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Resumen

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica considerada la primera causa
de muerte en el mundo. En esta enfermedad se forma una lesién o placa en la intima
de las arterias donde una gran cantidad de moléculas y tipos celulares participan. Los
macréfagos son las células mas abundantes en la placa y se ha observado la presencia
de macréfagos M1 y M2, cuyas funciones estan relacionadas con la progresion o
regresion de la placa, por ende, con el desarrollo de la enfermedad por lo que pueden
convertirse en un posible blanco terapéutico en el futuro. A la fecha existe informacion
limitada acerca de la caracterizacion de macrofagos M1 y M2 en las diferentes etapas
de la enfermedad cardiovascular. Por ello se obtuvieron monocitos de pacientes con
diferentes etapas de la enfermedad cardiovascular (cardiopatia isquémica) y se
diferenciaron a macréfagos M1 y M2 a través de la adicion de GM-CSF y M-CSF a (50
mg/mL), respectivamente, durante 6 dias, posteriormente los macréfagos M1 se
activaron con IFN-y y LPS y los macréfagos M2 con IL-4 e IL-13 durante 24 horas. Al
finalizar el cultivo los macréfagos M1 se marcaron con anticuerpos anti-CD80, anti-
CD86, y anti-HLA-DR y los macréfagos M2 con anticuerpos anti-CD163, anti-CD206 y
anti-CD36 y se midio la expresion de las moléculas a través de citometria de flujo. En la
etapa de AE y Al, se observo el incremento de la expresion de moléculas co-
estimulatorias en macréfagos M1, y el incremento de CD206 en macrofagos M2, con
respecto a la expresion observada en sujetos sanos. En la etapa de IAM se observo
ademas el incremento de CD36. Concluyendo que existe incremento en la expresion de
moléculas co-estimulatorias, mientras que ocurre una regulacion mediada por las
moléculas expresadas en los macréfagos M2, que sin embargo se ve superada por el
constante aumento de moléculas co-estimulatorias a medida que la enfermedad

progresa.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte a nivel
mundial. La causa principal de estas enfermedades es la aterosclerosis una
enfermedad caracterizada por la formacion de una placa en la intima de las arterias de
mediano y gran calibre. Desde el aspecto clinico, se observa que en el inicio de la
enfermedad se forma una lesidbn en la arteria, que se denomina estria grasa,
posteriormente, evoluciona a placa estable y finalmente a placa inestable, durante este
proceso, la luz de la arteria va disminuyendo, lo que conlleva a la ruptura de la placa, y
a la oclusion del vaso sanguineo ocasionando un evento isquémico agudo (infarto
agudo al miocardio o accidente cerebrovascular). No obstante, la enfermedad
aterosclerosa comprende ademas la acumulacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL, por sus siglas en inglés), el dafio al endotelio, y la participacion de células de la
respuesta inmune, estos procesos se desarrollan a través de afios o décadas y
suceden de manera continua, lo que convierte a la aterosclerosis en una enfermedad
cronica e inflamatoria. Las células mas abundantes en la placa aterosclerosa son los
macrofagos, células de la respuesta inmune innata caracterizadas por su amplia
plasticidad y respuesta de acuerdo con el microambiente en el que se encuentran. Asi
como en otras enfermedades, en aterosclerosis la participacion de los macréfagos se
estudia a través de los modelos de macréfago M1y M2. Los hallazgos en aterosclerosis
refieren que macréfagos M1 estan relacionados con la produccién de citocinas pro-
inflamatorias, metaloproteinasas, y colagenasas, mientras que macréfagos M2 se
vinculan con la produccién de colageno, de citocinas anti-inflamatorias, y con la
expresion de receptores scavenger para facilitar el proceso de fagocitosis, debido a ello
se considera que ambos tipos de macréfagos inciden de manera importante sobre el
desarrollo o regresion de la placa aterosclerosa, sin embargo, gran parte de estos
hallazgos se ha reportado en modelos murinos, y no se ha reportado el comportamiento
de macréfagos humanos, especificamente en lo referente a la expresion de moléculas
de superficie de macréfagos M1 y M2, por lo que a través de un modelo in vitro
estudiamos la expresion de estas moléculas utilizando macréfagos derivados de
monocitos de pacientes que cursan con las diferentes etapas de la enfermedad

cardiovascular.



Marco Teodrico

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de padecimientos del
corazon y de los vasos sanguineos. Las ECV comprenden a la cardiopatia isquémica,
las enfermedades cerebrovasculares, arteriopatia periférica, trombosis venosa profunda
y embolia pulmonar, entre otras'. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), las ECV son las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Las
ECV son responsables de 17,9 millones de muertes cada afo, y representan el 44% de
las muertes por enfermedades no transmisibles en todo el mundo. De estas muertes, se
estima que 8.8 millones se debieron a cardiopatias isquémicas?. A nivel nacional y en el
mismo afo, el 31% de las muertes ocurridas fueron a causa de ECV ocupando el
primer lugar en causas de mortalidad nacional, siendo las enfermedades isquémicas del
corazén las responsables del 63.13% del total de muertes por ECV. También a nivel
nacional y con respecto a los grupos de edad, las ECV ocupan el primer lugar de
muerte en adultos mayores de 65 afios; el tercer lugar en los adultos de 45-64 afios y el
cuarto en personas de 25-44 afios®. Predicciones futuras de la OMS sugieren que en
2030 el nimero de muertes por ECV podria llegar a 23,6 millones?. La causa principal

de las enfermedades cardiovasculares es el desarrollo de aterosclerosis?.

Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad que se caracteriza por la acumulacién
progresiva de material fibroso y graso en la intima de las arterias de mediano y gran
calibre (coronarias, carétidas, iliacas y femorales)®, y que tiene como principal
consecuencia el estrechamiento de los vasos sanguineos®mediante el desarrollo de
una lesiéon que se denomina lesién o placa aterosclerosa’?.

De manera general, la placa aterosclerosa se compone de LDL, células del musculo
liso, colageno, desechos celulares, y macréfagos sin embargo, no consiste Unicamente
en la acumulacion de elementos celulares y acelulares, ya que, la acumulacion, activa a

la respuesta inmune innata y adaptativa, que participan de manera importante en el
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curso de la enfermedad, debido a ello la aterosclerosis se considera una enfermedad
inflamatoria®.

Con relacion a la sintomatologia, esta enfermedad puede mantenerse asintomatica
durante décadas, ya que, al inicio de la enfermedad cuando la placa comienza a
desarrollarse las arterias se expanden, el lumen permanece abierto y el suministro de
sangre se mantiene®, no obstante, en etapas avanzadas, la placa causa un
estrechamiento significativo en la arterias que compromete el suministro de sangre a los

tejidos, lo que produce la manifestacién de sintomas.

El desarrollo de la placa aterosclerosa

La concentracion plasmatica elevada de LDL, la participacion de células inmunes y la
respuesta inflamatoria son los principales factores que influyen en el desarrollo de una
lesion aterosclerosal® 12,

En la arteria, adyacente al lumen, se encuentra una capa de células endoteliales que,
en condiciones normales, funciona como una barrera que evita el paso de células y
moléculas hacia el espacio subendotelial y que asegura el paso de la sangre a través
de las arterias a través de la liberacion de factores anti-trombaticos, y anti-inflamatorios.
Sin embargo, en condiciones de estrés hidrodindmico en las zonas de flujo turbulento o
bifurcaciéon arterial el endotelio se activa liberando sustancias pro-trombdbticas,
expresando moléculas de adhesion e incrementando su permeabilidad, lo que
promueve el ingreso de lipoproteinas como la LDL a la intima!3.La LDL ingresa al
espacio subendotelial y comienza a retenerse debido a su afinidad por proteoglicanos y
moléculas de la matriz extracelular, presentes en la intima!* (Figura 1A). Esta
acumulacion, induce la activacion del endotelio y con ello la expresion de moléculas de
adhesion que median las interacciones monocito-célula endotelial necesarias para la
diapédesis, durante la fase de acoplamiento y rodamiento participa P-selectina, y
durante el reconocimiento celular y adhesion, moléculas como: molécula de adhesion
de células vasculares-1 (VCAM-1, por sus siglas en inglés), molécula de adhesion

intracelular-1 (ICAM-1, por sus siglas en inglés), molécula de adhesion celular endotelial
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y plaquetaria-1 (PECAM-1, por sus siglas en inglés)®. Ademas, se liberan factores
quimio atrayentes como la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, por sus
siglas en inglés) que promueve la migracion de los monocitos circulantes hacia la
intima, donde posteriormente se diferencian a macréfagosé(Figura 1B).

Derivado de la liberacion de especies reactivas de oxigeno (EROs), asi como de
procesos enzimaticos, la LDL sufre modificaciones que se reconocen como patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés) a través de receptores
que se denominan scavenger y que incluyen a cllster de diferenciacion 36 (CD36)’ en
los macrofagos. Los macréfagos pueden fagocitar a la lipoproteina de baja densidad
oxidada (oxLDL, por sus siglas en inglés) y acumularla lo que deriva en su conversion a
células espumosas!®!®, Las cuales liberan mediadores como interleucina-1 (IL-1), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés) y MCP-1, que contribuyen en
el inicio de la respuesta inflamatoria y en el reclutamiento de monocitos y linfocitos
hacia la lesién aterosclerosa, lo que propicia la progresion de la placa y el desarrollo de
la enfermedad cardiovascular?®. Este proceso se ilustra de manera breve en la Figura
1C.

12
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Figura 1. Inicio de la formacién de una lesidén aterosclerosa. A) El proceso
aterogénico inicia con la captacién de LDL hacia el espacio subendotelial donde se
retiene debido a su afinidad por los proteoglicanos, esta acumulacion produce la
disfuncién del endotelio, el cual libera quimiocinas y EROs que producen, la
modificacion de la LDL por oxidacién (oxLDL) B) La activacion del endotelio, produce la
liberacion de quimiocinas y la expresion de moléculas de adhesion por las células
endoteliales, procesos que permiten la migracion de los monocitos circulantes hacia la
intima C) En la intima los monocitos se diferencian a macréfagos y a través de
receptores scavenger y receptores tipo de unién a ligandos tipo toll (TLRs, por sus
siglas en inglés) captan a la oxLDL, que acumulan y los transforma en una célula
espumosa, y que a su vez también les permite comenzar a liberar diversas moléculas
en respuesta a los estimulos del microambiente que los rodea. Este microambiente
promueve la acumulacion de células espumosas y el reclutamiento de otros tipos
celulares como células dendriticas, células cebadas y linfocitos By T, lo que a su vez
conformara la estructura de la lesién. Modificado de: Inflamacién y aterosclerosis®“.

Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica es una enfermedad cardiovascular crénica y progresiva que
se define como la acumulacién dindmica y reversible de placa aterosclerosa en arterias
epicardicas??, cuya principal consecuencia es el desequilibrio entre el aporte y demanda
de oxigeno en el miocardio?%13,

La cardiopatia coronaria engloba diversas presentaciones clinicas como la angina
estable (AE) y los sindromes coronarios agudos (SICA): angina inestable (Al) e infarto
agudo al miocardio (IAM), que constituyen un continuo en la historia natural de la

cardiopatia coronaria y cuya manifestacion principal es la angina: una sensacion

13



incomoda en el térax y las estructuras anatémicas vecinas inducida por el desequilibrio
en la oxigenacion?®13.La evoluciéon temporal y la gravedad del dafio isquémico estan
directamente relacionados con diversas presentaciones clinicas de la cardiopatia
isqguémical®,como se muestra en la Figura 2. En esta enfermedad la placa
aterosclerosa es considerada el sustrato anatomico de la enfermedad cardiovascular
por lo que a través del avance de la enfermedad, la placa se denomina de la misma
forma que la angina, es decir como placa estable e inestable??, como se mencionara
posteriormente. De la misma forma en el infarto la placa aterosclerosa retoma su
importancia, ya que el evento isquémico agudo (Infarto agudo al miocardio), de manera

general deriva directamente de la rotura de la placa.

A B C D
Arteria normal Angina estable Angina inestable Infarto agudo al
. miocardio

Lumen permeable Estrechamiento del Rotura de la placa Necrosis miocardica
Funcién endotelial lumen por efecto de Agregacion plaquetaria  gyspension
normal la placa Vasoconstriccion prolongada de la
Inhibicién de la Vasoconstriccion irrestricta irrigacion sanguinea
agregacion plaquetaria inapropiada

Figura 2. Hallazgos fisiopatolégicos en la cardiopatia isquémica. A) Las arterias
coronarias normales tienen un diametro amplio, y su endotelio funciona con normalidad.
B) En la angina estable la placa aterosclerosa y la vasoconstriccion inapropiada
(inducida por el endotelio disfuncional) disminuyen el lumen vascular y el flujo
sanguineo coronario. C) En la angina inestable continua la disminucion de la irrigacion
sanguinea coronaria puede producirse disrupcion la placa, y la formacién de un trombo
gue se reabsorbe y no contribuye en la estenosis. D) En el infarto el trombo obstruye
por completo la arteria. Modificado de: Cardiopatia isquémica?®.
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Placa Estable

En la placa aterosclerosa estable se han establecido los mecanismos de acumulacion
de lipidos, y la respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria asociada, como se observa en
la Figura 3A. La placa estable se caracteriza por la formacion de un ndcleo necrotico
pequefio y una capa fibrosa integra. El nacleo necrético es la estructura mas interna de
la placa aterosclerosa, y durante la placa estable se conforma de LDL, proteoglicanos,
restos celulares y pocas células espumosas?3, se ha originado durante la etapa de
transicion de estria grasa a placa estable, y su desarrollo esta ligado a la progresion de
la enfermedad?*. Por otro lado, la capa fibrosa se forma gracias a la activacion mutua
de macréfagos y linfocitos T que liberan citocinas y factores de crecimiento que
estimulan la proliferacion y migracion de células vasculares de musculo liso (VSMC, por
sus siglas en inglés), hacia el endotelio®>?6. En el endotelio las VSMC adoptan un
fenotipo secretor en vez de un fenotipo contractil?? por lo que estas células se acumulan
y sintetizan colageno, fibronectina, y elastina?”?8, formando la capa fibrosa que funciona
como una barrera fisica que reduce el contacto de material trombogénico (presente en
el ntcleo necrético de la placa) con el endotelio® lo que se ilustra en la Figura 3B.

El microambiente de una placa estable se caracteriza por un fenotipo anti-inflamatorio y
de reparacion de tejido, mediado a través de la liberacién citocinas como: factor de
crecimiento de tumor beta (TGF-B, por sus siglas en inglés) e IL-10 por las células T
reguladoras, existe ademas un balance eficiente entre la entrada y salida de células
inmunes, lo cual evita la acumulacion de células necroéticas y la liberacién de citocinas
pro-inflamatorias3®31. Sin embargo, el desarrollo de la placa estable también causa el
estrechamiento progresivo de la luz arterial, lo que puede derivar en una condicion de
isquemia crénica 3230 y en la presencia de sintomatologia de angina estable!3; dolor
toracico de duracion e intensidad definida que se acompafia de malestar general tras el
esfuerzo fisico, y que disminuye con el reposo o tras la administracion de
medicamentos como nitroglicerina, dichas condiciones pueden presentarse durante

afioss33:34,
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Figura 3. Estructura de la placa estable. A) Dos eventos relevantes en la formacion de
la placa estable son: la migracion de las VSCM hacia el endotelio donde se encargan
de producir el coldgeno de la capa fibrosa y, la liberacion de citocinas anti-inflamatorias
principalmente por linfocitos T reguladores (Treg) y macréfagos que mantienen la
estabilidad de la placa.B) La placa estable se conforma de un nucleo necrético pequefio
compuesto de células espumosas y desechos celulares, células anti-inflamatorias y la
presencia de una gruesa capa fibrosa que proporciona estabilidad fisica a la placa
ademas de un microambiente anti-inflamatorio. Modificado de: Inflamacién vy
aterosclerosis4.

Placa Inestable

La placa inestable o vulnerable se define como una placa aterosclerosa que debido a
su estructura y composicion, puede desencadenar, de forma repentina, eventos que
comprometan parcial o completamente la irrigacion sanguinea los tejidos®. En el
ambito clinico y de forma general, la placa inestable esta relacionada con los sintomas
de angina pecho inestable: dolor repentino, de mayor intensidad con respecto a eventos
anteriores, y que se presenta inclusive en el reposo, con una duracion mayor a 30
minutos y que no desaparece tras la ingesta de medicamentos3®'3.La placa
aterosclerosa vulnerable se caracteriza por el adelgazamiento de la capa fibrosa, la

formacion de vasa-vasorum, alto contenido lipidico, y un nucleo necrético que ocupa la
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mayor parte de la estructura de la placa®/, caracteristicas que se describen a
continuacion.

En la placa aterosclerosa inestable predomina un microambiente pro-inflamatorio,
(ilustrado en la Figura 4A) derivado de la infiltracion de células inmunes a la intima y de
la liberaciéon de citocinas®. Los macréfagos presentes en la placa liberan proteasas
(colagenasa intersticial, gelatinasa y estromilisina) que degradan la capa fibrosa*, y
también factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (
VEFG, por sus siglas en ingles), que permiten la formacion de vasa-vasorum, a través
de los cuales mas células son reclutadas a la placa®. Ademas se liberan citocinas pro-
inflamatorias como interferéon gamma (IFN-y), TNF-a e IL-1*3° provenientes de
linfocitos T de la placa diferenciados hacia un perfil Thl y de células endoteliales
activadas, dichas citocinas contribuyen a la respuesta inflamatoria exacerbada en la
placa inestable. La acumulacion de lipidos continua, y propicia la formacién de EROs,
que promueven la muerte celular y el crecimiento del nticleo necrético*®4ly la formacion
de células espumosas, que almacenan los lipidos y también liberan citocinas
inflamatorias. Todas las caracteristicas descritas anteriormente construyen una placa
propensa a rotura (Figura 4B), lo hace mas probable la presentacién de eventos

isquémicos graves en el paciente®?.

17



A B

Linfocitos T Monocltos Capa fibrosa—___ Células
» endoteliales
Mediadores y e v,
. Ve prol.nﬂ;yrx.l‘.or:.os 7. iy, .:o.. f.;; A :':. A .
oxLDL ':,-.-‘-.o. 2 . . F Br . :. R L : feal
’»:.,‘_.,.':_',.'-' NCIE .e L
Macrofago , g . \'
| A , ‘ul)
P R : \.\ 9 Nucleo
Thl 1% O necrético 7
APC N e )
- - —— . " : \‘ ./7 _' 1
Celufa cebada Celulas de musculo liso .

Figura 4. Estructura de la placa inestable. A) Este tipo de placa se forma como
resultado del progreso de la enfermedad y presenta infiltracion de macréfagos, células
cebadas y linfocitos, ademas de LDL modificada que induce la liberacién de proteasas y
citocinas pro-inflamatorias, que producen la exacerbacién de estado inflamatorio. B) La
placa aterosclerosa inestable se caracteriza por el adelgazamiento de la capa fibrosa de
células endoteliales y células del musculo liso, el crecimiento del nucleo necrotico y el
incremento de la afluencia de macroéfagos y linfocitos T cooperadores-1 (Th, por sus
siglas en inglés) en los extremos de la placa, factores que en conjunto la hacen una
placa propensa a rotura. Modificado de: Inflamacién y aterosclerosis4.

El infarto agudo al miocardio.
La manifestacion clinica mas frecuente en el infarto agudo al miocardio (IAM) es la

aparicion de un dolor precordial opresivo con una duracién mayor a los treinta minutos,
el cual se presenta en el brazo izquierdo y se puede extender hasta el hombro y la
mandibula. También, existe la presencia de biomarcadores de dafio miocéardico, entre
estas se incluyen las troponinas (I y T) y la isoenzima MB de la creatinina cinasa (CK-
MB) y cambios en las derivaciones del electrocardiograma (ECG), que pueden ser
desviaciones positivas 0 negativas de la onda ST, el bloqueo de la rama izquierda del
Haz de His (BRIHH) o el desarrollo de ondas Q patolégicas®:.

En esta Ultima etapa de la enfermedad aterosclerosa ocurre ruptura o ulceracion de la

placa fibrosa (Figura 5A); la vulnerabilidad de la placa es originada por un
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adelgazamiento de la lesién debido a la accion de metaloproteinasas secretadas por los
macrofagos. La degradacion de la capa fibrosa conduce a una hemorragia, donde las
plaguetas activadas se adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formacion de un
trombo en la zona de la lesion vascular, el cual ocluye la luz de la arteria de manera
parcial o total, e induce un estado inflamatorio**4°, y anoxia celular prolongada que

provoca la muerte de las células cardiacas* (Figura 5B).
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Figura 5. Estructura de la placa en el infarto agudo al miocardio. A) El infarto agudo
al miocardio consiste en la oclusibn del vaso sanguineo que genera un evento
isquémico, el cual puede producirse a través de la ruptura de una placa inestable que
libera su contenido, y en respuesta a ello son reclutados plaquetas y factores de
coagulacion que generan un trombo en el sitio de la ruptura. B) Durante el infarto agudo
al miocardio, la capa de células endoteliales-células del musculo liso se fragmenta,
liberando su contenido, con lo cual las plaquetas se aglomeran en el sitio de ruptura
para evitar una hemorragia, mientras que se forma un trombo que a su vez ocluye
parcial o totalmente el lumen de la arteria. Modificado de: Inflamacién y aterosclerosis!®.

19



Macrofagos

Los macréfagos son una poblacion heterogénea de células del sistema inmune innato
presentes en todos los tejidos y érganos. Provienen de dos fuentes principales: saco
vitelino durante el desarrollo temprano y derivados de los monocitos que circulan en
sangre periférica. Asimismo, reciben diferentes denominaciones de acuerdo con su
localizacion: en higado: células de Kupffer, en sistema nervioso central: microglia, y en
hueso: osteoclastos, por mencionar algunos#6:47:48,

La eliminaciéon de células apoptéticas, fagocitosis, presentacion de antigeno a los
linfocitos T, asi como la liberacion de citocinas y quimiocinas constituyen las principales
funciones de los macréfagos. Sin embargo, son células capaces de adaptar su fenotipo
y respuesta, en funcién al microambiente donde se encuentran®%°, Derivado de esta
capacidad, las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los macréfagos pueden
agruparse bajo un modelo que comprende dos fenotipos de macrofagos: macréfagos

M1y macréfagos M2°%, lo cual se ilustra en la Figura 6.

Macréfagos M1

Los macréfagos M1, pro-inflamatorios, o activados clasicamente se caracterizan por la
expresion de marcadores como CD80, CD86, CD68, antigeno leucocitario humano- DR
(HLA-DR, por sus siglas en inglés) y la sintetasa inducible de éxido nitrico (iNOS) en el
humano*®, la liberacién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-12,
una aumentada capacidad de presentacion de antigenos, capacidad microbicida
(debido a la generacién de EROS e intermediarios de alta toxicidad), e induccion de
respuestas tipo 1 linfocitos T cooperadores (Th1)%2. In vivo participan en la eliminacién
de patdgenos durante infecciones, y en la resistencia a tumores. Este fenotipo de
macréfagos se puede generar in vitro a través de la adicion de lipopolisacarido (LPS) y

citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IFN-y*853,
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Macréfagos M2

Los macrofagos activados alternativamente o macrofagos M2, constituyen un grupo
mucho méas heterogéneo, ya que poseen una gran variedad de programas funcionales
en respuesta a los estimulos del microambiente. El fenotipo M2 se divide en cuatro
subgrupos: M2a, M2b, M2c y M2d>?, si bien cada grupo tiene asociada la expresion de
marcadores y liberacion de citocinas especificas, los marcadores mas comunes para
macréfagos M2 son: CD206, CD209, factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF, por sus siglas en inglés), IL-10, IL-12 y TGF-B,

Este fenotipo de macrofago posee una alta capacidad fagocitica, propiedades pro-
angiogénicas y pro-fibréticas, y son productores de componentes de matriz extracelular,
median la eliminacion de parasitos, remodelacion de tejido, progresién de tumores, e
inmuno-regulacidon. Participan en desordenes fibroticos y crénicos como la fibrosis
pulmonar, hepética, la esclerosis sistémica y la miocarditis viral, asi como en las
respuestas mediadas por linfocitos Th248:54.55,

Cada uno de los fenotipos de macr6fagos puede generarse in vitro a través de la
adicidon de los siguientes estimulos: M2a: IL-4, I1L-13, M2b: complejos inmunes y LPS,
M2c: TGF-B, IL-10 y glucocorticoides, M2d: IL-10 y adenosinas®?°4,
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Figura 6. Representacion del modelo de clasificacion de macrdofagos en dos
fenotipos macrofagos M1y macrofagos M2. A partir de un evento inflamatorio y de la
presencia de estimulos especificos, el macréfago se diferencia hacia un perfil M1 6 M2
que comprende una funcién inmunoldgica definida, la produccién de sustancias,
citocinas y quimiocinas especificas y diversas funciones en condiciones patolégicas.
Modificado de: Plasticidad, polarizacion y funcidbn del macréfago en salud y
enfermedad.
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Macrofagos en enfermedad cardiovascular

La respuesta inflamatoria en las lesiones aterosclerosas induce el reclutamiento de
monocitos hacia el espacio subendotelial donde se diferencian a macrofagos y de
pendiendo de las sefiales del microambiente se pueden diferenciar a macréfagos M1 o
M256,

Mientras que la placa comienza a desarrollarse (durante la etapa de placa estable), la
tasa de entrada de monocitos es baja, en comparacion a una placa inestable.
Predomina un ambiente de resolucion de la inflamacion y de reparacion de tejidos. Al
respecto, se ha demostrado que en etapas tempranas del desarrollo la placa
aterosclerosa en el humano y ratén prevalecen macréfagos con un fenotipo M2,57:58 que
se localizan en la superficie de lesiones pequeias y contienen altos niveles de IL-4, la
cual puede inducir y mantener el fenotipo de macréfagos M2, por lo que se sugiere que
estos macrofagos mantienen un efecto ateroprotector promoviendo la proliferaciéon de
células vasculares que contribuyen al mantenimiento y reparacion de la pared
vascular®’.

El desarrollo de la enfermedad conduce de una placa estable a una inestable, en la cual
hay muerte celular, asi como ruptura de la capa fibrosa. En esta etapa se demostrado
en el ratdbn y humano un incremento en el numero de macréfagos M1 en relacion a los
macréfagos M2 en la placa aterosclerosa®’:59.0,

Ademas, la oxLDL®! o bien la proteina C reactiva®® pueden contribuir a este cambio de
macrofagos M2 hacia un fenotipo inflamatorio, caracterizado por la alta produccion de
IL-6 e IL-85%, las cuales favorecen un estado inflamatorio en la placa aterosclerosa. En
etapas avanzadas de la lesion los macr6fagos secretan metaloproteinasas que
degraden la matriz de la capa fibrosa de la placa aterosclerosa, provocando la ruptura
de la placa y como consecuencia el infarto agudo de miocardio®,

En el IAM en el humano se ha demostrado que los macréfagos M1 se acumulan en la
periferia de la zona del infarto y conforme avanza el tiempo del infarto los macrofagos
migran al nGcleo del infarto®; de manera similar en las etapas tempranas del IAM en el
modelos animales predominan los macréfagos M1%° y se sugiere que los macréfagos
M1, los cuales secretan citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1 que contribuyen

a la activacion del miofibroblasto, propiciando la secrecion de colageno y matriz
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extracelular que inducen a la fibrosis del ventriculo®67, o cual puede ser una causa de
muerte en los pacientes. En contraste, en el modelo de ratébn se sugiere que los
macréfagos M2 ayudan a reconstruir el tejido a través de la remocién de tejido dafiado y
secrecion de citocinas como IL-10, facilitando la cicatrizacion de las lesiones y

manteniendo la contractilidad miocéardica, evitando la insuficiencia cardiaca®’-68.

Planteamiento del problema
La aterosclerosis se caracteriza por un alto contenido de macrofagos, particularmente

macrofagos M1 y M2. En lesiones aterosclerosas estables prevalece un fenotipo de
macrofagos M2 y en menor grado macrofagos M1. Sin embargo, conforme avanza las
etapas a placa inestable e infarto agudo de miocardio, estas proporciones se invierten y
prevalecen macrofagos M1 los cuales expresan en superficie otros marcadores como
CD86. A la fecha, no existen estudios que evallen los marcadores de superficie
asociados a los macréfagos M1 y M2 diferenciados de monocitos de sangre periférica
de pacientes con angina de pecho estable, inestable e infarto agudo de miocardio en el
humano. Conocer los marcadores expresados en los macréfagos puede ayudar a
comprender mejor el fenotipo M1 y M2 en las enfermedades croénicas e inflamatorias y a
describir el fenotipo a través del desarrollo de la enfermedad.

Por lo que el proyecto se dirige a contestar la siguiente pregunta:

¢Las condiciones de cada etapa de la enfermedad cardiovascular influiran en el
fenotipo de marcadores superficie de macréfagos M1 y M2 diferenciados de monocitos
humanos provenientes de sangre periférica?

Hipotesis

La expresibn de los marcadores asociados fenotipicamente a macrofagos M1
aumentara a través de las etapas de desarrollo de la enfermedad, mientras que la
expresion de los marcadores asociados a macréfagos M2 disminuird conforme avanza

la enfermedad.
Objetivo general

Determinar la expresion de marcadores de macrofagos M1 y M2 en pacientes con

enfermedad cardiovascular, en comparacion con sujetos sanos.
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Objetivos especificos
1. Inducir in vitro la diferenciacion de monocitos derivados de los pacientes con angina

de pecho estable, inestable, infarto agudo al miocardio y sujetos sanos a macréfagos
M1y M2.

2. Evaluar los niveles de expresion de los marcadores de superficie asociados a
macrofagos M1 y M2 derivados de monocitos de pacientes con angina de pecho

estable, inestable, infarto agudo al miocardio y sujetos sanos.

Material y métodos

Tipo de estudio

Experimental

Grupos de estudio
Se incluyeron 15 casos concurrentes de pacientes que ingresaron a la unidad médica

de alta especialidad (UMAE), Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, y que cumplieron con los criterios de seleccion.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion Médica y Etica Humana del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) el 10 de julio de 2017 (R-2017-785-074).
Este estudio se llevd a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaracion de
Helsinki y se inform¢ a todas las personas incluidas sobre la naturaleza del estudio. A
todos los participantes se les pidié que firmaran una carta de consentimiento.

Para la toma de muestras, los pacientes con SICA se incluyeron dentro de las 24 horas
de iniciados los sintomas y los pacientes con angina estable se consideraron después
del cateterismo cardiaco diagndstico una vez que se demostrd sangre la presencia de
lesiones coronarias significativas. La toma de muestra de los pacientes con infarto
agudo al miocardio incluy6 las siguientes determinaciones: evaluacion ECG de 12
derivaciones y de ser necesario el circulo completo, la determinacién de marcadores de
necrosis miocardica ((CK-MB) y/o troponinas), y de marcadores inflamatorios de riesgo
(proteina C reactiva, fibrinbgeno), quimica sanguinea, hemoglobina, plaquetas y perfil

de lipidos. Los sujetos sanos se reclutaron del banco de sangre.

25



Criterios de inclusion para pacientes

Pacientes de cualquier género, edad entre 37 a 75 afios.

2. Pacientes con diagndstico de angina inestable, dentro de las 24 horas de

iniciados los sintomas.

3. Se considerard como angina inestable a los pacientes que tengan 2 o mas de los

siguientes criterios:

A. Dolor precordial de tipo isquémico con duracion menor de 30 min. cuyo

B.

inicio de presentacion desde el primer evento sea menor de 8 semanas, 0
gue en este tiempo exista cambios en el patron de presentacion de los
eventos de angina en pacientes con angina estable previa, o angina 48
horas a 4 semanas después de un infarto del miocardio. Acompafado o
no de sintomas neurovegetativos.

Cambios electrocardiograficos en el segmento ST y/o en la onda T.

C. Ausencia de elevacion de marcadores de necrosis miocardica (CPK total o

MB).

D. Firma de consentimiento informado.

4. Se consideraran pacientes con angina estable:

A. Pacientes en clase funcional Il o Ill por angina de acuerdo con la

B.

clasificacion de la Sociedad Cardiovascular Canadiense (CCS, por sus
siglas en inglés).

Ausencia de datos que sugieran cambios en el patrén de presentacion de
los eventos de angina en al menos los Ultimos 2 meses, o la presencia de
eventos de angina en reposo O presencia de cambios
electrocardiogréaficos en el segmento ST en reposo.

Pacientes que ingresen al hospital programados para la realizacion de
estudio angiografico donde se demuestre la presencia de al menos 50%

de estenosis de una 0 mas arterias coronarias epicardicas.

D. Firma de consentimiento informado.

5. Se consideraran pacientes con infarto agudo al miocardio con la presencia de

biomarcadores de necrosis miocéardica ((CK-MB) y/o troponinas), mas uno de los

siguientes criterios:
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. Dolor precordial de tipo isquémico = 30 min. de duracion, acompanado o
no de disnea, diaforesis, nausea y/o vomito.

Desnivel positivo del segmento ST igual o mayor de 1 mm en 2 0 mas
derivaciones que vean la misma cara o presencia de BRIHH de reciente
aparicion.

. Presencia de ondas Q patologicas de Novo en por lo menos 2
derivaciones contiguas.

. Firma de consentimiento informado.
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Criterios de exclusion para pacientes

Pacientes que cursen con sindrome anémico.

2. Antecedentes de enfermedad neoplésica, inflamatoria crénica o proceso
infeccioso activo.

3. Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o inmunosupresores.

4. Niveles de creatinina = 1.6 mg/dI.

5. Trombocitopenia o discrasia sanguinea conocida.

6. Pacientes a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria para los

ensayos.

7. Pacientes en los que no se logre obtener el nUmero de monocitos necesarios
para los experimentos.

8. Pacientes con mala ventana ecocardiografica.

Pacientes con infarto del miocardio previo.

Criterios de no inclusion para pacientes

1. Datos de sangrado mayor activo.

Criterios de inclusion para sujetos sanos

1. Sujetos de cualquier género.

2. Edad entre 37 a 55 afios

3. Sujetos sin datos electrocardiograficos o clinicos sugestivos de isquemia
miocardica, o alteraciones en el ritmo o la conduccién.

4. Sujetos sin factores de riesgo cardiovascular mayor.

Firma de consentimiento informado.

28



Criterios de exclusion para sujetos sanos

1.

Sujetos que presenten datos electrocardiograficos sugestivos de isquemia
miocardica.

Sujetos con antecedentes de enfermedad neoplasica, inflamatoria crénica o
proceso infeccioso activo.

Antecedentes de tratamiento previo con antinflamatorios o inmunosupresores.
Sujetos a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria para los
ensayos.

Sujetos en los que no se logre obtener el nimero de monocitos necesarios para

los experimentos
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Definicion de variables

Variables independientes

Definiciéon conceptual: Definicidn operativa: Tipo de Escala de medicién
variable

Células provenientes de
los diferentes grupos: Los pacientes con SICA son aquellos que | Se considera pacientes con SICA a
presentan  manifestacion  clinica  de | aquellos que ingresen con diagndstico
isquemia aguda o0 necrosis miocardica | de angina inestable, infarto agudo de
aguda debida a reduccién del flujo | miocardio sin elevacion del segundo ST
sindrome coronario | coronario, aporte de oxigeno miocardico | o infarto con elevacién del segmento
insuficiente, desequilibrio entre el aporte y | ST.

demanda de oxigeno, asociada a la
enfermedad arterial coronaria con erosion o
ruptura de la placa aterosclerosa y la
subsecuente oclusion parcial o total de la
luz del vaso.

l. pacientes con

agudo

grupo I, grupo Il y

nominal grupo Il
I. pacientes con | Se considera paciente con angina estable | Se considerara pacientes con angina
aquel que presenta dolor precordial de tipo | estable aquel que presenta eventos de
isquémico que no ha modificado su forma | angina en clase funcional II-lll de la
de presentacién en los Ultimos 2 meses, | CCS, o bien, que cuente con prueba
habitualmente se presenta con el esfuerzo | inductora de isquemia positiva, que
y cede con el reposo. requiera de estudio de angiografia
coronaria donde se demuestre al menos
la presencia de obstruccion de >50% de
alguna arteria coronaria epicardica.

angina estable

[l sujetos sanos. Se considera un sujeto sano por la | Se considera a sujetos sanos a aquellos
ausencia de enfermedad o estado | en quienes de descarte la presencia de
patolégico alguno signos o0 sintomas de isquemia

miocardica, enfermedad inflamatoria
crénica, neoplasica o infecciosa.

30



Factor estimulante de

colonias de granulocitos

Es una citocina producida por linfocitos T,

Es una citocina que induce la activacién

macrofagos células  endoteliales vy . inal t t
] . : , de macréfagos romueve la | NOMinal presente o ausente.
y macréfagos (GM-CSF, | fibroblastos estromales activados que diferenciaci()ng de Iasycélurl)as dendriticas
. Lo actla sobre medula 6sea para aumentar la ; .
por sus siglas en inglés) - e P : y de monocitos a macrofagos.
produccion de neutréfilos y monocitos.
o . . . Es una citocina que induce la activacion
Factor estimulante de | ES una citocina producida por linfocitos T, q
. . . de macréfagos y promueve la
colonias de macréfagos | macrofagos, las células endoteliales y i cion de | _ nominal presente o ausente.
. . iferenciacion de los monocitos a
fibroblastos estromales activados que

(M-CSF, por sus siglas en

inglés)

actia sobre medula 6sea estimulando la

produccion de monocitos.

macrofagos estimulando la produccion

de monocitos.

Variables dependientes

Moléculas de superficie:
CD80, CD86, HLA-DR,
CD36, CD163, CD206 las

células se evaluaran por

Definicién conceptual Definicidn operativa Tipo de | Escala de medicién
variable
variable  de

CD80 y CD86 son moléculas de superficie | Se realizaran las mediciones de 1as | razén. cuantitativa continda.

celular presente en células presentadoras

de antigenos. Proporciona un estimulo

moléculas mediante citometria de flujo.
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citometria de flujo

necesario para la activacion celular. HLA-
DR es una molécula de superficie celular
presente en las células presentadoras de
antigenos.  Proporciona un  estimulo
necesario para la activacion de linfocitos
CD36, CD163 y CD206 son receptores de
reconocimiento de patrén. Proporcionan

sefiales para la activacion celular.
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Metodologia

Diagrama de flujo

Determinacion de moléculas de superficie en
macroéfagos M1 y M2

Obtencion de

muestras
Sujetos sanos sanguineas
Angina estable
Angina inestable
IAM Obtencidn de
células

mononucleares

Purificacion de
monocitos

Diferenciacion de
monocitos a

macrofagos
M1 M2
GM-CSF M-CSF
(50 ng/mL) (50ng/mL)
6 dias 6 dias
LPS IL-4
(100ng/mL) (50ng/mL)
IFN-y IL-13
(50ng/mL) (40ng/mL)
24h 24h
Medicién de moléculas de
superficie por citometria de flujo
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Obtencion de células mononucleares

La muestra de sangre se diluyo en solucion salina isotonica (SSI), en una relacion 1:2.
Posteriormente, se colocaron 7 ml de sangre diluida sobre 3 ml de Lymphoprep ®
(Stem Cell) en un tubo de 15 ml y se centrifugdé a 2000 revoluciones por minuto (rpm)
30 minutos. Se recupero la interfase formada entre el Lymphoprep y el plasma, y las

células obtenidas se lavaron tres veces con SSI.

Purificacién de monocitos

Se realiz6 la purificacién de monocitos totales, mediante seleccion negativa utilizando el
kit “Classical Monocyte Isolation Kit, human” (Miltenyi Biotec), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Por cada 107 células mononucleares, se
resuspendieron en 30 pl de MACS buffer [Solucién amortiguadora de sales de fosfato
(PBS) 1X pH 7.4, albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) 0.5%, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM] y se adicionaron 10 ul de anticuerpo bloqueador
de receptores de la fraccion cristalizable (FCR ) y 10 ul de coctel de anticuerpos
biotinilados dirigidos a linfocitos T, linfocitos B, células NK, vy granulocitos; luego se
incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 30 pl
de buffer MACS y 20 ul de microesferas magnéticas acopladas a anticuerpo anti-
biotina, mezcla que se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se
hizo pasar por la columna de separacion LS (Miltenyi Biotec), recuperando la fraccién

negativa, correspondiente a lo monocitos totales.

Diferenciacién de monocitos a macrofagos

Los monocitos (300,000 células/pozo) se cultivaron durante cinco dias con GM-CSF (50
ng/ml) para macréfagos M1, y con M-CSF (50 ng/ml) para macrofagos M2.
Posteriormente al sexto dia, las células cultivadas con GM-CSF se estimularon con IFN-
y (50 ng/ml) y LPS (100 ng/ml) y los monocitos cultivados con M-CSF se trataron con IL-
4 (50 ng/ml) e IL-13 (40 ng/mL), durante 24 horas.
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Determinacion de moléculas de superficie en macréfagos.

Las células fueron marcadas con Zombie Violet™, como marcador de viabilidad. Los
macréfagos M1 y M2, se incubaron con anticuerpos antihumanos (Biolegend): anti-
CD80 acoplado a ficoeritrina conjugada a cianina 5 (PECy5), anti-HLA-DR acoplado a
afilococianina conjugada a cianina 7 (APCCy7), anti-CD86 acoplado a afilococianina
(APC) y anti-CD163-APC, anti-CD206 acoplado a ficoeritrina (PE), anti-CD36 acoplado
a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) respectivamente, durante 20 minutos a 4°C en
oscuridad. Finalizada la incubacion, las células se lavaron con FACS buffer (PBS 1X pH
7.4, BSA 0.5%, azida de sodio 0.01%, EDTA 2mM, y suero fetal bovino (SFB)) y se
fijaron con 35 ul de para-formaldehido al 2%, para su andlisis en el citometro de flujo
FACS Canto Il, como se observa en la Figura 7. El analisis de expresion de moléculas

se realiz6 mediante el software Flow Jo version 10.
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Estrategia de analisis del fenotipo celular de macréfagos M1y M2

La estrategia de andlisis que se empleo fue la misma para macrofagos M1 y
macrofagos M2, brevemente consistio en excluir eventos dobles, delimitar la zona de
macrofagos y seleccionar aquellas células que se encontraban viables, con esta
seleccion se procedid a determinar de manera independiente y por separado la
fluorescencia emitida por cada uno de los marcadores de macréfagos M1 y macrofagos
M2.

M1

A) B) C)

% Live cells
96.7

singlets B . Macrophages
E 93.3 ' 92.0

FSC-A Zombie Violet

Macrophages % Live cells

97.7

Singlets
4 92.8 4 . 4

Zombie Violet

Figura 7. Estrategia de andlisis de citometria de flujo. Cada fila de imégenes
muestra la estrategia para cada fenotipo de macréfago. A) A partir de una grafica de
singletes FSC-A vs FSC-H (forward scatter-area vs forward scatter-height) se
excluyeron eventos dobles, B) usando la grafica de tamafio contra granularidad (FSC-A
y SSC-A (side scatter-area) se delimitd la region de macréfagos y C) utilizando la
grafica de complejidad contra el marcador de viabilidad “Zombie Violet”, se excluyeron
las células muertas del analisis, una vez delimitada esta zona, la expresion de los
marcadores para macréfagos M1 (CD80, CD86, HLA-DR) y para macrofagos M2
(CD206,CD36,CD163) se determinG en una grafica de complejidad contra la
fluorescencia acoplada al marcador seleccionado.
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Anélisis estadistico

Para la comparacion de las variables cuantitativas de los grupos se utilizé Kruskal-
Wallis. Los datos estén representados como media mas desviacion estdndar (SD). Se
considero un valor de p < 0.05. El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando

el programa de computo Graphpad Prism 7.
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Resultados

Datos demograficos de los sujetos participantes en el estudio.

Se reclutaron 15 sujetos sanos para este estudio, 9 de ellos pertenecen al sexo
masculino y 6 al sexo femenino, con una edad promedio de 38 afios. En la siguiente
tabla (Tabla 1), se muestran los datos demogréaficos de los pacientes reclutados para el
estudio, se reclutaron 15 pacientes por grupo, cuyas caracteristicas demograficas se
muestran en la siguiente tabla. Para determinar si existian diferencias entre los grupos
estudiados, los datos se analizaron estadisticamente a través de la prueba de U-Mann
Whitney, sin embargo, no existen diferencias estadisticamente significativas con los
pardmetros evaluados a excepcion del valor de CK-MB entre los pacientes con AE e
IAM (p<0.0066).
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Tabla 1. Datos demograficos de los pacientes reclutados en el estudio.

Grupo de pacientes Andlisis
Caracteristicas AE Al IAM estadistico
n=15 n=15 n=15 (resultado)
Edad, (afios) 60.3+10.6 | 60.8+8.6 | 62.6+10.6 ns
Sexo,
_ _ 14/1 9/6 11/4 ns
(masculino/femenino)
Diabetes mellitus 8/15 8/15 7/15 ns
Hipertension 6/15 11/15 11/15 ns
Hiperlipidemia 6/15 7/15 10/15 ns
Fumadores 11/15 5/15 4/15 ns
Obesidad 6/15 8/15 7/15 ns
indice de masa
28.846.0 | 29.145.2 28.145.0 ns
corporal, (kg/m?)
Creatinina sérica,
1.19+0.98 | 0.82+0.14 | 1.55+2.25 ns
(mg/dl)
CK-MB max., (1U/l) 24.5+14.6 | 41.6+32.6 | 192.4+127.6 | *p<0.0066

ns: no significativo *Diferencia significativa entre el grupo AE e IAM

Los valores se muestran como la media + desviacion estandar de acuerdo con

distribucién empleada.

Caracterizacion del fenotipo de macréfagos M1y M2.

39

Los monocitos totales obtenidos de sangre periférica de sujetos sanos se usaron para
caracterizar la polarizacién de monocitos hacia macréfagos M1 y M2. Los monocitos se
trataron con GM-CSF, IFN-y y LPS para obtener macréfagos M1. Y con M-CSF, IL-4 e
IL-13 para obtener macrofagos M2. Los marcadores CD80, CD86 y HLA-DR se han
utilizado como marcadores fenotipicos de macrofagos M1, al evaluar la expresion de

estos marcadores en los macréfagos M1 polarizados, encontramos un aumento




significativo en la expresion todos los marcadores con respecto a la expresion que se
observo en los macréfagos M2 (En la Figura 7 se muestra la estrategia de analisis de
los marcadores en los macréfagos por citometria de flujo).

Mientras tanto, los macr6fagos M2 expresaron una mayor cantidad de CD206, CD36, y
CD163 de manera significativa en comparacion con los macrofagos M1 (Figura 8). Los
resultados obtenidos sugieren que los monocitos se polarizan a macréfagos M1 (GM-
CSF, IFN-y y LPS) y M2 (M-CSF, IL-4 e IL-13). Por lo que se procedio a usar estas
condiciones para polarizar a monocitos derivados de sangre periférica de pacientes con
AE, Al, IAM y sujetos sanos a macréfagos M1y M2.
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Figura 8. Caracterizacion de macréfagos M1 y M2. ) Los monocitos de sujetos
sanos, fueron tratados durante 6 dias con GM-CSF (25 ng/mL) y posteriormente con
IFN-y (50 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 24 horas para obtener macrofagos M1. Il)
Los macréfagos M2 fueron cultivados durante 6 dias con M-CSF (50 ng/mL), y después
durante 24 horas con IL-4 (50 ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL). Se evaluaron los marcadores
caracteristicos asociados a macréfagos M1 la) CD80, Ib) CD86 y Ic) HLA-DR y a
macrofagos M2 lla) CD206, lIb) CD36, lic) CD163. Los niveles de expresion estan
expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF) y (media +SD) *p<0.05,
**p<0.01, **p<0.01, ****p<0.0001.

40



Determinacién de fenotipo de marcadores de macréfagos M1 en pacientes

Los macréfagos M1 de los pacientes con AE expresan niveles mas elevados de CD80
con una media de 13053 + 9522 de IMF que los macrofagos M1 de sujetos sanos con
una media de 5610 + 3476 de IMF como se muestra en la Figura 9A. Mientras tanto,
los macrofagos M1 de los pacientes con IA muestran un incremento significativo de
CD80 con una media de 17667 + 3231 y en el mismo sentido los pacientes con IAM
muestran un incremento de 14628 + 2197 en comparacion con los sujetos sanos. En
relacion con las etapas de la enfermedad y los niveles de CD80 determinados Se
observa un incremento gradual de la expresion de CD80 a medida que avanza la
enfermedad (Figura 9A).

En tanto que, los niveles de CD86 incrementaron significativamente en pacientes con
AE con una media de 26195 + 4591, en los pacientes con Al en 25009 + 5528 y en los
pacientes con IAM en 24076 = 4470 de IMF en comparacion con la expresion de CD86
en sujetos sanos con una media de 5739 + 1088. En relacion con las etapas de la
enfermedad la expresion de CD86 incrementa en la AE e IA, y disminuye en el IAM
(Figura 9B). Ademas, los macréfagos M1 aumentan considerablemente los niveles de
HLA-DR en pacientes con AE con una media de 30685 + 6669, pacientes con Al con
una media de 33633 + 5306 y pacientes con IAM con una media de 37033 + 6162 de
IMF con relacion a sujetos sanos con una media de 8279 + 1579 de IMF de HLA-DR.
Los macrofagos M1 aumentan gradualmente los niveles de HLA-DR conforme progresa

la enfermedad cardiovascular (Figura 9C).
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Figura 9. Expresiéon de marcadores de macrofagos M1 en pacientes con
enfermedad cardiovascular y sujetos sanos. Se obtuvieron macréfagos M1 mediante
el cultivo de monocitos de sangre periférica durante 6 dias con RPMI+10%SFB-GM-
CSF (50ng/mL) y 24h con IFN-y (50ng/mL), LPS (100 ng/mL). A través de citometria de
flujo se determind la expresion de A) CD80, B) CD86 y C) HLA-DR. Los niveles de
expresion se presentan como IMF y (media +SD). AE: Angina estable, Al: angina
inestable, IAM: Infarto agudo al miocardio. *p<0.05.

Determinacién de fenotipo de marcadores de macréfagos M2 en pacientes
Los macrofagos M2 derivados de monocitos de pacientes con AE mostraron una media

de 18699 + 2200 de IMF de CD36 y los pacientes con Al presentaron una media de
16469 = 4047 de IMF de CD36 y no se encontraron diferencias con respecto a los
macrofagos M2 derivados de monocitos sanos que fue de 14237 + 3516 de IMF de
CD36 como se muestra en la Figura 10A.

Sin embargo, los macréfagos M2 de pacientes con STEMI mostraron una media de
35490 * 6428 de IMF de CD36 que fue estadisticamente significativa con relacion a la
mostrada por los sujetos sanos (Figura 10A). Mientras tanto, al determinar los niveles
de expresidbn de CD206 encontramos que los macrofagos M2 de sujetos sanos
expresan una media de 4854 + 1296 de IMF de CD206. Mientras tanto, los macréfagos
M2 de pacientes con AE mostraron una media de 21028 + 3219, los macrofagos M2 de
pacientes con Al una media de 21906 * 4110 y los macrofagos M2 derivados de
pacientes con STEMI una media de 36622 + 6457 de IMF de CD206, en las tres

condiciones de la enfermedad la expresion de CD206 en los macréfagos se encuentra
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aumentada de manera significativa con relacion a la expresion de este marcador en
macrofagos M2 de sujetos sanos (Figura 10B). Al determinar la expresion de CD163 en
macrofagos M2 de los pacientes con enfermedad cardiovascular no se encontraron
diferencias significativas en relacién con la expresada de macrofagos M2 de sujetos
sanos (Figura 10C).
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Figura 10. Expresion de marcadores de macréfagos M2 en pacientes con
enfermedad cardiovascular y sujetos sanos. Se obtuvieron macrofagos M2 mediante
el cultivo de monocitos de sangre periférica durante 6 dias con RPMI+10%SFB-M-CSF
(50ng/mL) y 24h con IL-4 (50ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL). A través de citometria de flujo
se determing la expresion de A) CD36, B) CD206 y C) CD163. Los niveles de expresion
se presentan como IMF y (media +SD). AE: Angina estable, Al: angina inestable, IAM:
Infarto agudo al miocardio. *p<0.05.
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Discusion

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica, asociada con enfermedades
cardiovasculares que involucran a la arteriopatia coronaria crénica (angina estable) y el
SICA (angina inestable e infarto agudo de miocardio) que ocupa la primera causa de
muerte en nuestro pais*®®70 y la principal causa de mortalidad en edad productiva y
post productiva de 15 a 64 afios y 65 afios y mas, respectivamente3. Con respecto a las
caracteristicas demograficas de los pacientes reclutados y el analisis realizado a los
pardmetros podemos observar que Unicamente existen diferencias en los valores de
CK-MB durante AE e IAM, al respecto se han reportado diferencias entre la expresion
de esta enzima ya que aumenta en eventos de necrosis miocardica, y es utilizada como
un biomarcador de infarto agudo al miocardio’®.

La relacién entre macrifagos y aterosclerosis se ha estudiado en modelos murinos y
humanos. Donde se conoce que los macrofagos participan principalmente en el control
de la respuesta inmunolégica de la placa aterosclerosa’?. Dado que los macréfagos
son una poblacion altamente heterogénea, los macrofagos M2 y M1 estan presentes en
las todas la etapas de desarrollo de la placa ateroclerosa’747576.77.78Se ha establecido
que los monocitos provenientes de sangre periférica se reclutan al espacio
subendotelial donde se diferencian a macréfagos y comienzan a formar una placa
aterosclerosa que al inicio de la enfermedad posee una estructura estable, y actividad
inflamatoria baja, donde los fenotipos de macréfago M1 y M2 coexisten en la placa®®.
Con el modelo de estudio de este protocolo determinamos in vitro el fenotipo de
macrofagos M1 y M2 derivados de monocitos de pacientes con angina de pecho
estable, inestable e infarto agudo de miocardio, asi como de sujetos sanos. Los
resultados obtenidos, mostraron que los macréfagos M1 presentaron una mayor
expresion de moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) en los tres grupos de los
pacientes, mientras que los macrofagos M2 aumentaron la expresion de CD36 en los

pacientes con IAM y de CD206 en pacientes con AE, Al e IAM.
Con base en lo mencionado anteriormente, determinamos el fenotipo de macréfagos
M2, donde se encontré que los macrofagos M2 de pacientes con AE no presentaron

cambios en CD163, y Unicamente se observd un incremento no significativo con
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respecto a los macrofagos de individuos sanos. Sin embargo, los macrofagos M2 de
pacientes con AE expresaron altos niveles de CD206 en comparacion con la expresion
de este receptor en los macréfagos M2 de sujetos sanos. Evidencias previas han
demostrado por inmunohistoquimica, la expresion de CD206 en placas estables de
humanos’ y la prevalencia de macréfagos M2 en las lesiones tempranas de placas
aterosclerosas humanas®’-°8, Asimismo, se ha observado que las placas aterosclerosas
estables en modelos murinos contienen altos niveles de IL-4, esta interleucina induce la
polarizacion de macrofagos hacia el fenotipo M2 y promueve en ellos el eflujo de
colesterol y la capacidad de eferocitosis®, también se ha relacionado a IL-4 en la
proliferacién de células vasculares®’. De esta forma IL-4 y los macré6fagos M2 pueden
contribuir al mantenimiento y reparacion de la intima evitando el desarrollo progresivo
de lesiones aterosclerosas en la etapa de AE.

En esta misma etapa de la enfermedad determinamos que los macrofagos M1 de
pacientes expresaron altos niveles de CD80, CD86 y HLA-DR. Resultados similares
han observado el aumento de la expresién de CD80 y CD86 en macriéfagos M1 en la
etapa inicial de desarrollo de la placa, donde se concluye que los macrofagos M1 se
encuentran activados®®8, Es importante mencionar que la activacion de macréfagos
promueve la liberacién de citocinas y la activaciéon de otros tipos celulares,®? que a su
vez podrian contribuir con la generacion de un microambiente inflamatorio. Como se
muestra en los resultados que sugieren que los macréfagos M1 derivados de los
pacientes con angina estable e infarto agudo al miocardio aumentaron la expresion de

los marcadores de superficie relacionados con el estado inflamatorio.

La acumulacion progresiva y sostenida de lipidos y material celular generan el
desbalance de la respuesta pro-inflamatoria y anti-inflamatoria, asi, el desarrollo de la
enfermedad conduce de una placa estable a una inestable®’’. En este contexto,
determinamos que los macréfagos M2 en la Al mantuvieron niveles elevados de CD206
con relacion a los macréfagos M2 de sujetos sanos y ligeramente mostraron una
disminucion con los macrofagos M2 de pacientes con AE. En similitud con nuestros
resultados se ha demostrado un incremento en la expresion de CD206 en las placas de

pacientes con Al, aunque en menor grado que los pacientes con AE. Asimismo, un
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analisis semicuantitativo de placas aterosclerosas revel6 una menor expresion de
CD206 (con respecto a los marcadores de macrofagos M1),en las zonas propensas a
rotura®®. Sugiriendo una disminucién de los macréfagos M2 en la capa fibrosa de la
lesion a medida que se desarrolla la enfermedad.

CD36 funciona como un receptor “scavenger” en los macréfagos, capta lipidos oxidados
como las oxLDL, y con ello propicia la formacion de células espumosas que exacerban
el estado inflamatorio en la placa aterosclerosa®, altos niveles de CD36 soluble se han
correlacionado positivamente con el desarrollo de la enfermedad®. No obstante, en
nuestro estudio observamos el aumento de la expresion de CD36 en la AE y Al sin
encontrar diferencias significativas con respecto a la expresion en sujetos sanos.

Con respecto a los macréfagos M1 de los pacientes con Al, estos expresaron altos
niveles de CD80, CD86 y HLA-DR con respecto a los sujetos sanos y ligeramente
niveles mayores de CD80 y CD86 que los macrofagos M1 de pacientes con AE. En la
literatura se han descrito resultados similares donde se observan altos niveles de
expresion CD80 y CD86 en placas vulnerables con relacion a las placas estables®®.
Ademas, se ha observado en el ratbn y humano un incremento en el nimero de
macréfagos M1 en relacién a los macréfagos M2 en la placa aterosclerosa®’ %0, Se
conoce que estimulos como la oxLDL®' o la proteina C reactiva® en la placa
aterosclerosa pueden contribuir al cambio de macr6fagos M2 hacia un fenotipo
inflamatorio, caracterizado por la alta producciéon de IL-6 e IL-85, lo que favorece el
estado inflamatorio en la placa aterosclerosa y por ende la presencia de macréfagos
M1.

Cabe mencionar que CD80 y CD86 participan en el proceso de co-estimulacion de
linfocitos, evidencias in vivo han puesto de manifiesto que la deficiencia de CD80, CD86
en modelos murinos susceptibles de desarrollar placas aterosclerosas, muestran una
reduccion en el desarrollo de la placa, asi como una disminucién en la expresion de
HLA-DR y CD3 en comparacion con ratones susceptibles a desarrollar placas que
expresan CD80 y CD868%. Acorde con nuestros resultados, el incremento en la
expresion de HLA-DR y moléculas co-estimulatorias en las etapas de Al e IAM, sugiere
la participacion dinamica de las moléculas de presentacién de antigenos y moléculas

co-estimulatorias en la progresion de la enfermedad cardiovascular.
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En etapas avanzadas de la lesion los macrofagos secretan metaloproteinasas que
degradan la matriz de la capa fibrosa de la placa aterosclerosa, provocando la ruptura
de la placa y como consecuencia el infarto agudo de miocardio®2.

En el IAM los macrofagos M2 expresaron altos niveles de CD36 y CD206 en
comparacion con los macréfagos M2 de sujetos sanos, asi como con los macréfagos
M2 derivados de pacientes con AE y Al. En este sentido se ha demostrado una alta
expresion de CD206 y CD36 en macrofagos M2 durante el IAM. CD36 es un receptor
importante para la fagocitosis de neutrofilos apoptoticos, lo que contribuye a una
disminuciéon del proceso infamatorio en el IAM®87, Por otro lado, los macréfagos M1 en
el IAM expresaron altos niveles de CD80, CD86 y HLADR. Estos resultados sugieren
que los macréfagos M1 se encuentran activados después del infarto, lo cual puede
contribuir a la respuesta inflamatoria en el miocardio dafiado. Existen reportes que
refuerzan estos resultados, los cuales han demostrado que en las primeras 24 horas
después del dafio isquémico en el tejido cardiaco, los macrofagos M1 favorecieron el
proceso inflamatorio®®8, La sobreexpresion de estas moléculas co-estimuladoras en
los macréfagos M1 de los pacientes con IAM podria mejorar su presentacion y
capacidad co-estimuladora para la activaciéon de linfocitos T®. desencadenando la

respuesta inflamatoria después del infarto.
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Conclusiones

En los pacientes con AE y Al los macréfagos M2 expresaron altos niveles de CD206 y
los macréfagos M1 altos niveles de CD80 y CD86. Durante el IAM se mantuvo la
expresion elevada de las moléculas mencionadas anteriormente, ademas se elevo la
expresion de CD36 en macrofagos M2. Estos resultados sugieren que los macréfagos
M2 podrian contribuir en la regulacion de la respuesta inflamatoria en la AE y Al y con la
remodelacion de tejido en 1AM a través de la expresion elevada de CD206 y CD36, sin
embargo, podria ser superada por la alta expresion de marcadores co-estimuladores de

macréfagos M1, relacionados con inflamacion.
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Perspectivas

En base a estos resultados se propone analizar los niveles de citocinas caracteristicas
para macrofagos M1 y M2 en el sobrenadante de los cultivos celulares y en el plasma

de los pacientes.
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