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1. Resumen  

 

Antecedentes 

La enfermedad de las arterias coronarias (EAC) es la enfermedad cardiovascular más 

frecuente. La EAC es una enfermedad crónica cuya complicación puede ocasionar el 

síndrome coronario agudo (SCA), causado frecuentemente por la ruptura de una placa 

aterosclerótica. Las lipoproteínas oxidadas (LDLox) son las responsables de 

desencadenar una respuesta inflamatoria que está implicada en el inicio de la 

enfermedad, en su desarrollo y en la ruptura de la placa. El desequilibrio entre la 

presencia o función de las células T reguladoras (Treg) y los linfocitos Th17 es uno de 

los mecanismos que participan en este proceso. Los resultados obtenidos por el grupo 

han mostrado que las LDLox se unen a la molécula inmunorreguladora CD69 de los 

linfocitos T, induciendo así la expresión de los receptores nucleares de la familia NR4A. 

La molécula linfocitaria CD69 es un regulador negativo de la respuesta Th17 y al 

mismo tiempo promotor de las células Treg. 

 

Objetivos 

i) Estudiar la participación de la unión de las LDLox a CD69 en la inmunopatogénesis 

de la EAC a través de la regulación de los receptores NR4A utilizando modelos in vitro e 

in vivo; ii) analizar los niveles circulantes de células Th17 y Treg en pacientes con EAC, 

y el perfil de miRNA de linfocitos T en respuesta a las LDLox; y iii) estudiar el perfil de 

miRNA en plasma de pacientes con SCA y determinar posibles dianas de miRNA 

relevantes para la EAC y el SCA. 

 

Métodos 

Para el desarrollo de estos objetivos se utilizó la línea celular de linfocitos T humana 

Jurkat (JK) transfectada de forma estable con CD69 (JKCD69) y su respectivo control 

(Jurkat wt, JKwt), así como ratones deficientes para CD69 (CD69-/-). Para el modelo de 

aterosclerosis in vivo estos ratones fueron cruzados con ratones deficientes para el 

receptor de LDL (LDLR-/-) y sometidos a una dieta alta en grasa. Para estudiar el papel 

de CD69 en el SCA se utilizó el modelo de oclusión de la arteria coronaria descendente 

izquierda en ratones deficientes o no para CD69. El perfil de expresión génica y de 

miRNA de linfocitos T humanos inducido en respuesta a la unión de CD69 a LDLox se 

determinó mediante secuenciación masiva. 
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Resultados 

Los ratones CD69-/- específicos de células linfoides desarrollaron una forma más grave 

de enfermedad aterosclerótica con un aumento de la relación de células Th17/Treg. 

LDLox se une de forma específica y funcional al receptor CD69 expresado en la 

superficie de los linfocitos T humanos, inhibiendo la diferenciación de células Th17 e 

induciendo la expresión de los receptores NR4A. La unión de LDLox a CD69 indujo la 

expresión de la molécula PD1 en linfocitos T humanos, así como la expresión del 

miRNA-663a, una de cuyas dianas celulares es el transportador de aminoácidos 

SLC7A5. 

 

El estudio de individuos con enfermedad aterosclerótica subclínica mostró una 

disminución de la expresión de CD69 y NR4A1 en leucocitos de sangre en comparación 

con la observada en las células de sujetos sanos. 

 

En el modelo de isquemia de miocardio, los ratones CD69-/- desarrollaron una 

respuesta de células T gamma delta (Tgd) IL-17+ temprana y un aumento de la 

inflamación a nivel del miocardio. La transferencia de células Treg CD69+ a los ratones 

CD69-/- fue capaz de revertir la inflamación y el fallo cardíaco. Después de la oclusión 

de la arteria coronaria se detectó un aumento de las Treg circulantes y del miRNA-155 

en plasma. La disminución de las Treg CD69+ o del miRNA-155 en muestras de 

pacientes posterior a un infarto de miocardio fue un marcador de mal pronóstico.  

 

Conclusiones 

La disminución de CD69 en las células linfoides favorece el desarrollo de aterosclerosis 

y su expresión puede ser un marcador predictor de aterosclerosis subclínica en 

humanos. La inducción de PD1 en respuesta a la unión de LDLox a CD69 podría 

explicar la función reguladora negativa de CD69 en la respuesta inflamatoria. La 

expresión de CD69 en células Treg es esencial para mantener la homeostasis inmune 

después de un infarto de miocardio y los niveles circulantes del miR-155 podrían ser un 

indicador pronóstico en el SCA.  
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2. Resultados  

 

Las LDLox se unieron a las células Jurkat CD69+ (JKCD69) de forma más eficiente que 

a las células control Jurkat wt (JKwt) y esta unión fue capaz de inducir la 

internalización de CD69. La interacción de CD69 con LDLox inhibió la expresión de IL-8 

e IFN-gamma en JKCD69 activadas, así como la diferenciación de células Th17 en 

cultivos primarios de células humanas, mientras estimuló la diferenciación de células 

Treg. Nuestros resultados mostraron que las LDLox inducen la expresión de los 

receptores NR4A1 y NR4A3 en linfocitos T CD4+ humanos. La participación de CD69 en 

esta inducción se demostró en células JKCD69 y JKwt mediante el uso de anticuerpos 

bloqueantes anti-CD69 y ensayos de RNA de interferencia. Finalmente, mediante 

secuenciación masiva de RNA analizamos los cambios de expresión génica y del perfil 

de miRNA inducidos con la unión LDLox-CD69 en linfocitos T humanos. Los datos 

revelaron una inducción de PD1 a nivel de mensajero que confirmamos mediante qPCR 

y a nivel de proteína. Realizamos un ensayo de luciferasa que confirmó que la 

interacción LDLox-CD69 activa el promotor de PD1. Además, determinamos que esta 

unión incrementa la expresión del mir-663a, regulador de la expresión del 

transportador de aminoácidos SLC7A5. 

 

Para estudiar el papel de CD69 en el desarrollo de aterosclerosis in vivo, los ratones 

deficientes para CD69 (CD69-/-) se cruzaron con ratones deficientes en el receptor de 

LDL (LDLR-/-) y se generaron quimeras mixtas para obtener ratones con deficiencia de 

CD69 específicamente en el compartimento linfoide o mieloide. Para la inducción de 

aterosclerosis, los ratones fueron sometidos a una dieta alta en grasa. En los ratones 

CD69-/- específicos de células linfoides observamos un aumento en la respuesta Th17 y 

un menor porcentaje de Treg en sangre periférica. Estos ratones desarrollaron lesiones 

ateroscléroticas más graves con mayores núcleos necróticos en comparación con los 

ratones CD69+/+ (figura 1). La deficiencia de CD69 específica del compartimento 

mieloide no modificó las respuestas de células Th17 y Treg ni la formación de las 

placas de ateroma en comparación con los ratones CD69+/+. Por otra parte, la 

expresión de NR4A1 y NR4A3 fue menor en los ratones CD69-/- sometidos a dieta 

grasa. Durante el desarrollo de la aterosclerosis la expresión de CD69 y NR41 en 

linfocitos disminuyó de forma gradual.  

 



5 
 

 
 
Figura 1. A) La deficiencia de CD69 en las células linfoides (LC CD69-/-) favorece el desarrollo de 

aterosclerosis a través del aumento en la expresión de IL-17. B) Placa aterosclerótica y centro necrótico 

en válvulas aórticas de ratones deficientes para CD69 en el compartimento linfoide. 

 

Para determinar el papel de CD69 y NR4A1 en la enfermedad aterosclerótica humana, 

se utilizaron muestras del estudio PESA (Progression of Early Subclinical 

Atherosclerosis), que analiza la presencia de placas de ateroma mediante técnicas de 

imagen avanzada. Los participantes en el estudio fueron clasificados como afectos de 

aterosclerosis focal o generalizada, de acuerdo con el número de placas detectadas. 

Comparamos la expresión de CD69 y NR4A1 en individuos con enfermedad focal 

(n = 55) o aterosclerosis subclínica generalizada (n = 128) con la de participantes del 

estudio sin evidencia de aterosclerosis subclínica (n = 122). Los niveles de CD69 

correlacionaron de forma significativa con la expresión de NR4A1. Los análisis 

estadísticos mostraron que la expresión de CD69 es un factor predictivo independiente 

de aterosclerosis temprana (OR = 0,62, P = 0,0056) (figura 2).  
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Figura 2. Expresión de CD69 y NR4A1 en leucocitos de sangre periférica de individuos con aterosclerosis 

subclínica clasificados como enfermedad focal y generalizada o sujetos sanos. A) Disminución progresiva 

de la expresión de CD69 y NRA4A1 durante el desarrollo de la aterosclerosis en humanos. B y C) 

Disminución de la expresión de CD69 y NR4A1 en individuos con aterosclerosis subclínica en comparación 

con sujetos sanos. 

 

Para determinar el papel de CD69 y los miRNA en el síndrome coronario agudo (SCA), 

estudiamos la expresión de CD69 en células Treg en 238 pacientes con SCA (con y sin 

elevación del segmento ST) después de la cateterización y en 80 voluntarios sanos. 

Respecto a los factores de riesgo cardiovasculares, en todos los casos el porcentaje de 

pacientes con al menos un factor de riesgo siempre fue mayor al 90%, siendo los tres 

más frecuentes la dislipidemia, la hipertensión arterial y antecedentes de tabaquismo. 

En base a la expresión de CD69 definimos dos poblaciones: un grupo de pacientes con 

>50% de células CD69+ y un grupo de pacientes con <50% de células CD69+ tanto 

en los grupos STEMI (ST-segment elevation myocardial infarction) como en los NSTEMI 

(Non-STEMI). Los CD4+ y Treg que expresan CD69+ se correlacionan 

significativamente con los niveles de troponina (TnT) y de creatina quinasa (CK) y con 

anormalidades en la función cardíaca. Además, los pacientes con niveles de expresión 

de CD69 altos se correlacionan con mayor TnT indicando una correlación entre la 

expresión de CD69 y la severidad del daño en el corazón en los pacientes con infarto 

agudo de miocardio (acute myocardial infarction, AMI). Encontramos que la falta de 

expresión de CD69 en las células Treg en sangre es un indicador de pacientes con mal 

pronóstico tras un AMI, lo que sugiere que la expresión de CD69 en las células Treg 

circulantes detectadas tempranamente tras el evento isquémico podría ser un 

marcador de pronóstico (figuras 3A y 3B).  
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Figura 3. A) Los niveles circulantes de células CD69+ aumentan después de un AMI, particularmente en 

los pacientes con STEMI. B) Se observa correlación entre los niveles de células CD69+ y los niveles 

circulantes de miR-155 y los niveles de troponina T. C y D) En los ratones a los que se indujo infarto por 

ligación de la LAD, este fue de mayor tamaño en los animales CD69-/- (C). La expresión de miR-155 es 

dependiente de CD69, y después de un infarto sus niveles aumentan en los animales WT (CD69+/+) pero 

no en los CD69 KO.  

 

Para estudiar las rutas reguladoras de CD69 en SCA, analizamos ratones CD69+/+ y 

CD69-/- tras la oclusión permanente de la arteria coronaria descendente anterior 

izquierda (left anterior descending coronary artery, LAD). Los ratones CD69-/- 

desarrollan respuestas de células Tgd IL17+ de manera temprana tras la isquemia, lo 

que induce un incremento de la inflamación del miocardio y, como consecuencia, peor 

función cardíaca. La transferencia adoptiva de células Treg CD69+ a ratones CD69-/- 

tras la ligadura de la LAD mejora la supervivencia y disminuye el fallo cardíaco, lo que 

muestra el papel de CD69 en el mantenimiento de la homeostasis inmune después del 

AMI. Las células CD69+ expresan el miRNA 155 (miR-155), aumentan la señalización 

STAT-5 y promueven Foxp3 y la diferenciación de las células Treg. En este sentido, 

detectamos un incremento de células Treg CD69+ así como de los niveles plasmáticos 
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del miR-155 en ratones después de la ligadura de la LAD (figuras 3C y 3D). Además, 

en pacientes que han sufrido un AMI, tanto los niveles de células Treg CD69+ como los 

niveles plasmáticos de miR-155 se correlacionaron con los niveles de TnT en sangre 

(figura 3B).  

 

Estos resultados sugieren que la expresión de CD69 aumenta en paralelo con el daño 

cardíaco y contrarresta el exceso de inflamación (figura 4). Nuestros datos mostraron 

que la ausencia de CD69 en células Treg o del miR-155 en plasma son indicadores de 

mal pronóstico en pacientes con infarto de miocardio. 

 

 

 
 
Figura 4. La expresión de CD69 es importante para el mantenimiento de la homeostasis inmune después 

de un infarto agudo de miocardio (AMI). La ausencia de CD69 en las células Treg induce un aumento de la 

expresión de IL-17 por las células T gamma delta (Tgd) que se traduce en una mayor inflamación y 

remodelado cardíaco adverso. 
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3. Relevancia e implicaciones futuras  

 

La identificación de moléculas que puedan ser de utilidad en el diagnóstico temprano y 

el seguimiento de pacientes es una estrategia esencial en el manejo y la prevención de 

la enfermedad de las arterias coronarias. En este proyecto hemos identificado la 

expresión del receptor de activación leucocitario CD69 como un marcador 

independiente de aterosclerosis subclínica. Así mismo, hemos determinado que la 

expresión del miR-155 y los niveles de linfocitos Treg CD69+ en sangre periférica son 

indicadores de pronóstico en pacientes con infarto de miocardio.  
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