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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de muerte en México
del total de enfermedades cardiacas, de las cuales, el 78.3% de los fallecimientos fue
ocasionado por isquemia obstructiva total, siendo el infarto agudo del miocardio (IAM) tipo | el
padecimiento que tiene mas prevalencia. El IAM tipo | tiene diversas etiologias, sin embargo,
en este escrito nos enfocaremos en la que corresponde con elevacion en el segmento ST
(STEMI) se refiere a la obstruccion total en las arterias coronarias que es generado por un
trombo ocasionado por la inestabilidad de la placa aterosclerética, lo que produce una
desregulacion en la producciéon de las células inmunoldgicas que altera la progresion de la

enfermedad.

En este contexto, los macrofagos son células que pertenecen al sistema inmune innato que
provienen de los monocitos que bajo ciertas condiciones se polarizan en macrofagos M1 que
se caracterizan por mediar procesos inflamatorios, mientras que los macréfagos M2a
intervienen en procesos antiinflamatorios. Sin embargo, se ha reportado que estos mecanismos
de regulacién en los pacientes con IAM no funciona adecuadamente, por ello se establecié un
modelo que involucra a las células estromales mesenquimales (MSC), debido a que se ha
descrito en ensayos in vitro que tienen la capacidad de favorecer la polarizaciéon de los
macréfagos a un fenotipo M2 en modelos con ratones, asi como la capacidad de interferir en el
ciclo celular de los linfocitos T, disminuyendo su proliferacién y favoreciendo su diferenciacion
a un fenotipo anti-inflamatorio desde un estado inflamatorio, asi como la generacion de
moléculas como la interleucina 10 (IL-10) por parte de las MSC y de la interleucina del receptor
antagonico 1 (IL-1RA) por parte de los macréfagos, lo que conlleva a la reparacion de la funcion
miocérdica. Sin embargo, los mecanismos inmunorreguladores de las MSC en el STEMI se
desconocen, por esta razdn se buscé dilucidar el efecto de las células estromales
mesenquimales de médula 6sea en cocultivo con los macréfagos M1 y M2a derivados de
monocitos en pacientes con STEMI a partir de la expresion de marcadores de superficie, funcion

y su capacidad para generar linfocitos T reguladores.

Se realiz6 un estudio que incluy6 a 59 pacientes con STEMI (55 hombres y 4 mujeres) de entre
50 y 78 afios de edad con riesgo cardiovascular, asi como 20 sujetos sanos de entre 23 y 45

afos de edad sin riesgo cardiovascular. A los cuales, se les analizaron citocinas inflamatorias



del plasma y se realizaron cocultivos de macrofagos MO, M1 y M2a con MSC de médula ésea.
En lo anterior, se demostré6 que las MSC en cocultivos con macréfagos de los pacientes,
favorecieron la polarizaciéon de los macréfagos de un fenotipo M1 a un M2a, aumentando
significativamente los marcadores CD14, CD163 y CD206, asi como un aumento en la
proliferacion de linfocitos T reguladores (Treg) CD4+, CD25+ y FoxP3+ derivados de los mismos

pacientes, a diferencia de los cultivos sin MSC a través de la sefializacion de IL-10 e IL-1RA.

Estos resultados demuestran que los macrofagos M1 de los pacientes con STEMI en presencia
de las MSC pueden dirigir la inflamacion cronica de la enfermedad, aumentando la expresion
de marcadores antiinflamatorios e induciendo la proliferacion de linfocitos T reguladores en un
microambiente en el que prevalecen las moléculas IL-10 e IL-1RA que podrian cumplir un papel
regulador, ademas que la presencia de las MSC mejoran dicha expresién de citocinas,
aumentan la induccion de marcadores M2 y la generaciéon de células T reguladoras. Lo que
sugiere que las MSC podrian ser utilizadas como un potencial terapéutico para la promover la
remodelacion del tejido cardiaco y disminuir el dafio endotelial en los pacientes con STEMI.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de muerte en México
de acuerdo con estadisticas del 2022 y engloban una gran cantidad de padecimientos entre los
cuales se encuentra el infarto agudo del miocardio (IAM), siendo el de tipo | el que tiene mas
incidencia con un 78.3% del total de defunciones por enfermedades del corazén [1,2]. El IAM
engloba una respuesta inmunoldgica inflamatoria que mayoritariamente se encuentra
desregulada debido a que el microambiente se encuentra regulado por los macréfagos,
linfocitos, neutrdfilos, entre otras células; siendo los macrofagos las células que tienen mas

relevancia debido a su gran distribucion en la placa aterosclerética [6,8,13].

Se ha reportado que los macréfagos M1 generan un ambiente inflamatorio controlado por
citocinas pro-inflamatorias que promueven la inestabilidad de la placa y el dafio endotelial, dicha
poblacién celular se encuentra abundantemente una vez ocurrido el IAM de forma temprana.
Posteriormente, los macréfagos M2a intervienen en procesos antiinflamatorios que logran
mejorar la estabilidad de la placa, favorecen la angiogénesis y remodelan el endotelio adrtico
[36-38]. En este contexto, se ha reportado en ensayos in vitro que las células estromales
mesenquimales (MSC) tienen la capacidad de favorecer la polarizacion de los macrofagos a un
fenotipo M2 a partir de diversas citocinas como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), lo que le confiere la capacidad de participar en procesos inmunorregulatorios. Lo
anterior, promueve que los macréfagos recluten a otras células inmunoldgicas como monocitos,
linfocitos T y aumentar una respuesta inmunoldgica reguladora mediada por linfocitos T
reguladores (Treg) [45,48]. Sin embargo, se desconoce el mecanismo inmunoregulador que
sucede en los pacientes con STEMI, por ello, se busc6 evaluar el efecto de las MSC
provenientes de médula dsea sobre la polarizacion de los macréfagos M1 y M2a derivados de

monocitos clasicos de los pacientes con STEMI.

Debido a lo anterior, los resultados seran relevantes para dar a conocer si las MSC logran
regular el ambiente inflamatorio a partir del cambio de polarizacibn de macréfagos en un
ambiente de 1AM, evaluando marcadores de membrana, citocinas solubles, asi como la
funcionalidad de dichos marcadores para promover la proliferacion de linfocitos T reguladores

a partir de los macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica, con el propésito de
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dilucidar si la interacciéon de las MSC con los macrofagos pueda ser de utilidad para implementar

futuras terapias que favorezcan el control de la respuesta inmunolégica en el STEMI.

MARCO TEORICO

Enfermedades Cardiovasculares

Epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) consisten en desérdenes del corazén y de los vasos
sanguineos y son la primera causa de muerte a nivel mundial y de acuerdo con la OMS se
calcul6 que fallecieron aproximadamente 17.9 millones de personas en el afio 2021 a causa de
ECV [1]. En México, del total de enfermedades cardiacas, que ascendieron a 225,449 casos en
comparacion con el afio 2020 el 78.3% de las muertes por enfermedades del corazén fue
ocasionado por una isquemia obstructiva total (Figura 1A). Ademas, del total de las muertes
por enfermedades del corazon 102,127 (45.30%) corresponden a mujeres y el 123,313 de los
casos (54.70%) corresponde a los hombres, siendo el grupo de 65 afios y mas la poblacion que

tuvo mas fallecimientos (Figura 1B) [2].

DEFUNCIONES POR ENFERMEDADES DEL CORAZON

Fiebre reumatica aguda y

Enfermedades enfermedades cardiacas
isquémicas del corazén reumaticas cronicas
176 639 557
78.3% 0.3%

Enfermedades de la circulacion
pulmonar y otras enfermedades
_ del corazdn
16 871
7.5%

4

\ Enfermedacdes hipertensivas
= 31 382

13.9%
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DEFUNCIONES POR ENFERMEDADES DEL CORAZON SEGUN GRUPOS DE EDAD Y SEXO

|
P 84067
De 65 y mas afos 26964
- A 10172
De 55-64 anos 17927
_ A 4696
De 45-54 afios 10345

- A 1870
De 35-44 anos 4597

K A 774
De 25-34 anos 7156

Grupos de edad y sexo

K & 335
De 15-24 afios 739

Menores de 15 afios %?8

0 20000 40000 60000 80000 100000

Mujer Hombre

Figura 1. Defunciones por enfermedades del corazén por grupos de edad y sexo en
México en el afio 2021. a) Porcentaje de incidencia del nimero de enfermedades isquémicas
del corazon, enfermedades hipertensivas y otros padecimientos cardiacos. b) Numero de

defunciones por enfermedades cardiacas clasificados en edad y sexo. Fuente: INEGI 2022.

Las ECV tienen factores de riesgo como la dieta inadecuada, la inactividad fisica, el consumo
de alcohol y de tabaco. Los efectos de estos factores de riesgo pueden manifestarse en
personas con hipertension, sobrepeso, obesidad, diabetes mellitus, hiperlipidemia e
hiperglucemia [3, 4]. En este contexto de enfermedad cardiovascular, la aterosclerosis es la
causa dominante, en el que esta incluido el infarto agudo de miocardio (IAM), la insuficiencia
cardiacay el accidente cerebrovascular y en el que se relacionan los factores de riesgo clasicos
[5]. A su vez, la aterosclerosis genera inflamacién que desregula el ciclo de homeostasis de las
células endoteliales, permitiendo el depdsito de lipoproteinas que pueden facilmente tener
modificaciones como la oxidacidon lo que las vuelven moléculas inflamatorias que activan el

endotelio vascular, favoreciendo el reclutamiento de diversas células inmunoldgicas [5,6].

12



ATEROSCLEROSIS

Definicion

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que se localiza principalmente en la
intima de arterias coronarias especialmente donde se dividen los vasos, que se desarrolla por
una obstruccion gradual de lipoproteina de baja densidad (LDL) lo que genera inflamacién y el
reclutamiento de células inmunocompetentes que son abundantes en las lesiones

ateroscleroticas y en la produccion de citocinas especialmente inflamatorias [5-7].

Fisiopatologia de la aterosclerosis

El desarrollo de la aterosclerosis comienza con disfuncién endotelial y con la expresiéon de
moléculas de adhesion como la molécula de adhesidén de células endoteliales plaquetarias
(PECAM-1), la molécula de adhesion de células vasculares (VCAM-1) y la molécula de adhesion
intercelular (ICAM-1), asi como citocinas como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-
1) que le permiten a los monocitos ingresar a la intima de la arteria mediante y diferenciarse a
macrofago a partir del factor de crecimiento de colonias de macréfagos (MCS-F) y al factor de
crecimiento de colonias de macréfagos y granulocitos (GMCS-F) cuando el LDL comienza a
acumularse en la intima de las arterias, en donde sufre modificaciones oxidativas para
transformarse en LDL oxidada (OxLDL) que es captada y fagocitada por los macréfagos a partir
de CD36 [6,7]. Sin embargo, la capacidad metabdlica del macréfago se ve comprometida y
promueve la generacion de células espumosas que liberan factores de crecimiento y citocinas
gue inducen aun mas el reclutamiento de células inmunoldégicas, lo que de forma gradual
adelgaza la cubierta fibrosa de la intima al reducir la sintesis de colageno de las células del
musculo liso vascular (VSMC) y favoreciendo su migracion de la capa media a la intima de la
arteria donde se dividen y modifican la matriz extracelular (EMC) que, a su vez, contribuye a la

formacion de la cubierta fibrosa (Figura 2) [8-10].

La cubierta fibrosa esta formada por un exceso de células apoptéticas que son fagocitadas por
los macréfagos, lo que conduce al mal funcionamiento de la eferocitosis y la posterior muerte
de los macrofagos que conlleva a la liberacion de lipidos, mediadores proinflamatorios/
protrombéticos como el factor tisular (TF) y las metaloproteinasas (MMP) que generan el

adelgazamiento de la capa fibrosa [10]. Ademas, se ha reportado que en ratones que carecen
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del receptor LDL y MMP-2 en las células sanguineas de sangre periférica desarrollaron un
engrosamiento significativamente menor de la intima femoral después del dafio arterial inducido
y de lesiones aterosclerdticas en la aorta en comparacion con ratones tipo (WT) [11]. Esta
informacion sugiere que la acumulacion de los macréfagos en el sitio de lesion genera que la
liberacion de factores proinflamatorios que promueven el adelgazamiento de la capa fibrosa

arterial lo que empeora la estabilidad de la placa y favorece su ruptura.

Fibrous
Collagen cap

fragments
Collagenase

Elastin
fragments

Uuawni

Collagen

Lipids being
released from
apoptotic
e cells

] Cytokines,
i Chemokines,
ROS

Macrophage
i

% % :
r—' '%l astases - P Apgmg ic
: Fragmeéed Ag(o)g?e);ic =

p— IEL

Figura 2. Composicion de la placa de ateroma. El esquema representa la progresion de la
placa aterosclerotica desde etapas iniciales de disfuncion endotelial por parte de las células del
musculo liso (SMC) que conlleva la liberacion de colageno y elastina, hasta la complicacion de
la placa debido a la generacion de ROS, citocinas proinflamatorias que favorecen el
adelgazamiento de la pared endotelial, células espumosas y vasculares apoptéticas debido a la
acumulacion de LDL (tomado de Libby, P. et al., 2020).

Células que participan en la aterosclerosis

En general, una lesion aterosclerética se compone de lipidos como LDL y VLDL, células
apoptoéticas como macréfagos y células del muasculo liso cuya poblacién aumenta conforme
evoluciona la placa, lo que contribuye a su desestabilizacion. En las placas avanzadas también

se denota la presencia de hemorragia intravascular que se encuentra contenida en una capsula
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amorfa junto con los componentes anteriormente mencionados. La capa fibrosa se ubica entre
la luz vascular y el nucleo necrotico y por lo regular es sumamente delgada debido al bajo
contenido de colageno, ademas, presenta un alto contenido de macréfagos (alrededor del 26%)
que liberan MMP y produce que las VSMC se degraden y se reduzca la sintesis de colageno
respectivamente. Por lo cual, un nucleo necrético grande (>30% del area de la placa
aproximadamente) favoreciendo a la ruptura de la placa, lo que conlleva al desarrollo de un
trombo luminal rico en plaquetas. También, en ultrasonidos intravasculares se han encontrado

calcificaciones asociadas a una mayor estabilidad de la placa aterosclerética [13-15].

El sistema inmunoldgico innato funciona como primera barrera del hospedero para combatir
patégenos y ayudar a la recuperacion de la homeostasis. Este sistema estad compuesto por
diversos tipos celulares como neutréfilos, macrofagos, células dendriticas (DC) y células
asesinas naturales (NK) [6]. Los macréfagos son la poblacién inmunitaria mayoritaria que se
encuentra en las placas arteriales y desempefian un papel importante en la aterosclerosis, ya
gue se localizan en un ambiente repleto de citocinas proinflamatorias, estrés oxidativo y
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), lo que genera que los macréfagos desarrollen
una elevada plasticidad que se modifica en la progresion de la enfermedad. Incluso, las células
endoteliales en condiciones inflamatorias reclutan a los monocitos y linfocitos a partir de la union
del ligando 1 de la glicoproteina P-selectina (PSGL-1) con las P y L-selectinas de las células

endoteliales activadas lo que aumenta la progresién de la aterosclerosis [8, 16, 17].

Ademas de los macrofagos, también participan los neutréfilos que son las células inmunol6gicas
mas abundantes que responden a diferentes antigenos y favorecen la respuesta inflamatoria a
partir de mediadores como los leucotrienos, trampas extracelulares de neutrofilos (NET) que
activan el endotelio y tienen efectos citotdxicos y trombdéticos que pueden favorecer la formacion
de las placas ateroscleréticas. Ademas, su produccién aumenta con la hipercolesterolemia y
existe una correlacion directa entre los neutréfilos en sangre periférica y el tamafio de lesiones
ateroscleréticas en ratones [6, 18, 19]. Los linfocitos T CD8+ y los linfocitos T CD4+ son
reguladores criticos en la respuesta inmunitaria adaptativa y pueden diferenciarse en diferentes
subtipos de Th o en linfocitos Treg que pueden activar o regular las respuestas de otras células
inmunoldgicas, asi como ejercer efectos inflamatorios o antiinflamatorios en otras células [20].

Los datos de células individuales de placas ateroscleréticas humanas y células mononucleares
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de sangre periférica (PBMC) mostraron que la mayoria de las células T CD4 + en la placa son
células Thl y Th2, y que las células Thl estan enriquecidas en lesiones ateroscleréticas en
comparacion con PBMC [19-21]. Mientras que los linfocitos T CD8+ secretan principalmente
TNF-a e IFN-y para producir apoptosis e inflamacion, en estudios previos se ha demostrado la
infiltracion de células T CD8+ en la aorta aterosclerética de ratones mediante métodos recientes
de secuenciacion de ARN unicelular (scRNA-seq) y citometria por tiempo de vuelo (CyTOF)
[22].

Los monaocitos se encuentran en la circulacion desde donde ingresan a los tejidos y representan
del 4-12% de los leucocitos totales. Durante la aterogénesis, la hiperlipidemia aumenta el
namero de estas células en circulacién y en humanos, se clasifican en tres tipos: monocitos
clasicos (CD14**, CD16Y), intermedios (CD14**, CD16") y no clasicos (CD14, CD16*). Los
monocitos clasicos comprenden del 80-90%, los intermedios de un 2-11% ambos participan en
procesos inflamatorios y fagociticos, al igual que expresan CCR2 y producen IL-10 en respuesta
a LPS. Mientras que los monocitos no clasicos constituyen de un 10-20% y su funcion principal
es patrullar por los tejidos de forma sistémica y local [23]. En modelos animales se demostro
gue la inhibicion o el antagonismo de la molécula CCR2 y la deficiencia o bloqueo de P-
selectina, VCAM-1, ICAM-1 o PECAM-1 redujo la adhesion y el balanceo de los monocitos, asi

como el desarrollo de aterosclerosis en ratones [6]

SINDROME CORONARIO AGUDO

Definicion

Los sindromes coronarios agudos (SCA) involucran un conjunto de entidades clinicas que
involucran una obstruccion parcial o total de la arteria generada por un trombo provocado por
la erosién de una placa vulnerable, cuyas complicaciones clinicas secundarias abarcan la
isquemia o necrosis miocardica. Los signos y sintomas del SCA comprenden en nivel de
intensidad a angina de pecho inestable, infarto agudo al miocardio sin elevacion (NSTEMI) y
con elevacién en el segmento ST (STEMI). Estudios recientes post mortem han demostrado
gue los pacientes que tuvieron factores cardiovasculares (como diabetes, hiperlipidemia y
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tabaquismo) pueden tener varias placas rotas, aunque soélo una de ellas es la causante de las

manifestaciones clinicas, asi como que pueden manifestar SCA sin rotura de placa [24, 25].

Infarto Agudo de Miocardio (IAM)

Inicia con la aparicién de muerte celular miocérdica seguida de isquemia prolongada en el sitio
de la lesién. Esto genera una necrosis progresiva debido a la muerte de los cardiomiocitos, que
puede prolongarse por el aumento de la circulacion colateral, la tasa de consumo de oxigeno
miocardico y las oclusiones y perfusiones intermitentes que pueden precondicionar el
funcionamiento del corazén. El diagndstico del infarto al miocardio se determina a partir de los
valores de las troponinas cardiacas | (cTnl) y T (cTnT) que funcionan como biomarcadores para
el dafio miocardico, asi como el uso del biomarcador de alta sensibilidad (hs-cTn). Se considera
gue el dafio es agudo si se observa un aumento o reduccion de los niveles de cTn o un dafio
cronico si los valores de cTn estan persistentemente elevados. También se incluye la historia
clinica del paciente y el electrocardiograma. Los sintomas clinicos que desarrollan los pacientes
pueden ser dolor toracico constante, molestias en extremidades superiores, epigastricas (al
hacer esfuerzo o en reposo), fatiga y disnea; no obstante, estos sintomas no son especificos

de la enfermedad. [26]

El infarto agudo del miocardio tipo | es causado por una enfermedad aterotrombdética que suele
iniciarse por la rotura de la placa aterosclerética cuyo componente trombotico puede ocasionar
una embolizacién coronaria distal que ocasione una necrosis miocitaria, asi como una

hemorragia a través de la superficie rota que puede complicar su recuperacion (Figura 3).

Rotura/erosion de la placa con enfermedad
aterotrombética oclusiva

Rotura/erosion de la placa con enfermedad
aterotrombética no oclusiva
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Figura 3. Infarto de miocardio tipo I. Se caracteriza por estar constituido por una acumulacién
de LDL e infiltraciones celulares contenidas por una capa fibrosa, que al vulnerarse ocasiona
una erosion de la placay, por ende, la generacién de un trombo que puede obstruir por completo
la luz arterial para conllevar a un IAM (tomado de Sambola, A. et al., 2019).

Se puede diagnosticar el infarto agudo de miocardio tipo 1 a partir de la deteccion de al menos
una de las siguientes condiciones: sintomas de isquemia miocéardica aguda, nuevos cambios
isquémicos en el ECG como la elevacion del segmento ST, la evidencia por imagen de pérdida
de miocardio viable o anomalias regionales en la motilidad de la pared del miocardio siguiendo
un patron compatible con etiologia isquémica y por ultimo, la identificaciéon de un trombo

coronario por angiografia con imagen intracoronaria o por autopsia [26, 27]

Componentes inmunoldgicos en el IAM

Una vez generada la obstruccion de la arteria coronaria, conduce a la isquemia miocérdica
aguda que induce lesion y muerte de constituyentes celulares como cardiomiocitos, células
endoteliales, fibroblastos, entre otros. Lo que genera una respuesta inflamatoria aguda a partir
de la activacion de la cascada del complemento, produccion de ROS, patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP), que sirven como ligandos para los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) como los receptores tipo Toll y la familia de receptores tipo dominio de
oligomerizacién de unién a nucleétidos de proteinas citosolicas (NLRP3, también conocidos
como receptores tipo Nod) inflamasoma. También se liberan ATP, mtDNA y RNA que inducen
inflamacion a partir de la activacion del inflamasoma NLRP3 y al unirse al receptor tipo Toll
(TLR)-9 respectivamente. Ademas, se ha demostrado que la liberacion de RNA extracelular por
parte de los cardiomiocitos induce una respuesta proinflamatoria por la liberacion de TNF-a y la
activacion de NF-kb. Mientras que los TLR actian en respuesta a los DAMP, a patrtir de la
activacion del gen de respuesta primaria a diferenciacion mieloide MyD88 y NF-kb que inducen
la liberacion de mediadores inflamatorios como IL-1B y pro-IL-18. [27]. Asimismo, se ha
demostrado la importancia de que la inhibicién farmacoldgica de TLR-2 o TLR-4 reduce el
tamano del infarto, asi como la infiltracion de neutréfilos, macréfagos y linfocitos T y favorece la

remodelacion del endotelio vascular [29].

Al mismo tiempo, las células endoteliales son activadas por el ambiente proinflamatorio

anteriormente mencionado, lo que las hace generar ROS y una mayor cantidad de moléculas
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gue median la adhesion de leucocitos y plaquetas. Dicha infiltracion esta mediada por la
molécula quimioatrayente de monocitos (MCP-1) que produce interacciones entre los monocitos
y las células endoteliales, después los monocitos se diferencian a macréfagos en la zona de la
intima por la presencia del factor estimulante de colonias de macréfagos (MCS-F) y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GMCS-F) en el sitio de lesion, que en
conjunto con la presencia de OxLDL favorece el desarrollo de un ndcleo necrotico.
Posteriormente, ocurre una remodelacion negativa del tejido a partir de moléculas como IL-10
y metaloproteinasas MMP-3 y MMP-9 que resultan ser beneficiosas con respecto a la

estabilizacion de la placa al promover la formacion de una capa fibrosa. [30, 31]

Macrofagos

Los macréfagos son células inmunolégicas que desempefian un papel importante en la
homeostasis del cuerpo mediante la eliminacion de microorganismos, desechos y reparacion
de tejidos, sin embargo, también participan en la regulacidon de la inmunidad innata a partir de
la presentacion de antigenos a linfocitos T en los tejidos y mediando procesos inflamatorios
cronicos como la aterosclerosis. A su vez, ejercen procesos como fagocitosis y apoptosis de
células, secrecion de moléculas inmuno-efectoras, factores de crecimiento y de remodelacion
de la matriz extracelular. Los macréfagos se pueden encontrar en casi todos los 6rganos del
cuerpo (higado, pulmones, cerebro, piel, etc.), se originan principalmente de los sacos vitelinos
embrionarios que se mantuvieron en los tejidos periféricos por autorrenovacién de vasos
sanguineos y se pueden regenerar a partir de los monocitos circulantes que surgen de los

progenitores de la médula 6sea en la etapa adulta. [32]

Se distinguen por ser células fagociticas profesionales, ya que tienen la capacidad de expresar
receptores en su superficie que detectan sefiales que comdnmente no se encuentran en tejidos
sanos. Por ejemplo, los macrofagos expresan receptores scavenger que son responsables de
detectar patégenos opsonizados, algunos tipos de PAMP como lipoproteinas bacterianas,
fagocitosis de células apoptéticas (CD36) y LDL oxidado o acetilado ademés de expresar TLR
[32].
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Mecanismos de activacion y polarizacién de macréfagos en la aterosclerosis

El fenotipo de los macréfagos se modifica de acuerdo a los estimulos del microambiente
independientemente del 6rgano en el que residen, lo que les confiere a estas células una alta
plasticidad. Se ha descrito que los macréfagos se dividen tradicionalmente en M1
proinflamatorios y en M2 antiinflamatorios dependiendo de las citocinas que se liberen durante
la homeostasis o0 en alguna enfermedad. Por ejemplo, los DAMP y las citocinas inflamatorias
como el TNF-a y el IFN-y inducen el fenotipo M1 (activacion clasica) a diferencia de las citocinas
antiinflamatorias como IL-10, IL-4 e IL-13 que inducen el fenotipo M2 (activacién alternativa). [8,
32, 33]

La polarizacion hacia un fenotipo M1 requiere de la inducciéon del LDL oxidado en la placa, que
activa la via PI3K-AKT- mTOR-HIF1a (factor inducible por hipoxia 1-alfa), lo que regula a la
alza el metabolismo de la glucdlisis y disminuye la fosforilacién oxidativa (via OXPHOS) lo que
genera citocinas inflamatorias en diversas enfermedades como la aterosclerosis, en donde se
activan mecanismos como el sistema de NADPH oxidasa dentro de la lesion que liberan
especies reactivas de oxigeno (ROS) e involucran la participacion de células endoteliales que
son activadas por lipidos como el oxLDL que ingresa a la intima de los vasos sanguineos y
estimula a una gran cantidad de monocitos para que ingresen al endotelio en donde
eventualmente se van a diferenciar a macréfagos que van a fagocitar las lipoproteinas
modificadas, posteriormente, se van a convertir a células espumosas que formaran parte de la
placa aterosclerética [33]. Este proceso genera mas inflamacion y el reclutamiento de mas
monocitos al sitio que inducird a la formacion de un nucleo necrético, cuyo efecto logra ser
contrarrestado a partir de la generacion de factores antiinflamatorios producidos por los
macrofagos M2. En este contexto, se han identificado diversas subclases de macréfagos en la
placa de ateroma con base en sus marcadores extracelulares, funciones y produccién de

citocinas.
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Figura 4. Subpoblaciones de macr6fagos en la placa aterosclerética. Una vez que los
monocitos son reclutados al interior de la placa de ateroma, se pueden diferenciar en diversos
tipos de macroéfagos, a) en M1 que median la defensa del huésped en un ambiente inflamatorio
liberando TNF, IL-6 e IL-12; b) en M(Hb), Mhem y M2 que presentan resistencia a la
acumulacion de lipidos, capacidad de captar productos de hierro y propiedades antiinflamatorias
liberando IL-10, hemooxigenasa 1 (HMOX-1) e IL-4 respectivamente; ¢) Mox que tiene
propiedades antioxidantes y libera IL-1B y ciclooxigenasa 2 (COX-2); d) y de tipo M4 que es
proinflamatorio pero con capacidad fagocitica reducida y produce IL-6, TNF y metaloproteinasa
7 (MMP-7) (modificado de Chinetti-Gbaguidi, G. et al., 2014).

De forma clasica, los macréfagos M1 pueden liberar citocinas de tipo Thl, lo que provoca la
liberacion de citocinas proinflamatorias como el IFN-y, del factor de necrosis tumoral (TNF), IL-
6, IL-1B y altas concentraciones de IL-12 e IL-23, asi como una disminucion de IL-10. Mientras
que alternativamente los macréfagos M2 se subdividen en tres tipos principalmente: en M2a
qgue inducen la liberacion de citocinas tipo Th2 como la IL-4 e IL-13, los macréfagos M2b que
inducen la inflamacion a partir de la formacion de complejos inmunes a partir de IL-18 o
lipopolisacéaridos, asi como la liberacién de IL-1 e IL-6 y en M2c que son inducidos en presencia

de IL-10, el TGF- B o glucocorticoides. La generacidén de estos macréfagos ocurre a partir de
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gue los monocitos se diferencian en presencia del factor estimulante de colonias de macrofagos
(M-CSF) que induce una sefializacion de tipo tirosina-cinasa que activa diversos miembros de
la cascada de sefializacion MAPK que esté involucrada en procesos de proliferacion celular y
las vias Rac/IJNK y Rac/p38 que son mediadoras en la apoptosis, inhibicion de la proliferacién
y el estrés celular, por lo que M-CSF funciona como un agente mitogénico autocrino de los

macrofagos [34,35].

En la Figura 4 se muestra una variedad de los fenotipos de los macréfagos, por lo que la manera
de identificarlos es mediante la cuantificacion de sus marcadores de superficie y por las

moléculas que secretan (Tabla 1).

Tabla 1. Activacion de macréfagos M1y M2 in vitro. Se muestran algunos marcadores y
secrecidn de citocinas por los cuales se pueden identificar a las poblaciones de macréfagos M1
y M2 (Modificado de Huang, X., Li, Y., at al., 2018).

Macroéfago Expresion de marcadores Secrecién de citocinas

M1 CD68, CD86, CD80, MHCII, IL-1R, TNF, IL-18, IL-6, IL-12 e IL-23
TLR2, TLR4, INOS y SOCS3

M2a CD163, MHCII, SR, CD206, CD200R, | IL-10, TGF-B e IL-1a
TGM2, IL-1RIl'y DecoyR.

M2b CD86 y MHCII IL-1, IL-6, IL-10 y TNF-a

M2c CD163, TLR1y TLR8 IL-10 y TGF-B

M2d VEGF IL-10, IL-12, TNF-a y TGF-B

IL-1RII: Receptor de interleucina tipo 2, DecoyR: Receptor decoy o tipo “sefiuelo”, MHCII: Complejo Principal de
Histocompatibilidad I, SR: Receptor scavenger, TGM2: Transglutaminasa 2, TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral
alfa, TGF-: Factor de Crecimiento Tumoral beta y VEGF: Factor de crecimiento Vascular Endotelial.

Dentro de las placas ateroscleréticas en los nucleos lipidicos, los macrofagos M1 activan vias
del TLR4 o del factor nuclear kappa beta (NF-kb). Con respecto al receptor TLR4, una vez que
es reconocido el LPS sufre un cambio conformacional del dominio TIR (receptor de
Toll/interleucina) y promueve el reclutamiento del adaptador MyD88, seguido de (cinasa
asociada a IL-1R) que se autofosforila y se une a TRAF6 (receptor factor 6 asociado a TNF)

activando al complejo IKK (enzima cinasa kappa, que posee 3 dominios y, a y B) en donde
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ocurre la fosforilacion y protedlisis de la caja IkB, lo que permite la translocacion de NF-kb al
ndcleo. Este ultimo, tiene un papel importante en la regulacion de la expresion de genes
relacionados con procesos inflamatorios, autoinmunes y apoptoticos, ya que puede regular la
expresion de citocinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, y GM-CSF, asi como moléculas de
adhesion como ICAM y VCAM, proteinas de fase aguda, enzimas inducibles (iNOS y COX-2) y
péptidos antimicrobianos. ElI TLR4 también puede iniciar su sefalizacion de forma
independiente de MyD88 para estimular la produccion del interferon beta (IFN-B). Este
mecanismo proinflamatorio a la par de los cristales de colesterol acumulados en las arterias y
las lipoproteinas oxidadas induce aun mas la polarizacién a un fenotipo de macréfago M1 [33,
35].

En cuanto a la expresion de moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, son importantes
para la presentacion de antigenos, cuyo ligando de este ultimo es CD28 que es un marcador
inflamatorio conocido, al igual que CD38 en experimentos in vitro. Sin embargo, también se han
analizado marcadores in vivo e in vitro respectivamente como las firmas moleculares de los
macrofagos M1 inducidos con LPS en ratones donde se analiza la expresiéon de genes
regulados por interferon gamma entre los que se encuentran Irf9, Irf7, Ifi35 e Ifihl; asi como las
guimiocinas con motivo CXC CXCL-1 y CXCL-2 que reclutan neutroéfilos y CXCL-5 que es un
potente quimioatrayente para las células T, etc. Ademas de factores asociados a TNFR (TRAF)
gue codifica para Traf2 y Tnfaip3 que se expresan en los macrofagos in vitro para la regulacion
de la sefalizacion de TLR y la induccién de citocinas proinflamatorias e interferones que

responden ante la presencia de LPS, como lo es el LDL oxidado [36].

Mientras que en los macréfagos M2a activados alternativamente con IL-4 o IL-13 se activa la
via de sefializacion JAK-STAT, PPAR, AMPK y/o TGF-B. Para el caso de la via AKT, se activa
el metabolismo de OXPHOS a partir de la accion de IL-4, lo que induce a los macréfagos a tener
un perfil inmunosupresor. Mientras que los receptores activados por el receptor proliferador de
peroxisomas (PPAR) tiene la capacidad de captar lipidos y participa en la polarizacion hacia un
fenotipo M2 asi como la inhibicién de la expresion de factores proinflamatorios. Ademas, la via
STAT6 actia como un mecanismo a la respuesta antiinflamatoria compensatoria y tiene como
objetivo equilibrar la secrecién de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias, a partir de la

estimulacién de IL-4 e IL-13 que son secretadas principalmente por los linfocitos Th2. Para el
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caso de los niveles de TGF-B, estos se ven aumentados después de entrar en contacto con el
9oxonomanoil-colesterol que es uno productos de oxidacién en la placa aterosclerotica, asi
como los metabolitos de esfingolipidos que van a cambiar el fenotipo de M1 a M2 [33,37].
También los fosfolipidos pueden polarizar a un macréfago Mox, que tiene poca capacidad
fagocitica y quimiotéctica y pueden expresar marcadores proinflamatorios como IL-13 y COX-2
a partir de un mecanismo dependientes de TLR-2, en ratones se ha visto que los macréfagos

Mox representan el 30% del total de macréfagos en las placas ateroscleréticas avanzadas [33].

También, se ha encontrado que los macréfagos M2a encontrados en las placas ateroscleroéticas
humanas también pueden inducir la polarizacion de una poblacion CD68+ MMR+, asi como que
la IL-4 induce la proliferacion de los macréfagos in situ. La identificacion de los macrofagos M2a
se puede revelar a partir de experimentos in vitro donde se identifica la presencia de algunos
marcadores de membrana caracteristicos como lo son el CD163 y CD206 a partir de citometria
de flujo (Tabla 1). El marcador CD206 induce la expresion de citocinas antiinflamatorias como
TGF-B, IL-10 y el receptor de quimiocina (CCL) -18 [36, 38].

Macrofagos M1y M2a en el IAM

El infarto agudo de miocardio puede deberse a dos factores clave, el primero radica en la hipoxia
generada por un trombo consecuente de una inestabilidad y ruptura de la placa; y el segundo
por la muerte de los cardiomiocitos provocando necrosis del tejido cardiaco. En ambos casos
se activa la cascada inflamatoria que involucra la participacién de los macréfagos M1y M2 en

diferentes etapas del infarto.

Ambos fenotipos de macréfagos que se encuentran en la placa aterosclerética temprana, sin
embargo, cuando el microambiente de la misma se desestabiliza provoca la hemorragia
intraplaca que rompe pequefios vasos que contienen eritrocitos que pueden ser fagocitados por
los macréfagos lo que aumenta el contenido de hierro y la liberacion del grupo hemo al ambiente
dando lugar a los macréfagos M(Hb). Estos macréfagos son una subpoblaciéon que presenta
CD68, CD206, CD130y CD163 que le permite eliminar complejos de hemoglobina-haptoglobina
después de una hemorragia intraplaca, por lo que tiene propiedades antiinflamatorias debido a

su mayor expresion de ferroportina lo que disminuye la concentracién de ROS. Incluso se ha
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observado que los macréfagos M2 in vitro también contribuyen a la liberacion de hierro a partir

de la fagocitosis de eritrocitos senescentes y células apoptoticas [38].

Tras la ruptura de la placa aterosclerdtica, puede provocar a formacion de un trombo que si
obstruye por completo la luz arterial se genera un IAM. Es aqui cuando entra la reparacion
cardiaca que consta de varias fases: Fase inflamatoria temprana (primeras 72 h), fase
proliferativa (de 7-10 dias) y fase de maduracion (de 9-10 dias). En la primera fase se produce
la reabsorcion del tejido necrético y adelgazamiento de la zona lesionada del miocardio, lo que
conduce a la expansion del infarto y comienza la participacion de células inmunes que captan
los DAMPS y PRR del microambiente. Las primeras células que participan son los macréfagos
M2 que derivan en un 90% de los monocitos clasicos de sangre periférica (CD14 high, CD16
low) que se caracterizan por su alta expresion de CD62 y CCR2 que permite que se acumulen
en la zona de lesion donde hay un mayor gradiente de MCP-1 y quimiocinas CCL2 y CCL7. Una
vez que alcanzan su pico maximo de proliferacién (3 dias) se encargan de disminuir el tejido
necrotico y bajo ciertas condiciones se diferencian en macrofagos M1 que promueven una
inflamacion aguda por la liberacion de IL-6, IL-1B, TNF-a y Oxido nitrico. Lo que les permite
localizarse en las zonas mas inestables de la placa y que fagociten los restos celulares. Se ha
reportado que la alta concentracion de estos componentes inflamatorios son un peor pronostico

para pacientes con ECV como diabetes y obesidad [37, 39].

Posteriormente, en la etapa final de la inflamacion, se degrada la matriz extracelular y se
fagocitan las células muertas por eferocitosis a partir de los macréfagos M2 que absorben los
cuerpos apoptéticos que se generan en el 1AM, generando citocinas antiinflamatorias como
TGF-B, IL-10, lipoxinas, etc. Asi como la expresion del gen mieloepitelial reproductivo de tirosina
cinasa (MerTK), el cual, se ha documentado que evita que incremente el tamafo del infarto y
se favorezca la eferocitosis [38, 39].

En la fase proliferativa o de reparacion consiste en la cicatrizacion de la lesion miocardica
intraplaca, ademas del inicio de la sefializacion antiinflamatoria y la proliferacion de fibroblastos
gue migran a zona endotelial. La etapa de maduracién depende de la continuidad y eficacia de
las etapas anteriores para la remodelacion de la matriz extracelular y restauracion de la funcion

cardiaca, que es fomentada por la limitacion de infiltracion de células polimorfonucleares,
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disminucioén de la vascularizacion, de la permeabilidad y de la eliminacion de restos celulares y

componentes de la matriz extracelular [39].

Células estromales mesenquimales

Las células estromales mesenquimales (MSC) son células indiferenciadas que se caracterizan
por tener alta capacidad de diferenciacion a lo largo de diversos linajes y de autorrenovarse, lo
cual, las hace candidatas a aplicaciones clinicas. Ademas, se pueden aislar de una gran
variedad de tejidos, como de piel, cordon umbilical, placenta, médula 6sea, tejido adiposo, etc.
Debido a su capacidad de recoleccion y la cantidad obtenida hacen que estas fuentes sean mas

practicas para un mayor niamero de aplicaciones clinicas experimentales [40].

En experimentos in vitro, se pueden identificar por su expresion de CD105, CD90, CD73 y
CD44, asi como ser negativas para los marcadores hematopoyéticos como HLA-DR, CD14,
CD45, CD19 y CD34, marcadores de linaje endotelial como CD31. Ademas, de la capacidad de
adherirse en plastico en medio de cultivo estdndar con un 20% de suero fetal bovino y de
diferenciarse en adipocitos condroblastos y osteoclastos con eficiencia [39]. Existen estudios
gue han demostrado que las MSC se encuentran de forma residual en los tejidos de casi todos
los 6rganos del cuerpo, al igual que sus efectos inmunorreguladores en procesos inflamatorios
debido a su secrecion de citocinas como IL-10, GM-CSF y M-CSF para tener un efecto directo

o indirecto de forma que afecta a las células vecinas (paracrina) [41].

También, se han descrito sus capacidades inmunorreguladoras sobre células T y macrofagos
en enfermedades cardiovasculares en el contexto del infarto del miocardio, asi como en
promover la regresion de la placa a partir de regular la funcidén de las células endoteliales en
modelos de raton [41]. De igual manera, las MSC pueden favorecer el ambiente tumoral a partir
de diversos mecanismos como la angiogénesis [41]. Asi como reducir los niveles de factores
inflamatorios como la IL-1, IL-6 y TNF-a, mientras aumentan los factores anti-inflamatorios como
IL-10 y TGF-B, que estan asociados a una mayor expresion de VEGF que mejoran
gradualmente la supervivencia de los cardiomiocitos [43]. Por lo cual, la resolucién de la

inflamacion se traduce a una mejora en la proteccion y en la funcion cardiaca.
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En cuanto a la aterosclerosis, las MSC tienen un papel importante en la migracién y en la
proliferacion de las células progenitoras endoteliales (EPC) en experimentos in vitro de
cocultivos, asi como en estudios con ratones Apo E (-/-) en tratamiento con OxLDL donde se
observo que inactivo la via Akt/oxido nitrico sintasa (eNOS) indujo la degradacién de eNOS e
inhibid la produccién de éxido nitrico (NO) en las células endoteliales, sin embargo, en presencia
de cocultivos con MSC se revirtieron los efectos de OXLDL lo que reestablecio el funcionamiento
de la via Akt/eNOS y mejor6 la formacién de la placa de ateroma a partir de la secrecion de IL-
8 y la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) -2 o CXCL2 por parte de las MSC, ya que al
ser bloqueadas con anticuerpos contra IL-8 y MIP-2 se inhibid el efecto de las MSC en su
funcion protectora en el endotelio [42,44]. Del mismo modo, las MSC han demostrado ejercer
efectos inhibitorios sobre las VSMC, ya que pueden inmunorregularlas inhibiendo su
proliferacion y evitando que las VSMC secreten sustancias inflamatorias y favorezcan la
generacion de células espumosas en etapas tempranas de formacién de la placa, y en etapas
avanzadas, evita la secrecién de proteinas de la matriz extracelular y fibras de colageno para

la formacion de placas estables [45].

Efecto de las MSC para polarizar macréfagos M1y M2

Estudios previos de cultivos celulares han descrito que las células estromales mesenquimales
derivadas de tejidos sanos que estan en contacto con macrofagos favorecen la polarizaciéon a
un fenotipo M2 o antiinflamatorio. Y reducen la expresion de CD80 y CD86, que participan en
la coestimulacion de linfocitos T en un ambiente estimulado por GM-CSF [46]. Cabe recalcar
gue estos Ultimos marcadores se encuentran en macréfagos M1 que estan involucrados
mayoritariamente en la etapa aguda del IAM y que son esenciales para el comienzo de la
restauracion y funcién del tejido endotelial arterial, adicionalmente, un desequilibrio entre la
polarizacion a un fenotipo M1 y M2 puede desencadenar procesos de inflamacion persistente o

de reparacion aberrante [47, 48].

Para el caso de los macrofagos M2, se ha comprobado en modelos de raton in vitro que las
MSC aumentan la expresion de los marcadores CD206 y CD163 en presencia de GM-CSF y
LPS, favoreciendo la polarizacién de un fenotipo M1 a un M2 en el IAM [49]. Asi como Zhang
X. y colaboradores, han reportado que a partir de células estromales mesenquimales de encia

humana (GMSC) inhibe la formacién de células espumosas en macrofagos, reduce la
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proliferacion de un fenotipo inflamatorio (M1) y favorecié la polarizacién M2, lo que disminuyo
la deposicion de lipidos en la placa de ateroma en ratones ApoE (-/-). Al igual que han
demostrado que al trasplantar MSC CD146+ después de un IAM se logra regenerar el tejido
cardiaco a partir de la induccion de la polarizacion de los macréfagos a un fenotipo M2, mientras
gue al administrar TNF-a en ratones trasplantados con MSC previno la polarizacion antes

mencionada, provocando el deterioro de la funcién cardiaca [49,50].

Existe evidencia que hay una modulacion paracrina de IL-10 secretada por las MSC hacia los
macrofagos, dicha citocina es anti-inflamatoria e inhibe la proliferacién de factores inflamatorios,
la secretan los monocitos, macréfagos, mastocitos, MSC, los linfocitos en menor cantidad. La
cual, a partir de CCL-2 y CXCL-12 cooperan como un heterodimero para regular la expresion
de IL-10 en macrofagos CCR-2 in vitro, ademas que la expresion de CCL-2 por parte de las
MSC es necesaria para inducir la polarizacion de macréfagos in vivo que residen en el intestino

en un modelo murino al que se le indujo colitis con dextrano sulfato de sodio (DSS) [51].

En modelos de animales, se ha demostrado que aumenta la concentracion de IL-10
significativamente en el suero después de 6h de haber sido realizada la reperfusién miocéardica.
Y en pacientes con IAM, se ha encontrado que si aumentan los niveles séricos de IL-10 dentro
de las primeras 24h posteriores a la angioplastia (mecanismo para conseguir la reperfusion),
les proporciona una proteccion contra el desarrollo de la insuficiencia cardiaca [52,53]. En otros
estudios, se han infusionado con IL-10 a ratones con una bomba miniosmaética y se obtuvo un
aumento en las concentraciones plasméaticas de esta citocina después de 7 dias de tratamiento
y de un infarto del miocardio, asi como una disminucion de la dilatacion del ventriculo izquierdo,
atenuo la inflacion generada por el infarto y mostré una expresion genética significativamente

elevada de los marcadores M2: Argl, Ym1 (activacion alternativa) y TGF-B1 [54].

En modelos de inflamacién de cérnea en ratones, se demostré que las MSC trasplantada
pueden precondicionar a los monocitos y macrofagos para favorecer el control de la infamacién
de la enfermedad ocular, expresando una mayor cantidad de MHC Il, CD11lb e IL-10 y
disminuyendo los niveles de los linfocitos T y manteniendo la proliferacién de los linfocitos T
reguladores FoxP3+, desarrollado en un ambiente inducido por TNF-a [55]. Y también las MSC

tienen la capacidad de liberar vesiculas extracelulares (p. ej.: exosomas y microvesiculas) que
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protegen a los ratones de la isquemia miocardica e inhiben la sefializacién de los TLR en los

macrofagos [56].

Interaccion de las MSC con los macrofagos induce la generacion de linfocitos T

reguladores

Los linfocitos T cumplen un papel importante en la remodelacion y la evolucién del IAM, ya que
se ha demostrado que en estudios donde se analizan estas células en sangre periférica en
pacientes con sindromes coronarios agudos que pueden reflejar la activacion de los linfocitos T
para revelar parte del proceso de inflamacion cardiaca [57]. Se ha reportado en estudios con
ratones que las células T CD4+ contribuyen a la lesién por isquemia-reperfusion, de tal manera
gue aumenta la aglomeracion celular lo que contribuye al aumento del tamafio del infarto
[57,58]. Y que la proporcion de linfocitos Th1/Th2 esté directamente involucrada en el IAM y en

el grado de afectacion de la enfermedad de las arterias coronarias (EAC) [59].

También, se ha encontrado que la cadena pesada de miosina a (MYHCA) es un autoantigeno
cardiaco que es reconocido por las células T a partir del TCR y genera que se induzca un
fenotipo T regulador cuando se transfirieron a ratones infartados, lo que gener6 un efecto
cardioprotector [60]. Lo anterior se debe a que en el IAM se generan citocinas proinflamatorias
(IL-1a, IL-1B, IL-6, etc.) que junto autoantigenos, promueven que las células T adquieran un

fenotipo efector (IL-17/INF-y) por la accién de células dendriticas [61].

Se sabe que las MSC tienen la capacidad de interferir en el ciclo celular de los linfocitos T,
disminuyendo su proliferacion y favoreciendo su diferenciacién a un fenotipo anti-inflamatorio
desde un estado inflamatorio (Thl, Thl7, etc.), al igual que regulan la funcion de las células T
reguladoras (Treg) [49]. Esta inmunosupresion la realizan las MSC a partir de la secrecion de
factores solubles como TGF-B, IFN-y, 6xido nitrico (NO), IL-2, prostaglandina E2 (PGE2),
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) e IL-10 [62]. Y se ha demostrado que los exosomas de MSC
derivadas de cordon umbilical tienen actividad inmunosupresora debido a que expresa
marcadores como TGF-, INF-y, IDO e IL-10 que inducen la proliferacion de linfocitos Treg [63].
Y en pacientes con STEMI se sabe que hay una disminucion en la proporcion de linfocitos Treg

CD4+, CD25+ lo que podria relacionarse con la aparicion de SCA [64].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ECV en México corresponden a la primera causa de muerte en hombres y mujeres, dentro
de las cudles el IAM afecta mas a la poblacién debido a que los pacientes resultan gravemente
dafiados por la enfermedad, por lo que requieren una regeneracion efectiva después de su

estabilizacion por reperfusion.

En este contexto, los macrofagos son células inmunolégicas que pertenecen al sistema inmune
innato que provienen de los monocitos que bajo ciertas condiciones se polarizan en macrofagos
M1 que se caracterizan por mediar procesos inflamatorios, mientras que los macré6fagos M2a
intervienen en procesos antiinflamatorios. Sin embargo, se ha reportado que estos mecanismos
de regulacién en los pacientes con IAM no funciona adecuadamente, por ello se establecié un
modelo que involucra a las células estromales mesenquimales (MSC), debido a que se ha
descrito en ensayos in vitro que tienen la capacidad de favorecer la polarizacion de los
macréfagos a un fenotipo M2 en modelos con ratones, asi como la capacidad de interferir en el
ciclo celular de los linfocitos T, disminuyendo su proliferacién y favoreciendo su diferenciacion
a un fenotipo anti-inflamatorio desde un estado inflamatorio, al igual que regulan la funcién de
las células T reguladoras a partir de la liberacién de citocinas como TGF-f, IFN-y, éxido nitrico
(NO), IL-2, prostaglandina E2 (PGE2), indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) e IL-10 por parte de
las MSC, lo que conlleva a la reparacién de la funcion miocérdica.

Por ello, es importante determinar un mecanismo por el cual las MSC podrian mediar la
polarizacion de los macrofagos M2a y estos a su vez la de los linfocitos Treg en el STEMI a
partir de marcadores de superficie y funcion. Lo que nos dirige a plantear la pregunta de
investigacion: ¢ Como las MSC podran influir en la polarizacion de los macréfagos M1 y M2a

derivados de monocitos de pacientes con IAM con elevacion en el segmento ST (STEMI)?
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HIPOTESIS
Las MSC derivadas de médula 6sea promoveran la polarizacion hacia un fenotipo funcional de
macréfagos M2a en condiciones polarizantes de M1 y M2a a partir de monocitos de pacientes
con STEMI.

OBJETIVO

Evaluar el efecto inmunomodulador de las células estromales mesenquimales de médula 6sea
en el fenotipo y funcion de los macrofagos M1 y M2a derivados de monocitos en pacientes con
STEMI.

Objetivos especificos
e Determinar el microambiente celular a partir de la cuantificacion de citocinas inflamatorias

y anti-inflamatorias circulantes en pacientes con STEMI.

e Evaluar los niveles de expresion de los marcadores caracteristicos de macrofagos M1y
M2a derivados de monocitos en pacientes con STEMI y en sujetos sanos en presencia
de MSC.

e Identificar el posible mecanismo de regulacién de las MSC sobre los macrofagos M1 y
MZ2a a través de ensayos de cocultivos.

e Evaluar las capacidades de inducir células T reguladoras en presencia de MSC y
macrofagos M1y M2a en pacientes con STEMI y en sanos.
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METODOLOGIA

Aspectos éticos
Este trabajo se condujo considerando las pautas de la declaracion de Helsinki de la Asociacion

Médica. Adoptada por la 182 Asamblea Médica mundial en Helsinki, Finlandia en junio de 1964
y enmendada por la 642 Asamblea General, en Fortaleza, Brasil de octubre 2013. Este trabajo
es parte del proyecto autorizado por el Comité Nacional de Etica, Comité Nacional de
Bioseguridad y el Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS con namero de registro
R-2018-785-044.

Criterios de inclusién y exclusion
A continuacién, en la Tabla 2 se presentan los criterios de inclusion y de exclusion para los

pacientes y sujetos sanos.

Tabla 2. Criterios de inclusion y de exclusion. Se muestran los criterios de inclusion y

exclusion para los pacientes con STEMI y de los sujetos sanos incluidos en este estudio.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
e Se incluyeron las muestras de e Los pacientes que cursan por un
pacientes con Infarto Agudo de sindrome anémico.

Miocardio (IAM) tipo | con elevacion en
( ) tip e Tener antecedentes de enfermedad

el segmento ST (igual o mayor a 1 . . . L.
neoplasica, inflamatoria cronica o

mm. . . :
) proceso infeccioso activo o COVID-19.

e Género femenino o masculino, de 35- ) .
e Estar en tratamiento previo con

75 anos de edad. .. . .
antiinflamatorios o inmunosupresores.

e Diagndstico dentro de las 24 horas que .

e Pacientes con antecedentes de abuso
iniciaron los sintomas. . .
y consumo de anfetaminas, cocaina y
e Presentar dolor precordial isquémico opioides.

mayor a 30 minutos de duracion.
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e Pacientes con disnea, diaforesis, e Presentar niveles de creatinina
nausea y vomito. mayores o iguales a 1.6 mg/dL, falla

L organica renal, trombocitopenia.
e Con bloqueo en la rama izquierda

doloroso (BRIHH), niveles elevados de e Pacientes y sujetos sanos a los que no
CPK, mioglobina y troponinas. se logre obtener la cantidad de sangre

. o necesaria para los ensayos y en los
e Sujetos sanos que no hayan recibido P yos 'y

. . . gue no se logre obtener el nimero de
tratamiento previo con anti-

. . . monocitos  necesarios para los
inflamatorios o inmunosupresores.

experimentos.

e Todos aquellos pacientes y sanos que

- e Los pacientes que hayan tenido un
aceptaron el consentimiento

. infarto del miocardio con anterioridad.
informado.
e Sujetos sanos que presentaron datos

electrocardiograficos sugestivos de

isquemia miocardica.

e Sujetos sanos con antecedentes de
enfermedad neoplasica, inflamatoria

cronica o con proceso infeccioso activo

Toma de muestra
A los pacientes diagnosticados con IAM tipo | con elevacion en el segmento ST que acudieron

al UMAE, Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI que cumplieron los
criterios de inclusion para el estudio y firmaron el consentimiento informado correspondiente, se

les tomo una muestra de sangre via intravenosa en tubos (15 mL) BD Vacutainer con EDTA.

Obtencion de células mononucleares

A partir de la sangre obtenida, se obtuvo el plasma por centrifugaciéon a 2000 rpm (717 g) por
30 min y se recolectd en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -70°C, para
posteriormente ser analizadas con el kit LEGENDplex (BioLegend, San Diego, CA, USA)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La sangre restante se diluyé en una proporcion 1:2
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con solucion salina estéril al 0.9% pH 7.3, posteriormente de 7 a 8 mL de sangre diluida se le
agregaron a 3 mL de Lymphoprep en un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugd a 2000 rpm (717
g) por 30 min; luego se recolecto el anillo situado entre el Lymphoprep y el plasma restante. Se
realizaron dos lavados con solucién salina estéril (0.9%, pH 7.3), el primero fue de 1500 rpm
durante 15 min. y el segundo fue de 900 rpm (145 g) por 10 min. Se realiz6 el conteo del botén
celular y se adicion6 1 mL de RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) (Invitrogen, GIBCO) al 50% y con DMSO al 10%, se almacené a -70°C por 24 hy
después a -35°C para el posterior aislamiento de monocitos.

Aislamiento de los monocitos clasicos
Se realiz6 el aislamiento de los monocitos CD14+ CD16+ mediante seleccion negativa con el

kit “Classical Monocite Isolation Kit, human” (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) de
acuerdo a las especificaciones de fabricante. Por cada 10 millones de células obtenidas se
suspendieron 30 puL de MACS Buffer (PBS pH 7.2, BSA al 0.5% y EDTA 2 mM), seguido a esto
se adicionaron 10 pL de FcR Blocking Reagent, 10 pL de Classical Monocyte Biotin-Antibody
Cocktail, 5 uL de Thrombocyte Removal Reagent, se homogenizé y se dej6 incubar por 5 min
a temperatura ambiente. Después, se adicionaron 30 pL de MACS Buffer y 20 pL de Anti-Biotin
Microbeads, se homogenizd y se incubd nuevamente por 5 min a temperatura ambiente y se
procedio a realizar la separacion magnética con una columna MACS (Miltenyi Biotec MACS), la
columna se preparé con 3 mL de MACS Buffer y se depositd la muestra preparada la cual se le
realizaron lavados con MACS Buffer hasta su completa recoleccion.

Ensayo de identificacion de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias
Para determinar las concentraciones de las moléculas solubles presentes en el plasma

almacenados previamente a -70°C hasta el dia de su uso. La identificacién de citocinas se
realizd empleando perlas de citometria LEGENDplex (BioLegend, San Diego, CA, EUA). El kit
se utiliz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron en su
totalidad en el mismo dia a una tasa de adquisicion baja en un citbmetro de flujo espectral
Aurora (Cytek Biosciences, Fremont, CA, EUA). Los datos se analizaron son el software
LEGENDplex version 9 (BioLegend).
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Obtencion de células estromales mesenquimales
Las células de la médula 6sea se recolectaron de acuerdo con los lineamientos de ética

institucional, con el consentimiento informado obtenido de donantes hematolégicamente sanos
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Ciudad de México, México. Se obtuvieron
muestras de BM-MSC (n = 6). Brevemente, las BM-MSC se enriquecieron mediante un
procedimiento de seleccion negativa (sistema RosetteSepTM; StemCell Technologies Inc.
(STI)) y 50 uL de coctel de enriquecimiento de células mesenquimales (contiene anticuerpos
monoclonales contra CD3, CD14, CD19 y CD38; asi como CD66b y glicoforina A) por mililitro
de aspirado de MO no diluido. La muestra se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente
y luego se diluyé con PBS que contenia suero bovino fetal (FBS) al 2%. Posteriormente, la
muestra diluida se coloc6 en capas sobre medio de gradiente de densidad Ficoll (Pharmacia
Biotech) y se centrifugd durante 25 minutos a 1500 rpm. La interfaz de plasma se lavd con PBS
gue contenia FBS al 2% y EDTA 1 mM. Luego, las células se mantuvieron en medio de

Dulbecco bajo en glucosa (HyClone).

Posteriormente, las células se suspendieron en medio Eagle modificado por Dulbecco con bajo
contenido de glucosa (LgDMEM; Gibco) suplementado con FBS al 10 % y se sembraron en
frascos de cultivo de células T25 (Corning Inc.). Después de 4 dias, las células no adherentes
se eliminaron mediante pipeta y se afladi® medio nuevo. Cada 5 dias se cambi6 el medio.
Cuando los cultivos alcanzaron una confluencia del 80%, se le agrego tripsina al 0,05%, EDTA
0,53 mM (Gibco) y se volvieron a cultivar en matraces T75 (Corning). En el quinto pase, las
células se utilizaron para ensayos de cultivo. Los fenotipos de las BM-MSC se caracterizaron
mediante el analisis de las moléculas CD90, CD73, CD13, CD34, CD31, CD14, CD105, CD29,
HLA-DR y CD10 (BD Biosciences).

La muestra se descongel6 gradualmente, se le agregaron 500 pL de DMEM (Cytiva)
suplementado con L-glutamina (1 mM), estreptomicina (1mM), penicilina (1 mM) y gentamicina
(1 mM) atemperado y se vertid en una caja Petri de 100 mm con 6 mL de DMEM (Cytiva)
suplementado con SFB (Biowest) al 10%. Posteriormente, se realizd un lavado en un tubo de
centrifugacion de 15 mL y se centrifug6 a 1200 rpm por 5 min. Se decanto el sobrenadante y se
resuspendio con 6 mL de DMEM (Biowest) suplementado con SFB (Biowest) al 10% y se

depositd nuevamente a la caja Petri de 100 mm. Se incubd por 24 horas a 37°C y se cambio el
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medio por completo. En los dias 3, 5y 7 se afiadio 1.5 mL de DMEM (Biowest) suplementado
con SFB (Biowest) al 10% hasta completar 1 semana o hasta observar al microscopio que las

células se encuentran adheridas.

Formacion de monocapas de las células estromales mesenquimales
Una vez transcurridas 2 semanas de la formacién de la monocapa de las células

mesenquimales y de que se obtuviera una confluencia de aproximadamente el 85% se procedio
a realizar su obtencibn mediante una separacion enzimatica con tripsina (Trypsin-EDTA
(0.05%), phenol red, Gibco) se incubé a 37°C por 6 min. Se observaron al microscopio y se
inactivé con 200 uL de SFB (Biowest) filtrado, se recolectd el contenido en un tubo Falcon de
15 mL y se centrifugé a 1200 rpm por 5 min. Se decanté el sobrenadante, se suspendié la

muestra con 800 uL de DMEM (Biowest) suplementado y se contaron las células.

Se cultivaron 20,000 células mesenquimales en DMEM (Gibco) suplementado con 10% SFB
(Biowest) en una placa para ELISA de 96 pozos que se utilizara para los ensayos de cocultivo
contacto directo entre MSC y macréfagos, asi como para la placa Transwell de 96 pozos para
ensayos sin contacto directo célula-célula y se cultivaron 40,000 células en la placa de 48 pozos
para ensayos de control durante 2 dias o hasta que las células logren formar una monocapa.
Una vez constituida la monocapa, se agregaron por cada paciente 90,000 monocitos por pozo

y 180,000 monocitos por cada pozo de la placa de 48 pozos.

Se cultivaron 20,000 células mesenquimales por cada pozo en una placa Transwell en la parte
superior durante 2 dias o hasta que las células logren formar una monocapa. En la parte inferior
de la placa Transwell se colocaron 100,000 monocitos por pozo con DMEM (Cytiva) reducido
en glucosa suplementado y al 10% de SFB (Biowest). El experimento se monitoreé por 1

semana en la cual se polarizé y se activé a macrofagos que correspondian a MO, M1y M2a.

Polarizacién de monocitos a macréfagos M1y M2a
Los monocitos (100,000 monocitos por pozo) obtenidos de las muestras de pacientes con

STEMI y de los sujetos sanos se cultivaron en placas de 96 pozos y en placas para ELISAy en
cajas Transwell bajo las siguientes condiciones: RPMI 1640 y DMEM (Cytiva) ambos
suplementados al 10% con SFB y con 10 pL de GMCS-F (1000 ng/mL) para macrofagos M1y
con 10 pL de MCS-F (1000 ng/mL) para macrofagos M2 durante 5 dias. En el dia 6 se activaron
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los macrofagos M1 con INF-y (50 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) y los macréfagos M2 se activaron
con IL-4 (50 ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL) durante 24 h.

Determinacion de la expresion de marcadores asociados a macrofagos MO, M1y M2a
Después de polarizar y activar a los macrofagos de controles sanos y de pacientes con infarto

agudo de miocardio, se recolectaron los sobrenadantes y los macréfagos se cosecharon con
200 pL de solucién salina/EDTA estéril (1mM). Se adicionaron 500 pL de solucién salina (0.9%)
/[EDTA (1 mM) estéril y se centrifugé a 1200 rpm por 5 min. Se agregaron 10 uL del panel de
marcadores extracelulares por cada tubo: CD14-BV510, CD80-PE, CD86-APC, HLA-DR-
PECy7, CD206 PECy5 y CD163-FITC. Ademas, se identificaron a la poblacion de las MSC con
el marcador CD90-Pacific Blue. Se determiné la viabilidad celular empleando el reactivo Ghost
Dye-APC/PeCy7 (Biolegend). La lectura de los marcadores se realiz6 en el citdmetro de flujo

(Aurora, Cytek) y el analisis de expresion se realizé con el Software Flowjo version 8.1.0

Aislamiento de linfocitos T reguladores
Se evalué el efecto de los cocultivos de MSC y macrofagos en la generacion de linfocitos T

reguladores en una placa Transwell 96 pozos con un tamafio de poro de 0.4 um en medios
inductores para los fenotipos MO, M1 y M2 después de 6 dias de cultivo. Se obtuvieron los
linfocitos T CD4+ a partir de una purificacion por seleccién positiva a partir de perlas CD4
MicroBeads (Miltenyi Biotec) con RPMI (HyClon) suplementado al 10% de SFB (Corning).
Después de 5 dias de cocultivo, las células se lavaron con solucién salina-EDTA (1 mM), se
centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos y fueron marcadas con anticuerpos CD4-FITC (BD
Biosciences), CD25-PE (BD Biosciences) y FoxP3-PECy7 (eBioscience). Posteriormente, se
evaluaron en el citometro espectral AURORA (Cytek) y analizaron con el programa Flowjo

version 8.1.0

Andlisis estadistico
Todos los analisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism version 9 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, USA), considerando una p<0.05 para resultados
estadisticamente significativos. Los niveles de citocinas circulantes de los cocultivos fueron

analizados a partir de la prueba U Mann—-Whitney y una prueba post hoc Kruskal-Wallis.
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Resultados

Caracteristicas de la poblacion
Las caracteristicas de la poblacion se muestran en la Tabla 3. Los pacientes con STEMI

comprendieron en 55 hombres y 4 mujeres con una edad media de 66 + 12 afios. De los cuales,
27 tenian diabetes mellitus tipo 2, 37 tenian hipertension arterial sistémica, 33 eran fumadores,
28 tenian obesidad y 37 tenian hiperlipidemia. Se incluyeron 20 sujetos sanos; fueron 9 hombres

y 11 mujeres con una edad promedio de 34 + 11 afios, sin factores de riesgo cardiovascular.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblaciéon de estudio. Se observa la clasificacion de la
poblacion a partir de su edad, sexo y algunos factores de riesgo cardiovascular.

Demografia Sujetos sanos Pacientes con STEMI
Media de edad (afios) + DE 34+11 66 £ 12
Mujer, n (%) 11 (55%) 4 (7%)
Hombre, n (%) 9 (45%) 55 (93%)
Obesidad, n (%) 0 28 (47%)
Tabaquismo, n (%) 0 33 (56%)
Diabetes mellitus tipo 2, n (%) 0 27 (45%)
Hipertensién, n (%) 0 37 (62%)
Hiperlipidemia, n (%) 0 37 (62%)

Caracterizacion del microambiente inflamatorio y anti-inflamatorio en pacientes con
STEMI.

Se analiz6 el microambiente de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias asociadas a
macréfagos M1y M2a circulantes en los pacientes y sujetos sanos. Se encontrd que el ambiente
gue predomina en los pacientes con STEMI es de caracter inflamatorio, ya que presentaron
altas concentraciones de IL-1p (STEMI 12.41+ 8.74 pg/mL; sanos 7.08 £ 6.05 pg/mL), IL-6
(STEMI 5.78 £ 9.47 pg/mL); sanos 1.20 £ 0.00 pg/mL), IL-12p40 (STEMI 5.42 + 2.63 pg/mL,;
sanos 3.78 + 2.36 pg/mL), y la proteina inducible por interferén, IP-10 (STEMI 79.35 + 30.51;
sanos 60.82 + 32.52 pg/mL) (Figura 5A). Mientras que en las citocinas anti-inflamatorias IL-

1RA, IL-10 y TARC no se encontré diferencia significativa (Figura 5B), lo que sugiere que los
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pacientes con STEMI tienen una mayor concentracién de citocinas inflamatorias asociadas a

macrofagos M1 y que pueden influir predominantemente en la enfermedad.
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Figura 5. Cuantificacién de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias en plasma de
pacientes con STEMI. (A) Se analiz6 la concentracion de las citocinas inflamatorias
caracteristicas de los macréfagos M1 en el plasma de los pacientes. (B) Concentracion de
citocinas anti-inflamatorias caracteristicas de macréfagos M2. Se determinaron los niveles de

citocinas por citometria de flujo. Pacientes con STEMI n= 64. Sujetos sanos n= 19. p<0.05.
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Efecto de las MSC en el fenotipo de los macréfagos.
Se analiz6 el efecto de las MSC en la polarizacion de los macréfagos. Se analizaron marcadores

fenotipicos de macrofagos M1 como HLA-DR, CD80 y CD86 en medios inductores de M1y M2.
En la Figura 6A muestra un incremento de los marcadores HLA-DR y CD80 en los pacientes
con STEMI solo con medio de cultivo sin inductores y en un medio M1 a diferencia de los
individuos sanos. El marcador CD86 disminuye en macréfagos M1 de los pacientes con STEMI
comparado con los controles. De la misma manera, se evaluaron los marcadores fenotipicos de
M2 como CD14 (cambio de veces: MO: 2.29 + 0.58; M1: 1.84 £ 1.16, M2: 1.73 £ 0.42), CD163
(cambio de veces: MO: 1.47 + 0.31; M1: 1.66 + 0.26, M2: 1.73 + 0.73) y CD206 (cambio de
veces: M0O: 1.29 + 0.15; M1: 1.45 + 0.11, M2: 2.84 + 2.73) y se observé que aument6 su
expresion en cocultivos con MSC tanto de los pacientes como los controles (Figura 6B). Lo que

sugiere que las MSC inducen un fenotipo M2 de macrofagos en medios inductores M1y M2.
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Figura 6. El efecto de las MSC en la polarizacion de los macrofagos derivados de
pacientes con STEMI. (A) Histogramas representativos de marcadores asociados a M1. (B)
Histogramas que representan el grado de expresion de marcadores M2. MO: Ausencia de medio
inductor. M1: Presencia de medio inductor de polarizacion M1. M2: Presencia de medio inductor

de polarizacion M2a. n= 6, p<0.05.

Evaluacion de citocinas anti-inflamatorias en los cocultivos de MSC y macréfagos para
identificar el efecto de la polarizacion hacia M2.

Se analizaron los sobrenadantes de los cocultivos después del dia 6, ya que se ha reportado
gue las MSC secretan diversos factores solubles que inducen la polarizacién de macrofagos
M2. Por lo que se evalué la concentracion de IL-10 (MO: 5.96 + 1.78 pg/mL; M1: 44.81 + 27.83
pg/mL) e IL-1RA (MO: 13.97 + 6.92 pg/mL; M1: 107.07 + 136.95 pg/mL; M2: 109.45 + 103.53
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pg/mL) en diferentes condiciones MO, M1 y M2, en donde se incrementd su concentracion
favoreciendo un fenotipo M2 (Figura 7). Por lo cual, las MSC favorecen la expresion de los

marcadores anti-inflamatorios asociados a la polarizacion de macréfagos M2.
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Figura 7. Evaluacién de citocinas IL-10 e IL-1RA en cocultivos de MSC y macroéfagos. Se
determinaron los niveles de IL-10 e IL-1RA en diferentes condiciones para analizar la
concentracion (pg/mL) en la que se inducia la expresiéon de marcadores CD163 y CD206
caracteristicos de macréfagos M2. n= 6, p<0.05. MO: Ausencia de medio inductor. M1:
Presencia de medio inductor de polarizacion M1. M2: Presencia de medio inductor de

polarizacion M2a.

Evaluacion de la induccion de los linfocitos T reguladores (CD4+, CD25+, FoxP3+) en
cocultivos con MSC.
Se analizd la induccion de los linfocitos T reguladores en cocultivos de MSC y macréfagos. Se

encontré que los cocultivos con MSC aumenta la proliferacion de linfocitos T reguladores en
una condiciéon M2 (STEMI: 19.80% + 8.35; STEMI/BM-MSC: 32.65% + 2.52), a diferencia de los
medios con condiciones MO (STEMI 17.57% + 9.18; STEMI/BM-MSC: 30.2% + 4.45) y M1 en
donde no hubo diferencia significativa entre los cultivos en presencia o ausencia de MSC. En
los individuos sanos se determind que tan solo en presencia de MSC es suficiente para

aumentar significativamente la proliferacién de linfocitos T reguladores (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de las MSC y macréfagos en la generacion de linfocitos T reguladores
(CD4+, CD25+ y FoxP3+). Se representa el porcentaje de proliferacion de los linfocitos T
reguladores en medios con y sin MSC. MO: Ausencia de medio inductor. M1: Presencia de
medio inductor de polarizacion M1. M2: Presencia de medio inductor de polarizaciéon M2a. n=
6, p<0.05.
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Discusién

Las ECV contintan siendo la primera causa de muerte en México y en el mundo [1,2], dentro
de las cuales, se encuentra el IAM que activan la respuesta inmunoldgica inflamatoria
reclutando a diferentes células como los macrofagos y monocitos que son los que
principalmente participan y los que contribuyen al desarrollo y progresién de la enfermedad
[26,28,30]. Por su parte, se ha encontrado que los mecanismos de reparacion y remodelacion
miocardica de los pacientes con infarto no esta regulada adecuadamente incluso después de la
reperfusion, por lo que han sugerido diversos modelos para ayudar a dilucidar el mecanismo de
regulacion de los procesos inflamatorios y anti-inflamatorios que participan [28,39]. Las MSC se
caracterizan por tener un potencial efecto inmunorregulatorio en diversas células del sistema
inmune, asi como ser utilizadas en terapias celulares en diversas enfermedades inflamatorias
[41]. Sin embargo, no se ha reportado el efecto de las MSC de médula 6sea en los macrofagos
derivados de pacientes con STEMI, que presentan una alta produccién de citocinas
inflamatorias y una respuesta anti-inflamatoria deficiente, lo que empeora el pronéstico de los

pacientes [65].

El microambiente de los pacientes con STEMI.
En las primeras etapas del IAM, se ha reportado que hay una mayor poblacion de macrofagos

M1 debido a que se genera una isquemia obstructiva que desencadena factores inflamatorios
como: IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, y GM-CSF los cuales, generan dafio en el endotelio por la
induccién de la liberacion de metaloproteinasas y ROS que promueve la diapédesis de otras
células inmunologicas como monocitos, linfocitos T, neutrdéfilos, entre otros [6,33,35]. Los
factores que desencadenan la inflamacion exacerbada en los pacientes con STEMI estan
implicados en la remodelacion después del infarto [66]. En los resultados mostrados en la
Figura 5A, se aprecia que hay una alta concentracion de citocinas inflamatorias que estan
relacionadas con la polarizacion de macréfagos M1 (IL-18, IL-6, IL-12p70 e IP-10) en pacientes

con STEMI gue en individuos sanos.

Otros estudios han demostrado que en pacientes con STEMI que se elevan las concentraciones
de IL-1B, IL-6 e IL-12p70, lo que demuestra la poca respuesta a los mecanismos de reparacion
que tienen los pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada [67]. La falta de regulacion de la

respuesta inflamatoria en sometidos a la reperfusion coronaria puede generar mas morbilidad
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y mortalidad [66]. La IP-10 es una citocina con propiedades proinflamatorias y antiangiogénicas,
la cual, presenta altos niveles en pacientes con infarto, evidencias previas la han asociado a un
incremento del tamafio del infarto, asi como una mayor generacién de células T efectoras en la
fase aguda del STEMI [68]. También los pacientes presentan un incremento de TNF-a que
participa en la implementacion de ROS vy el deterioro de la vasodilatacion mediada por 6xido
nitrico (NO), por lo que esta asociadas con el curso y el desarrollo del infarto al estar asociada
con MIP-1B que es liberado por los monocitos [69]. Por lo que estos resultados indican que un
microambiente inflamatorio que condiciona a la diferenciacion de macréfagos M1 predomina en

los pacientes con STEMI lo que podria determinar el pronéstico de la enfermedad.

Las MSC favorecen un fenotipo M2a en el STEMI.
Se ha encontrado que las MSC de médula 6sea pueden favorecer la secrecion de citocinas o

factores que inmunorregulan a otras células de forma paracrina, en este contexto, en un
ambiente inflamatorio donde principalmente participan linfocitos, monocitos y macrofagos [40].
En el IAM se encuentran mayoritariamente los macrofagos M1 resultado de la lesion tisular que
desencadeno el infarto, liberando TNF, NO, IL-1, IL-12 e IL-23 que pueden inducir a linfocitos
de tipo Thly Th17 [70]. De acuerdo con la Figura 6A se determiné que los macréfagos MO en
cocultivos con MSC presentan un incremento de HLA-DR, CD80 y CD86; en tanto la expresion
de estos marcadores se mantuvo en los macréfagos M1 de los pacientes a comparacion de los
sujetos sanos, en los cuales decrecié su expresion. Se ha descrito que estos marcadores se

pueden expresar a partir de la concentracion de éxido nitrico [71].

Para el caso de los macréfagos M1 en presencia de MSC en un medio inductor M2, aumenté la
expresion de los marcadores CD14, CD163 y CD206 (Figura 6B). Se ha reportado que el
aumento del fenotipo M2 estéa relacionado al incremento de la concentracion de PGE2 y de
TNF-a a partir de la induccion de IL-10 secretada por las MSC [48]. Asi como que en modelos
de ratones trasplantados con MSC con lesién miocardica se demostré que se induce un fenotipo
M2 y que en presencia de TNF-a ayuda a mantener dicha polarizacion desfavoreciendo el
ambiente inflamatorio [49]. En ratones con cardiomiopatia diabética (DCM) caracterizada por
una inflamacién miocardica cronica, se implantaron MSC las cuales mejoraron la estructura
cardiaca e incrementaron el fenotipo M2 aliviando la inflamacion, al igual que en estudios in vitro

donde se pretrataron las MSC con COX-2 gener0 la polarizacion M2 [72]. Estudios previos han
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analizado que la IL-4 e IL-13 ayudan a polarizar los macréfagos M1 a M2 [46]. Por lo tanto, se
demuestra que las MSC de médula 6sea contribuyen a la polarizacion de macréfagos M2
derivados de pacientes STEMI en comparacion de medios sin MSC y de individuos sanos,

asimismo este cambio de polarizacion podria modular la respuesta inflamatoria en el infarto.

Las MSC regulan la polarizacién de macréfagos M2 a partir de la secreciéon de IL-10 e IL-
1RA

En la Figura 7, se encontré en los sobrenadantes de los cocultivos de MSC de médula 6sea
con macréfagos M1 se incrementa la concentracion de IL-10 e IL-1RA, las cuales estan
relacionadas hacia una polarizacién M2. Las MSC secretan diversos factores solubles como IL-
10 que favorece la comunicacion entre los macréfagos y conduce a una polarizacion de tipo M2
a partir de la expresion de factores como CCL-2 y CXCL-12, asi como IL-8 que ejerce una
funcion protectora en el endotelio lo que promueve la estabilizacion de la placa evitando su
ruptura [44,51]. Se ha reportado que las concentraciones de IL-10 en el plasma en modelos
murinos con isquemia miocardica esta elevada después de la reperfusion, lo que disminuye el
tejido necroético y, por ende, el tamafio del infarto; mientras que el tratamiento con IL-10 en
ratones con infarto del miocardio dio como resultado una disminucion del ventriculo izquierdo
del corazon y una reduccion significativa de la inflamacion [73,74]. Otros estudios en modelos
de raton, han reportado que las MSC previamente condicionadas con INF-y e IL-13 suprimieron
la expresion genes inflamatorios en macréfagos M1 durante el proceso de polarizacion y
aumento la expresidn de genes caracteristicos de macrofagos M2a, M2b y M2c durante la
polarizacion M2a [75]. Ademas, se puede corroborar con otros estudios que los macréfagos
también secretan IL-10, lo que favorece la activacién de fibroblastos incrementando su
proliferacion, migracién y produccion de colageno, el cual, puede contribuir a la polarizacion de
macrofagos [74,75].

Adicionalmente, se identifico que la IL-1RA aumenta su concentracion en cocultivos con MSC
a diferencia de los cultivos con sélo macréfagos tanto de pacientes como de individuos sanos
en condiciones M1. Apoyando lo anterior, resultados previos han demostrado que la regulacion
de los niveles de IL-1RA est4 involucrado en la remodelacién cardiaca en los pacientes con
STEMI, es una citocina antiinflamatoria que es regulada por IL-1B y esta relacionada con

procesos isquémicos [76,77].
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Ademas, el bloqueo de IL-1 mediante un anticuerpo monoclonal en pacientes con afectacion
cardiaca, se demostro que evita la prevalencia de efectos aterotromboticos recurrentes [78]; por
lo que la IL-1RA esta correlacionada con la gravedad de la inflamacion [77]. Estos resultados
demuestran que las MSC de médula 6sea modulan la polarizacion de los macrofagos derivados
de pacientes con STEMI a un fenotipo M2a a través de IL-10 e IL-1RA.

Los cocultivos MSC-macrofagos inducen la proliferacion de linfocitos T reguladores.
Estudios previos han reportado el papel importante de los linfocitos T reguladores, ya que

ayudan en el proceso de inflamacion cardiaca y su proporcién de linfocitos Thl y Th2 esta
directamente involucrada en el IAM [57, 59]. Se determinoé el efecto de la las MSC de médula
Osea en la generacion de los linfocitos T reguladores CD4+, CD25+ y FoxP3+ dependientes del
fenotipo de macrofagos M1y M2. Se ha reportado que en células Treg (CD4+, FoxP3+, CD73+)
contribuyen a la reparacién cardiaca aumentando su funcidn protectora e inmunosupresora [79].
Al igual que la participacion de IP-10 sobre la proliferacion de las células T CD4+ efectoras que
ejerce un efecto positivo en la recuperacion de la funcion sistdlica cardiaca en los pacientes
después del STEMI [68].

Se encontrd que en cocultivos con MSC y macrofagos M1 y M2 aumenta significativamente la
proliferacion de linfocitos T reguladores a diferencia de los cultivos sin MSC tanto de pacientes
como de individuos sanos. Por lo cual, estos resultados sugieren que las MSC participan en la
generacion de linfocitos T reguladores independientemente del medio inductor M1 o M2 en el

STEMI, lo que puede contribuir a la regulacion de la inflamacién en el IAM.
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CONCLUSIONES

Las MSC tienen la capacidad de inducir la reparaciéon del endotelio cardiaco a partir de la
induccion de la polarizacion de los macrofagos de un fenotipo M1 a un M2a anti-inflamatorio a
partir de la secrecion de citocinas solubles como IL-10 e IL-1RA que ademas de servir como
inmunorreguladoras, va a favorecer la proliferacion de linfocitos T reguladores (CD4+, CD25+,
FoxP3+) que modularan el microambiente de los pacientes con STEMI. Esto podria ser de
utilidad para futuras terapias donde se empleen a las MSC de médula 0sea para atenuar la
respuesta de los macrofagos M1y promover la recuperacion de los pacientes con STEMI.

~

M1-->M2a . :.: "

ILATRA

-
Pro-inflamatorio Anti-inflamatorio
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Figura 9. Conclusién. Tanto en los pacientes con STEMI como en lo sujetos sanos en
cocultivos con MSC y macrofagos, se observé un aumento en la polarizacién del fenotipo M2a
en condiciones M1, lo que induce la proliferacion de linfocitos Treg a partir de la secrecién de
citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e IL-1RA que contribuirdn a la modulacién del ambiente

inflamatorio. Realizado con BioRender.com

PERSPECTIVAS
Con estos experimentos se espera analizar el efecto de los sobrenadantes de los cocultivos
sobre la actividad funcional de las células endoteliales en procesos de angiogénesis y de

migracion celular.
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