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Resumen 
 

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica considerada la primera causa 

de muerte en el mundo. En esta enfermedad se forma una lesión o placa en la íntima 

de las arterias dónde una gran cantidad de moléculas y tipos celulares participan. Los 

macrófagos son las células más abundantes en la placa y se ha observado la presencia 

de macrófagos M1 y M2, cuyas funciones están relacionadas con la progresión o 

regresión 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 información 

limitada acerca de la caracterización de macrófagos 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 (cardiopatía isquémica) y se 

diferenciaron a macrófagos M1 y M2 a través de la adición de GM-CSF y M-CSF a (50 

mg/mL), respectivamente, durante 6 días, posteriormente los macrófagos M1 se 

activaron con IFN-ɣ y LPS y los macrófagos M2 con IL-4 e IL-13 durante 24 horas. Al 

finalizar el cultivo los macrófagos M1 se marcaron con anticuerpos anti-CD80, anti-

CD86, y anti-HLA-DR y los macrófagos M2 con anticuerpos anti-CD163, anti-CD206 y 

anti-CD36 y se midió la expresión de las moléculas a través de citometría de flujo. En la 

etapa de AE y AI, se observó el incremento de la expresión de moléculas co-

estimulatorias en macrófagos M1, y el incremento de CD206 en macrófagos M2, con 

respecto a la expresión observada en sujetos sanos. En la etapa de IAM se observó 

además el incremento de CD36. Concluyendo que existe incremento en la expresión de 

moléculas co-estimulatorias, mientras que ocurre una regulación mediada por las 

moléculas expresadas en los macrófagos 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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Introducción 
 

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 formación de una placa en la íntima de las arterias de 

mediano y gran calibre. Desde el aspecto clínico, se observa que en el inicio de la 

enfermedad se forma una lesión en la arteria, que se denomina estría 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 oclusión del vaso sanguíneo ocasionando un evento isquémico agudo (infarto 

agudo al miocardio o accidente cerebrovascular). No obstante, la enfermedad 

aterosclerosa comprende además la acumulación de lipoproteínas de baja densidad 

(LDL, por sus siglas en inglés), el daño al endotelio, y la participación de células de la 

respuesta inmune, estos procesos se desarrollan a través de años o décadas y 

suceden de manera continua, lo que convierte a la aterosclerosis en una enfermedad 

crónica e inflamatoria. Las células más abundantes en la placa aterosclerosa son los 

macrófagos, células de la respuesta inmune innata caracterizadas por su amplia 

plasticidad y respuesta de acuerdo con el microambiente en el que se encuentran. Así 

como en otras enfermedades, en aterosclerosis la participación de los macrófagos se 

estudia a través de los modelos de macrófago M1 y M2. Los hallazgos en aterosclerosis 

refieren que macrófagos M1 están relacionados con la producción de citocinas pro-

inflamatorias, metaloproteinasas, y colagenasas, mientras que macrófagos M2 se 

vinculan con la producción de colágeno, de citocinas anti-inflamatorias, y con la 

expresión de receptores scavenger para facilitar el proceso de fagocitosis, debido a ello 

se considera que ambos tipos de macrófagos inciden de manera importante sobre el 

desarrollo o regresión 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 macrófagos humanos, específicamente en lo referente a la expresión de moléculas 

de superficie de macrófagos M1 y M2, por lo que a través de un modelo in vitro 

estudiamos la expresión de estas moléculas utilizando macrófagos derivados de 

monocitos de pacientes que cursan con las diferentes etapas de la enfermedad 

cardiovascular. 



 
10 

 

Marco Teórico 

Enfermedades cardiovasculares 
 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de padecimientos del 

corazón y de los vasos sanguíneos. Las ECV comprenden a la cardiopatía isquémica, 

las enfermedades cerebrovasculares, arteriopatía periférica, trombosis venosa profunda 

y embolia pulmonar, entre otras1. De acuerdo con la Organización 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 año, 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 cardiopatías isquémicas2. A nivel nacional y en el 

mismo año, 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 

corazón 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 años; el tercer lugar en los adultos de 45-64 años y el 

cuarto en personas de 25-44 años3. Predicciones futuras de la OMS sugieren que en 

2030 el número de muertes por ECV podría llegar a 23,6 millones2. La causa  principal  

de las enfermedades cardiovasculares es  el desarrollo de aterosclerosis4. 

 

Aterosclerosis  
 

       La aterosclerosis es una enfermedad que se caracteriza por la acumulación 

progresiva  de material fibroso y graso en la íntima de las arterias de mediano y gran 

calibre (coronarias, carótidas, iliacas y femorales)5, y que tiene como principal 

consecuencia  el  estrechamiento de los vasos sanguíneos6mediante el desarrollo de 

una lesión que se denomina lesión o placa aterosclerosa7,8. 

De manera general, la placa aterosclerosa se compone de LDL, células del musculo 

liso, colágeno, desechos celulares, y macrófagos sin embargo, no consiste únicamente 

en la acumulación de elementos celulares y acelulares, ya que, la acumulación, 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 

inflamatoria8.  

Con relación a la sintomatología, esta enfermedad puede mantenerse asintomática 

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 mantiene9, 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 manifestación de síntomas. 

 

El desarrollo de la placa aterosclerosa 
 
 

 La concentración plasmática elevada de LDL, la participación de células inmunes y la 

respuesta inflamatoria son los principales factores que influyen en el desarrollo de una 

lesión aterosclerosa10,11,12. 

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 liberación de factores anti-trombóticos, y anti-inflamatorios. 

Sin embargo, en condiciones de estrés hidrodinámico en las zonas de flujo turbulento o 

bifurcación arterial el endotelio se activa liberando sustancias pro-trombóticas, 

expresando moléculas de adhesión e incrementando su permeabilidad, lo que 

promueve el ingreso de lipoproteínas como la LDL a la íntima13.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 íntima14 (Figura 1A). Esta 

acumulación, induce la activación del endotelio y con ello la expresión de moléculas de 

adhesión 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  adhesión, moléculas como: molécula de adhesión 

de células vasculares-1 (VCAM-1, por sus siglas en inglés), molécula de adhesión 

intracelular-1 (ICAM-1, por sus siglas en inglés), molécula de adhesión celular endotelial 
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y plaquetaria-1 (PECAM-1, por sus siglas en inglés)15. Además, se liberan factores 

quimio atrayentes como la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, por sus 

siglas en inglés) que promueve la migración de los monocitos circulantes hacia la 

íntima, donde posteriormente se diferencian a macrófagos16(Figura 1B). 

Derivado de la liberación de especies reactivas de oxígeno (EROs), así como de 

procesos enzimáticos, la LDL sufre modificaciones que se reconocen como patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs, por sus siglas en inglés) a través de receptores 

que se denominan scavenger y que incluyen a clúster de diferenciación 36 (CD36)17 en 

los macrófagos. Los macrófagos pueden fagocitar a la lipoproteína de baja densidad 

oxidada (oxLDL, por sus siglas en inglés) y acumularla lo que deriva en su conversión a 

células espumosas18,19. Las cuales liberan mediadores como interleucina-1 (IL-1), factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α, 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 lesión aterosclerosa, lo que propicia la progresión de la placa y el desarrollo de 

la enfermedad cardiovascular20. Este proceso se ilustra de manera breve en la Figura 

1C. 
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Figura 1. Inicio de la formación de una lesión aterosclerosa. A) El proceso 
aterogénico inicia con la captación de LDL hacia el espacio subendotelial donde se 
retiene debido a su afinidad por los proteoglicanos, esta acumulación produce la 
disfunción del endotelio, el cual libera quimiocinas y  EROs  que producen, la 
modificación de la LDL por oxidación (oxLDL) B) La activación del endotelio, produce la 
liberación de quimiocinas y la expresión de moléculas de adhesión por las células 
endoteliales, procesos que permiten la migración de los monocitos circulantes hacia la 
íntima C) En la íntima los monocitos  se diferencian a macrófagos y a través de 
receptores scavenger y receptores tipo de unión 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 estímulos del microambiente que los rodea. Este microambiente 
promueve la acumulación de células espumosas y el reclutamiento de otros tipos 
celulares como células dendríticas, células cebadas y linfocitos B y T, lo que a su vez 
conformara la estructura de la lesión. Modificado de: Inflamación y aterosclerosis14. 

Cardiopatía isquémica  
 

 La cardiopatía isquémica es una enfermedad cardiovascular crónica y progresiva que 

se define como la acumulación dinámica y reversible de placa aterosclerosa en arterias 

epicárdicas20, cuya principal consecuencia es el desequilibrio entre el aporte y demanda 

de oxígeno en el miocardio21,13.  

La cardiopatía coronaria engloba diversas presentaciones clínicas como la angina 

estable (AE) y los síndromes coronarios agudos (SICA): angina inestable (AI) e infarto 

agudo al miocardio (IAM), que constituyen un continuo en la historia natural de la 

cardiopatía coronaria y cuya manifestación principal es la angina: una sensación 
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incomoda en el tórax y las estructuras anatómicas vecinas inducida por el desequilibrio 

en la oxigenación20,13.La evolución temporal y la gravedad del daño isquémico están 

directamente relacionados con diversas presentaciones clínicas de la cardiopatía 

isquémica13,como se muestra en la Figura 2. En esta enfermedad la placa 

aterosclerosa es considerada el sustrato anatómico 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 inestable22, 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.  

 

 

 

 

Figura 2. Hallazgos fisiopatológicos en la cardiopatía isquémica. A) Las arterias 
coronarias normales tienen un diámetro amplio, y su endotelio funciona con normalidad. 
B) En la angina estable la placa aterosclerosa y la vasoconstricción inapropiada 
(inducida por el endotelio disfuncional) disminuyen el lumen vascular y el flujo 
sanguíneo coronario. C) En la angina inestable continua la disminución de la irrigación 
sanguínea coronaria puede producirse disrupción la placa, y la formación de un trombo 
que se reabsorbe y no contribuye en la estenosis. D) En el infarto el trombo obstruye 
por completo la arteria. Modificado de: Cardiopatía isquémica13. 
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Placa Estable 
 

En la placa aterosclerosa estable se han establecido los mecanismos de acumulación 

de lípidos, y la respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria asociada, como se observa en 

la Figura 3A. La placa estable se caracteriza por la formación de un núcleo necrótico 

pequeño y una capa fibrosa íntegra. El núcleo necrótico es la estructura más interna de 

la placa aterosclerosa, y durante la placa estable se conforma de LDL, proteoglicanos, 

restos celulares y pocas células espumosas23, se ha originado durante la etapa de 

transición de estría grasa a placa estable, y su desarrollo está ligado a la progresión de 

la enfermedad24. Por otro lado, la capa fibrosa se forma gracias a la activación mutua 

de macrófagos y linfocitos T que liberan citocinas y factores de crecimiento que 

estimulan la proliferación y migración de células vasculares de musculo liso (VSMC, por 

sus siglas en inglés), hacia el endotelio25,26. En el endotelio las VSMC adoptan un 

fenotipo secretor en vez de un fenotipo contráctil22 por lo que estas células se acumulan 

y sintetizan colágeno, fibronectina, y elastina27,28, formando la capa fibrosa que funciona 

como una barrera física que reduce el contacto de material trombogénico (presente en 

el núcleo necrótico de la placa) con el endotelio29 lo que se ilustra en la Figura 3B. 

El microambiente de una placa estable se caracteriza por un fenotipo anti-inflamatorio y 

de reparación de tejido, mediado a través de la liberación citocinas como: factor de 

crecimiento de tumor beta (TGF-β, por sus siglas en inglés) e IL-10 por las células T 

reguladoras, existe además un balance eficiente entre la entrada y salida de células 

inmunes, lo cual evita la acumulación de células necróticas y la liberación de citocinas 

pro-inflamatorias30,31. Sin embargo, el desarrollo de la placa estable  también causa el 

estrechamiento progresivo de la luz arterial, lo que puede derivar en una condición de 

isquemia crónica 32,30 y en la presencia de sintomatología de angina estable13; dolor 

torácico de duración e intensidad definida que se acompaña de malestar general tras el 

esfuerzo físico, y que disminuye con el reposo o tras la administración de 

medicamentos como nitroglicerina, dichas condiciones pueden presentarse durante 

años33,34. 
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Figura 3. Estructura de la placa estable. A) Dos eventos relevantes en la formación de 
la placa estable son: la migración de las VSCM hacia el endotelio donde se encargan 
de producir el colágeno de la capa fibrosa y, la liberación de citocinas anti-inflamatorias 
principalmente por linfocitos T reguladores (Treg) y macrófagos que mantienen la 
estabilidad de la placa.B) La placa estable se conforma de un núcleo necrótico pequeño 
compuesto de células espumosas y desechos celulares, células anti-inflamatorias y la 
presencia de una gruesa capa fibrosa que proporciona estabilidad física a la placa 
además de un microambiente anti-inflamatorio. Modificado de: Inflamación y 
aterosclerosis14. 

 

Placa Inestable 
 

   La placa inestable o vulnerable se define como una placa aterosclerosa que debido a 

su estructura y composición, puede desencadenar, de forma repentina, eventos que 

comprometan parcial o completamente la irrigación sanguínea los tejidos35. En el 

ámbito clínico y de forma general, la placa inestable está relacionada con los síntomas 

de angina pecho inestable: dolor repentino, de mayor intensidad con respecto a eventos 

anteriores, y que se presenta inclusive en el reposo, con una duración mayor a 30 

minutos y que no desaparece tras la ingesta de medicamentos36,13.La placa 

aterosclerosa vulnerable se caracteriza por el adelgazamiento de la capa fibrosa, la 

formación de vasa-vasorum, alto contenido lipídico, y un núcleo necrótico que ocupa la 



 
17 

 

mayor parte de la estructura de la placa37, características que se describen a 

continuación. 

En la placa aterosclerosa inestable predomina un microambiente pro-inflamatorio, 

(ilustrado en la Figura 4A) derivado de la infiltración de células inmunes a la íntima y de 

la liberación de citocinas38. Los macrófagos presentes en la placa liberan proteasas 

(colagenasa intersticial, gelatinasa y estromilisina) que degradan la capa fibrosa4, y 

también  factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial ( 

VEFG, por sus siglas en ingles), que permiten la formación de vasa-vasorum, a través 

de los cuales más células son reclutadas a la placa39. Además se liberan citocinas pro-

inflamatorias como interferón gamma (IFN-γ), TNF-α e  IL-114,39 provenientes de 

linfocitos T de la placa diferenciados hacia un perfil Th1 y de  células endoteliales 

activadas, dichas citocinas contribuyen a la respuesta inflamatoria exacerbada en la 

placa inestable. La acumulación de lípidos continua, y propicia la formación de EROs, 

que promueven la muerte celular y el crecimiento del núcleo necrótico40,41y la formación 

de células espumosas, que almacenan los lípidos y también liberan citocinas 

inflamatorias. Todas las características descritas anteriormente construyen una placa 

propensa a rotura (Figura 4B), lo  hace más probable la presentación de eventos 

isquémicos graves en el paciente42. 
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Figura 4. Estructura de la placa inestable. A) Este tipo de placa se forma como 
resultado del progreso de la enfermedad y presenta infiltración de macrófagos, células 
cebadas y linfocitos, además de LDL modificada que induce la liberación de proteasas y 
citocinas pro-inflamatorias, que producen la exacerbación 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 núcleo necrótico y el 
incremento de la afluencia de macrófagos 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: Inflamación y aterosclerosis14. 

 

El infarto agudo al miocardio. 
 La manifestación clínica más frecuente en el infarto agudo al miocardio (IAM) es la 

aparición de un dolor precordial opresivo con una duración mayor a los treinta minutos, 

el cual se presenta en el brazo izquierdo y se puede extender hasta el hombro y la 

mandíbula. También, existe la presencia de biomarcadores de daño miocárdico, 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 o negativas de la onda ST, el bloqueo de la rama izquierda del 

Haz de His (BRIHH) o el desarrollo de ondas Q patológicas43. 

En esta última etapa de la enfermedad aterosclerosa ocurre ruptura o ulceración de la 

placa fibrosa (Figura 5A); la vulnerabilidad de la placa es originada por un 
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adelgazamiento de la lesión debido a la acción de metaloproteinasas secretadas por los 

macrófagos. La degradación de la capa fibrosa conduce a una hemorragia, donde las 

plaquetas activadas se adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formación de un 

trombo en la zona de la lesión vascular, el cual ocluye la luz de la arteria de manera 

parcial o total, e induce un estado inflamatorio44,40, y anoxia celular prolongada que 

provoca la muerte de las células cardiacas45 (Figura 5B). 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura de la placa en el infarto agudo al miocardio. A) El infarto agudo 
al miocardio consiste en la oclusión del vaso sanguíneo 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 
coagulación 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: Inflamación y aterosclerosis14. 
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Macrófagos  
 

Los macrófagos son una población heterogénea de células del sistema inmune innato 

presentes en todos los tejidos y órganos. 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 

localización: en hígado: células de Kupffer, en sistema nervioso central: microglía, y en 

hueso: osteoclastos, por mencionar algunos46,47,48. 

La eliminación de células apoptóticas, fagocitosis, presentación de antígeno a los 

linfocitos T, así como la liberación de citocinas y quimiocinas constituyen las principales 

funciones de los macrófagos. Sin embargo, son células capaces de adaptar su fenotipo 

y respuesta, en función al microambiente donde se encuentran49,50. Derivado de esta 

capacidad, las características fenotípicas y funcionales de los macrófagos pueden 

agruparse bajo un modelo que comprende dos fenotipos de macrófagos: macrófagos 

M1 y macrófagos M251, lo cual se ilustra en la Figura 6. 

 

Macrófagos M1 
 

Los macrófagos M1, pro-inflamatorios, o activados clásicamente se caracterizan por la 

expresión de marcadores como CD80, CD86, CD68, antígeno leucocitario humano- DR 

(HLA-DR, por sus siglas en inglés) y la sintetasa inducible de óxido nítrico (iNOS) en el 

humano48, la liberación de citocinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-12, 

una aumentada capacidad de presentación de antígenos, capacidad microbicida 

(debido a la generación de EROS e intermediarios de alta toxicidad), e inducción de 

respuestas tipo 1 linfocitos T cooperadores (Th1)52. In vivo participan en la eliminación 

de patógenos durante infecciones, y en la resistencia a tumores. Este fenotipo de 

macrófagos se puede generar in vitro a través de la adición de lipopolisacárido (LPS) y 

citocinas pro-inflamatorias como TNF-α e IFN-ɣ48,53. 
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Macrófagos M2 
 

Los macrófagos activados alternativamente o macrófagos M2, constituyen un grupo 

mucho más heterogéneo, ya que poseen una gran variedad de programas funcionales 

en respuesta a los estímulos del microambiente. El fenotipo M2 se divide en cuatro 

subgrupos: M2a, M2b, M2c y M2d52, si bien cada grupo tiene asociada la expresión de 

marcadores y liberación de citocinas específicas, los marcadores más comunes para 

macrófagos M2 son: CD206, CD209, factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF, por sus siglas en inglés), IL-10, IL-12 y TGF-β48. 

Este fenotipo de macrófago posee una alta capacidad fagocítica, propiedades pro-

angiogénicas y pro-fibróticas, y son productores de componentes de matriz extracelular, 

median la eliminación de parásitos, remodelación de tejido, progresión de tumores, e 

inmuno-regulación. Participan en desórdenes fibróticos y crónicos como la fibrosis 

pulmonar, hepática, la esclerosis sistémica y la miocarditis viral, así como en las 

respuestas mediadas por linfocitos Th248,54,55. 

Cada uno de los fenotipos de macrófagos puede generarse in vitro a través de la 

adición de los siguientes estímulos: M2a: IL-4, IL-13, M2b: complejos inmunes y LPS, 

M2c: TGF-β, IL-10 y glucocorticoides, M2d: IL-10 y adenosinas52,54. 
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Figura 6. Representación del modelo de clasificación de macrófagos en dos 
fenotipos macrófagos M1 y macrófagos M2. A partir de un evento inflamatorio y de la 
presencia de estímulos específicos, el macrófago se diferencia hacia un perfil M1 ó M2 
que comprende una función inmunológica definida, la producción de sustancias, 
citocinas y quimiocinas específicas y diversas funciones en condiciones patológicas. 
Modificado de: Plasticidad, polarización y función del macrófago en salud y 
enfermedad48. 
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Macrófagos en enfermedad cardiovascular  
 

La respuesta inflamatoria en las lesiones aterosclerosas induce el reclutamiento de 

monocitos hacia el espacio subendotelial donde se diferencian a macrófagos y de 

pendiendo de las señales del microambiente se pueden diferenciar a macrófagos 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 comparación a una placa inestable. 

Predomina un ambiente de resolución de la inflamación y de reparación de tejidos. Al 

respecto, se ha demostrado que en etapas tempranas del desarrollo la placa 

aterosclerosa en el humano y ratón prevalecen macrófagos con un fenotipo M2,57,58 que 

se localizan en la superficie de lesiones pequeñas y contienen altos niveles de IL-4, la 

cual puede inducir y mantener el fenotipo de macrófagos M2, por lo que se sugiere que 

estos macrófagos mantienen un efecto ateroprotector promoviendo la proliferación de 

células vasculares que contribuyen al mantenimiento y reparación de la pared 

vascular57. 

El desarrollo de la enfermedad conduce de una placa estable a una inestable, en la cual 

hay muerte celular, así como ruptura de la capa fibrosa. En esta etapa se demostrado 

en el ratón y humano un incremento en el número de macrófagos M1 en relación a los 

macrófagos M2 en la placa aterosclerosa57,59,60. 

Además, la oxLDL61 o  bien  la proteína C reactiva62  pueden contribuir a este cambio de 

macrófagos M2 hacia un fenotipo inflamatorio, caracterizado por la alta producción de 

IL-6 e IL-861, las cuales favorecen un estado inflamatorio en la placa aterosclerosa. En 

etapas avanzadas de la lesión los macrófagos 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 miocardio63. 

En el IAM en el humano se ha demostrado que los macrófagos M1 se acumulan en la 

periferia de la zona del infarto y conforme avanza el tiempo del infarto los macrófagos 

migran al núcleo del infarto64; de manera similar en las etapas tempranas del IAM en el 

modelos animales predominan los macrófagos M165 y se sugiere que los macrófagos 

M1, los cuales secretan citocinas pro-inflamatorias como TNF-α e IL-1β que contribuyen 

a la activación del miofibroblasto, propiciando la secreción de colágeno y matriz 
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extracelular que inducen a la fibrosis del ventrículo66,67, lo cual puede ser una causa de 

muerte en los pacientes. En contraste, en el modelo de ratón se sugiere que los 

macrófagos M2 ayudan a reconstruir el tejido a través de la remoción de tejido dañado y 

secreción de citocinas como IL-10, facilitando la cicatrización de las lesiones y 

manteniendo la contractilidad miocárdica, evitando la insuficiencia cardiaca67,68. 

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

macrófagos M1 y M2. En lesiones aterosclerosas estables prevalece un fenotipo de 

macrófagos M2 y en menor grado macrófagos M1. Sin embargo, conforme avanza las 

etapas a placa inestable e infarto agudo de miocardio, estas proporciones se invierten y 

prevalecen macrófagos M1 los cuales expresan en superficie otros marcadores como 

CD86. A la fecha, no existen estudios que evalúen los marcadores de superficie 

asociados a los macrófagos 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 macrófagos puede ayudar a 

comprender mejor el fenotipo M1 y M2 en las enfermedades crónicas 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 influirán en el 

fenotipo de marcadores superficie de macrófagos M1 y M2 diferenciados de monocitos 

humanos provenientes de sangre periférica? 

 
Hipótesis 
La expresión de los marcadores asociados fenotípicamente a macrófagos M1 

aumentará a través de las etapas de desarrollo de la enfermedad, mientras que la 

expresión de los marcadores asociados a macrófagos M2 disminuirá conforme avanza 

la enfermedad. 

Objetivo general  
Determinar la expresión de marcadores de macrófagos M1 y M2 en pacientes con 

enfermedad cardiovascular, en comparación con sujetos sanos. 
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Objetivos específicos  
1. Inducir in vitro la diferenciación de monocitos derivados de los pacientes con angina 

de pecho estable, inestable, infarto agudo al miocardio y sujetos sanos a macrófagos 

M1 y M2. 

2. Evaluar los niveles de expresión de los marcadores de superficie asociados a 

macrófagos 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 Cardiología del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI, y que cumplieron con los criterios de selección.  

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigación Médica y Ética Humana del 

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) el 10 de julio de 2017 (R-2017-785-074). 

Este estudio se llevó a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaración de 

Helsinki y se informó a todas las personas incluidas sobre la naturaleza del estudio. A 

todos los participantes se les pidió 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 síntomas y los pacientes con angina estable se consideraron después 

del cateterismo cardiaco diagnóstico una vez que se demostró sangre la presencia de 

lesiones coronarias significativas. La toma de muestra de los pacientes con infarto 

agudo al miocardio incluyó las siguientes determinaciones: evaluación ECG de 12 

derivaciones y de ser necesario el círculo completo, la determinación de marcadores de 

necrosis miocárdica ((CK-MB) y/o troponinas), y de marcadores inflamatorios de riesgo 

(proteína C reactiva, fibrinógeno), química sanguínea, hemoglobina, plaquetas y perfil 

de lípidos. Los sujetos sanos se reclutaron del banco de sangre. 
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Criterios de inclusión para pacientes  
 

1. Pacientes de cualquier género, edad entre 37 a 75 años. 

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

iniciados los síntomas.  

3. Se considerará como angina inestable a los pacientes que tengan 2 o más de los 

siguientes criterios: 

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

inicio de presentación desde el primer evento sea menor de 8 semanas, o 

que en este tiempo exista cambios en el patrón de presentación de los 

eventos de angina en pacientes con angina estable previa, o angina 48 

horas a 4 semanas después de un infarto del miocardio. Acompañado o 

no de síntomas neurovegetativos. 

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

C. Ausencia de elevación de marcadores de necrosis miocárdica (CPK total o 

MB). 

D. Firma de consentimiento informado. 

4. Se considerarán pacientes con angina estable: 

A. Pacientes en clase funcional II o III por angina de acuerdo con la 

clasificación de la Sociedad Cardiovascular Canadiense (CCS, por sus 

siglas en inglés). 

B. Ausencia de datos que sugieran cambios en el patrón de presentación de 

los eventos de angina en al menos los últimos 2 meses, o la presencia de 

eventos de angina en reposo o presencia de cambios 

electrocardiográficos en el segmento ST en reposo. 

C. Pacientes que ingresen al hospital programados para la realización de 

estudio angiográfico donde se demuestre la presencia de al menos 50% 

de estenosis de una o más arterias coronarias epicárdicas. 

D. Firma de consentimiento informado. 

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

biomarcadores de necrosis miocárdica ((CK-MB) y/o troponinas), más uno de los 

siguientes criterios:  
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A. Dolor precordial de tipo isquémico ≥ 30 min. de duración, acompañado o 

no de disnea, diaforesis, nausea y/o vómito. 

B. Desnivel positivo del segmento ST igual o mayor de 1 mm en 2 o más 

derivaciones que vean la misma cara o presencia de BRIHH de reciente 

aparición.  

C. Presencia de ondas Q patológicas de Novo en por lo menos 2 

derivaciones contiguas. 

D. Firma de consentimiento informado. 
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Criterios de exclusión para pacientes 
 

1. Pacientes que cursen con síndrome anémico. 

2. Antecedentes de enfermedad neoplásica, inflamatoria crónica o proceso 

infeccioso activo. 

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

4. Niveles de creatinina ≥ 1.6 mg/dl. 

5. Trombocitopenia o discrasia sanguínea 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 número de monocitos necesarios 

para los experimentos. 

8. Pacientes con mala ventana ecocardiográfica.  

9. Pacientes con infarto del miocardio previo.   

 

Criterios de no inclusión para pacientes 
 

1. Datos de sangrado mayor activo.  

 

Criterios de inclusión para sujetos sanos 
 

1. Sujetos de cualquier género. 

2. Edad entre 37 a 55 años 

3. Sujetos sin datos electrocardiográficos o clínicos sugestivos de isquemia 

miocárdica, o alteraciones en el ritmo o la conducción.  

4. Sujetos sin factores de riesgo cardiovascular mayor. 

5. Firma de consentimiento informado.   
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Criterios de exclusión para sujetos sanos 
 

1. Sujetos que presenten datos electrocardiográficos sugestivos de isquemia 

miocárdica. 

2. Sujetos con antecedentes de enfermedad neoplásica, inflamatoria crónica o 

proceso infeccioso activo. 

3. Antecedentes de tratamiento previo con antinflamatorios o inmunosupresores. 

4. Sujetos a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria para los 

ensayos. 

5. Sujetos en los que no se logre obtener el número de monocitos necesarios para 

los experimentos 
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Definición de variables  
 

Variables independientes 
 

 

 

Células provenientes de 

los diferentes grupos: 

 

I. pacientes con 

síndrome coronario 

agudo 

 

 

 

 

II. pacientes con 

angina estable 

 
 

 

 

 

III. sujetos sanos. 

 

Definición conceptual: Definición operativa: Tipo de 
variable 

Escala de medición 

 
 
 
Los pacientes con SICA son aquellos que 
presentan manifestación clínica de 
isquemia aguda o necrosis miocárdica 
aguda debida a reducción del flujo 
coronario, aporte de oxígeno miocárdico 
insuficiente, desequilibrio entre el aporte y 
demanda de oxígeno, asociada a la 
enfermedad arterial coronaria con erosión o 
ruptura de la placa aterosclerosa y la 
subsecuente oclusión parcial o total de la 
luz del vaso.  
 
 
Se considera paciente con angina estable 
aquel que presenta dolor precordial de tipo 
isquémico que no ha modificado su forma 
de presentación en los últimos 2 meses, 
habitualmente se presenta con el esfuerzo 
y cede con el reposo.  
 
 
 
 
Se considera un sujeto sano por la 
ausencia de enfermedad o estado 
patológico alguno 

 
 
 
Se considera pacientes con SICA a 
aquellos que ingresen con diagnóstico 
de angina inestable, infarto agudo de 
miocardio sin elevación del segundo ST 
o infarto con elevación del segmento 
ST. 
 
 
 
 
 
 
 
Se considerará pacientes con angina 
estable aquel que presenta eventos de 
angina en clase funcional II-III de la 
CCS, o bien, que cuente con prueba 
inductora de isquemia positiva, que 
requiera de estudio de angiografía 
coronaria donde se demuestre al menos 
la presencia de obstrucción de >50% de 
alguna arteria coronaria epicárdica. 
 
Se considera a sujetos sanos a aquellos 
en quienes de descarte la presencia de 
signos o síntomas de isquemia 
miocárdica, enfermedad inflamatoria 
crónica, neoplásica o infecciosa. 

 

 

nominal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

grupo I, grupo II y 

grupo III 
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Factor estimulante de 

colonias de granulocitos 

y macrófagos (GM-CSF, 

por sus siglas en inglés) 

 

 

 

Es una citocina producida por linfocitos T, 
macrófagos, células endoteliales y 
fibroblastos estromales activados que 
actúa sobre medula ósea para aumentar la 
producción de neutrófilos y monocitos. 

Es una citocina que induce la activación 
de macrófagos y promueve la 
diferenciación de las células dendríticas 
y de monocitos a macrófagos. 

nominal. 

 

 

presente o ausente. 

. 

 

 

 

Factor estimulante de 

colonias de macrófagos 

(M-CSF, por sus siglas en 

inglés) 

 

 

 

 

Es una citocina producida por linfocitos T, 

macrófagos, las células endoteliales y 

fibroblastos estromales activados que 

actúa sobre medula ósea estimulando la 

producción de monocitos. 

 

 

 

Es una citocina que induce la activación 

de macrófagos y promueve la 

diferenciación de los monocitos a 

macrófagos estimulando la producción 

de monocitos. 

 

 

nominal 

 

presente o ausente.  

 

Variables dependientes  

 

Moléculas de superficie: 

CD80, CD86, HLA-DR, 

CD36, CD163, CD206 las 

células se evaluarán por 

Definición conceptual Definición operativa Tipo de 
variable 

Escala de medición 

 
CD80 y CD86 son moléculas de superficie 

celular presente en células presentadoras 

de antígenos. Proporciona un estímulo 

Se realizarán las mediciones de las 

moléculas mediante citometría de flujo. 

variable de 

razón. 

 

 

cuantitativa continúa. 
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citometría de flujo 

 

necesario para la activación celular. HLA-

DR es una molécula de superficie celular 

presente en las células presentadoras de 

antígenos. Proporciona un estímulo 

necesario para la activación de linfocitos 

CD36, CD163 y CD206 son receptores de 

reconocimiento de patrón. Proporcionan 

señales para la activación celular. 
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Metodología 
 

Diagrama de flujo 
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Obtención de células mononucleares 
 

La muestra de sangre se diluyó en solución salina isotónica (SSI), en una relación 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 centrifugó a 2000 revoluciones por minuto (rpm) 

30 minutos. Se recuperó la interfase formada entre el Lymphoprep y el plasma, y las 

células obtenidas se lavaron tres veces con SSI.  

 

Purificación de monocitos 
 

Se realizó la purificación de monocitos totales, mediante selección 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 μl de MACS buffer [Solución amortiguadora de sales de fosfato 

(PBS) 1X pH 7.4, albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) 0.5%, ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM] y se adicionaron 10 μl de anticuerpo bloqueador 

de receptores de la fracción cristalizable (FcR ) y 10 μl de coctel de anticuerpos 

biotinilados dirigidos a linfocitos T, linfocitos B, células NK,  y granulocitos; luego se 

incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 30 μl 

de buffer MACS y 20 μl de microesferas magnéticas acopladas a anticuerpo anti-

biotina, mezcla que se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se 

hizo pasar por la columna de separación LS (Miltenyi Biotec), recuperando la fracción 

negativa, correspondiente a lo monocitos totales.  

 

Diferenciación de monocitos a macrófagos 
 

Los monocitos (300,000 células/pozo) se cultivaron durante cinco días con GM-CSF (50 

ng/ml) para macrófagos M1, y con M-CSF (50 ng/ml) para macrófagos M2. 

Posteriormente al sexto día, las células cultivadas con GM-CSF se estimularon con IFN-

γ (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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Determinación de moléculas de superficie en macrófagos. 
 

Las células fueron marcadas con Zombie Violet™, como marcador de viabilidad. Los 

macrófagos 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 fluoresceína (FITC) respectivamente, durante 20 minutos a 4°C en 

oscuridad. Finalizada la incubación, 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 μl de para-formaldehído al 2%, para su análisis en el citómetro de flujo 

FACS Canto II, como se observa en la Figura 7. El análisis de expresión de moléculas 

se realizó mediante el software Flow Jo versión 10. 
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Estrategia de análisis del fenotipo celular de macrófagos M1 y M2 
 

La estrategia de análisis que se empleo fue la misma para macrófagos M1 y 

macrófagos M2, brevemente consistió en excluir eventos dobles, delimitar la zona de 

macrófagos y seleccionar aquellas células que se encontraban viables, con esta 

selección se procedió a determinar de manera independiente y por separado la 

fluorescencia emitida por cada uno de los marcadores de macrófagos M1 y macrófagos 

M2. 

 
 

M1 
                  A)                                                 B)                                                 C) 

 
 

M2 
                                                  

 
 

Figura 7. Estrategia de análisis de citometría de flujo. Cada fila de imágenes 
muestra la estrategia para cada fenotipo de macrófago. A) A partir de una gráfica de 
singletes FSC-A vs FSC-H (forward scatter-area vs forward scatter-height)  se 
excluyeron eventos dobles, B) usando la gráfica de tamaño contra granularidad (FSC-A 
y SSC-A (side scatter-area) se delimitó la región de macrófagos y C) utilizando la 
gráfica de complejidad contra el marcador de viabilidad “Zombie Violet”, se excluyeron 
las células muertas del análisis, una vez delimitada esta zona, la expresión de los 
marcadores para macrófagos M1 (CD80, CD86, HLA-DR) y para macrófagos M2 
(CD206,CD36,CD163) se determinó en una gráfica de complejidad contra la 
fluorescencia acoplada al marcador seleccionado.     
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Análisis estadístico 
 

Para la comparación de las variables cuantitativas de los grupos se utilizó Kruskal-

Wallis. Los datos están representados como media más desviación estándar (SD). Se 

considero un valor de p ≤ 0.05. El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando 

el programa de cómputo Graphpad Prism 7. 
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Resultados 

Datos demográficos 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 años. En la siguiente 

tabla (Tabla 1), se muestran los datos demográficos de los pacientes reclutados para el 

estudio, se reclutaron 15 pacientes por grupo, cuyas características demográficas se 

muestran en la siguiente tabla. Para determinar si existían diferencias entre los grupos 

estudiados, los datos se analizaron estadísticamente a través de la prueba de U-Mann 

Whitney, sin embargo, no existen diferencias estadísticamente significativas con los 

parámetros evaluados a excepción del valor de CK-MB entre los pacientes con AE e 

IAM (p<0.0066). 
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        Tabla 1. Datos demográficos de los pacientes reclutados en el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

        Los valores se muestran como la media ± desviación estándar de acuerdo con                                                            

distribución empleada. 

 

Caracterización del fenotipo de macrófagos M1 y M2. 
 

Los monocitos totales obtenidos de sangre periférica de sujetos sanos se usaron para 

caracterizar la polarización de monocitos hacia macrófagos M1 y M2. Los monocitos se 

trataron con GM-CSF, IFN-γ y LPS para obtener macrófagos M1. Y con M-CSF, IL-4 e 

IL-13 para obtener macrófagos M2. Los marcadores CD80, CD86 y HLA-DR se han 

utilizado como marcadores fenotípicos de macrófagos M1, al evaluar la expresión de 

estos marcadores en los macrófagos M1 polarizados, encontramos un aumento 

Características 

Grupo de pacientes Análisis 

estadístico 

(resultado)  

AE 

n=15 

AI 

n=15 

IAM 

n=15 

Edad, (años) 60.3±10.6 60.8±8.6 62.6±10.6 ns 

Sexo, 

(masculino/femenino) 
14/1 9/6 11/4         ns 

Diabetes mellitus 8/15 8/15 7/15 ns 

Hipertensión 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 

Índice de masa 

corporal, (kg/m2) 
28.8±6.0 29.1±5.2 28.1±5.0 ns 

Creatinina sérica, 

(mg/dl) 
1.19±0.98 0.82±0.14 1.55±2.25 ns 

CK-MB máx., (IU/l) 24.5±14.6 41.6±32.6 192.4±127.6 *p<0.0066 
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significativo en la expresión todos los marcadores con respecto a la expresión que se 

observó en los macrófagos M2 (En la Figura 7 se muestra la estrategia de análisis de 

los marcadores en los macrófagos por citometría de flujo). 

Mientras tanto, los macrófagos M2 expresaron una mayor cantidad de CD206, CD36, y 

CD163 de manera significativa en comparación con los macrófagos M1 (Figura 8). Los 

resultados obtenidos sugieren que los monocitos se polarizan a macrófagos M1 (GM-

CSF, IFN-γ y LPS) y M2 (M-CSF, IL-4 e IL-13). Por lo que se procedió a usar estas 

condiciones para polarizar a monocitos derivados de sangre periférica de pacientes con 

AE, AI, IAM y sujetos sanos a macrófagos M1 y M2. 

 

I)                      a                                         b                                            c 

 

 

 

 

 

 

II)                  a                                              b                                              c  

 

 

 

 

 

Figura 8. Caracterización de macrófagos M1 y M2. I) Los monocitos de sujetos 
sanos, fueron tratados durante 6 días con GM-CSF (25 ng/mL) y posteriormente con 
IFN-γ (50 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 24 horas para obtener macrófagos M1. II) 
Los macrófagos M2 fueron cultivados durante 6 días 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 
característicos asociados a macrófagos M1 Ia) CD80, Ib) CD86 y Ic) HLA-DR y a 
macrófagos M2 IIa) CD206, IIb) CD36, IIc) CD163. Los niveles de expresión están 
expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF) y (media ±SD) *p≤0.05, 
**p<0.01, ***p<0.01, ****p<0.0001. 
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Determinación de fenotipo de marcadores de macrófagos M1 en pacientes  
 

Los macrófagos M1 de los pacientes con AE expresan niveles más elevados de CD80 

con una media de 13053 ± 9522 de IMF que los macrófagos M1 de sujetos sanos con 

una media de 5610 ± 3476 de IMF como se muestra en la Figura 9A. Mientras tanto, 

los macrófagos 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 comparación con los sujetos sanos. En 

relación con las etapas de la enfermedad y los niveles de CD80 determinados Se 

observa un incremento gradual de la expresión 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 AI en 25009 ± 5528 y en los 

pacientes con IAM en 24076 ± 4470 de IMF en comparación con la expresión de CD86 

en sujetos sanos con una media de 5739 ± 1088. En relación con las etapas de la 

enfermedad la expresión de CD86 incrementa en la AE e IA, y disminuye en el IAM 

(Figura 9B). Además, los macrófagos M1 aumentan considerablemente los niveles de 

HLA-DR en pacientes con AE con una media de 30685 ± 6669, pacientes con AI con 

una media de 33633 ± 5306 y pacientes con IAM con una media de 37033 ± 6162 de 

IMF con relación a sujetos sanos con una media de 8279 ± 1579 de IMF de HLA-DR. 

Los macrófagos M1 aumentan gradualmente los niveles de HLA-DR conforme progresa 

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

Determinación de fenotipo de marcadores de macrófagos M2 en pacientes  
Los macrófagos M2 derivados de monocitos de pacientes con AE mostraron una media 

de 18699 ± 2200 de IMF de CD36 y los pacientes con AI presentaron una media de 

16469 ± 4047 de IMF de CD36 y no se encontraron diferencias con respecto a los 

macrófagos M2 derivados de monocitos sanos que fue de 14237 ± 3516 de IMF de 

CD36 como se muestra en la Figura 10A. 

 Sin embargo, los macrófagos M2 de pacientes con STEMI mostraron una media de 

35490 ± 6428 de IMF de CD36 que fue estadísticamente significativa con relación a la 

mostrada por los sujetos sanos (Figura 10A). Mientras tanto, al determinar los niveles 

de expresión de CD206 encontramos que los macrófagos M2 de sujetos sanos 

expresan una media de 4854 ± 1296 de IMF de CD206. Mientras tanto, los macrófagos 

M2 de pacientes con AE mostraron una media de 21028 ± 3219, los macrófagos M2 de 

pacientes con AI una media de 21906 ± 4110 y los macrófagos M2 derivados de 

pacientes con STEMI una media de 36622 ± 6457 de IMF de CD206, en las tres 

condiciones de la enfermedad la expresión de CD206 en los macrófagos se encuentra 
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aumentada de manera significativa con relación a la expresión de este marcador en 

macrófagos M2 de sujetos sanos (Figura 10B). Al determinar la expresión de CD163 en 

macrófagos M2 de los pacientes con enfermedad cardiovascular no se encontraron 

diferencias significativas en relación con la expresada de macrófagos M2 de sujetos 

sanos (Figura 10C). 

 

 

 

Figura 10. Expresión de marcadores de macrófagos M2 en pacientes con 
enfermedad cardiovascular y sujetos sanos. Se obtuvieron macrófagos M2 mediante 
el cultivo de monocitos de sangre periférica durante 6 días con RPMI+10%SFB-M-CSF 
(50ng/mL) y 24h con IL-4 (50ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL). A través de citometría de flujo 
se determinó la expresión de A) CD36, B) CD206 y C) CD163. Los niveles de expresión 
se presentan como IMF y (media ±SD). AE: Angina estable, AI: angina inestable, IAM: 
Infarto agudo al miocardio. *p<0.05. 
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Discusión  
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica, asociada con enfermedades 

cardiovasculares que involucran a la arteriopatía coronaria crónica (angina estable) y el 

SICA (angina inestable e infarto agudo de miocardio) que ocupa la primera causa de 

muerte en nuestro país4,69,70 y la principal causa de mortalidad en edad productiva y 

post productiva de 15 a 64 años y 65 años y más, respectivamente3. Con respecto a las 

características demográficas de los pacientes reclutados y el análisis realizado a los 

parámetros podemos observar que únicamente existen diferencias en los valores de 

CK-MB durante AE e IAM, al respecto se han reportado diferencias entre la expresión 

de esta enzima ya que aumenta en eventos de necrosis miocárdica, y es utilizada como 

un biomarcador de infarto agudo al miocardio71. 

La relación entre macrófagos y aterosclerosis se ha estudiado en modelos murinos y 

humanos. Donde se conoce que los macrófagos participan principalmente en el control 

de la respuesta inmunológica de la placa aterosclerosa72. Dado que  los macrófagos 

son una población altamente heterogénea, los macrófagos M2 y M1 están presentes en 

las todas la etapas de desarrollo de la placa ateroclerosa73,74,75,76,77,78Se ha establecido 

que los monocitos provenientes de sangre periférica se reclutan al espacio 

subendotelial donde se diferencian a macrófagos 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 macrófago M1 y M2 coexisten en la placa56. 

Con el modelo de estudio de este protocolo determinamos in vitro el fenotipo de 

macrófagos M1 y M2 derivados de monocitos de pacientes con angina de pecho 

estable, inestable e infarto agudo de miocardio, así como de sujetos sanos. Los 

resultados obtenidos, mostraron que los macrófagos M1 presentaron una mayor 

expresión de moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) en los tres grupos de los 

pacientes, mientras que los macrófagos M2 aumentaron la expresión de CD36 en los 

pacientes con IAM y de CD206 en pacientes con AE, AI e IAM. 

 

Con base en lo mencionado anteriormente, determinamos el fenotipo de macrófagos 

M2, donde se encontró que los macrófagos M2 de pacientes con AE no presentaron 

cambios en CD163, y únicamente se observó un incremento no significativo con 
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respecto a los macrófagos de individuos sanos. Sin embargo, los macrófagos M2 de 

pacientes con AE expresaron altos niveles de CD206 en comparación con la expresión 

de este receptor en los macrófagos M2 de sujetos sanos. Evidencias previas han 

demostrado por inmunohistoquímica, la expresión de CD206 en placas estables de 

humanos79 y la prevalencia de macrófagos M2 en  las lesiones tempranas de placas 

aterosclerosas humanas57,58. Asimismo, se ha observado que las placas aterosclerosas 

estables en modelos murinos contienen altos niveles de IL-4, esta interleucina induce la 

polarización de macrófagos hacia el fenotipo M2 y promueve en ellos el eflujo de 

colesterol y la capacidad de eferocitosis80, también se ha relacionado a IL-4 en la 

proliferación de células vasculares57. De esta forma IL-4 y los macrófagos M2 pueden 

contribuir al mantenimiento y reparación de la íntima evitando el desarrollo progresivo 

de lesiones aterosclerosas en la etapa de AE. 

En esta misma etapa de la enfermedad determinamos que los macrófagos M1 de 

pacientes expresaron altos niveles de CD80, CD86 y HLA-DR. Resultados similares 

han observado el aumento de la expresión de CD80 y CD86 en macrófagos M1 en la 

etapa inicial de desarrollo de la placa, donde se concluye que los macrófagos M1 se 

encuentran activados81,58. Es importante mencionar que la activación de macrófagos 

promueve la liberación de citocinas y la activación de otros tipos celulares,82 que  a su 

vez podrían contribuir con la generación de un microambiente inflamatorio. Como se 

muestra en los resultados que sugieren que los macrófagos M1 derivados de los 

pacientes con angina estable e infarto agudo al miocardio aumentaron la expresión de 

los marcadores de superficie relacionados con el estado inflamatorio. 

 

La acumulación progresiva y sostenida de lípidos y material celular generan el 

desbalance de la respuesta pro-inflamatoria y anti-inflamatoria, así, el desarrollo de la 

enfermedad conduce de una placa estable a una inestable57,7. En este contexto, 

determinamos que los macrófagos M2 en la AI mantuvieron niveles elevados de CD206 

con relación a los macrófagos M2 de sujetos sanos y ligeramente mostraron una 

disminución con los macrófagos M2 de pacientes con AE. En similitud con nuestros 

resultados se ha demostrado un incremento en la expresión de CD206 en las placas de 

pacientes con AI, aunque en menor grado que los pacientes con AE. Asimismo, un 
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análisis semicuantitativo de placas aterosclerosas reveló una menor expresión de 

CD206 (con respecto a los marcadores de macrófagos M1),en las zonas propensas a 

rotura59. Sugiriendo una disminución de los macrófagos M2 en la capa fibrosa de la 

lesión a medida que se desarrolla la enfermedad. 

CD36 funciona como un receptor “scavenger” en los macrófagos, capta lípidos oxidados 

como las oxLDL, y con ello propicia la formación de células espumosas que exacerban 

el estado inflamatorio en la placa aterosclerosa83, altos niveles de CD36 soluble se han 

correlacionado positivamente con el desarrollo de la enfermedad84. No obstante, en 

nuestro estudio observamos el aumento de la expresión de CD36 en la AE y AI sin 

encontrar diferencias significativas con respecto a la expresión en sujetos sanos. 

Con respecto a los macrófagos M1 de los pacientes con AI, 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 macrófagos M1 de pacientes con AE. En la 

literatura se han descrito resultados similares donde se observan  altos niveles de 

expresión CD80 y CD86 en placas vulnerables con relación a las placas estables85. 

Además, se ha observado en el ratón y humano un incremento en el número de 

macrófagos M1 en relación a los macrófagos M2 en la placa aterosclerosa57,59,60. Se 

conoce que estímulos como la oxLDL61 o la proteína C reactiva62 en la placa  

aterosclerosa pueden contribuir al cambio de macrófagos M2 hacia un fenotipo 

inflamatorio, caracterizado por la alta producción de IL-6 e IL-861, lo que favorece el 

estado inflamatorio en la placa aterosclerosa y por ende la presencia de macrófagos 

M1. 

Cabe mencionar que CD80 y CD86 participan en el proceso de co-estimulación 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 

reducción en el desarrollo de la placa, así como una disminución en la expresión de 

HLA-DR y CD3 en comparación con ratones susceptibles a desarrollar placas que 

expresan CD80 y CD8685. Acorde con nuestros resultados, el incremento en la 

expresión de HLA-DR y moléculas co-estimulatorias en las etapas de AI e IAM, sugiere 

la participación dinámica de las moléculas de presentación de antígenos y moléculas 

co-estimulatorias en la progresión de la enfermedad cardiovascular. 
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En etapas avanzadas de la lesión los macrófagos 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 miocardio63.  

En el IAM los macrófagos M2 expresaron altos niveles de CD36 y CD206 en 

comparación con los macrófagos M2 de sujetos sanos, así como con los macrófagos 

M2 derivados de pacientes con AE y AI. En este sentido se ha demostrado una alta 

expresión de CD206 y CD36 en macrófagos M2 durante el IAM. CD36 es un receptor 

importante para la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos, lo que contribuye a una 

disminución del proceso infamatorio en el IAM86,87. Por otro lado, los macrófagos M1 en 

el IAM expresaron altos niveles de CD80, CD86 y HLADR. Estos resultados sugieren 

que los macrófagos M1 se encuentran activados después del infarto, lo cual puede 

contribuir a la respuesta inflamatoria en el miocardio dañado. Existen reportes que 

refuerzan estos resultados, los cuales han demostrado que en las primeras 24 horas 

después del daño isquémico en el tejido cardiaco, los macrófagos M1 favorecieron el 

proceso inflamatorio65,88.  La sobreexpresión de estas moléculas co-estimuladoras en 

los macrófagos M1 de los pacientes con IAM podría mejorar su presentación y 

capacidad co-estimuladora para la activación de linfocitos T88. desencadenando la 

respuesta inflamatoria después del infarto. 
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Conclusiones 
 

En los pacientes con AE y AI los macrófagos M2 expresaron altos niveles de CD206 y 

los macrófagos M1 altos niveles de CD80 y CD86. Durante el IAM se mantuvo la 

expresión elevada de las moléculas mencionadas anteriormente, además se elevó la 

expresión de CD36 en macrófagos M2. Estos resultados sugieren que los macrófagos 

M2 podrían contribuir en la regulación de la respuesta inflamatoria en la AE y AI y con la 

remodelación de tejido en IAM a través de la expresión elevada de CD206 y CD36, sin 

embargo, podría ser superada por la alta expresión de marcadores co-estimuladores de 

macrófagos M1, relacionados con inflamación.  
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Perspectivas 
 

En base a estos resultados se propone analizar los niveles de citocinas características 

para macrófagos M1 y M2 en el sobrenadante de los cultivos celulares y en el plasma 

de los pacientes. 
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