que se extiende hasta la mandibula, los hombros y el brazo
izquierdo. EI malestar asociado al IAM incluye otros sintomas como taquicardia,
disnea, diaforesis y vomito [17]. Ademas de las manifestaciones clinicas, el
diagndstico de IAM se establece por la presencia de biomarcadores de dafio
miocardico y por cambios en las derivaciones del electrocardiograma (ECG) como
las desviaciones positivas o negativas de la onda ST, el bloqueo del rama
izquierda del Haz de His (BRIHH) o el desarrollo de ondas Q patoldgicas [15]. Los
marcadores cardiacos son un grupo de proteinas que reflejan dafo celular
miocardico, las troponinas (I y T) y la isoenzima MB de la creatina cinasa (CK-MB)
son los biomarcadores mas utilizados en el diagndstico de IAM por su alta

especificidad del musculo cardiaco [7].

Inflamacién en el infarto agudo de miocardio

El proceso fisiopatolégico del IAM involucra una secuencia de eventos en el que la
respuesta inmune interviene de forma fundamental. La respuesta inflamatoria en el
corazén infartado se divide en dos fases bien caracterizadas: la fase inflamatoria
aguda y la fase de reparacion. La fase inflamatoria aguda inicia con la necrosis
masiva de los miocardiocitos que liberan su contenido intracelular al exterior.
Diversos ligandos enddgenos como proteinas de choque térmico, hialuronano,
proteoglicanos y algunos lipidos membranales son reconocidos como patrones

moleculares asociados a dano (DAMPs) [18,19]. Algunos receptores tipo Toll,



ademas de reconocer moléculas de patdogenos, pueden reconocer moléculas
enddégenas de dano a los tejidos. La activacion de estas sefales inducen la
expresion de citocinas y quimiocinas tales como IL-1, TNF-a, CXCL1, CCL3 y
CCLS5; importantes para el reclutamiento de células inmunes. La migracion de los
leucocitos al miocardio inicia a las pocas horas del infarto y su infiltraciéon es
esencial para la eliminacion de restos celulares (figura 2) [19]. Una vez reclutados,
los neutrofilos fagocitan células muertas y liberan proteasas que inician la
disolucion de la matriz extracelular. Por otro lado, los monocitos aumentan su
actividad fagocitica y secretan altas cantidades de especies reactivas de oxigeno
(ROS) [20-21]. Los macréfagos residentes de tejido facilitan la degradacion de la
matriz extracelular a través de la produccién de metaloproteinasas, lo que conduce
a una mayor limpieza del tejido dafado. A medida que los restos celulares y
fragmentos de matriz se eliminan, la respuesta inflamatoria es suprimida e inicia la

fase de reparacion del tejido [22].
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Figura 2. Inicio de la respuesta inflamatoria en el infarto de miocardio. Los
cardiomiocitos necroéticos y la fragmentacion de la matriz liberan senales de dano
(DAMPs), desencadenando una cascada de senalizaciones via TLRs y del
complemento. Los mediadores pro-inflamatorios incrementan, mientras las células
endoteliales y fibroblastos inducen la secreciéon de ROS, quimiocinas y citocinas.
Los leucocitos son reclutados en el corazén infartado a través de la activacion de
una serie de mecanismos de adhesion. Los neutréfilos son capturados por el
endotelio activado (1) e inician el rodamiento sobre la superficie endotelial a través
de interacciones que implican a las selectinas (2). Los neutréfilos se inmovilizan en
la superficie endotelial y se adhieren firmemente ante la interaccion de las
integrinas e ICAM-1 (3). La transmigracion de los neutréfilos a través de la capa
endotelial (4) es un proceso que involucra interacciones entre ICAM-1 vy
cadherinas. Después de la extravasacion en el infarto, los neutréfilos desempefian
un papel importante en el aclaramiento de los tejidos a partir de células muertas y

los desechos matriz (5). [Modificado de 20]



Los monocitos

Los monocitos son células del sistema inmune que tienen una participacion
integral en la formacion de inmunidad innata y adaptativa. Estas células
mononucleares de origen mieloide constituyen del 3 al 8% de los leucocitos en
sangre periférica. Los monocitos tienen la capacidad de extravasarse a tejidos
donde se diferencian a macrofagos o células dendriticas, las cuales cumplen con
diversas funciones especializadas como fagocitosis, captacién y presentacion de
antigenos, secrecién de citocinas y activacion de células [23,24]. Como principal
componente del sistema inmune innato, los monocitos son fundamentales para
contrarrestar las infecciones bacterianas, virales y fungicas, siendo la fagocitosis el
principal mecanismo de eliminacion de agentes exdgenos [24]. Los monocitos,
ademas de la defensa contra los patdgenos, estan involucrados en la
angiogénesis, la homeostasis y la remodelacion tisular posterior a una lesion;
también tienen un papel clave en la depuracién de compuestos téxicos y la
eliminacién de células apoptéticas [25]. Estas células secretan citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6, también son capaces de inducir efectos
anti-inflamatorios mediante la secreciéon de IL-10. La superficie de los monocitos
esta cubierta por multiples receptores de membrana que son importantes en la
locomocion, captacidon de particulas y sefializacidén. Entre las principales moléculas
membranales destacan los receptores de integrinas, receptores de quimiocinas
(CCRs), moléculas co-estimuladoras y los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) como receptores tipo Toll (TLRs), tipo NOD (NLRs) o receptores
del complemento [23,26-28]. CD14 es un receptor de alta afinidad que reconoce
el lipopolisacarido bacteriano, es la molécula mas representativa de los monocitos.
Esta glicoproteina también esta presente en los macréfagos y granulocitos,
aunque en niveles mas bajos [29]. TLR4 es un receptor transmembranal miembro
de la familia de los TLRs, junto con CD14 participa en el reconocimiento del LPS,
siendo un componente critico en la activacion de la reaccion inflamatoria de los
monocitos. [30-34]. CD11b es otra molécula expresada en los monocitos que,
junto con la integrina B2, forma el receptor de complemento 3. Durante la

respuesta inflamatoria, CD11b regula la adhesion y migracién de los leucocitos



hacia los tejidos [35]. CD16 es un receptor de baja afinidad para IgG que puede
unir agregados de IgG o complejos IgG-antigeno [36-39]. CD16 esta relacionado
con la fagocitosis, la activacidén de las células NK y la toxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) [40]. Los monocitos expresan HLA-DR, una molécula
fundamental para mediar la interaccion celular con las células T durante la
presentacion de antigeno [41]. CD80 y CD86 son moléculas homdlogas de la
familia B7 presentes en las APCs, y son las encargadas de proporcionar la unién

de co-estimulacion a través del receptor CD28 presente en los linfocitos T [42-44].

Subpoblaciones de monocitos

Los monocitos son considerados una poblacion funcional y fenotipicamente
heterogénea, esta diversidad es atribuida a la existencia de tres subpoblaciones
clasificadas con base en la expresiéon de CD14 y CD16 (figura 3) [45-47]. Las
diferencias de fenotipo y expresién de marcadores entre las subpoblaciones de
monocitos humanos contribuyen a tener distintas propiedades funcionales lo que
sugiere la especializacion de estas células [48-50]. Actualmente, los monocitos se

clasifican en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos [25,51].

Los monocitos clasicos (CD14++, CD16-) son la subpoblacién mas abundante en
sangre periférica representando entre del 80 al 85% de los monocitos totales.
Funcionalmente, son considerados los mas importantes en la primer linea de
defensa del huésped por su alta capacidad fagocitica y produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Se ha demostrado que los monocitos clasicos
secretan niveles altos de IL-10 y muy bajos de TNF-a en respuesta a LPS o
Pam3CSK4, por lo que son reconocidos como monocitos antinflamatorios.
Ademas de expresar muy altos niveles de CCR2, los monocitos clasicos tienen
alta expresion de CD11b, L-selectina y del receptor scavenger clase A (ScR)-A
[25,52].

Los monocitos intermedios (CD14++, CD16+) integran la subpoblacion menos
comun, representando Unicamente del 4 al 6% del total de monocitos. Esta



subpoblacién es considerada la mas pro-inflamatoria debido a su gran potencial
para producir ROS y por su alta capacidad de secrecion de citocinas como TNF-a
e IL-1B en respuesta a la estimulacién con LPS via TLR4 o Pam3CSK4 via TLR2.
Sin embargo, también poseen propiedades proangiogénicas y pueden secretar
IL-10, aunque en muy bajas cantidades [46,53]. Los monocitos intermedios son
considerados la mejor subpoblacion en cuanto a presentacion de antigeno se
refiere, esto porque son muy eficientes para estimular y activar a los linfocitos T
[51]. Como células especializadas en la presentacion de antigeno, la subpoblacién
intermedia  tiene alta expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase dos (MHCII) y moléculas accesorias de las cuales
destacan CD80 y CD86 [54,55]. También expresan cantidades significativas de
los receptores CCR2, CCR5 vy Tie2; cuyo ligando es la angiopoyetina-1, una

molécula importante en la neovascularizacion y remodelacion tisular [56-58].

Los monocitos no clasicos (CD14+, CD16+) se encuentran entre el 7 al 11% del
total, se caracterizan por su alta expresion del receptor de fractalquina (CX3CR1),
importante en la migracion a través del endotelio; asi como de CD86, CD11c,
CCRS5 vy, a diferencia de los monocitos clasicos e intermedios, esta subpoblacién
no presenta niveles elevados de CCR2. En contraste con los monocitos clasicos,
se ha reportado que la subpoblaciéon no clasica actua de manera importante en
respuesta a virus y acidos nucleicos produciendo citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-18 via TLR-7 y TLR-8. No obstante, también tienen efectos
antinflamatorios y expresan una amplia gama de moléculas de adhesion como
VLA-4, lo que se relaciona fuertemente con su capacidad de patrullaje del
endotelio, su participacion en la reparacion de tejido y en la deposicién de

colageno. [54-56].
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Figura 3. Distribuciéon de las subpoblaciones de monocitos en citometria de
fluyjo. CD14 y CD16 fueron marcados con FITC vy Ficoeritrina (PE),

respectivamente [Modificado de 51]
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Subpoblaciones de monocitos en IAM

En el IAM en humanos se ocasiona un incremento en el numero de monocitos
clasicos en los primeros dias del evento y alrededor del dia siete se encuentran
niveles elevados de los monocitos intermedios, la magnitud de la movilizacion de
los monocitos clasicos es asociada con la recuperacion cardiaca, estas evidencias
sugieren una dinamica bifasica de los monocitos en el IAM con posibles
consecuencias funcionales [59]. Otra evidencia demuestra que el incremento en el
numero de los monocitos intermedios se asocia con un mal prondstico para el IAM
[60]. Mas aun, los monocitos clasicos e intermedios muestran un incremento de
los niveles de TLR4 que se asocia como un marcador de activacion de los

monocitos en el IAM [61].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la enfermedad cardiovascular se ha demostrado un incremento en la
proporcion de los monocitos intermedios de sangre periférica asociandose con un
incremento de la respuesta inflamatoria en los pacientes, sugiriendo que las
subpoblaciones de monocitos pueden tener una participacion relevante en la
aterosclerosis. Mas aun, se ha demostrado un incremento en la expresion de
TLR4 en los monocitos intermedios de pacientes con infarto agudo de miocardio,
sugiriendo a TLR4 como una molécula asociada a la respuesta inflamatoria del
paciente. Sin embargo, se desconoce el patron de expresion de otras moléculas
de superficie presentes en las subpoblaciones de monocitos en los pacientes con

infarto agudo de miocardio.

Por lo que el proyecto se dirige a contestar la siguiente pregunta: ;Cual sera el
fenotipo de las distintas subpoblaciones de monocitos de pacientes con infarto

agudo de miocardio?

-13-



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion de moléculas de superficie en las subpoblaciones de
monocitos provenientes de pacientes con infarto agudo de miocardio y compararla

con sujetos sanos.

Objetivos particulares

1. Determinar el patrén de expresion de las moléculas HLA-DR, CD80, CD86,
TLR4 y CD11b en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos en pacientes
con |IAM.

2. Determinar el patron de expresion de las moléculas HLA-DR, CD80, CD486,
TLR4 y CD11b en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos en sujetos

Sanos.
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HIPOTESIS

1. Las subpoblaciones de monocitos clasicos e intermedios estaran incrementados

en los pacientes con IAM respecto a los sujetos sanos.

2. Los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos de los pacientes con IAM
tendran mayor expresion de TLR4, HLA-DR, CD80, CD86, CD11b.
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DISENO EXPERIMENTAL

Diseno del estudio:

Se realizé un estudio comparativo y transversal.

Poblacion de estudio

Seran incluidos pacientes con diagndstico de infarto agudo de miocardio que sean
ingresados de forma consecutiva a la UMAE, Hospital de Cardiologia de Centro
Médico Nacional Siglo XXI, que cumplan los criterios de seleccidon. Las muestras
de los pacientes se tomaran dentro de las primeras horas de iniciados los
sintomas. El grupo de sujetos sanos sera de 40 a 74 afos de edad, y seran
reclutados de banco de sangre. Ambos grupos seran sometidos a una valoracién

médica integral por un médico cardiélogo.

Criterios de inclusion

1. Pacientes de cualquier género con edad entre 45 a 75 afnos.

2. Pacientes con diagnostico de infarto agudo de miocardio, dentro de las
primeras 72 horas de iniciados los sintomas.

3. El diagndstico de infarto se considerara con la presencia de elevaciéon de

marcadores de necrosis miocardica como la elevacion de CK total a 150%

de su valor de referencia o la elevacion en los niveles de troponinas a 10%

de su valor basal; ademas de uno de los siguientes criterios:

A. Dolor precordial de tipo isquémico de 30 minutos o mayor tiempo de
duracion, acompanado de disnea, diaforesis, nauseas y/o vomito.

B. Deteccidén de cambios electrocardiograficos, cuyas anomalias se
detectan como desniveles positivos o negativos del segmento ST en las
derivaciones y/o presencia del boqueo de la rama izquierda del Haz de
His (BRIHH) de reciente aparicion.
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Criterios de exclusioén

1. Pacientes que cursen con sindrome anémico o hayan recibido
hemotransfusion en el ultimo mes previo al infarto.

2. Pacientes con antecedentes de enfermedad inflamatoria cronica,
neoplasica o proceso infeccioso activo.
Trombocitopenia o discrasia sanguinea conocida.
Antecedentes de tratamiento previo con antinflamatorios o
inmunosupresores.

5. Pacientes a los que no se logre obtener el numero de cantidad de sangre

necesaria para los ensayos.

Criterios de eliminacion

1. Pacientes a los que no se logre obtener el numero de monocitos necesarios
para los experimentos.

2. Datos de sangrado mayor activo.

Definicion de variables

Variables independientes:

Grupos de estudio:

I.  Pacientes con sindrome coronario agudo

[I.  Sujetos sanos

Definicion conceptual: Los pacientes con sindrome coronario agudo son
aquellos que presentan manifestacién clinica de isquemia aguda y necrosis
miocardica aguda debida a reduccién del flujo coronario, aporte de oxigeno
miocardico insuficiente, asociada a la enfermedad arterial coronaria con erosion
o ruptura de la placa aterosclerosa y la subsecuente oclusién parcial o total de la
luz del vaso. Se considera un sujeto sano por la ausencia de enfermedad o

estado patoldgico alguno.
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Definicion operacional: Se considera paciente con sindrome coronario agudo a
aquellos que ingresen con diagndstico de infarto agudo de miocardio con
elevacion del segmento ST. Se considera a sujetos sanos a aquellos en quienes
de descarte la presencia de signos o sintomas de isquemia miocardica,

enfermedad inflamatoria crénica, neoplasica o infecciosa.
Tipo de variable: Nominal

Escala de medicién: Grupo | 'y grupo I

Variables dependientes:

I.  Molécula HLA-DR.

Definicion conceptual: HLA-DR es una molécula de superficie expresada en las
células presentadoras de antigeno, participa en la activacién de linfocitos
Definicion operacional: Se realizara la medicion de la molécula mediante

citometria de flujo.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Escala de mediciéon: Escala de razon.

[I.  Moléculas CD80, CD86

Definicion conceptual: CD80 y CD86 son moléculas de superficie presentes en
células presentadoras de antigeno, proporcionan la sefal coestimuladora para la

activacion de linfocitos T.

Definicion operacional: Se realizaran las mediciones de las moléculas mediante

citometria de flujo.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Escala de mediciéon: Escala de razoén.
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lll.  Molécula TLR4
Definicion conceptual: Receptor tipo Toll que reconoce LPS

Definicidn operacional: Se realizaran las mediciones de la molécula mediante

citometria de flujo.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Escala de medicion: Escala de razon.
IV.  Molécula CD11b

Definicion conceptual: Molécula implicada en la migracién y adhesion en los

tejidos.

Definicién operacional: Se realizaran las mediciones de la molécula mediante

citometria de flujo.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Escala de medicion: Escala de razon.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras sanguineas

En el estudio se incluyeron un total de 25 pacientes con IAM y 12 donadores
sanos, los cuales fueron reclutados en un periodo comprendido de marzo a
septiembre de 2015. Las muestras sanguineas de los sujetos sanos fueron
obtenidas por venopuncion, previa asepsia Yy antisepsia; las muestras
correspondientes a los pacientes se obtuvieron a partir de catéter periférico o por
venopuncion. Para ambos grupos se recolectd un volumen aproximado de 5 mL
de muestra. La sangre fue colectada en tubos con EDTA K2 del sistema
Vacutainer (BD Biosciences®, San Jose, CA, USA).

Separacion de células mononucleares

La separacion de células mononucleares se realizé mediante un gradiente de
densidad con una solucion comercial Lymphoprep (Axis-Shield®, Cambridgeshire,
UK) cuya densidad es de 1.0077 g/mL. Las muestras de sangre se diluyeron a
proporcion de 1:2 en solucion salina isotonica (SSI), posteriormente la sangre se
colocd en tubos con 12 mL de Lymphoprep y se centrifugd a 2000 rpm por 30
minutos. Se recuperé la interfase formada entre el Lymphoprep y el plasma, las
células recuperadas se lavaron dos veces con SSI durante 15 minutos a 1200 rpm

y 900 rpm, respectivamente.

Marcaje de moléculas de superficie

En placas de 96 se colocaron 200,000 células mononucleares por pozo. Para la
identificacion de las subpoblaciones de monocitos se utilizaron los anticuerpos
anti-humanos anti-CD14-APC o anti-CD14-FITC y CD16-PECy7 (eBioscience),
adicionalmente se realizé la tincion con los anticuerpos anti-HLA-DR-PE, anti-
CD80-PECy5, anti-CD86-PECy7, anti-TLR4-PE y anti-CD11b (eBioscience), las
células mononucleares se incubaron con 10uL de cada anticuerpo durante 20

minutos a 4°C en la oscuridad. Posteriormente se lavaron las células con FACS
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buffer (PBS-BSA-NasN 0.2% y pH= 7.4.) a 1500 rpm por 5 minutos y se fijaron con
35uL de p-formaldehido al 2%.

Citometria de flujo

Las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo MACSQuant (Miltenyi
Biotec®). El analisis de datos se realizd utilizando el software FlowJo version

10.0.6 (Tree Star, Inc) para Windows.

Analisis estadistico

Se empled la prueba ANOVA para la comparacion de variables cuantitativas entre
los grupos de acuerdo con la distribucion de los datos y homogeneidad de

varianzas. Se considerara un valor de p < 0.05.
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DIAGRAMA DE FLUJO
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CONSIDERACIONES ETICAS

Este protocolo corresponde a un estudio de riesgo minimo de acuerdo al
reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion, ya que
unicamente se tomara una muestra de sangre en una ocasion a los pacientes con

sindrome coronario agudo y sujetos sanos. Dado estas caracteristicas aun asi se

solicitd consentimiento verbal.
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RESULTADOS:

Analisis de las subpoblaciones de monocitos

Las células mononucleares de los dos grupos de estudio fueron tefidas con
anticuerpos anti-CD14 y anti-CD16 para analizar a las tres subpoblaciones de
monocitos. La estrategia de andlisis se inici6 con una grafica de singlete para
analizar eventos celulares individuales (figura 4A). Posteriormente se generd un
grafico de tamafio contra granularidad, de la cual se seleccion6 la regién de
monocitos (figura 4B) y se generd otra grafica de tamafo contra la expresion de
CD14, lo que permitid descartar células negativas a CD14 (figura 4C). Finalmente
se abrié otra la grafica de puntos de la expresiéon de CD14 y CD16 donde se

identificaron las subpoblaciones de monocitos (figura 4D).
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Figura 4. Estrategia para el analisis de las subpoblaciones de monocitos.
Graficos representativos de la secuencia de analisis realizado para identificar a las
subpoblaciones de monocitos: A) Singlete, B) Tamafo contra granularidad, C)

Tamafo contra expresion de CD14, D) Expresion de CD14 y de CD16.
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Comparacion de la frecuencia de subpoblaciones de monocitos en

pacientes con IAM y sujetos sanos

Se determind la proporcion de las subpoblaciones de monocitos en los sujetos
sanos y pacientes con IAM Observamos que el recuento de células de los
monocitos clasicos (CD14**CD16") fue significativamente mayor en los pacientes
con IAM respecto a los sujetos sanos (figura 5A). Las proporciones de los
monocitos intermedios (CD14**CD16*) y no clasicos (CD14*CD16") fueron
similares para los dos grupos y en ambos casos, no hubo significancia estadistica
(figura 5B y 4C).
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Figura 5. Frecuencia de las subpoblaciones de monocitos en pacientes con
infarto agudo de miocardio y sujetos sanos. A) Monocitos clasicos, B)
monocitos intermedios y C) monocitos no clasicos. Sanos: Sujetos sanos, |IAM:

Pacientes con infarto agudo de miocardio (*p<0.05).

Expresion de HLA-DR en los monocitos clasicos, intermedios y no
clasicos de pacientes con IAM y sujetos sanos
Se evalud la expresion de HLA-DR en los monocitos clasicos, intermedios y no
clasicos de los pacientes con infarto y de los sujetos sanos. De acuerdo con los
resultados, los monocitos clasicos de los pacientes con IAM presentaron alta
expresion de HLA-DR en comparacién con la subpoblacién clasica de los sujetos

sanos (figura 6A). Por otro lado, la expresion de HLA-DR en los monocitos

-24-



intermedios fue similar en ambos grupos de estudio (figura 6B). Los monocitos no
clasicos mostraron mayor expresion de HLA-DR en los pacientes infartados

respecto los sujetos sanos (figura 6C).
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Figura 6. Expresion de HLA-DR en las subpoblaciones de monocitos. A, B y
C expresion de HLA-DR en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos,
respectivamente. Se determind la expresion de HLA-DR por citometria de flujo.
IMF: Intensidad media de fluorescencia. Sanos: Sujetos sanos, IAM: Pacientes

con infarto agudo de miocardio (*p<0.05).

Expresion de CD80 en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos

de pacientes con IAM y sujetos sanos

Se determind la expresion de la molécula CD80 en los monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos de los pacientes con infarto y de los sujetos sanos. Los
resultados indican que en las tres subpoblaciones de monocitos no hubo
diferencia significativa en la expresion de CD80 tanto en pacientes con IAM como
en los sanos. Sin embargo, los pacientes con IAM muestran una tendencia a
incrementar los niveles de CD80 en los monocitos intermedios en comparacion

con los sujetos sanos (figura 7).
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Figura 7. Expresion de CD80 en las subpoblaciones de monocitos. A, By C
expresion de CD80 en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos,
respectivamente. . Se determind la expresion de CD80 por citometria de flujo.
IMF: Intensidad media de fluorescencia. Sanos: Sujetos sanos, IAM: Pacientes

con infarto agudo de miocardio.

Expresiéon de CD86 en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos

de pacientes con IAM y sujetos sanos

Se determiné la expresion de CD86 en los monocitos clasicos, intermedios y no
clasicos de los pacientes con IAM y en sujetos sanos. Al explorar la expresion de
CD86 observamos que los monocitos clasicos en pacientes con IAM presentan
niveles superiores de CD86 respecto a los monocitos clasicos de los sujetos sanos
(figura 8A). Mientras que los monocitos intermedios y no clasicos mostraron un

patréon de expresion de CD86 similar entre ambos grupos (figura 8B y 8C).
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Figura 8. Expresion de CD86 en las subpoblaciones de monocitos. A, By C
expresion de CD86 en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos,

respectivamente. Se determind la expresion de CD-86 por citometria de flujo. IMF:
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Intensidad media de fluorescencia. Sanos: Sujetos sanos, IAM: Pacientes con

infarto agudo de miocardio (*p<0.05).

Expresiéon de TLR4 en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos

de pacientes con IAM y sujetos sanos

Se evalud la expresion de la molécula TLR4 en los monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos de pacientes con infarto y de sujetos sanos. La
expresion de TLR4 en los monocitos clasicos mostro similitud en ambos grupos de
estudio (figura 9A). Por otro lado, la subpoblacion de monocitos intermedios
presentd diferencias significativas en la expresiéon de TLR4. En este caso, TLR4
se vio mayoritariamente expresado en los pacientes infartados que en los sujetos
sanos (figura 9B). Los monocitos no clasicos mantuvieron un patron de expresion

de TLR4 similar en los dos grupos (figura 9C).
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Figura 9. Expresion de TLR4 en las subpoblaciones de monocitos. A, By C
expresion de TLR4 en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos,
respectivamente. Se determiné la expresién de TLR4 por citometria de flujo. IMF:
Intensidad media de fluorescencia. Sanos: Sujetos sanos, IAM: Pacientes con

infarto agudo de miocardio (*p<0.05).
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Expresién de CD11b en los monocitos clasicos, intermedios y no clasicos

de pacientes con IAM y sujetos sanos

Se evalud la expresion de la molécula CD11b en los monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos provenientes de los pacientes con IAM y de sujetos
sanos. Los resultados mostrados demuestran que CD11b esta altamente
expresado en las tres subpoblaciones de monocitos derivados de pacientes con
IAM. En contraste, los monocitos del grupo de sujetos sanos presentan una baja

expresion de esta molécula (figura 10).
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Figura 10. Expresion de CD11b en las subpoblaciones de monocitos. A, By C
expresion de CD11b en monocitos clasicos, intermedios y no clasicos,
respectivamente. Se determind la expresion de CD11b por citometria de flujo. IMF:
Intensidad media de fluorescencia. Sanos: Sujetos sanos, |IAM: Pacientes con

infarto agudo de miocardio (*p<0.05).
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DISCUSION

En el IAM la necrosis de los cardiomiocitos induce una respuesta inflamatoria
exacerbada, caracterizada por la liberacion de sustancias endogenas que son
reconocidas como sefales de peligro. El reconocimiento de estas moléculas
desencadena una serie de eventos que involucran la adhesion, extravasacion vy el
reclutamiento de leucocitos al tejido cardiaco [12]. En este sentido, los monocitos
tienen una participacion clave en la promocion de la inflamacion en las primeras
horas del IAM [21]. Con base en los resultados obtenidos, se demostré que los
monocitos clasicos estan presentes en mayor proporcion, respecto a las demas
subpoblaciones, durante las primeras horas posteriores al IAM. De acuerdo con
algunos estudios recientes, los monocitos clasicos son la primer subpoblacién
reclutada al tejido cardiaco durante la fase inflamatoria aguda del infarto. En pocas
horas, la poblaciéon clasica de monocitos participa activamente secretando
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6; asimismo, producen altas
cantidades de ROS, fagocitan restos celulares y promueven la protedlisis de la

matriz extracelular (24).

De acuerdo con nuestros resultados, la frecuencia de los monocitos intermedios y
no clasicos mostré similitud entre los pacientes que desarrollaron el IAM y los
sujetos sanos. No encontramos un aumento significativo en el numero de los
monocitos intermedios y no clasicos en los pacientes debido a que el
reclutamiento de estas células al tejido cardiaco inicia dias después del infarto,

durante la fase de reparacion. [20].

Los monocitos son un grupo de células heterogéneas, lo que significa que
presentan diferencias funcionales y fenotipicas, por lo que son clasificadas en tres
subpoblaciones distintas [45]. Los cambios en las proporciones fenotipicos de los
monocitos pueden tener implicaciones importantes en la progresion de
enfermedades [25]. Bajo este concepto, existen evidencias experimentales que
demuestran variacion en el fenotipo de las subpoblaciones de monocitos en
diversas condiciones patologicas. En el presente estudio, evaluamos la expresion

de moléculas de superficie en las subpoblaciones de monocitos de pacientes
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infartados, esto con el fin de encontrar posibles diferencias fenotipicas en
comparacion con monocitos expuestos a condiciones no patolégicas. MHC I
(HLA-DR) es una molécula implicada en la presentacion de antigeno a los
linfocitos T. Nuestros resultados mostraron un aumento significativo en la
expresion de HLA-DR en los monocitos clasicos y no clasicos de los pacientes con
IAM, respecto a los sujetos sanos. Estos datos podrian sugerir que, durante el
proceso inflamatorio del infarto, ambas subpoblaciones de monocitos podrian
activarse y aumentar su capacidad de presentacion de antigenos, proporcionando

la primera sefial para la activacion de células T.

Al evaluar a CD80 en los monocitos, encontramos que no presentan diferencia
significativa en su expresién entre las subpoblaciones de los pacientes infartados y
los sanos; sin embargo, CD80 esta ligeramente aumentado en los pacientes con
IAM. Por otro lado, CD86 mostré alta expresion en la subpoblacion clasica de los
pacientes con IAM y un ligero aumento en la expresiéon en los monocitos
intermedios y no clasicos en comparacion con los sanos. De acuerdo con datos
reportados, el incremento de CD80 y CD86 en los monocitos durante un proceso
inflamatorio estd relacionado con una alta presentacion de antigenos y la
activaciéon de estas células, siendo CD86 una molécula expresada rapidamente y
de forma constitutiva durante el inicio de la respuesta inflamatoria, a diferencia de
CD80 que aumenta solo en las etapas tardias de la inflamacién [43]. En este
sentido, los resultados obtenidos sugieren que durante el IAM hay aumento en la
presentacion de diversos antigenos de dafo por parte de los monocitos activados,
lo cual se refleja en la sobreexpresion de CD86 en los monocitos clasicos, como
un indicio de respuesta inflamatoria temprana. No se encontré aumento en los

niveles de expresion de CD80 en las subpoblaciones de los pacientes infartados

TLR4 es un receptor critico en la actividad proinflamatoria de los monocitos,
participa en el reconocimiento del LPS bacteriano y promueve la adhesion de los
monocitos en el endotelio. Esta molécula esta involucrada en la patogénesis de
ECV, particularmente en la aterosclerosis [34]. Al explorar la expresion de TLR4

en las subpoblaciones de monocitos, encontramos un incremento significativo en
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los monocitos intermedios y un ligero aumento en las subpoblaciones clasicas y no
clasicas en los pacientes con IAM en comparacion con los donadores sanos.
Estos hallazgos corroboran algunas evidencias experimentales que han
demostrado el aumento en la expresion de TLR4 en los monocitos circulantes,
especialmente la subpoblacion de monocitos intermedios durante el IAM [61]. Los
resultados sugieren que la sobreexpresion de TLR4 se da en respuesta a la
liberacion de ligandos especificos durante la fase aguda del IAM, tales como
proteinas de choque térmico y ROS, las cuales participan en la activacion de los
monocitos por esta via (TLR4). Asimismo, el aumento de TLR4 en los monocitos
intermedios durante las primeras horas del inicio del IAM se ha relacionado con el

proceso de la ruptura de la placa coronaria [62].

CD11b es una molécula involucrada en la adhesion de los monocitos y neutréfilos
al endotelio, también regula la migracion de leucocitos en diversos procesos
inflamatorios. Se ha demostrado que durante la aterosclerosis, los monocitos
incrementan la expresion de CD11b en respuesta a la activacion endotelial. El
aumento en moléculas de adhesién, particularmente ICAM-1 (considerado como
ligando de CD11b), asi como la liberacién de la enzima 5-lipooxigenasa inducen la
sobreexpresion de CD11b, y por consiguiente la activacion, migracion y adhesion
[34]. Nosotros encontramos un aumento significativo en la expresion de CD11b en
las tres subpoblaciones de monocitos de los pacientes con IAM, en contraste con
los sujetos sanos, lo que concuerda con los estudios ya reportados. Estos
resultados sugieren que el incremento de CD11b promueve la respuesta

inflamatoria en el IAM mediante el reclutamiento y activacion de los monocitos.
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CONCLUSIONES

#

La subpoblacién de monocitos clasicos se encontré incrementada en los
pacientes con infarto agudo de miocardio, en comparacién con los
donadores sanos.

En los pacientes con IAM, los monocitos clasicos mostraron un aumento en
la expresion de HLA-DR y CD86, mientras que los monocitos intermedios
expresaron altas cantidades de TLR-4.

Las tres subpoblaciones de monocitos presentaron alta expresion de
CD11b en los pacientes infartados.

En las tres subpoblaciones de monocitos no observamos diferencia en el
patron de expresion de CD80 de los pacientes con IAM, respecto a los
sanos.

En su conjunto, estos resultados sugieren que las subpoblaciones de
monocitos contribuyen en la respuesta inflamatoria del infarto agudo de

miocardio.
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PERSPECTIVAS
Analisis de citocinas:

Se evaluaran citocinas pro-inflamatorias en el suero de los pacientes y sujetos

sanos que se asociaran con la expresion de las moléculas evaluadas.
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