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FR: Factor reumatoideo 
AntiCCP: Anticuerpos antipéptido citrulinado 
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HDL: High Density Lipoprotein 
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2. Resumen 

Introducción: La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crónica sistémica caracterizada 

por compromiso destructivo articular y una de las enfermedades autoinmunes más 

prevalentes. La enfermedad cardiovascular es la causa más frecuente de mortalidad en la 

población general. El riesgo cardiovascular en pacientes con AR no puede ser adecuadamente 

medido con scores habituales. Ajustes que incluyen la inflamación clínica no han podido 

corregir el exceso de riesgo reportado en series clínicas. La seropositividad para factor 

reumatoideo (FR) y antipéptido citrulinado (antiCCP) han demostrado relacionarse con mayor 

desarrollo de ateromatosis. El fenotipo macrofágico y la apoptosis son eventos fisiopatológicos 

importantes en la patogenia de la aterogénesis. El fenotipo de macrófagos residentes en el 

tejido vascular se ha demostrado alterado hacia un perfil preferentemente M1 en pacientes 

con eventos cardiovasculares. Los monocitos circulantes son las células precursoras de los 

macrófagos residentes en la placa y también presentan perfiles o fenotipos desde antes de su 

diferenciación. Se ha relacionado un perfil tipo M1 de monocitos circulantes con patología 

inflamatoria crónica y metabólica incluyendo la AR y la ateromatosis. mTORC, complejo 

quinasa regulatoria, ha demostrado tener un rol en la determinación del fenotipo macrofágico 

y de monocitos en diferenciación.  Por otro lado, la autofagia, proceso catabólico intracelular, 

participa en la fenotipificación de éstos y puede a su vez ser modulado por mTORC. No se 

sabe si mTORC y autofagia son relevantes en el estatus inflamatorio sistémico y en el 

desarrollo de aterogénesis en AR.  

Hipótesis: Pacientes con AR y eventos cardiovasculares previos, tienen mayor actividad de 

mTORC en monocitos circulantes con disminución de la actividad autofágica en plasma y 

aumento de la relación M1/M2 de monocitos de sangre periférica. 

Materiales y métodos: Se reclutó 9 pacientes asistentes a Policlínico de Reumatología del 

Hospital Clínico de la Universidad de Chile con edad entre 18 y 65 años diagnóstico de AR 

según guías EULAR/ACR 2010 y antecedentes de eventos cardiovasculares previos (ECV).  

Se parearon con pacientes diagnosticados de AR sin eventos cardiovasculares previos, para 

factores de riesgo cardiovascular clásicos y otros específicos de la AR como: sexo, edad, 

duración de AR, comorbilidades y número de drogas antireumáticas modificadores de 

enfermedad (DMARDS). Adicionalmente se tomó muestra de sangre a 6 sujetos sanos para 

realizar el mismo análisis. Se tomó muestra de sangre periférica para determinación de HDL, 

niveles de proteína C reactiva (PCR) y velocidad de sedimentación (VHS) para cálculo de 
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DAS28. En la misma muestra de sangre se evaluaron actividad de mTORC, autofagia y 

extracción de PBMC y fenotipificación de monocitos para asociación con la presencia o 

ausencia de eventos cardiovasculares previos. 

Resultados: Respecto de sujetos sanos y de pacientes con AR sin ECV, los pacientes con 

AR con ECV presentan aumento de la frecuencia M1 de monocitos circulantes y los niveles 

intracelulares de interleuquinas proinflamatorias. La actividad de mTORC, medida por S6R 

fosforilado se elevó de igual manera en pacientes con AR con ECV. Autofagia plasmática 

demostró estar elevada en pacientes con AR y ECV y correlacionó con los niveles de 

citoquinas inflamatorias intramonocitarias.  
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3. Introducción 

Artritis Reumatoide y riesgo cardiovascular 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crónica sistémica caracterizada por inflamación 

sinovial, formación de pannus, erosiones de cartílago articular y hueso marginal con 

destrucción de la articulación (1). Su evolución es lenta y progresiva con periodos de 

exacerbación y remisión. Es una de las enfermedades autoinmunes con mayor prevalencia a 

nivel mundial (2). Su prevalencia varía entre 0,5 y 1% de la población general según las series 

(3). Afecta principalmente a mujeres entre los 45 y 65 años (4). La enfermedad activa se asocia 

a destrucción rápida de la articulación redundando en deterioro marcado de la funcionalidad y 

la calidad de vida, generando un ausentismo laboral hasta 5 veces mayor que el de la 

población sin AR (5). Además de la disminución en la funcionalidad, los pacientes con AR 

tienen un aumento neto en la mortalidad, la que alcanza un riesgo relativo de 1,13 respecto a 

población sin AR y aproximadamente 8 años menos de expectativa de vida respecto al mismo 

grupo (6). La enfermedad cardiovascular, que agrupa al infarto al miocardio, accidente 

cerebrovascular y enfermedad arterial periférica, es la primera causa de mortalidad en 

pacientes con AR, dando cuenta del 30 al 50% de las muertes prematuras (7). Esta 

comorbilidad se presenta además a edades más tempranas (8). La tasa de mortalidad 

estandarizada  por enfermedad cardiovascular en pacientes con AR es de 1,6 a 1,8 según las 

series (9-11), reportándose un riesgo acumulado similar al de otras patologías conocidamente 

relacionadas con la enfermedad cardiovascular como diabetes mellitus 2 y enfermedad renal 

crónica (12-14). Van Halm en el 2009, describió en pacientes con AR en manejo tratamiento 

ambulatorio, una prevalencia de enfermedad cardiovascular del 12,9% versus un 12,4% en 

pacientes diabéticos de otra cohorte de características similares. Aún más, el odds ratio (OR) 

luego de ajuste por factores de riesgo cardiovascular clásicos fue 2,7 versus 2,0 (12). El 

engrosamiento ultrasonográfico de la íntima carotídea (IMTc) es un predictor de riesgo 

cardiovascular conocido pero poco difundido por su costo (15). Un IMT sobre el percentil 75 (o 

mayor a 0.9 mm (16)) se relaciona con muy alto riesgo cardiovascular (15, 17, 18). En la 

cohorte chilena del estudio multicéntrico CARMELA (Cardiovascular Risk Factor Multiple 

Evaluation in Latin America), se relacionó significativamente el nivel de IMTc con factores de 

riesgo conocidos de enfermedad cardiovascular. En este mismo estudio, se demostró que en 

población chilena sana de 25 a 45 años el cuarto cuartil de IMTc (percentil 75) está sobre 

0.67mm. Este grupo de individuos tiene significativamente más factores de riesgo que el primer 

cuartil (19).  Se demostró además que en el grupo de pacientes con mayor índice de masa 
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corporal e hipertensión arterial, el IMTc estaba significativamente aumentado (20, 21). La 

sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo (VPP) del IMTc para diagnóstico de 

ateromatosis, demostradas por tomografía, en pacientes sin eventos cardiovasculares en 

consulta cardiológica fue de 77%, 78% y 85%, respectivamente. El valor de corte para 

demostrar la existencia de placas fue de 0.82mm (22). El valor de corte y su sensibilidad, 

especificidad y VPP en otras patologías varían notoriamente. En EPOC por ejemplo el punto 

de corte para presencia de placas de ateroma es de 1.25mm y la sensibilidad, especificidad y 

VPP son 91%, 89,7% y 86,7% (23). 

Ristic en el 2010 realizó medición del IMT de mujeres con AR sin factores de riesgo clásico 

para enfermedad cardiovascular y los comparó con mujeres sin AR con similares condiciones 

generales basales. Demostró que el grosor de la íntima-media de estas pacientes fue 

significativamente mayor que el grupo control. Además, en el análisis multivariado se observó 

que el diagnóstico de AR es un factor independiente de riesgo para engrosamiento de la 

íntima-media carotídea (24). Ikdahl en el 2016 describió el valor predictivo del IMTc en 

pacientes con AR. En pacientes con edad promedio de 59 años y 17 años de enfermedad, el 

IMTc fue capaz de predecir la ocurrencia de eventos cardiovasculares aún ajustado por 

factores de riesgo clásico y variables relacionadas con la AR. Además un valor mayor que 

0,9mm se relacionó con menor sobrevida por eventos cardiovasculares (25). 

Los factores de riesgo clásicos de enfermedad cardiovascular en población general son: edad 

mayor de 55 años en hombres y 65 años en mujeres, presión arterial elevada, tabaquismo, 

colesterol elevado, diabetes mellitus, sedentarismo, obesidad e historia familiar de enfermedad 

cardiovascular (26).  

En la AR los factores de riesgo clásicos de enfermedad cardiovascular descritos, son más 

frecuentes y se manifiestan desde etapas tempranas (27). Se ha reportado a la hipertensión 

arterial, la hiperglicemia  y el tabaquismo como los más prevalentes (28),  alcanzando este 

último un Hazard Ratio (HR) para mortalidad global de 1,98 (1,56-2,53) sobre los no fumadores 

(29).  

Se han diseñado numerosos scores para predecir el riesgo cardiovascular en población 

general. El más difundido es el Framingham Risk Score (FRS), score de predicción de eventos 

cardiovasculares en período de 10 años (30). En el 2013, la Asociación Americana de 

Cardiología (AHA) revisó la evaluación de riesgo cardiovascular, vigente hasta ese momento, 

en población general.  En esta guía, la AHA menciona que, para predecir de mejor manera el 

riesgo cardiovascular, las variables que estadísticamente merecen ser incorporadas en el 

cálculo son: Edad, presión arterial sistólica, colesterol HDL, diabetes y tabaquismo (31). El 
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nuevo score a 10 años, propuesto por la AHA, que predice adecuadamente el riesgo en gran 

parte de la población general, sin embargo cuando éste y otros scores como el Reynolds Risk 

Score (RRS) son aplicados a pacientes con AR los resultados subestiman el riesgo 

cardiovascular y no se ajustan a la mortalidad vista en la práctica clínica (32). Más aún, algunos 

autores proponen la necesidad de multiplicar el valor resultante del cálculo por 1,5 o aumentar 

10 años a la edad del paciente para lograr un valor corregido (33). Es entonces evidente que 

existe un exceso de mortalidad cardiovascular en pacientes con AR que los factores de riesgo 

clásico no son capaces de explicar. Se ha propuesto que la actividad de la enfermedad y la 

inflamación crónica asociada, podrían explicar este exceso de mortalidad (34).  

La inflamación es parte importante de la etiopatogenia de la aterogénesis y la enfermedad 

cardiovascular. Luego del daño inicial del endotelio por hipertensión arterial, shear stress o 

tabaco, se expresan moléculas de adhesión y se inicia una cascada inflamatoria con una fase 

de infiltración por células de fase aguda y expresión de citoquinas y quimioquinas que llevan 

a la remodelación endotelial y neointimal (35). En patologías caracterizadas por inflamación 

crónica como las de origen autoinmune, el riesgo cardiovascular ha demostrado ser mayor y 

no explicado por un aumento de los factores de riesgo cardiovascular clásicos. Este es el caso 

del Lupus Eritematoso Sistémico (LES), donde el riesgo cardiovascular es mayor que el de la 

población general ajustado por factores de riesgo y su tratamiento y control clínico se traducen 

en una disminución de éste (36, 37).  

En el tratamiento clínico de la AR, el outcome más relevante es el control de la enfermedad, 

el que se define por disminución de la inflamación y la mejoría clínica (38). En AR, una de las 

mediciones más usadas para definir una enfermedad controlada, es el Score de Actividad de 

Enfermedad con 28 articulaciones (DAS28), que incluye el número de articulaciones dolorosas 

e inflamadas y el nivel de PCR o VHS. El DAS28 es la manera en que en clínica se mide la 

magnitud del proceso inflamatorio. Un valor de DAS28 menor a 2,6 se considera remisión de 

la enfermedad (38). Considerando esto, Arts en el 2015 demostró que el grado de actividad 

de la enfermedad, medido por DAS28, se asocia con la magnitud del riesgo cardiovascular. 

En pacientes con AR sin factores de riesgo clásicos, se observó que a mayor valor de DAS28 

(mayor actividad de la enfermedad), la sobrevida a 10 años por eventos cardiovasculares, 

disminuye (39).  

Considerando entonces a la inflamación como el posible elemento que explica el exceso de 

riesgo cardiovascular en pacientes con AR; Solomon en el 2015, diseñó un nuevo score de 

riesgo incluyendo aspectos específicos de pacientes con AR como duración de la enfermedad, 

control de la enfermedad, uso de corticoides y pérdida de funcionalidad. Usando una cohorte 
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de 40.000 eventos cardiovasculares en pacientes con AR, formuló el Expanded Risk Score – 

Rheumatoid Arthitis (ERS-RA) (40). Sin embargo, este score y otros como versiones 

adaptadas del Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE) que incluyen actividad de la 

enfermedad y otros parámetros clínicos que traducen inflamación crónica, no han podido 

corregir completamente el exceso de mortalidad que existe en pacientes con AR y su 

aplicación no se ajusta adecuadamente a la mortalidad observada en clínica (41). Esto sugiere 

la presencia de uno o más factores aún no incluidos en estos scores que podrían predecir de 

mejor manera la mortalidad cardiovascular en pacientes con AR. La incapacidad de la 

inflamación de predecir adecuadamente eventos cardiovasculares en pacientes con AR se 

demuestra además al comparar éstos con pacientes con artritis inflamatorias no-AR. La AR 

tiene una mayor mortalidad cardiovascular a pesar de compartir la inflamación sistémica con 

las artritis no-AR. Castañeda en el 2015 describió la prevalencia de enfermedad cardiovascular 

en una cohorte prospectiva de pacientes con AR seguidos por 10 años desde su primera 

consulta. En AR, Espondilitis Anquilosante (EA), Artritis Psoriática (APs) y un grupo ajustado 

por edad, sexo y comorbilidades, la prevalencia fue de 10,4% en pacientes con AR versus 

7,6%, 7,4% y 6,2% en pacientes con EA, APs y el grupo control respectivamente (8).  Esto 

evidencia que los eventos cardiovasculares en AR no son posibles de predecir de manera 

precisa incorporando factores de riesgo clásicos ni considerando la inflamación clínica, al 

menos como la estimamos actualmente, en las ecuaciones de cálculo.  Se demuestra 

entonces la necesidad de plantear nuevos factores, hasta el momento no considerados, que 

den la posibilidad al clínico de diseñar estrategias de prevención o tratamientos específicos, 

precoces y eficaces en pacientes con AR con alto riesgo cardiovascular. 

 

Monocitos en la ateromatosis y AR 
Numerosos tipos celulares han sido relacionados con los procesos inflamatorios crónicos de 

bajo grado involucrados en las alteraciones metabólicas y la formación de la placa de ateroma. 

Los monocitos circulantes, células originadas en la médula ósea, tienen un rol particularmente 

relevante en la generación y progresión de la placa de ateroma (42). Los monocitos migran a 

diferentes tejidos convirtiéndose en macrófagos residentes, célula que adquiere capacidad 

fagocítica y moduladora del ambiente inflamatorio (43). En AR, las células de la línea 

mielomonocítica, de donde provienen monocitos, como son los osteoclastos; participan en las 

alteraciones articular que definen la enfermedad. Estas células activadas en articulaciones de 

pacientes con AR y en modelos animales de la misma enfermedad participan activamente de 

las erosiones y destrucción de estas que resultan en disfunción y deformidad.  
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En la placa de ateroma, los monocitos forman macrófagos, células con diferenciación terminal 

que participan de la inmunidad innata y adquirida modulando los cambios inflamatorios que 

llevan a la expansión y fractura de la placa. Los macrófagos pueden presentar distintas 

características fenotípicas dependiendo de las proteínas de membrana expresadas y las 

citoquinas producidas (44). Así se han descrito 3 fenotipos principales: M1 o proinflamatorio, 

caracterizado por la expresión predominante de CD86 y producción de citoquinas como IFN-γ 

e IL12; M2 o antiinflamatorio, con mayor expresión de CD163 y productor de citoquinas como 

IL4; y M reguladores productores principalmente de IL10 (45). 

Estos macrófagos residentes en las placa de ateroma y sus fenotipos específicos se han 

relacionado directamente con la formación y desarrollo de la placa de ateroma mediante 

acumulación de colesterol y destrucción de la matriz extracelular (46). Modelos con animales 

knock out para proteínas que aceleran la ateromatosis, han demostrado reclutar mayor 

cantidad de monocitos a la placa(47). Estas y otras observaciones, llevaron a estudiar el 

fenotipo macrofágico en la placa, describiendo una predominancia M1 en las placas que se 

accidentan(48).  

En circulación, antes de llegar al tejido, los macrófagos y osteoclastos se denominan 

monocitos. Estos se clasifican dependiendo de la expresión de proteínas de membrana CD14 

y CD16 (49). En 2010, un consorcio internacional con auspicio de IUIS (Unión Internacional de 

Sociedades Inmunológicas) y la OMS (Organización Mundial de la Salud), propuso una 

clasificación de subsets de monocitos en base a la expresión de membrana de CD14 y CD16 

(50). Los separó en 3 subgrupos principales: monocitos clásicos, CD14++CD16- 

correspondientes al 80% a 90% de monocitos circulantes; monocitos intermedios 

CD14+CD16+ siendo aproximadamente el 5% del total y monocitos no-clásicos, 

CD14+CD16++ (50, 51). En los últimos años, se han estudiado las características funcionales 

de estos 3 subsets. Se han observado comportamientos diferentes en relación a su capacidad 

fagocítica y compromiso inflamatorio (52):  los monocitos CD14++CD16- (clásicos) 

corresponden a aquellos con capacidad fagocítica plena y producción de citoquinas 

clásicamente relacionadas con perfil antinflamatorio en otros tipos celulares como IL-3 e IL-4 

(53); el subset no-clásico ó CD14+CD16++ es definido como inflamatorio y ha sido 

caracterizado por la producción de citoquinas como IL-1β e IFNg(52). La población intermedia, 

considerada de transición, con expresión de citoquinas en valores intermedios, ha sido 

caracterizada en múltiples patologías y actualmente se encuentra en activo estudio en 

patologías metabólicas y autoinmunes como AR, lupus, diabetes mellitus y obesidad (52, 54-

56). 
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El perfil de monocitos circulantes se ha asociado a diferentes etapas del proceso de 

ateromatosis. Se ha descrito contracción del subset clásico de monocitos en ateromatosis 

demostrada en ecografías carotideas(57). Además, en pacientes con reestenosis del stent 

post-IAM, el subset intermedio se encuentra expandido, sugiriendo participación diferencial de 

las distintas subpoblaciones circulantes en diferentes etapas de la enfermedad(58). 

Incorporando análisis multiparamétrico con tSNE, se demostró que las subpoblaciones 

intermedia y no-clásica se encuentran expandidas proporcionalmente al Score de Gensini, 

valor angiográfico  que permite cuantificar la ateromatosis(59). Sin embargo lo anterior, hasta 

ahora, la asociación entre los diferentes perfiles de monocitos circulantes y la AR ha sido sólo 

esbozada (51). Revisiones recientes posicionan a los monocitos con expresión de marcadores 

proinflamatorios como los más relevantes en la formación y progresión del daño articular en 

AR(59), sin embargo, no se ha demostrado el comportamiento de cada subset en la 

ateromatosis acelerada de pacientes con AR(49). 

 

Dada la dificultad en establecer perfiles confiables y predictores de actividad en monocitos 

circulantes en enfermedades cardiovasculares y autoinmunes, se han descritos distintas 

subclasificaciones en relación a marcadores de superficie de perfil pro o antiinflamatorio de 

manera análoga a lo descrito en macrófagos(52, 60). Siguiendo esta idea, se han expuesto 

diferentes marcadores que determinan comportamientos diferenciales en relación con la 

producción de citoquinas y la actividad fagocítica(52). CD86, CD68 y CCR2 se asocian a 

perfiles inflamatorios de monocitos (también llamados M1)(59), mientras que CD163, y la 

ausencia de CCR2 a perfiles M2 o no-inflamatorios(61). Estos perfiles también han 

demostrado comportamientos diferentes según la patología estudiada: En pacientes con ACV 

isquémico, los monocitos circulantes mostraron niveles aumentados de CD86 y disminuidos 

de CD163 resultando en una relación M1/M2 aumentada(62). De forma concordante con lo 

anterior, en otro estudio la subpoblación CD14++CD16-CCR2+ demostró correlación 

significativa con grosor la íntima carotidea(63). En Nefropatía membranosa, patología con 

predominio de remodelación epitelial, se demostró expandida la población CD14+CD163+ 

(M2) correlacionándose además con el nivel de proteinuria(64). Entonces, podría hipotetizarse 

que en situaciones clínicas donde predomina la inflamación aguda hay una participación del 

subset de monocitos M1 mientras que en condiciones proliferativas endovasculares 

pauciinflamatorias y de evolución crónica, tiene un rol especial el subset M2.  
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Particularmente en AR, la relación M1/M2 de monocitos circulantes, medido como la razón 

entre CD14+CD68+CCR2+ y CD14+CD163+CCR2- + se correlacionó positivamente con la 

actividad de osteoclastos (célula participante de la destrucción articular)(61). Además, 

monocitos definidos como M1 en cultivo, respondieron a la estimulación con LPS con niveles 

aumentados de IL-6 a diferencia de los definidos como M2(61). Estos datos en conjunto 

permiten plantear que el análisis de las subpoblaciones circulantes de monocitos en pacientes 

con AR y ECV debe ser realizado utilizando múltiples clasificaciones simultáneamente(65). 

 

mTORC en fenotipo monocitos y riesgo cardiovascular 

El complejo proteico mammalian target of rapamycin (mTORC) es una quinasa que participa 

de la regulación de diferentes procesos celulares como proliferación celular, apoptosis, 

sobrevida y crecimiento celular (66). Es parte de 2 complejos funcionalmente diferentes: 

mTORC Complex 1 y mTORC Complex 2 que activan diferentes vías (67). Ambas vías 

interactúan en distintos puntos activando e inhibiendo diferentes funciones celulares (66). Ante 

la activación, el complejo 1 fosforila específicamente a la proteína ribosomal S6 (S6RP) y el 

complejo 2 a AKT de manera aminoácido especifica en serina 473 (68). Dado que los 

monocitos modificarian su fenotipo en condiciones patológicas determinadas, este complejo 

de adaptación celular debería ser importante en la determinación de estos fenotipos. 

La actividad de mTORC demostró ser relevante en la generación y desarrollo de la placa de 

ateroma (69). Uno de los primeros estudios que demostraron la importancia de mTORC en 

esta patología fue el de Gallo en 1999, quien realizó angioplastias a cerdos con y sin 

administración de Rapamicina. El grupo con el fármaco tuvo una área luminal coronaria un 

50% mayor al grupo control (70), concluyendo que la inhibición de mTORC a nivel local 

disminuye la reestenosis y por lo tanto el reinfarto. Desde hace varios años, compuestos 

comerciales como everolimus, inhibidor de mTORC, se han usado para prevenir los cambios 

endoteliales en pacientes que reciben angioplastia con stent (71). Actualmente el uso de stents 

impregnados con everolimus es de amplio uso en la terapia con angioplastia de pacientes con 

cardiopatía coronaria evitando así la re-estenosis del stent (72). Serruys publicó en el 2005 el 

primer estudio randomizado comparando el manejo de lesiones coronarias con stents 

metálicos (BMS) versus stents impregnados con everolimus (DES). Demostró tanto que a los 

6 meses como en el seguimiento a largo plazo, un área luminal un 60% mayor en el grupo con 

DES y ninguna re-estenosis a los 5 años de seguimiento (73, 74). Verheye en el 2007, 

demostró en ratones con dieta rica en colesterol y placas tratadas con DES y BMS, que los 

primeros tenían significativamente menor infiltración de macrófagos en la íntima. En los 
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explantes, se demostró que los macrófagos tenían mayor apoptosis y vacuolización del 

citoplasma(75). Estos elementos demuestran la importancia de mTORC en el desarrollo de la 

placa de ateroma y permiten plantear un posible mecanismo de acción a través de la 

modulación de la sobrevida y funciones intracelulares de los macrófagos de la placa(69). 

En una publicación editorial Tian en 2014, plateó la posibilidad que mTORC tenga un rol en el 

desarrollo y progresión de la placa de ateroma mediante polarización macrofágica a un 

fenotipo M1 (48) y disminución de la capacidad de adaptación al daño de células endoteliales 

con consecuente apoptosis (76).  En su respuesta a la carta inicial de Tian, Guo en el 2015 

describió evidencia creciente de que mTORC cumple un rol en la polarización macrofágica y 

la estabilidad de la placa de ateroma en pacientes con factores de riesgo cardiovascular 

clásicos (76). Chen estudió en el 2012 el rol de mTORC en la polarización de monocitos 

humanos de sangre periférica ante la estimulación con LPS. Cuando los monocitos se 

incubaron previamente con rapamicina, se modificó el fenotipo macrofágico resultante frente 

a esta estimulación. Con esto demostró la expresión diferencial de interleuquinas por parte de 

los monocito/macrófagos estimulados con LPS ante la inhibición de mTORC con rapamicina 

(77). La activación de mTORC se asocia entonces a placas más inflamatorias con mayor 

expresión de marcadores M1 en los macrófagos(48, 77). 

Con estos antecedentes mTORC podría entonces estar involucrado en el proceso de 

ateromatosis al menos mediante la modulación del fenotipo monocitario/macrofágico. Sin 

embargo no se conoce cómo mTORC podría mediar estos cambios funcionales (48).  

 

Autofagia en fenotipo de monocitos y modulación de mTORC 

La autofagia es un proceso celular catabólico esencial en la mantención de la homeostasis 

celular y tisular (78, 79). Su rol principal es la degradación de material proteico y organelos en 

desuso disminuyendo el stress intracelular (78). Es uno de los mecanismos más conservados 

de adaptación celular a las noxas externas como las que sufren las células endoteliales que 

componen la placa de ateroma (80). La autofagia ha demostrado estar relacionada tanto con 

la activación y desactivación de mTORC como con la polarización de monocitos (81). Ante la 

inhibición de la autofagia in vitro,  macrófagos en cultivo expresan marcadores M1(82). 

Asimismo, se ha demostrado que macrófagos con perfil M2, tienen mayor activación del flujo 

autofágico (75). 

Chang en 2013 propuso que la inhibición de la autofagia en macrófagos en cultivo polarizados 

a M2 (mediante inducción por medio de cultivo de hepatoma, activador toll-like receptor 2), 

induce producción de citoquinas del perfil M1, principalmente  IL-12 (83). Chang demostró 
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además que macrófagos polarizados in vitro a M2, expresan mayores niveles de proteína 

cadena liviana 3B (LC3B), un marcador de autofagia (82). En el estudio de Verheye de 2007, 

se observó la vacuolización de macrófagos y aumento de LC3B, eventos de la activación del 

flujo autofágico. Esto permitió relacionar el aumento del flujo autofágico con la inhibición de 

mTORC y la disminución en la migración de monocitos a la placa (69). 

Este y otros hallazgos se han extrapolado frecuentemente a monocitos desde experiencia en 

ratones o macrófagos humanos(60), sin embargo, no existe evidencia disponible de como los 

monocitos modifican su perfil circulante en diferentes situaciones clínicas y si mTORC y/o 

Autofagia participan de ello.  

 

4. Hipótesis y Objetivos 

Hipótesis 

Pacientes con AR y eventos cardiovasculares previos tienen mayor actividad de mTORC en 

monocitos circulantes asociado a disminución de la actividad autofágica en plasma y aumento 

de la relación M1/M2 de monocitos en sangre periférica respecto a pacientes AR sin ECV 

previos.  

 

Objetivo General 

 

Determinar la actividad de mTORC y la relación M1/M2 de monocitos circulantes y actividad 

autofágica en plasma en pacientes con AR con ateromatosis y eventos cardiovasculares 

previos.  

 

Objetivos Específicos 

 

1. Caracterizar la población en estudio desde el punto de vista demográfico, clínico, 

serológico y determinar índices de actividad de AR y riesgo cardiovascular determinado 

por registro de eventos cardiovasculares previos. 
 

2. Determinar la actividad de mTORC en monocitos circulantes de pacientes con AR con 

y sin eventos cardiovasculares previos. 
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3. Determinar el flujo autofágico en sangre periférica de pacientes con AR con y sin 

eventos cardiovasculares previos. 
 

4. Determinar la relación M1/M2 en monocitos circulantes de pacientes con AR con y sin 

eventos cardiovasculares previos. 
 

5. Resultados 

Descripción de las poblaciones con AR con y sin eventos cardiovasculares previos; y grupo de 

sujetos sanos.  

Como podemos observar en la Tabla I, la proporción de hombres es algo mayor a la 

de la población habitual con diagnóstico de AR. Esto probablemente se debe a la mayor 

prevalencia de eventos cardiovasculares en población masculina. El promedio de edad es de 

63 y 62 años en grupos con evento y sin evento, respectivamente. Esto también se debe al 

mayor riesgo cardiovascular derivado de la edad y el tiempo necesario para aparición del ECV. 

La población sana se seleccionó con paridad de género y de edad temprana como control del 

“mínimo” riesgo cardiovascular. 

8 de los 9 pacientes con ECV seleccionados tienen diagnóstico de IAM, la prevalencia inicial 

de esta patología en nuestra institución es mayor, por lo que luego del reclutamiento resultó 

sobrerrepresentada. La mayoría de los pacientes con AR y ECV tienen factores de riesgo 

adicionales como hipertensión y dislipidemia. Este aspecto era esperable ya que la 

enfermedad es en esencia multifactorial y la edad de los pacientes es también elevada. El 

grupo con AR sin ECV, compartieron por pareamiento estas características. 

El tabaquismo fue frecuente en el grupo reclutado. El índice paquetes año fue mayor, aunque 

no significativamente en el grupo con ECV. Dado el n pequeño, la presencia de 2 pacientes 

con tabaquismo severo en este grupo, elevaron los valores resultando el promedio más 

elevado.  

 

Si bien no fue un criterio de pareamiento, el uso crónico de Atorvastatina fue evaluado entre 

los grupos. Los pacientes con ECV previo, por norma AHA (American Heart Association por 

sus siglas en inglés), deben usar estatinas como “protector” de reinfarto, por lo que todos los 

pacientes la usaban. En el grupo sin ECV, 7 de los 9 la usaban por prescripción previa. Dado 

que la atorvastatina ha demostrado modificar aspectos fisiopatológicos la placa de ateroma, 

es importante mencionar la similitud de ambos grupos. 



Universidad	de	Chile	–	Facultad	de	Medicina	–	Escuela	de	Postgrado	–	Tesis	Doctorado	en	Ciencias	
Médicas	con	Especialidad	2019	

24	
	

 

En términos de los factores propios de la AR, la mayoría de los pacientes tiene en torno a 10 

años de AR, tiempo habitualmente relacionado con incremento del riesgo de complicaciones. 

Ocho pacientes son usuarios habituales de corticoides y solo dos están en tratamiento con 

drogas biológicas dado muy probablemente por dificultad en el acceso a estos fármacos. Los 

valores de DAS28 para medición de la actividad de la enfermedad fueron altos muy 

probablemente asociado a que se consiguió reclutar pacientes en activa visita a HCUCH. 
 

TABLA I. Características clínicas de los pacientes y controles incluidos en el estudio 
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El subset clásico de monocitos presenta mayores niveles de IL-1β intracelular en condiciones 

basales y post estimulación con LPS. La presencia del marcador CD163 marca de mejor 

manera la respuesta a LPS que el marcador CD16. 

 En una primera etapa, PBMC de sujetos sanos se estimularon con LPS en 

concentración de 1ug/ml y se compararon, en términos de la fluorescencia media de IL-1β, 

entre cada subset en el pool total de monocitos CD14+. En (a) se muestra que el subset de 

monocitos clásicos (CD14++CD16-) tienen niveles mayores de IL-1β intracelular. En (b), 

posterior a la estimulación con LPS por 2 horas, los niveles de IL-1β intracelular aumentan en 

todos los subsets manteniéndose significativamente mayores en el clásico respecto al no 

clásico (CD14+CD16++), descrito en la literatura como el de perfil más inflamatorio en términos 

del perfil de citoquinas producidas. En línea con estos resultados no esperados, en (c) el 

análisis de los marcadores CD16 y CD163 con relación a los niveles de IL-1β intracelular, 

muestran que este último se relaciona de mejor con lo esperado a un marcador del perfil M2 o 

no inflamatorio. Se observar que la presencia del marcador CD16 (determinante con el subset 

inflamatorio o no clásico) no coincide con los peak en las mediciones de IL-1β, situación que 

sí es posible ver en contexto de negatividad para el marcador CD163, dando espacio a una 

mejor correlación entre la clasificación moderna M1, M2 descrita por Hou(64) (que incluye a 

CD163) y los niveles de IL-1β intracelular en monocitos circulantes.  
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Figura 1: Niveles de IL-1β intracelulares en subsets de monocitos en condiciones basales y 
estimulación con LPS y su relación con marcador CD163.  

(a) Intensidad de fluorescencia media de IL-1β intracelular en monocitos de cada subset según la 
clasificación de Ziegler en condiciones sin estimulación. Se muestran todos los valores, mínimo y 
máximo y p 25-75. Se encuentran diferencias significativas entre los grupos según Test t de Student 
no pareado C-I (p<0,02), C-NC (p<0,01). (b) Intensidad de fluorescencia media de IL-1β intracelular 
en monocitos de cada subset según la clasificación de Ziegler en condiciones de estimulación con 
LPS 1ug/ml por 2 horas. Se encuentran diferencias significativas entre el subset clásico y no clásico 
(p<0,02) con test de t de Student no pareado. (c) Intensidad de fluorescencia media de IL-1β 
intracelular en monocitos CD14++ según presencia o ausencia de marcadores CD16 y CD163. En 
condiciones de estimulación con LPS, se encontró diferencias significativas entre grupo CD163+ y 
CD163-.  CD16-CD163- , CD16-CD163+ (p<0,02), CD16-CD163-, CD16+CD163+ (p<0,03) con test 
de t de Student no pareado. 
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Los pacientes con AR tienen mayor expresión IL-1β e IL-6 intracelular. Esta mayor expresión 

se observa sólo en el subset clásico 

 Siguiendo los resultados vistos in vitro en sujetos sanos donde se pesquisó que 

el subset clásico de monocitos es el que tiene los niveles mayores de IL-1β intracelular, 

evaluamos los niveles de citoquinas inflamatorias IL-1β e IL-6. En (a) y (b) de observa que los 

niveles de IL-1β e IL-6 nuevamente resultan significativamente mayores en el subset clásico 

de monocitos circulantes tanto en el grupo de sujetos sanos como en el grupo de pacientes 

con AR totales. En (c) y (d) se analizan los mismos niveles de citoquinas intracelulares 

separando el grupo de pacientes AR en aquellos con y sin eventos cardiovasculares previos. 

En ambos paneles se observa que los niveles de citoquinas son significativamente mayores 

en pacientes con AR respecto a sujetos sanos, independiente de la ocurrencia de ECV previos. 

Estos resultados se repiten también solo en el subset clásico.  
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Figura 2: Niveles basales de interleuquinas inflamatorias intracelulares en monocitos totales y 
subsets en pacientes con AR y sujetos sanos.  

En (a) y (b) se muestran niveles de IL-1β e IL-6 intracelular en AR y sujetos sanos (****p=0,0001). 
Existe significativamente más interleuquinas en población de monocitos totales y clásicos. Al analizar 
por separado a aquellos pacientes con AR sin y con ECV se muestra que no hubo diferencias entre 
ambos subgrupos (c) y (d) (***p=0,001), (**p=0,01). Todas las comparaciones realizadas con ANOVA 
de 2 vías. 
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El fenotipo M1 está aumentado en pacientes con AR y principalmente en el subgrupo de 

pacientes con ECV previo 

 Luego de los resultados obtenidos en la figura 1 y figura 2 donde tanto in vitro en 

condiciones basales y estimulación, como in vivo en pacientes con AR y sujetos sanos; el 

subset que según literatura corresponde al menos inflamatorio es el que presenta mayores 

niveles de IL-1β e IL-6 intracelular, decidimos utilizar la clasificación de monocitos en fenotipos 

M1 y M2 según lo descrito por Hou(64). Esta elección se sustentó además en que CD163 se 

relaciona mejor con los peak y valles en los niveles de IL-1β intracelular post estimulación con 

LPS.  

 Los monocitos M1, definidos como aquellos CD14+HLA-DR+CCR2+, están 

aumentados en pacientes con AR respecto a sujetos sanos como se ve en (a). Al separarlos 

en los subgrupos con y sin ECV se puede ver que la diferencia se mantiene solo en el grupo 

con ECV respecto al grupo sin ECV, demostrando que la diferencia entre AR y sujetos sanos 

es acosta del grupo con ECV previos (b).  

 

 

 

Figura 3: Frecuencia de monocitos M1 y M2 y su relación en pacientes con AR con y sin 
ECV.  

En (a) se grafica la frecuencia de monocitos M1, M2 y relación M1/M2 en pacientes AR y sujetos 
sanos. Se observa diferencias significativas en el grupo de pacientes con AR respecto a sujetos 
sanos (*p=0,01). En (b) se muestran las mismas poblaciones en pacientes AR divididos por 
presencia o ausencia de ECV. Existe diferencias significativas de frecuencia M1 entre subgrupo 
ECV (+) y ECV(-). (*p=0,02). Todas las comparaciones realizadas con ANOVA de 2 vías. 
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El subgrupo de pacientes AR con ECV tiene mayor expresión de IL-1β e IL-6 y en todos los 

grupos M1 mayor que M2  

 Se analizó los niveles de interleuquinas inflamatorias intracelulares en monocitos 

clasificados de acuerdo a fenotipos M1 y M2. En (a) se observa que los niveles de IL-1β en 

monocitos M1 son mayores en el subgrupo de pacientes con AR con eventos cardiovasculares 

previos. En el fenotipo M2 se observan diferencias similares, pero en niveles significativamente 

menores que en M1. Para IL-6 las diferencias encontradas en IL-1β se repiten, demostrando 

también mayores niveles en aquellos monocitos M1 de pacientes con AR y ECV previos y 

significativamente mayores a M2 (b). Estos resultados muestran que el máximo de 

interleuquinas inflamatorias se observa en el grupo de monocitos M1 de pacientes con AR y 

ECV previos. 

 

 

 

 

Figura 4: Niveles de interleuquinas inflamatorias intracelulares en monocitos M1 y M2  de 
pacientes con AR y sujetos sanos. 

En panel (a) se muestran niveles de IL-1β en subgrupos y diferentes fenotipos. Los valores son 
máximos en aquellos monocitos M1 de pacientes con AR y ECV previos (****p=0,0001), 
(***p=0,001), (**p=0,03). En (b) se muestran los niveles de IL-6 en los mismos grupos. Nuevamente 
los valores son máximos en el grupo de monocitos M1 de pacientes con AR con ECV previos 
(****p=0,0001), (***p=0,001), (**p=0,03), (*p=0,02). Todas las comparaciones realizadas con 
ANOVA de 2 vías. 
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La expresión de IL-1β se correlaciona positivamente con frecuencia de monocitos M1 y 

relación M1/M2 en pacientes AR 

 Conociendo que el grupo de monocitos M1 de pacientes con AR y ECV son los 

de mayores niveles de IL-1β e IL-6 intracelular, quisimos analizar si existen correlaciones 

significativas entre ambos parámetros. En (a) se observa que la frecuencia relativa de 

monocitos M1 en pacientes con AR se correlaciona positiva y significativamente con los niveles 

de IL-1β. Al contrario, la frecuencia de monocitos M2 en el mismo grupo, se correlaciona 

negativa y significativamente con los niveles de IL-1β (b). En (c) la relación de frecuencias 

M1/M2 en pacientes con AR se correlaciona positiva y muy significativamente con los niveles 

de IL-1β dando sustento a la fenotipificación moderna y a su relación con el estatus 

inflamatorio. Cuando se repitió el análisis con IL-6 las tendencias se mantienen sin lograr 

significancia estadística. (d, e y f). 

 

 

 

 

Figura 5: Correlación entre interleuquinas inflamatorias intracelulares y fenotipo de 
monocitos en pacientes con AR. 

En panel (a, b y c) se muestran correlaciones entre niveles de IL-1β y frecuencia de monocitos M1, 
M2 y relación M1/M2. Se observa correlación positiva y significativa en M1 y relación M1/M2 (r=0,51 
p=0,02), (r=0,7 p=0,0012), por el contrario, negativa y significativa para M2 (r=-0,51 p=0,039). En 
(d, e y f) se muestra el mismo análisis para IL-6 sin lograr significancias. Análisis de correlación con 
Test de Pearson.  
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La expresión de IL-1β se correlaciona positivamente con relación M1/M2 sólo en pacientes AR 

con ECV. 

 Dado que los M1 y M2 se correlacionan según lo esperado con los niveles de 

interleuquinas inflamatorias intracelulares en pacientes con AR, se analizó cómo se comporta 

la relación de frecuencias M1/M2 en los subgrupos con y sin ECV. Demostramos que sólo el 

subgrupo ECV (+) se correlaciona positiva y significativamente con los niveles de IL-1β (a y b) 

sugiriendo que el fenotipo M1 de monocitos posee características inflamatorias particulares en 

este subgrupo de pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Correlación entre IL-1β y relación M1/M2 en pacientes con AR con y sin ECV. 

En panel (a) se muestra correlación positiva entre niveles de IL-1β y relación M1/M2 en pacientes 
con AR con ECV (r=0,72 p=0,0281). En (b) correlación positiva, pero sin significancia en subgrupo 
sin ECV. Análisis de correlación con Test de Pearson.  
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Relación M1/M2 y niveles de citoquinas intracelulares no se correlacionan con inflamación 

clínica ni duración de la enfermedad 

 Considerando que en la literatura razonablemente se les atribuye a factores 

clínicos propios de la enfermedad el mayor riesgo cardiovascular, analizamos la correlación 

entre los valores de DAS28-PCR (evaluación clínica del estatus inflamatorio en AR) al 

momento de la toma de la muestra, con los niveles de IL-1β y la relación M1/M2 de monocitos 

circulantes. En (a) y (b) se puede observar que no existe correlación significativa entre estos 

factores y el DAS28-PCR. Además, la duración de la enfermedad tampoco fue determinante 

de diferencias en IL-1β y relación de fenotipos monocitarios (c) sugiriendo en conjunto que 

existe un factor adicional, no considerado previamente, que participa de este estatus 

inflamatorio aumentado definido por aumento de la relación M1/M2 y mayores niveles de IL-

1β intracelular en pacientes con AR con ECV previos. 
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Figura 7: Relación entre parámetros de severidad clínica de la AR y estatus inflamatorio 
de monocitos circulantes. 

En panel (a y b) se muestra correlación sin significancia estadística entre niveles de IL-1β y relación 
M1/M2 y DAS28-PCR en pacientes con AR. En (c) la duración de la enfermedad no diferencia 
niveles de IL-1β ni relación M1/M2 de monocitos circulantes en estos pacientes. Análisis con test 
de Pearson y t de Student.  
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La actividad de mTORC medida por S6R fosforilado está aumentada en pacientes con AR 

respecto de sujetos sanos, pero es mayor aún en el subgrupo con ECV. Además, actividad de 

mTORC está aumentada en M1 y M2 en AR con ECV 

 Establecido que los niveles de interleuquinas inflamatorias en monocitos de 

pacientes con AR está aumentado y que este es acosta principalmente del subgrupo con ECV 

previos, analizamos la fosforilación de la proteína S6R, quinasa importante en la activación de 

tanto mTORC 1 como mTORC2, en este subgrupo con respecto a ECV (-) y sujetos sanos. En 

(a) se muestra que los niveles de S6Rp en pacientes con AR respecto a sujetos sanos es 

significativamente mayor y que esta depende, una vez más, del subgrupo con AR con ECV 

previos. Cuando analizamos los niveles de S6R fosforilado en los fenotipos M1 y M2 en todos 

los subgrupos observamos que, al igual que los niveles de IL-1β e IL-6, S6Rp alcanza un 

máximo en el subgrupo de pacientes con AR con ECV previos. Estos datos sugieren que la 

mayor fosforilación de proteínas de la vía de mTORC podría jugar un rol en el estatus 

inflamatorio de monocitos circulantes en estos pacientes. 
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Figura 8: Niveles de S6R fosforilado intracelular en monocitos de pacientes con AR con y 
sin ECV. 

En panel (a) niveles de S6Rp en pacientes AR y subgrupos con y sin ECV. Se observan diferencias 
significativas en subgrupo ECV (+). En (b) se observa que los niveles de S6Rp son máximos en el 
subgrupo ECV (+) tanto en fenotipo M1 como M2 de monocitos. (****p=0,0001, **p= 0,01), 
(****p=0,0001, **p=0,009). Todas las comparaciones realizadas con ANOVA de 2 vías. 
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El flujo autofágico esta aumentado en pacientes con AR respecto a sujetos sanos. En el grupo 

de pacientes AR, los con ECV tienen mayores niveles de BECLIN1 plasmático. 

 Habiendo demostrado que tanto la frecuencia de monocitos M1, como los niveles 

de IL-1β y S6Rp intracelular están aumentados en pacientes con AR con ECV respecto a 

aquellos sin ECV; quisimos estudiar cómo se encuentra el flujo autofágico, medido en plasma, 

en este grupo de pacientes. En estudios in vivo la medición plasmática del flujo autofágico 

mediante ELISA para Beclin1 y LC3b es la técnica más usada. Realizamos entonces 

mediciones de ambas proteínas del flujo autofágico en pacientes con AR y sujetos sanos. En 

(a y b) se observa que los niveles plasmáticos de Beclin1 y LC3b son significativamente 

mayores en pacientes con AR respecto a sujetos sanos y que este es particularmente alto en 

el subgrupo con ECV previos. Para LC3b las diferencias respecto a sujetos sanos son similares 

(c y d), logrando también un máximo en el subgrupo ECV (+).  
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Figura 9: Flujo autofágico plasmático en pacientes con AR con y sin ECV previos.  

En panel (a) niveles plasmáticos de Beclin1 medido por ELISA en pacientes con AR y sujetos 
sanos. En (b), subgrupo de pacientes ECV (+) alcanza el un máximo significativo de Beclin1 
plasmático (***p=0,001, *p=0,02). En (c y d) se realizó el mismo análisis para niveles de LC3b 
plasmático observando significancia estadística en grupo de pacientes con AR y en AR con ECV 
respecto a sujetos sanos. (***p=0,001, **p=0,009). Todas las comparaciones realizadas con 
ANOVA de 2 vías. 
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BECLIN1 muestra correlación con IL-1β intracelular de monocitos circulantes en pacientes con 

AR 

 Dado que la medición de autofagia se realiza en plasma y no es posible conocer 

mediante esta medición en qué tipos celulares se encuentra particularmente aumentada, 

analizamos la correlación de este valor plasmático con los niveles intracelulares de IL-1β e IL-

6 en monocitos circulantes. En (a) se muestra que, en pacientes con AR, los niveles de IL-1β 

intracelular de monocitos se correlaciona positiva y significativamente con los niveles 

plasmáticos de Beclin1. En (b) se muestra la misma tendencia para IL-6 pero sin significancia 

estadística. Estos datos sugieren que, si bien no es posible conocer el estado del proceso 

autofágico intramonocitario, el estatus inflamatorio intracelular de estos concuerda con el 

grado de activación de la autofagia en sangre. 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 10: Correlación entre autofagia en plasma y niveles intracelulares de interleuquinas 
inflamatorias.  

En panel (a) correlación entre niveles plasmáticos de Beclin1 e IL-1β intramonocitario en pacientes 
con AR. Se observa correlación positiva y significativa. (r=0,58, p=0,018). En (b) la correlación 
entre Beclin1 e IL-6 es positiva pero no alcanza significancia estadística. Analizado con Test de 
Pearson.  
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Estatus inflamatorio y fenotipo de monocitos circulantes en pacientes con AR con ECV previos 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Resumen del estatus inflamatorio y fenotipo de monocitos circulantes en 
pacientes con AR con ECV previos.   

Los monocitos circulantes de pacientes con AR con historia de ECV muestran una expansión relativa de su 
fenotipo M1. A su vez, los monocitos de estos pacientes contienen niveles mayores de IL-1β intracelular y 
mayor cantidad de proteína S6R fosforilada.  

Los niveles plasmáticos de proteínas del flujo autofágico como Beclin1 y LC3b, están aumentados en estos 
pacientes y sus niveles se correlacionan con el estatus inflamatorio intramonocitario medido por IL-1β. 

En conjunto, estos datos permiten suponer un contexto inflamatorio y fenotípico especial de monocitos en 
pacientes con AR que se presentan con ECV el que podría estar modulado al menos en parte por actividad 
de mTORC y flujo autofágico. 
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6. Discusión 

La clasificación de monocitos en 3 subset de acuerdo con su expresión en membrana de CD14 

y CD16 es relativamente reciente y hasta el momento contradictoria en términos de la 

funcionalidad a la que éstos se asocian(60). Existen escasos trabajos abocados de respaldar 

la asociación de un determinado subset con funcionalidad ya sea por perfil de citoquinas 

producidas o actividad fagocítica. Mucho de lo actualmente conocido en este ámbito se basa 

ya sea en experiencias anecdóticas u opinión de expertos o extrapolación de experimentos en 

ratones o macrófagos humanos(60). 

La participación de cada subset en enfermedad ha sido más explorada(84). Mientras que en 

algunas patologías como AR o Lupus se describe aumento del subset intermedio, en otras se 

describen cambios contrarios o incongruentes(85). El escaso respaldo funcional a la 

clasificación y la, a veces, discordante descripción del comportamiento de subset in vivo no 

permiten hasta el momento una clasificación integral y definitiva para caracterización de 

monocitos circulantes.  

La mayor parte de los estudios clínicos disponibles actualmente intentan asociar cambios en 

un determinado subset con noxas inflamatorias agudas y crónicas, con resultados que, hasta 

el momento, no son sistematizables. Otro grupo de estudios se ha centrado en la 

caracterización de los 3 subsets en términos de capacidad fagocítica en contexto de monocitos 

diferenciados, y de expresión de marcadores de superficie(86). Si bien se ha comenzado a 

caracterizar de manera satisfactoria el fenotipo de cada uno de estos subgrupos, ha sido 

imposible demostrar un comportamiento sistemático de cada uno de ellos frente a un estímulo 

determinado(59). 

Pudimos demostrar que en monocitos de sujetos sanos en condiciones basales y en 

estimulación con LPS, el subset clásico, descrito en la literatura como no inflamatorio, 

responde con niveles mayores de IL-1β intracelular. Además, estos resultados se replican en 

pacientes con AR y sujetos sanos y son concordantes con los resultados de otra Interleuquina 

inflamatoria como es IL-6. En conjunto esto nos demuestra que la clasificación de Ziegler 

2010(50) deja poco claro el comportamiento inflamatorio de los diferentes subsets con relación 

a las interleuquinas producidas. Si bien la medición de interleuquinas intracelulares por 

citometría no necesariamente determina el estatus inflamatorio del monocito, corresponde a 

una buena aproximación y ampliamente utilizada(52, 64).  
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CD163 se relacionó mejor con los peak de IL-1β intracelular en la fase in vitro de nuestro 

estudio. En los últimos años, CD163 se posicionó como uno de los marcadores que, frente a 

negatividad, clasifican monocitos en fenotipo M2(59).  

En 2018, utilizando otras técnicas como CyTOF y análisis de reducción dimensional (tSNE) se 

logró dar respaldo a marcadores previamente mencionados como adecuados para la 

caracterización de diferentes subgrupos de monocitos(59). En trabajos recientes, los 

marcadores HLA-DR (CD68) y CCR2 resultaron de vital importancia al diferenciar subgrupos 

con posibles diferencias funcionales. (61) 

Incorporando todos los cambios en la clasificación y comportamiento esperado de monocitos 

circulantes antes mencionados, además de nuestros experimentos previos de estimulación 

inflamatoria in vitro, pudimos establecer la relación de subpoblaciones CD14+HLA-

DR+CCR2+/CD14+CD163+CCR2- como la mejor subclasificación disponibles hasta el 

momento. La incorporamos al análisis inicialmente propuesto por Williams et al.(62) y lo 

comparamos en todos los experimentos. Cabe mencionar que en el proceso de selección de 

las poblaciones M1 y M2 realizando gating por CD14+ inicial, al menos en nuestra 

aproximación, los monocitos no clásicos son sistemáticamente eliminados del análisis. 

Fuimos entonces capaces de demostrar que la clasificación habitual basada en CD14 y CD16, 

no se comporta de manera predecible en la comparación de pacientes con AR con y sin ECV. 

Como anteriormente se ha descrito, sólo se observó expansión del subset intermedio en 

pacientes con AR respecto a sujetos sanos, sin embargo, más allá de este cambio los 

resultados nuevamente no permiten mayor sistematización.  

Cuando realizamos el análisis mediante fenotipos M1 y M2 utilizando nuevos marcadores, 

demostramos que en pacientes con ECV la frecuencia M1 de monocitos está aumentada. Este 

hallazgo es relevante ya que nos permite hipotetizar que Las primeras etapas de la AR, y 

quizás antes que los monocitos colonicen la placa, tienen un perfil “inflamatorio” favorecedor 

del proceso de ateromatosis acelerada. Interesantemente, las interleuquinas del perfil 

inflamatorio como IL-1β e IL-6 están también significativamente aumentadas en el grupo de 

estudio y particularmente IL-1β logra correlación positiva y significativa con la frecuencia de 

monocitos M1 y la relación M1/M2 de monocitos circulantes.  

Propusimos a mTORC como un switch de la fenotipificación de monocitos circulantes 

considerando su importancia en la adaptación celular a noxas externas y su rol en la 

destinación celular(66). Demostramos que los niveles de la proteína S6R fosforilada, que 
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reúne actividad de los complejos mTORC1 y mTORC2, están aumentados en pacientes con 

AR y ECV en la misma forma que la frecuencia de M1 y las interleuquinas inflamatorias 

intracelulares. Si bien la sola fosforilación medida por citometría intracelular no es capaz de 

demostrarnos delta de actividad, se encuentra sistemáticamente aumentada en monocitos de 

cualquier fenotipo en pacientes con AR y ECV. Por ahora suponemos que mTORC tiene 

participación en la fenotipificación de monocitos circulantes sin embargo hasta el momento 

hemos sido capaces de mostrar comportamientos concordantes, pero sin causalidad.  

Dada la relación entre mTORC y autofagia en la adaptación y destinación celular(87), además 

de su inhibición cruzada, analizamos los niveles de autofagia plasmática para determinar 

concordancia entre valores y diferentes subgrupos de pacientes. En la literatura, la medición 

de autofagia in vivo en patología se realiza preferentemente mediante ELISA en sangre más 

que con citometría(81). Técnicamente, el análisis citométrico de la autofagia tiene dificultades 

ya que los anticuerpos disponibles no siempre cubren las proteínas relacionadas con el 

proceso completo del flujo autofágico como Beclin1 y LC3(88). Decidimos replicar los 

experimentos en pacientes con ACV donde se midió autofagia en sangre con buenos 

resultados(81). Demostramos que los niveles están aumentados en pacientes con AR y 

preferentemente en pacientes con ECV previos siguiendo el patrón de las citoquinas, M1 y 

S6Rp. Dada la incapacidad de asociar esta activación al compartimiento monocitario 

circulante, correlacionamos satisfactoriamente los niveles intracelulares de IL-1β en monocitos 

y los niveles plasmáticos de Beclin1 lo que nos permite hipotetizar participación de esta en el 

proceso de fenotipificación.  

Finalmente, si bien es imposible asegurar un rol de mTORC o autofagia en la fenotipificación 

de monocitos en pacientes con AR y ECV, pudimos demostrar que la clasificación fenotípica 

en M1 y M2 tiene mayor concordancia con un proceso inflamatorio intracelular en monocitos, 

y que estos están sobrerrepresentados en pacientes con AR con ECV previos. Las 

correlaciones que posicionan a S6Rp y proteínas plasmáticas de la autofagia en la misma 

“dirección” que los hallazgos descritos, abren espacio a discutir posibles mecanismos de 

fenotipificación en “tiempo real” de monocitos circulantes antes de alcanzar la placa. Se 

requerirán otros modelos de estudio y cohortes prospectivas que permitan utilizar los hallazgos 

acá presentados como estrategias de detección precoz o posibles targets terapéuticos.  
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7. Limitaciones del estudio 
 

La fenotipificación de monocitos ha sido difícil dada la inconsistencia entre las diferentes 

clasificaciones disponibles y su correlato con la funcionalidad. Nosotros utilizamos 

medición de interleuquinas intracelulares como testigo del perfil de activación en las 

diferentes condiciones, guiándonos por la literatura disponible en relación con la elección 

de citoquinas que utilizamos. Solo pudimos incorporar a IL-1β e IL-6, ambas de perfil 

inflamatorio, en nuestros experimentos. Hubiese sido de interés la medición de citoquinas 

de perfiles alternativos como IL-10 e IL-4, u otras también relacionadas con la activación 

proinflamatoria como TNF-α. La limitación que no nos permitió incorporar estas mediciones 

fue el número de canales disponibles en los citómetros que utilizamos. Destinamos la 

mayor cantidad de canales a la fenotipificación, ya que este es el ítem de mayor discusión 

en la literatura. Sería interesante repetir algunos de estos experimentos con un perfil más 

amplio de citoquinas que permitan definir mejor el perfil intracelular de cada monocito en 

cada subgrupo. 

Cuando analizamos activación de mTORC decidimos medir la cantidad de proteína S6R 

fosforilada intracelular como marcador. Con esta aproximación pudimos correlacionar 

mejor los parámetros medidos en cada célula y por lo tanto en cada subpoblación. También 

limitado por el número de canales disponibles en el citómetro, no medimos los niveles 

basales de S6R y por lo tanto no podemos demostrar el delta de activación que nos 

permitiría asegurar de mejor manera el cambio y por lo tanto la activación propiamente tal. 

Una posibilidad es utilizar Western Blott para análisis de este parámetro, idea que 

mantenemos para futuros análisis de estas poblaciones. No fue incorporado en este 

estudio disponibilidad limitada de muestra. 

En la literatura, la autofagia ha sido medida preferentemente por ELISA en plasma en 

humanos en contexto in vivo. Existe la medición intracelular por citometría de los 

componentes del flujo autofágico, sin embargo, hay poca información disponible y 

mayormente en líneas celulares de origen murino. Manteniendo la idea de preferir el 

modelo humano y la literatura que respaldara estas mediciones, decidimos medir autofagia 

en plasma. Con esto dificultamos por un lado la correlación de este factor con las 

interleuquinas y S6Rp medido intramonocitario por citometría, pero por otro pudimos 
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apoyar mejor los resultados en la literatura. Ahora que conocemos la actividad autofágica 

“circulante” en estos pacientes, tenemos planificado mediciones intracelulares por 

citometría que podamos validar con los resultados ya obtenidos en plasma. 
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9. Materiales y Métodos 

 

Tipo de estudio 

Transversal, caso-control. 

 

Descripción de la población en estudio 

Pacientes de 18 a 65 años con diagnóstico de AR de acuerdo a criterios de clasificación 

EULAR/ACR 2010, que asisten a Policlínico de Reumatología del Hospital Clínico de la 

Universidad de Chile. 

 

Tamaño de muestra 

Para la estimación del tamaño de muestra necesario, se utilizó un error alfa de 0,05 y un poder 

de 80%. El cálculo se realizó considerando comparación de medias de grupos independientes 

con varianzas desiguales. Se realizó análisis de tamaño muestral para todas las mediciones 

incluidas en el presente trabajo. Se decidió utilizar como referencia, los valores de LC3b y 

BECLIN1 (mediciones de autofagia) determinados en el estudio de Chang et al. 2013, al ser 

los con diferencia más pequeña. En este, pacientes con ateromatosis tenían valores de 1,62 

veces más altos que aquellos sin ateromatosis.  

El tamaño de muestra necesario fue 18 (9 sujetos de estudio por grupo). 

 

Criterios de inclusión y exclusión de pacientes con AR 

• Inclusión: 

o Hombres y mujeres con AR diagnosticada que cumplen criterios EULAR/ACR 

2010. 

o Pacientes con y sin eventos cardiovasculares previos (infarto con y sin 

supradesnivel del ST, accidente cerebrovascular isquémico, enfermedad 

arterial oclusiva de extremidades inferiores sintomática) 

o Paciente capaz de otorgar consentimiento y que firma formulario de 

consentimiento informado. 
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• Exclusión: 

o Insuficiencia cardiaca 

o Otras enfermedades autoinmunes diagnosticadas (Excepto Síndrome de 

Sjögren) 

o Diabetes mellitus 2 

o Hombres y Mujeres mayores de 65 años 

 

Fuente y método de recolección de datos 

Se construyó una base de datos a partir de los registros de la ficha clínica y de entrevistas a 

los pacientes 

 

Base de datos y métodos estadísticos 

Se construyó una base de datos generada a partir de registro de datos en el programa Excel 

usando como código el orden de ingreso al estudio, para eliminar datos identificadores. La 

base de datos final será exportada a STATA para su análisis. 

 

Análisis estadístico 

En primer lugar, se realizó un análisis exploratorio de los datos identificando la distribución de 

las variables, valores outlayers y valores faltantes. En el caso de valores outlayers, se evaluó 

si existió un problema en la digitación de los datos y la plausibilidad biológica de dichos valores. 

Respecto a los valores faltantes, inicialmente, se intentó recuperar el dato a partir de la ficha 

del paciente o contactándolo directamente, cuando no fue posible recuperar los datos, se 

evaluó la característica de la pérdida, de manera de identificar la introducción de un posible 

sesgo de selección. Se excluyó del estudio estos datos.  

Posteriormente, se realizó la descripción de las variables. Para variables cuantitativas 

continuas y discretas, de acuerdo con su distribución, se eligieron las medidas de tendencia 

central (promedio, mediana o moda) y dispersión (desviación estándar o recorrido 

intercuartílico) o posición (ej. Percentil 25, 75) a utilizar. Las variables categóricas, se 

describieron mediante frecuencias absolutas y relativas.  
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La selección de la prueba para comparar variables cuantitativas se realizó dependiendo de la 

distribución de los datos, eligiendo test paramétricos si la distribución es normal y no 

paramétrico si no lo es o no se cumplen los supuestos necesarios. Los análisis estadísticos 

serán realizados en STATA 13.1 y Graphpad Prism 6.  Se definió como estadísticamente 

significativo la obtención de un valor p menor o igual a 0,05. 

Implicancias éticas 

- Diseño del estudio: Este es un estudio caso-control, en que la única intervención 

adicional para los participantes es la toma de muestra de sangre periférica. El 

tratamiento del paciente es una decisión del médico tratante, de manera independiente 

al estudio.  

- Justicia Individual y Grupal: Participación equitativa de todos los sujetos, por lo que 

repartimos la carga de participar en la investigación, logrando así el principio de justicia 

individual.  

Mediante la inclusión de la mayoría de los pacientes con AR, permitimos el acceso a una 

población lo más amplia posible a la investigación, con lo que cumplimos el principio de justicia 

grupal  

- Autonomía: En este estudio se respeta el principio de autonomía, ya que todos los 

pacientes participarán del proceso de consentimiento informado, que finalizará en la 

documentación de éste, permitiendo el uso de las ecografías carotídeas y sus muestras 

de sangre para el estudio.  

- Respeto a la confidencialidad: La información sensible será tratada con la máxima 

confidencialidad, usando bases de datos seguras y anonimizando la información 

mediante el uso de un identificador en vez del nombre,  

- No maleficencia: Tanto la toma de ecografía como la toma de muestra de sangre 

presentan un riesgo no mayor que el encontrado en la vida diaria o durante la 

realización de exámenes de rutina, por lo tanto, el estudio implicará un riesgo mínimo 

para los participantes.  

- Beneficencia: La obtención de resultados de este estudio supone un beneficio potencial 

para los participantes y los pacientes con AR en general, permitiendo obtener 

información respecto de las causas del aumento de riesgo cardiovascular en pacientes 

con AR, lo que podría seguirse de cambios en la terapia de la enfermedad con miras a 
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controlar este riesgo. La minimización del riesgo y la posibilidad de beneficio para los 

participantes en la investigación permite la consecución del principio de beneficencia. 

 

Consentimiento Informado  

Todos los pacientes fueron reclutados luego de una sesión informativa de consentimiento 

informado, posterior a lo cual se firmó un formulario de consentimiento informado para 

participar en el estudio que incluye el uso de la información contenida en la ficha clínica y la 

toma de muestra de sangre. En la autorización para toma de muestra de sangre y en la sesión 

de consentimiento se informará a los participantes que tienen derecho a hacer todas las 

preguntas que consideren necesarias respecto del protocolo de investigación en el momento 

que deseen y que pueden retirarse cuando quieran del protocolo sin sufrir ninguna 

consecuencia por ello. No habrá ningún tipo de compensación directa por participar en el 

estudio, ni penalizaciones por abandonarlo. 

Los resultados individuales del estudio serán reportados a cada paciente, en caso de que este 

lo desee.  

Los resultados generales del estudio serán comunicados a la totalidad de los participantes que 

acuerden ser informados, lo cual también se hará a la comunidad científica, mediante medios 

a determinar. 

 

Selección de pacientes 

Al estudio ingresaron pacientes con AR que cumplieron con criterios de inclusión y sin criterios 

de exclusión. Los datos fueron extraídos de la entrevista clínica del paciente con el médico 

reumatólogo y la ficha clínica.  

 

Criterios de pareamiento 

Los criterios de pareamiento fueron seleccionados de los descritos en la literatura (16, 24, 26, 

31, 89, 90) y/o por, en el caso de uso de corticoides, por efectos impredecibles sobre vías 

ubicuas y con efectos pleiotrópicos. 

Pareamiento por factores clásicos: 
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- Edad: ± 5 años 

- Sexo: Igual Sexo 

- Presión arterial sistólica: Mayor o menor de 140 mmHg 

- Colesterol HDL: Normal o alterado 

- Tabaquismo: Índice paquetes año ±10 

 

Pareamiento por factores de AR: 

- Tiempo de diagnóstico de AR: ±1 año 

- Número de DMARDS: 2 o menos y mayor de 2 

- Uso de corticoides sistémicos: Los pacientes que los usen al momento del estudio 

serán pareados, los pacientes con corticoides suspendidos serán pareados según el 

tiempo de suspensión con intervalos de ± 3 meses.  

- DAS 28: < 2.6 / 2,6 - 3,2/ 3,2 – 5,1 / > 5,1 

 

Toma de muestra de sangre periférica  

Se obtuvo muestra de sangre periférica a los pacientes AR con eventos cardiovasculares y 

sus controles pareados sin eventos al momento del ingreso al estudio. En la toma de muestra, 

se extrajo sangre en 6 tubos: 1 tubo Tapa lila con EDTA (4 ml) para Hemograma+VHS, 4 tubo 

Tapa verde con Heparina (10 ml) para Proteína C reactiva, Perfil Lipídico y extracción de 

PBMC y 1 Tubo tapa roja sin anticoagulante (10 ml) para RT-PCR. 

Se midió: 

• Hemograma + VHS 

• Proteína C Reactiva 

• Perfil Lipídico 

• LC3b, Beclin1 (Actividad autofagia) 

 

Se extrajo mononucleares de sangre periférica para: 

• Citometría intracelular para S6Rp  

• Citometría flujo CD14, CD16, CD19, CD3, CD66b, CD163, CCR2, HLA-DR, sonda de 

viabilidad. 
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Protocolos Experimentales 

1.- Enzima inmunoensayo (ELISA) LC3B y Beclin1 de plasma 

Primero se preparará la curva estándar en duplicado o triplicado, para lo cual se preparará la 

solución estándar a concentración de 500 pg/mL con 1X Diluyente de ELISA/ELISPOT. Se 

agregará 100 μL del Diluyente de ELISA/ELISPOT a los pocillos de concentración menor a 

500 pg/mL. Luego se añadirán 200 μL de la solución de 500 pg/mL a los pocillos de 

concentración de 500 pg/mL (A1 y A2). Posteriormente se removerán 100 μL de estos pocillos 

y se depositarán en los pocillos adyacentes. Luego se pipetearán de tal forma de 

homogeneizar la solución y esos pocillos quedarán a una concentración de 250 pg/mL (B1 y 

B2). Se removerán 100 μL de B1 y B2 para transferir a los pocillos C1 y C2, los que se 

pipetearán para homogeneizar la solución a una concentración de 125 pg/mL. Luego, se 

tomarán 100 μL de C1 y C2 y se depositarán en D1 y D2, los que se pipetearán para 

homogeneizar la solución a una concentración de 62,5 pg/mL. Lo anterior se repetirá con los 

pocillos E1, E2, F1, F2, G1, G2, H1, H2 para llegar a una concentración de 4 pg/ml. Al transferir 

la solución a pocillos H1 y H2 se eliminarán 100 μL de la solución homogeneizada para que 

todos los pocillos contengan un volumen de 100 μL. Se incluirán 2 pocillos blancos (A3 y A4) 

que contendrán 100 μL de 1X Diluyente de ELISA/ELISPOT. Posteriormente, se construirá la 

curva estándar mediante un análisis de regresión. 

Luego, se realizará la medición de las muestras: Se diluirá el anticuerpo de captura usando 

Buffer de Cobertura a concentración de entre 1 y 4 pg/mL según el clon en uso. Se cubrirá el 

pocillo con 100 μL por pocillo con anticuerpo de captura. Se sellará la placa y se incubará a 

4°C durante la noche. Luego, se aspirará el contenido de los pocillos y se lavará 3 veces con 

al menos 300 μL de Buffer de Lavado por pocillo, luego se invertirá la placa y se secará con 

papel absorbente. Se diluirá el Diluyente de ELISA/ELISPOT 5X para concentración de trabajo 

de 1X usando agua DI. Se bloquearán los pocillos con 200 μL por pocillo del 1X Diluyente de 

ELISA/ELISPOT. Se incubará a temperatura ambiente por 1 hora. Se aspirará el contenido de 

los pocillos y se lavarán 3 veces con al menos 300 μL de Buffer de Lavado por pocillo. Se 

invertirá el pocillo y se secará con papel absorbente para secar. Se realizará la curva estándar 

como se explicó previamente y se añadirán 100 μL de muestras a los pocillos previamente 

designados. Se incubará a 4°C durante toda la noche. Luego, se aspirarán los pocillos y se 

lavarán 5 veces con al menos 300 μL de Buffer de Lavado por pocillo. Se invertirá el pocillo y 

se secará con papel absorbente. Se diluirá el anticuerpo de detección biotinilado usando 1X 

Diluyente de ELISA/ELISPOT (concentración de 0,5 a 2pg/mL según el clon) y se añadirán 
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100 μL a cada pocillo. Se sellará la placa y se incubará a temperatura ambiente por 1 hora. Se 

aspirará y lavará 5 veces con al menos 300 μL de Buffer de Lavado por pocillo, se invertirá la 

placa y secará con papel absorbente. Se diluirá la Avidina-HRP 1:500 usando 1X Diluyente de 

ELISA/ELISPOT y se añadirán 100 μL de esta solución por pocillo. Se sellará la placa e 

incubará a temperatura ambiente por 30 minutos. Se aspirará el contenido y se lavará 7 veces 

con al menos 300 μL de Buffer de lavado por pocillo. Se invertirá la placa y secará con papel 

absorbente, luego se dejará el buffer de lavado por 1-2 minutos antes de aspirarlo. 

Posteriormente, se añadirán 100 μL de SuperAqua Blue o TMB a cada pocillo y se incubará a 

temperatura ambiente por 15 minutos. La reacción de color puede ser detenida con 100 μL de 

Solución Stop y leída a 405 nm (SuperAqua Blue) o 450 nm (TMB) en equipo Sunrise (Tecan 

Trading AG, Suiza). Las muestras de suero de pacientes con AR con eventos cardiovasculares 

previos y sus controles pareados, serán centrifugadas a 2500 g por 10 minutos a 4°C y 

guardadas a -20°C hasta el momento de uso. Beclin1 y LC3 se medirán usando kit comercial 

específico (SunLong Biotech Co., LTD, China). 

 

- Microtubule associated protein 1 Light chain 3 beta. BD Pharmigen, California, EUA 

- Beclin1 ELISA Kit. BD Pharmigen, California, EUA 

 

 

2.- Separación de mononucleares (PBMC) de sangre periférica por gradiente de Ficoll 

Se realizará separación de mononucleares de sangre periférica para medición de mTORC y 

perfil fenotípico de monocitos de pacientes con AR con eventos cardiovasculares previos y sus 

controles pareados.  

En campana de flujo laminar, las muestras de sangre serán diluidas a 1:1 con PBS 1X en tubo 

cónico de 50 ml. Se colocará la sangre diluida cuidadosamente sobre el Ficoll, se centrifugará 

por 20 minutos a 400xg con el freno apagado, se recolectarán las células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) localizado en la interfase del PBS y el Ficoll y se depositará en un 

nuevo tubo, en el cual se agregará PBS para lavar las células. Se centrifugará la suspensión 

de células por 5 minutos a 300 ó 400xg a 4°C. Se eliminará el sobrenadante. Luego se 

resuspenderá el pellet en RPMI suplementado con suero fetal bovino 10% y se retirará una 

alícuota de 10 μL de suspensión, la que se mezclará con 10μL de Tripán Blue para realizar un 

conteo celular y análisis de viabilidad mediante proporciones aritméticas. Se centrifugará la 
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suspensión de células nuevamente por 4 ó 5 minutos a 300 ó 400xg a 4°C y posteriormente 

se resuspenderá en cantidad suficiente para lograr una concentración final de 1x107 células/ml. 

 

3.- Medición de actividad mTORC en monocitos de sangre periférica 

En PBMC de casos y controles se evaluó actividad de mTORC por citometría de flujo usando 

el citómetro FACSverse y FACS LSR-fortessa y su análisis se realizará mediante el programa 

FlowJo 10.7.  

Se usaron los siguientes reactivos:  

- Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) Antibody. Cell Signaling Technology. Danvers, 

EUA  

 

4.- Citometría flujo en monocitos circulantes 

La caracterización fenotípica de las poblaciones de monocitos se realizó mediante citometría 

de flujo, usando el citómetro FACSverse y FACS LSR-fortessa y su análisis se realizó mediante 

el programa FlowJo 10.7.  

Se usó los siguientes reactivos:  

-anti-CD86 Clone 2331 (FUN-1) BD Pharmigen, California, EUA. 

-anti-CD163 BD Pharmigen, California, EUA 

-anti-CD14 Biolegend, California, EUA. 

-anti-CD16, Biolegend, California, EUA. 

-anti-CCR2, Biolegend, California, EUA. 

-anti-CD68 (HLA-DR), Biolegend, California, EUA. 

-anti-IL1b, Biolegend, California, EUA. 

-anti-IL6, Biolegend, California, EUA. 

-anti-S6Rp, Biolegend, California, EUA. 

-anti-CD66b, Biolegend, California, EUA. 

-anti-CD3, Biolegend, California, EUA. 

-anti-CD19, Biolegend, California, EUA. 

 


