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1. Resumen

Antecedentes

La enfermedad de las arterias coronarias (EAC) es la enfermedad cardiovascular mas
frecuente. La EAC es una enfermedad crdnica cuya complicacién puede ocasionar el
sindrome coronario agudo (SCA), causado frecuentemente por la ruptura de una placa
aterosclerédtica. Las lipoproteinas oxidadas (LDLox) son las responsables de
desencadenar una respuesta inflamatoria que esta implicada en el inicio de la
enfermedad, en su desarrollo y en la ruptura de la placa. El desequilibrio entre la
presencia o funcion 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 asi la expresion 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 participacion de la unién de las LDLox a CD69 en la inmunopatogénesis
de la EAC a través de la regulacién 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; v 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 utilizd la linea celular de linfocitos T humana
Jurkat (JK) transfectada de forma estable con CD69 (JKCD69) y su respectivo control
(Jurkat wt, JKwt), asi como ratones deficientes para CD69 (CD697"). 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 utilizé el modelo de oclusidon de la arteria coronaria descendente
izquierda en ratones deficientes o no para CD69. El perfil de expresidon génica y de
miRNA de linfocitos T humanos inducido en respuesta a la uniéon de CD69 a LDLox se

determind mediante secuenciacion masiva.



Resultados

Los ratones CD697- especificos de células linfoides desarrollaron una forma mas grave
de enfermedad aterosclerdtica con un aumento de la relacién de células Th17/Treg.
LDLox se une de forma especifica y funcional al receptor CD69 expresado en la
superficie de los linfocitos T humanos, inhibiendo la diferenciacién de células Th17 e
induciendo la expresion de los receptores NR4A. La unidon de LDLox a CD69 indujo la
expresion de la molécula PD1 en linfocitos T humanos, asi como la expresién del
miRNA-663a, una de cuyas dianas celulares es el transportador de aminoacidos
SLC7AS.

El estudio de individuos con enfermedad aterosclerdtica subclinica mostré una
disminucidn de la expresién de CD69 y NR4A1 en leucocitos de sangre en comparacién

con la observada en las células de sujetos sanos.

En el modelo de isquemia de miocardio, los ratones CD697- desarrollaron una
respuesta de células T gamma delta (Tyd) IL-17+ temprana y un aumento de la
inflamacion a nivel del miocardio. La transferencia de células Treg CD69+ a los ratones
CD697- fue capaz de revertir la inflamacion y el fallo cardiaco. Después de la oclusion
de la arteria coronaria se detectd un aumento de las Treg circulantes y del miRNA-155
en plasma. La disminucidn de las Treg CD69+ o del miRNA-155 en muestras de

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

Conclusiones

La disminucion de CD69 en las células linfoides favorece el desarrollo de aterosclerosis
y su expresion puede ser un marcador predictor de aterosclerosis subclinica en
humanos. La induccion de PD1 en respuesta a la unién de LDLox a CD69 podria
explicar la funcién reguladora negativa de CD69 en la respuesta inflamatoria. La
expresion 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 podrian ser un

indicador prondstico en el SCA.



2. Resultados

Las LDLox se unieron a las células Jurkat CD69+ (JKCD69) de forma mas eficiente que
a las células control Jurkat wt (JKwt) y esta unién fue capaz de inducir la
internalizacion de CD69. La interaccién de CD69 con LDLox inhibié la expresion de IL-8
e IFN-gamma en JKCD69 activadas, asi como la diferenciacién de células Th17 en
cultivos primarios de células humanas, mientras estimulé la diferenciacion de células
Treg. Nuestros resultados mostraron que las LDLox inducen la expresién de los
receptores NR4A1 y NR4A3 en linfocitos T CD4+ humanos. La participacion de CD69 en
esta induccién se demostré en células JKCD69 y JKwt mediante el uso de anticuerpos
blogueantes anti-CD69 y ensayos de RNA de interferencia. Finalmente, mediante
secuenciacion masiva de RNA analizamos los cambios de expresidon génica y del perfil
de miRNA inducidos con la uniéon LDLox-CD69 en linfocitos T humanos. Los datos
revelaron una induccion de PD1 a nivel de mensajero que confirmamos mediante gPCR
y a nivel de proteina. Realizamos un ensayo de luciferasa que confirmd que la
interaccion LDLox-CD69 activa el promotor de PD1. Ademas, determinamos que esta
unidn incrementa la expresion del mir-663a, regulador de la expresién del

transportador de aminoacidos SLC7A5.

Para estudiar el papel de CD69 en el desarrollo de aterosclerosis in vivo, los ratones
deficientes para CD69 (CD697") se cruzaron con ratones deficientes en el receptor de
LDL (LDLR”") y se generaron quimeras mixtas para obtener ratones con deficiencia de
CD69 especificamente en el compartimento linfoide o mieloide. Para la induccién de
aterosclerosis, los ratones fueron sometidos a una dieta alta en grasa. En los ratones
CD697 especificos de células linfoides observamos un aumento en la respuesta Th17 y
un menor porcentaje de Treg en sangre periférica. Estos ratones desarrollaron lesiones
ateroscléroticas mas graves con mayores nucleos necréticos en comparacion con los
ratones CD69*/* (figura 1). La deficiencia de CD69 especifica del compartimento
mieloide no modificé las respuestas de células Th17 y Treg ni la formacién de las
placas de ateroma en comparacion con los ratones CD69*/*, Por otra parte, la
expresion de NR4A1 y NR4A3 fue menor en los ratones CD697- sometidos a dieta
grasa. Durante el desarrollo de la aterosclerosis la expresion de CD69 y NR41 en

linfocitos disminuyd de forma gradual.



Progresion de la aterosclerosis —

Figura 1. A) La deficiencia de CD69 en las células linfoides (LC CD697-) favorece el desarrollo de
aterosclerosis a través del aumento en la expresion de IL-17. B) Placa aterosclerética y centro necrotico

en valvulas adrticas de ratones deficientes para CD69 en el compartimento linfoide.

Para determinar el papel de CD69 y NR4A1 en la enfermedad aterosclerética 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 niumero de placas detectadas.
Comparamos la expresion de CD69 y NR4A1 en individuos con enfermedad focal

(n = 55) o aterosclerosis subclinica generalizada (n = 128) con la de participantes del
estudio sin evidencia de aterosclerosis subclinica (n = 122). Los niveles de CD69
correlacionaron de forma significativa con la expresion de NR4A1. Los analisis
estadisticos mostraron que la expresiéon de CD69 es un factor predictivo independiente
de aterosclerosis temprana (OR = 0,62, P = 0,0056) (figura 2).
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Figura 2. Expresion de CD69 y NR4A1 en leucocitos de sangre periférica de individuos con aterosclerosis
subclinica clasificados como enfermedad focal y generalizada o sujetos sanos. A) Disminucidn progresiva
de la expresiéon de CD69 y NRA4A1 durante el desarrollo de la aterosclerosis en humanos. B y C)

Disminucién de la expresion de CD69 y NR4A1 en individuos con aterosclerosis subclinica en comparacion

con sujetos sanos.

Para determinar el papel de CD69 y los miRNA en el sindrome coronario agudo (SCA),
estudiamos la expresion de CD69 en células Treg en 238 pacientes con SCA (con y sin
elevacion del segmento ST) después de la cateterizacion 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
mas frecuentes la dislipidemia, la hipertension arterial y antecedentes de tabaquismo.
En base a la expresion 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 funcién cardiaca. Ademas, los pacientes con niveles de expresion
de CD69 altos se correlacionan con mayor TnT indicando una correlacién entre la
expresion de CD69 y la severidad del dafio en el corazén en los pacientes con infarto
agudo de miocardio (acute myocardial infarction, AMI). Encontramos que la falta de
expresion de CD69 en las células Treg en sangre es un indicador de pacientes con mal
prondstico tras un AMI, lo que sugiere que la expresién de CD69 en las células Treg
circulantes detectadas tempranamente tras el evento isquémico podria ser un

marcador de prondstico (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 correlacion entre los niveles de células CD69+ vy 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
ligacion de la LAD, este fue de mayor tamafio en los animales CD697- (C). La expresion 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
CD697" tras la oclusidon permanente de la arteria coronaria descendente anterior
izquierda (left anterior descending coronary artery, LAD). Los ratones CD697
desarrollan respuestas de células Tyd IL17+ de manera temprana tras la isquemia, lo
gue induce un incremento de la inflamacién del miocardio y, como consecuencia, peor
funcién cardiaca. La transferencia adoptiva de células Treg CD69+ a ratones CD697
tras la ligadura de la LAD mejora la supervivencia y disminuye el fallo cardiaco, 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 sefalizacién
STAT-5 y promueven Foxp3 y la diferenciacién de las células Treg. En este sentido,

detectamos un incremento de células Treg CD69+ asi como de los niveles plasmaticos



del miR-155 en ratones después de la ligadura de la LAD (figuras 3C y 3D). Ademas,
en pacientes que han sufrido un AMI, tanto los niveles de células Treg CD69+ como los
niveles plasmaticos de miR-155 se correlacionaron con los niveles de TnT en sangre
(figura 3B).

Estos resultados sugieren que la expresiéon de CD69 aumenta en paralelo con el dafio
cardiaco y contrarresta el exceso de inflamacién (figura 4). Nuestros datos mostraron
que la ausencia de CD69 en células Treg o del miR-155 en plasma son indicadores de

mal pronodstico en pacientes con infarto de miocardio.
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Figura 4. La expresion 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
expresion de IL-17 por las células T gamma delta (Ty§) que se traduce en una mayor inflamacién y

remodelado cardiaco adverso.



3. Relevancia e implicaciones futuras

La identificacion de moléculas que puedan ser de utilidad en el diagndstico temprano y
el seguimiento de pacientes es una estrategia esencial en el manejo y la prevencién de
la enfermedad de las arterias coronarias. En este proyecto hemos identificado la
expresion del receptor de activacion leucocitario CD69 como un marcador
independiente de aterosclerosis subclinica. Asi mismo, hemos determinado que la
expresion del miR-155 y los niveles de linfocitos Treg CD69+ en sangre periférica son

indicadores de prondstico en pacientes con infarto de miocardio.
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