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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial, siendo el infarto
agudo de miocardio (IAM) el de mayor indice de mortalidad y hospitalizaciones al afio. La
desestabilizacién de las placas de ateroma puede causar la liberacion de un trombo y en el caso de las
coronarias, el infarto, y se ha visto que las células inflamatorias juegan parte importante en este proceso.
Este trabajo propone estudiar el fenotipo de las células hematopoyéticas circulantes en el 1AM,
especificamente los mecanismos inflamatorios en los que participan los tipos de células Th17 y T
reguladoras (Treg) del sistema inmune adaptativo, asi como el papel de otras moléculas implicadas en la
diferenciacion de los linfocitos T hacia estos linajes, como factores de transcripcion y el marcador de
activacion leucocitaria CD69. Participaron de este estudio 425 pacientes ingresados con sintomas de I1AM
al Hospital La Princesa, quien colabora en este proyecto con el CNIC. Se sub-clasificaron segun
caracteristicas diagnésticas en diversos grupos, siendo los que consideraremos en este estudio a quienes
cursaron con y sin elevacion del segmento ST (non/ST elevation myocardial infarction; STEMI y NSTEMI).
La poblacion esta compuesta mayoritariamente por hombres con un promedio de edad entre 63 y 66
afos. Mas del 90% presentaba al menos un factor de riesgo cardiovascular, siendo los principales la
dislipidemia, hipertension arterial y habito tabaquico. Se constaté que la expresion del marcador CD69 vy el
miR-155 implicados en la diferenciacion a Treg correlaciona con los biomarcadores cardiacos Troponina y
CK-MB demostrando la activacion del fenotipo regulador luego del infarto. Ademas, se observé mayor
expresion de CD69Foxp3 en pacientes STEMI y NSTEMI con respecto a controles sanos, sugiriendo asi
que la via de activacion de las células Treg se pone en marcha luego del dafio cardiaco para compensar
la respuesta inflamatoria inicialmente generada.
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Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan un 30% de las causas de muerte en Espafa segun
lo refiere en el afio 2018 la Fundacion Espaiiola del Corazén (FEC). A nivel mundial las cifras también
son de relevancia pues las ECV representan la principal causa de muerte. So6lo en 2016 causaron 17.9
millones de muertes [1]. Dentro del amplio rango de las ECV, el infarto agudo de miocardio (IAM) es el
que representa la mayor causa de mortalidad y de hospitalizaciones al afio [2]. El [AM se caracteriza por
una isquemia en una region del musculo cardiaco, originada mediante una oclusién total o parcial de
alguna de las arterias coronarias que lo irrigan. A este respecto, el acimulo de lipidos y células
hematopoyéticas en la pared vascular ocasiona lo que se conoce como placa de ateroma mediante el
proceso de aterosclerosis. La placa obstruye parcialmente la arteria coronaria y puede llegar a romperse,
ocasionando un trombo que impide la circulacién sanguinea a una region del miocardio [3]. Sin embargo,
también desde hace unos afios ya se sabe el rol proaterogénico que la respuesta inflamatoria tiene en
dichos eventos aterotrombdticos, ya que los lipidos mayoritariamente componen la placa de ateroma, pero
son las células inflamatorias las que la desestabilizan causando su rotura y liberacion del trombo [4]. No
obstante, si bien se ha venido estudiando la interrelacion entre el metabolismo de los lipidos con la
respuesta inflamatoria, no esta atin del todo claro y queda mucho por recorrer en este camino [3].

En este diverso grupo de ECV el diagnostico diferencial puede ser complejo; sin embargo, estudios
previos nos demuestran que la respuesta inmune en el momento agudo de los sintomas de dafio cardiaco
puede ser muy diferente seglin las situaciones, por lo tanto es imprescindible la busqueda de nuevos
biomarcadores que nos ayuden a clarificar el diagndstico y/o pronostico, ya que los utilizados hasta el
presente, como elevaciones en los valores de las troponinas cardiacas (¢Tn) y la creatina-quinasa MB
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(CK-MB) nos indican presencia de dafio cardiaco pero no nos definen la causa de dicho dafio, por lo que
en la practica resulta dificil interpretarlos sin la ayuda de otras herramientas [5, 6]. Actualmente, ademas
de estos marcadores se recurre a técnicas de imagen como la coronariografia y la resonancia magnética
cardiaca (RMC) [7], siendo esta Ultima un método no invasivo valido para identificar dafios del
miocardio, sin embargo, no siempre disponible en todos los centros asistenciales [8].

Considerando la cantidad de investigaciones previas que mencionan la presencia de cambios en el balance
de los linfocitos T en sangre de pacientes con diversas miocardiopatias, el objetivo de este estudio es
caracterizar las poblaciones leucocitarias presentes en muestras de sangre en infartos agudos de miocardio
y potenciales biomarcadores derivados de ellas. En este sentido cabe mencionar también a los
microRNAs (miRNAs), los cuales surgen como una herramienta innovadora para el desarrollo de dianas
terapéuticas en diversas enfermedades [9]. Los microRNAs son ARN endogenos formados por
aproximadamente 20-22 nucleodtidos que tienen como diana a ARN mensajeros para su escision o la
represion de su traduccion, constituyéndose en importantes elementos reguladores [10]. Referente a las
ECV también se ha estudiado que los microRNAs tienen diversos roles, y estarian implicados en la
muerte y proliferacion de los cardiomiocitos, y otros procesos en el corazén infartado como reparacion
por células progenitoras [9].

Asi pues, este laboratorio tiene como uno de sus objetivos estudiar células y moléculas reguladoras
implicadas en dichos procesos, para lo cual se ha enfocado en el papel del balance de las células T CD4
en la homeostasis de la inflamacion. Se ha visto que los linfocitos Th17 tienen un caracter proinflamatorio
mientras que los linfocitos T reguladores (Treg) tienen un perfil antiinflamatorio respecto a las citoquinas
que cada uno de ellos produce, por lo que el equilibrio entre estos dos tipos de células en el foco
inflamatorio es crucial para el desarrollo de la respuesta inmune [11, 12]. De hecho, los linfocitos T
reguladores estan implicados en la prevencion de enfermedades autoinmunes [12] y se ha visto en
modelos in vivo de aterosclerosis que atentian la respuesta inflamatoria disminuyendo la progresion de las
lesiones ateroscleréticas y controlando asi el desarrollo de la enfermedad [13].

De manera general, cualquier dafio cardiaco inicia una respuesta inflamatoria activando primeramente la
inmunidad innata provocando el infiltrado de células como macréfagos y neutrofilos en el miocardio.
Luego de la muerte de los cardiomiocitos se va formando cicatriz en su reemplazo, pudiendo
comprometer seriamente la funcionalidad del érgano seglin el tamaiio del infarto del miocardio, ya que
cuanto mayor sea éste, mayor sera el remodelado del tejido [14, 15]. Este proceso inflamatorio agudo se
debe resolver de manera a evitar una activacion prolongada de estos macréfagos y disminuir asi el dafio
tras el IAM; y son células de la inmunidad adaptativa quienes se encargan de esta funcion [16].
Especificamente, se ha visto que las células Treg son las responsables de esta transicion de la fase aguda
inflamatoria luego del infarto hacia la resolucion del mismo, gracias a la secrecion local de citoquinas
antiinflamatorias y factores de crecimiento [17], quedando esto demostrado en estudios en los que ratones
con ablacion de Tregs inducidos a infarto de miocardio presentaban un tamafio aumentado del mismo,
una deficiente resolucion de la inflamacion, persistencia de macréfagos con perfil inflamatorio y en
definitiva un retraso en la curacién de la zona isquémica afectada [18]. Esta funcion reparadora clave de
los Tregs en la lesion inicial del corazon infartado estd ampliamente descrita y bajo este supuesto se
podria afirmar que los Tregs en el infarto mantienen un fenotipo antiinflamatorio estable y ejercen efectos
protectores prolongados sobre la remodelacion del miocardio al atenuar la activacion de los macréfagos y
las células T efectoras. Sobre esa base, se ha especulado que la terapia celular con Tregs puede ser un
enfoque prometedor para los pacientes que sobreviven al IAM; sin embargo, se desconocen los
mecanismos de accion de los Tregs en el desarrollo y control de la insuficiencia cardiaca isquémica
cronica. De hecho, estudios recientes amplian el papel de los Tregs en el periodo posterior a la resolucion
de la inflamacion luego del IAM; en este escenario, estas células sufren una transicion de su fenotipo
reparador a uno inflamatorio disfuncional que contribuye inclusive a la patogénesis del dafio cardiaco
cronico [17]. Todos estos datos generados en modelos animales indican la necesidad de realizar
caracterizaciones exhaustivas de los perfiles de Treg en pacientes para explorar su funcidon, mecanismos
de accion y estudiar en profundidad su potencial en el diagndstico de poblaciones con distinto riesgo tras
un [AM.

Los linfocitos T, luego de su maduracion en el timo y tras recibir distintos estimulos procederan a
definirse hacia un linaje especifico. Los linfocitos T colaboradores o efectores CD4", como respuesta a
citoquinas y factores de transcripcion especificos, se diferenciaran hacia varios tipos, como los
inicialmente identificados Th1 y Th2, los cuales producen interferon gamma (IFNy) e interleucina 4 (IL-
4) respectivamente [19] (Fig.1A). Posteriormente se definieron méas subpoblaciones de células T CD4",
como Thl7, que secretan interleucina 17 (IL-17) e interleucina 22 (IL-22) y promueven la respuesta
proinflamatoria, estando implicados en los mecanismos de defensa del huésped frente a patdgenos
especificos y en la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes [20, 21]. El factor de transcripcion
implicado en la diferenciacion a Th17 es RORyt (retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor
gamma), y se activa a través de la sefalizacion de STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3) quien a su vez es fosforilado mediante sefiales provenientes de citoquinas como el factor
de crecimiento tumoral B (TGF-p) e interleucina 6 (IL-6). Asi mismo, la sefializacion por interleucina 23
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(IL-23) es importante para mantener la funcion de las células Th17 [21, 22, 23, 24]. Por otro lado, el
marcador de activacion de linfocitos CD69 (receptor de lectina tipo C) interviene en la diferenciacion de
los linfocitos T reguladores. La cola citoplasmatica del receptor CD69 se asocia con JAK3 (Janus kinase
3), promoviendo la fosforilacion de STATS (signal transducer and activator of transcription 5) y su
posterior traslocacion al nucleo donde activa al factor de transcripcion Foxp3 (forkhead box P3) mediante
su union a BIC (B-cell integration cluster), un gen que codifica la transcripcion del precursor del miRNA
155 (miR-155). Una vez en el citosol, este miRNA inhibe a SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling I)
quien inhibe a STATS, por lo que entonces la presencia de miR-155 genera un ciclo de retroalimentacion
positiva, favoreciendo asi a la diferenciacion de las células Treg [25] (Fig.1B). Foxp3 estimula también la
expresion de TGF-B e interleucina 2 (IL-2), citoquinas que incrementan la diferenciacion al linaje
regulador [26]. A la vez de inducir la diferenciacion a Treg, la sefializacion a través de CD69 inhibe la
diferenciacion a Thl7; ya que al activar a STATS, éste impide la traslocacion al nucleo de STAT3
inhibiendo la transcripcion de RORyt [27, 28].
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Figura 1.- Diferenciacion de las células T CD4 y sefializacidn molecular del receptor CD69.

A. La diferenciacion de las células T CD4+ en distintos linajes efectores requiere la implicacion de
varias citoquinas y la activacion de cascadas de sefializacion y factores de transcripcion
especificos. Las células efectoras resultantes se caracterizan por la produccion de determinadas
citoquinas que se traducen en funciones inmunorreguladoras concretas para cada caso. Figura
original del trabajo de Jetten, A. 2009. Retinoid-related orphan receptors: critical roles in
development, immunity, circadian rhythm, and cellular metabolism. Nuclear Receptor Signaling.

B. Seializacion molecular de CD69 en células T CD4+. La cola citoplasmatica de CD69 se asocia
con JAK3 promoviendo la fosforilacion y traslocacion al nicleo de STATS, y la activacion de
Foxp3 mediante su union a BIC. Este gen es responsable de la transcripcion de miR-155, quien
en el citosol inhibe a SOCS-1, de manera que éste ya no inhibe a STATS5, favoreciendo asi a la
diferenciacion de las células Treg. Figura original del trabajo de Sanchez-Diaz, R. et al. 2017.
Thymus-derived regulatory T cell development is regulated by C-type lectin-mediated
BIC/microRNA 155 expression. Mol Cell Biol.

Estudios previos de nuestro laboratorio ponen en evidencia que la presencia de CD69 esté efectivamente
implicada en la regulacion de los linajes Th17/Treg de las células T. Se va visto en modelos de ratones
knock-out para CD69 que éstos tienen un peor prondstico y menor supervivencia tras ser sometidos a
IAM respecto a los ratones wild-type (datos no publicados). Ademas, existe evidencia suficiente que
demuestra que la deficiencia de CD69 en modelos in vivo de enfermedades tiene implicaciones en el
desarrollo de las mismas; como es el caso de la miocarditis autoinmune experimental, un modelo de
miocarditis post-infeccion en ratones, en la que animales deficientes de CD69 desarrollaron una respuesta
inflamatoria Th17 exacerbada progresando finalmente a insuficiencia cardiaca [29]; en el area de alergias
y autoinmunidad se demostrd que la expresion de CD69 es crucial para el control de la funcién supresora
de los Tregs en la inmunotolerancia [30]; asi también se observo que CD69 sirve como mediador clave en
la patogénesis de la psoriasis al controlar sefiales metabdlicas que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad [31]. Recientemente se ha demostrado que la lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL)
induce la expresion de Foxp3 gracias a su union a CD69. Esta union confiere un fenotipo regulador que se
observd mejora la aterosclerosis en modelos in vivo. Ademas, la expresion de CD69 en células T
circulantes correlaciona inversamente con la presencia de aterosclerosis subclinica en un estudio realizado
en individuos sin sintomatologia [32].

Por todo esto, en este trabajo hemos profundizado en el estudio de la respuesta inflamatoria a través del
fenotipado de los leucocitos de sangre periférica y mas en concreto de las células T Th17 y Treg, asi
como la expresion de CD69 y miR-155 en el plasma de pacientes de IAM. La presencia de células Treg
CD69" asi como del miR-155 se correlaciona con una elevacion de las troponinas en estos pacientes lo
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que sugiere que esta poblacion se activa especificamente tras un IAM. Estos datos abren un campo de
investigacion para el estudio del potencial de estas células como posibles candidatos a biomarcadores, o
para estudiar la evolucion de un paciente tras el infarto.

Métodos

Para el logro de estos objetivos, el grupo tiene una colaboracion estable con el Dr. Fernando Alfonso
Manterola (Jefe del servicio de Cardiologia del Hospital Universitario La Princesa, Madrid). Las muestras
de sangre de estos pacientes se reciben en el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC) el mismo dia del ingreso en el hospital, iniciandose posteriormente su procesamiento. Existe para
tal efecto un permiso aprobado por el Comité Etico de dicho Hospital y del Instituto de Salud Carlos III
para el analisis de las muestras en el CNIC.

Criterio de inclusidn de pacientes para el estudio

Se reclutaron pacientes con IAM (sindrome coronario agudo con o sin elevacién del ST y aumento
significativo de la creatina quinasa MB y troponina, angina inestable confirmada por dolor toracico en
reposo con isquemia definida incluyendo cambios del segmento ST y/o inversién de la onda T, y
evidencia angiografica de estenosis coronaria arterial >70%). Ninguno de los pacientes fue tratado con
farmacos anti-inflamatorios, esteroideos o no esteroideos.

La inclusion de pacientes se viene realizando desde el afio 2017, habiéndose reclutado hasta el momento
425 pacientes en total, los cuales posteriormente se sub-clasifican como serd detallado mas adelante.
Durante el periodo de ejecucion de este proyecto de fin de master se han procesado las muestras de los
pacientes ingresados entre abril y agosto de 2019, pero se ha considerado para el anélisis global los datos
del total de pacientes del estudio.

Analisis de Th17 y Treg en sangre de pacientes

Los analisis se realizaron a partir de 2 ml de sangre (como minimo) mantenida con EDTA (Acido
etilendiaminicotetraacético). 1 ml se utilizd para el andlisis de leucocitos de sangre periférica (PBLs)
después de su aislamiento mediante un gradiente de densidad (Ficoll). Este método de separacion se
fundamenta en la diferencia de densidad entre células mononucleares y el resto de los componentes
sanguineos; al ser menos densas, las células mononucleares quedan por encima de la capa de Ficoll, y los
granulocitos y eritrocitos, al tener mayor densidad quedan debajo de la capa de Ficoll. El volumen
restante de sangre se utilizo para el analisis de plasma. Los PBLs fueron sometidos a protocolos de
marcaje celular que seran descritos a continuacion; y posterior analisis por citometria de flujo para
determinar el fenotipo de la respuesta inmune periférica aguda.

Marcajes celulares y analisis FACS

En el proceso de marcaje y analisis por citometria de flujo (FACS - Fluorescence-activated cell sorting),
el primero en ser realizado es el de las poblaciones mieloides. Para lo cual, los PBLs aislados mediante
gradiente de densidad con Ficoll, fueron resuspendidos en tampon FACS (solucion salina tamponada con
fosfato [PBS], albimina sérica bovina al 5% [BSA], EDTA 0.5 M) para luego ser incubados con
anticuerpos especificos de humanos conjugados con fluorocromos contra CD4, CD66b, CD16, CD14 y
HLA-DR. Para los marcajes de las poblaciones Th17 y Treg las células fueron dejadas en cultivo
“overnight” en placas de fondo plano p96. Para activar las células T se realizd previamente la
preparacion de la placa con anti-CD3 (solucion OKT3 3ug/ml en PBS 1x). De esta manera nos
aseguramos de que las células estén activadas y expresen en su membrana al marcador CD69. Las células
fueron dejadas en medio RPMI suplementado con un 10% de suero de ternera fetal (FCS), I-glutamina,
antibidticos, aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio y -mercaptoetanol. El medio fue calculado en
cada caso tras contar las células y ajustar el volumen para dejarlas a 2.5 millones/ml. El marcaje de
membrana para la poblacion Treg se realizd con anticuerpos especificos de humanos conjugados con
fluorocromo contra CD4, CD45RO (para identificar linfocitos T de memoria), CD45RA (para identificar
linfocitos T naive), CD69 y CD25; y para el marcaje intracelular de Foxp3 utilizamos el kit de tincion
Foxp3 (Miltenyi Biotec). Finalmente, para el tercer grupo de marcajes, la poblacion Thl7, se dejaron las
células en estimulacion por 4 horas con PMA (acetato de miristato forbol), ionomicina y brefeldina A;
con el fin de promover la activacion de los linfocitos T y sintesis de citoquinas al mismo tiempo
bloqueando su secrecion para asegurarnos de que éstas permanezcan dentro de la célula. Antes de
proceder al marcaje, las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2% y se permeabilizaron con
saponina al 0.5%. Las células se incubaron con anticuerpos especificos de humanos conjugados con
fluorocromo contra IL-17, IL-22 e IFN-y. Todos los anticuerpos fueron adquiridos de BD Biosciences.
Las células se analizaron en un citometro de fluyjo LSRFortessa (BD Biosciences) equipado con cuatro
laseres (405, 488, 561 y 640 nm) y los datos se procesaron con FlowJo v10.6.0 (TreeStar) (Fig.2).
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Figura 2.- Plots representativos de FACS mostrando analisis fenotipico de los PBL de los pacientes.

(A) Analisis de las poblaciones mieloides. (B) Analisis de los marcajes intranucleares, de células
Treg, de células T memoria/naive, de la expresion Foxp3/CD25. (C) Anélisis de los marcajes
intracelulares de Th17, Th22, Thl.

Perfil de miRNAs en pacientes

Los niveles de expresion del miRNA-155 se analizaron en el plasma de los pacientes mediante qPCR con
sondas Tagman. Para ello, primeramente, el RNA total se extrajo del plasma de los pacientes con el Kit
miRVANA (Invitrogen). La pureza y concentracion se determinaron con un NanoPhotometer (Pearl). La
transcripcion reversa se realizé utilizando el Kit miRCURY LNA RT (Qiagen). Se realiz6 un analisis de
PCR cuantitativo en tiempo real con un termociclador ABI Prism 7900HT 384 (Applied Biosystems).

Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre 2 medias, los valores de P se calcularon mediante la
prueba T (T test) no pareada o la prueba de la U de Mann-Whitney seglin la prueba de normalidad, y las
diferencias entre medias de mas de dos grupos experimentales se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) de 1 via o la prueba de Kruskal-Wallis seglin la prueba de normalidad. Para los analisis de
correlaciones se calculd el p valor a través del coeficiente de correlacion Pearson o Spearman segun la
prueba de normalidad. En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas a p valor <0.05.
El software utilizado para dichos analisis fue GraphPad Prism (version 7).

Resultados

Caracteristicas de la poblacién estudiada

El total de pacientes reclutados con sintomas de infarto agudo de miocardio ha sido clasificado en varios
grupos diagnoésticos: STEMI (aquellos que se presentan con elevacion del segmento ST), NSTEMI
(aquellos sin elevacion del segmento ST), UA (unstable angina), SA (stable angina); MINOCA
(myocardial infarction with non-obstructive coronary arteries); NTCO (non-thrombotic coronary
occlusion); MYO/PERICARDITIS y TAKOT-SUBO; siendo procesados y analizados los datos de todos
los pacientes. En el presente estudio hemos analizado unicamente IAM con diagndstico confirmado por
angiografia coronaria. En todos los casos, los hombres representaron mayoria frente a las mujeres; con
edad promedio de presentacion de estos eventos entre 63.13 y 65.39 afios. El dato denominado TIDS hace
referencia al tiempo transcurrido desde la aparicion de los sintomas hasta la admision hospitalaria, y con
respecto a esto los casos de STEMI son los que hacen acudir al paciente al hospital en el mismo dia de
aparicion de los sintomas practicamente en casi todos los casos (TIDS 0.380 dias), mientras que en los
NSTEMI el promedio es de 2.72 dias. Respecto a los factores de riesgo cardiovascular, en todos los casos
el porcentaje de pacientes que presentaba al menos un factor de riesgo siempre fue mayor al 90%; siendo
los tres mas frecuentes dislipidemia, hipertension arterial y antecedente de haber sido fumador o actual
fumador. En la Tabla 1 se resumen ademas los datos respecto a los biomarcadores, presencia de alteracion
en el electrocardiograma (ECG), presencia de vasos enfermos, ecocardiografia realizada durante la
admision, promedio de los valores de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) y presencia
de anomalias de contraccion segmentaria. Datos referentes a la realizacion de la resonancia magnética
cardiovascular (RMC) son escasos; pero los pocos nimeros de pacientes cuyos datos de RMC se
disponen presentan realce tardio con gadolinio, indicador de regiones con fibrosis miocardica.



Grupo

Anomalias de contraccion

ia, %

0

190

89.47

56.92

Parametro DD Control DD STEMI DD NSTEMI P Valor
N 80 196 74
Edad, afios 80 4231£1.2 193 63.13+12.98 74 65.39+13.32 0.1327
Sexo (mujer/hombre) 80 41/39 192 42/150 74 20/54
TIDS, dias 192 0.380+1.264 71 2.718+6.668 <0.0001
FRC, % - 192 96.87 74 93.24
Dislipidemia, % 192 54.69 74 68.92
Fumador o ex-fumador, % 192 75.5 74 59.46
HTA, % 192 52.60 74 58.11
Diabetes, % 192 20.31 74 27.03
Insuficiencia Renal, % 192 8.33 73 6.85
EAP, % 192 4.69 73 6.85
Biomarcadores 192 73
Pico Troponina I 03 5.91+5.044 25 4.904£6.759 0.3474
Pico Troponina T 189 4488.9£7643 | 48  1157.4+2136 | <0.0001
Pico CK, U/L 192 1645.1£1444 | 68 371.4+414.8 <0.0001
Alteraciones ECG% 80 100 192 100 74 70.27
Elevacion segmento ST, % 80 0 192 98.96 74 41.89
Onda-Q, % 80 0 192 31.25 74 16.22
;l;(;l;;:giig/graﬁa coronaria 0 192 100 74 100
EAC, % 192 100 74 93.24
Ecocardiografia en admision, % 80 100 190 100 65 100
FEVI, % 80 63.8120.55 190 52.98+10.27 65 57.58+9.569 0.0012

RMC realizada, %

RTG, %

11.25

0

8

8

100

100

100

100

Tabla 1.- Caracteristicas de la poblacion estudiada. Los datos se expresan como medias = SD o como
porcentajes de pacientes. DD, pacientes con datos disponibles; TIDS, tiempo de inicio de los sintomas
hasta admision hospitalaria; FRC, factores de riesgo cardiovascular; HTA, hipertension arterial; EAP,
enfermedad de la arteria periférica; CK, creatina quinasa; ECG, electrocardiograma durante admision;
EAC, enfermedad de la arteria coronaria; FEVI, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; RMC,
resonancia magnética cardiovascular; RTG, realce tardio con gadolinio. P-valor calculado mediante

Test de Mann-Whitney.

Fenotipo inmunoldgico periférico

Las muestras de sangre de los pacientes fueron sometidas a analisis de todas las poblaciones leucocitarias
previamente expuestas (Tabla 2). Han sido analizados los datos de pacientes hombres y mujeres por
separado no observandose diferencias significativas por lo que se presentan los datos de ambos sexos
juntos, agrupados tan sélo por diagndsticos (donadores sanos como grupo control, STEMI y NSTEMI).
Respecto a las subpoblaciones analizadas, no se ha obtenido correlacion entre células mieloides
circulantes y los niveles de biomarcadores cardiacos. Sin embargo, la expresion de CD69 en células T se
correlaciona con estos marcadores de dafio cardiaco por lo que se ha enfocado el estudio en el analisis de

estas subpoblaciones de células T CD4+ y Treg CD69.

D4+ P=0.0210 P=10.0008 P=Ns
CD4+ GO P= 0.0061 P=0.0005 P=NS
Foupa+ P=NS P=NS P=NS
Foupd+ CDEB+ P=0.0054 P=0.0015 P=NS
Ity P=NS P=NS P=NS
17 P=NS P=NS P=NS
22 P=0.172 P=0.0070 P= NS [0.0516)
CD14+HLADR+ P=NS P=NS P=NS
D14 HLADRS P=NS P=NS P=NS
CDA4IMHLADR+ P=NS P=NS P=Ns
CDGE+CD14n P=NS P=NS P=Ns
Lymphocytes P=Ns P=NS P=Ns
Classic Monocytes P=NS P=N5S P=NS
CD14-C16- P=NS P=N5S P= NS [0.0650)
Int Monocytes P=NS P=NS P=NS
Non-dassic Monocytes P=NS P=NS P=NS
Mycloids P=NS P=NS P=NS
CDAGIMHLADR+ P=NS P=NS P=NS
CDIGHILADR+ P=NS P=NS P=NS
CDAGHLADR- P=NS P=NS P=NS
CD16-HLADRint P=NS P=NS P=NS
CDBE+CD14int P=NS P=NS P=NS
CDB6CD1H0 P=NS P=NS P=Ns
Neirt. CDSGH+CD14I0 P=NS P=NS P=Ns

Tabla 2.- Resumen de datos de correlacion. P valores de correlaciones de todas las poblaciones
leucocitarias analizadas frente a marcadores de dafio cardiaco: TnT, troponina T; CK, creatina

quinasa; FEVI, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.




Tras el analisis FACS se observa que la poblacion total de células T efectoras CD4" se encuentra
significativamente mas elevada en los controles sanos que en los casos de infarto (Fig.3A), no obstante, al
caracterizar cada subpoblacion de interés dentro de las CD4" es cuando realmente se obtienen los datos de
relevancia. Las células CD4"CD69" se expresan en mayor porcentaje en los IAM respecto al control sano,
siendo los STEMI los que presentan mayor expresion (Fig.3B). Asi también, el marcador de las células
Treg, Foxp3, se expresa mayoritariamente en los infartos (Fig.3C) y las CD69"Foxp3* presentan un
patréon aun mas elevado de expresion en los infartos STEMI y NSTEMI respecto al grupo control
(Fig.3D) demostrando que la expresion de Foxp3 esta estrechamente relacionada con la sefializacion a
través de CD69 tal como estd descrito, promoviendo asi el fenotipo regulador. En el andlisis de las
poblaciones Th17 y Thl no se observan cambios significativos en los infartos entendiéndose que esto se
debe a que, al estar activado el fenotipo regulador reparando el dafio, estas subpoblaciones de perfil
inflamatorio se encuentran compensadas (Fig.3E y 3F).
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Figura 3.- Fenotipo inmunoldgico periférico. Analisis estadistico de las poblaciones (A) CD4*, (B)
CD4*CD69", (C) Foxp3*, (D) CD69'Foxp3*, (E) Thl7, (F) Thl en controles sanos y pacientes con
IAM STEMI y NSTEMI. Test de Kruskal-Wallis. Las barras de error representan la desviacion
estandar. (G) Plots de FACS representando la expresion de Foxp3 en un control sano y un paciente
STEMI.

La expresion de CD69 en células T se correlaciona con marcadores de dafo cardiaco

Luego del analisis de todas las poblaciones leucocitarias presentadas en la Tabla 2, hemos visto que la
mayor expresion de CD69 se correlaciona con el aumento en los valores de los marcadores de dafio
cardiaco, demostrando la activacion de las células T CD4+ hacia el fenotipo regulador para disminuir el
dafio provocado tras el infarto.

CD69+ Foxp3+ %

CD4+CD69+ % CD4+CD69+ % CD69+ Foxp3+ %
P (two-tailed) | 0.0061 [P (two-tailed) | 0.0005 | [P (wo-tailed) | 0.0064 | [P (wotalled) [ 0.0075 |

Figura 4.- Gréficas de las correlaciones entre los marcadores de dafio cardiaco -TnT, troponina T y
CK, creatina quinasa- y las células CD4"CD69* y CD69"Foxp3. Prueba de correlacion de Spearman.



El miR-155 circulante se correlaciona con la expresion de CD69 en las células T

Por lo anteriormente expuesto, analizamos ademas el miR-155 en plasma de los pacientes en la bisqueda
de un biomarcador soluble de dafio cardiaco, y para comprobar que su expresion correlacionara con la de
CD69. El analisis del miR-155 realizado nos muestra que en efecto, su expresion se encuentra
significativamente aumentada en los infartos respecto al grupo control sano (Fig.5A), y que existe una
notable correlacion positiva entre este parametro y la expresion de CD69 (Fig.5B) confirmando
efectivamente el vinculo existente entre este microRNA y la mayor expresion de células CD69'Foxp3
como se describe en la via de diferenciacion de células T reguladoras. Para poder tener una mejor
visualizacion de este hecho, se han dividido los pacientes en dos grupos seglin tengan CD69 Foxp3*
mayor o menor al 50% (denominados para el efecto CD69 Alto / CD69 Bajo) y bajo esta consideracion se
vuelve a comprobar que la expresion del miR-155 es significativamente mayor en el grupo de pacientes
que tiene CD69*Treg mayor al 50% (Fig.5C). Ademas, se analizaron los datos obtenidos previamente por
el grupo, correspondientes a la expresion del mRNA de SOCS-1, constatando que efectivamente éste se
encuentra disminuido en pacientes con mayor expresion de CD69'Treg (Fig.5D), corroborando asi la
sefializacion descrita. Asi mismo, se puede observar que parece haber una correlacion entre los niveles de
expresion del miR-155 y marcadores de dafio cardiaco como la troponina T (Fig.5E) y lo mismo se
manifiesta en el analisis por grupos de mayor y menor expresion de CD69, donde se observan valores
mas altos de troponina en el grupo de pacientes de CD69"Treg elevado (Fig.5F) indicativo de que las
células T reguladoras estan actuando cuando se produce dafio en el miocardio.
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Figura 5.- (A) Analisis estadistico de la expresion de miR-155 en grupos: control, STEMI y NSTEMI.
(B) Gréfica de correlacion entre miR-155 y CD69*Treg. (C) Expresion relativa de miR-155 en grupos
de pacientes con CD69"Treg mayor y menor al 50%. (D) Expresion relativa de SOCS-1 mRNA en
grupos de pacientes con CD69*Treg mayor y menor al 50%. (E) Gréfica de correlacion entre miR-155
y Troponina T (TnT). (F) Expresion de Troponina T (TnT) en grupos de pacientes con CD69 Treg
mayor y menor al 50%. A.U, arbitrary units — unidades arbitrarias.

Discusion

Como las ECV tienen una alta importancia e impacto en la salud publica mundial resulta imprescindible
el estudio de todos los aspectos posibles implicados en ellas. En el caso del IAM, por afios se ha centrado
especial atencion en los lipidos como protagonistas de la fisiopatologia de la enfermedad aterosclerotica.
Sin embargo, estudios posteriores demostraron el papel fundamental del componente inflamatorio en esta
patologia. Por este motivo nos hemos enfocado en el estudio de las células Treg como marcadores de
IAM a partir de muestras de sangre de 425 pacientes, a través del cual se comprobd que la presencia de
células Treg CD69" asi como del miR-155 se correlacionan con una elevacion de las troponinas en estos

pacientes lo que sugiere que esta poblacion se activa especificamente tras un infarto. Estos resultados
plantean el potencial de estas células como candidatos a biomarcadores.



La presente caracterizacion del fenotipo inmunoldégico periférico obtenido de una cohorte tan solida de
pacientes brinda un panorama interesante para posteriores estudios sobre prediccion de la evolucion o
mejora de un paciente que sobrevive al IAM, ya que también fueron analizados datos de algunos
pacientes de la cohorte que han tenido una peor evolucidn posterior al infarto y se constatd que presentan
niveles bajos de expresion de CD69 en las células Foxp3 que el resto de los pacientes; aunque no llega a
ser una diferencia significativa en el reducido subgrupo de pacientes analizado, esta tendencia podria
sugerirnos que efectivamente en personas con menor expresion de CD69 habria peor resolucion respecto
a la homeostasis de la inflamacién, convirtiéndose asi en potencial biomarcador o predictor de la
evolucion tras IAM.

Se debera seguir profundizando el estudio para poder ver un perfil mas claro como en los modelos in
vivo. Esto normalmente representa un desafio en muchos estudios: poder trasladar los datos obtenidos en
modelos animales a la clinica de los pacientes; por ese motivo este proyecto puede ser considerado de
gran impacto, ya que a través de ¢l se estan obteniendo datos sobre el fenotipo inmunolégico periférico en
el infarto agudo de miocardio en un nimero importante de pacientes - que contintian reclutandose - que
nos permite comprender mejor la respuesta inflamatoria real con miras a identificar posibles dianas y
modos de intervenirlas para un mejor pronoéstico.
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