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RESUMEN

La respuesta inflamatoria aguda que se desarrolla después del infarto agudo del
miocardio tiene como objetivo principal la reparacion del tejido infartado. Uno de los
primeros mecanismos que se presenta es el incremento de quimiocinas como:
CX3CL1, CCL2, CCL20y Cha. Estas quimiocinas inducen la migracién de diferentes
grupos celulares, los cuales, pueden reconocer las sefiales de dafio a través de
TLR4, activandose diferentes vias de sefializacion celular que conllevan a la
secrecion de citocinas, quimiocinas, o cambios en la expresion de moléculas de
membrana, contribuyendo ain mas al proceso inflamatorio. Las células dendriticas
slan contribuyen en la patologia de enfermedades inflamatorias y expresan
diferentes receptores de quimiocinas, sin embargo, se desconoce su participacion

en el infarto agudo del miocardio.

En este trabajo, se evalué el proceso de migracion y activacion de las células
dendriticas slan en 23 pacientes con infarto agudo del miocardio. Primero, se evalud
la capacidad de migracién, observando una mayor migracion en respuesta a MCP-
1 (p<0.01), y CCL20 (p<0.01), congruentemente, se observd mayor expresion de
CCR2 (p<0.001) y CCR®6 (p<0.001), en comparacién con el grupo control. También,
encontramos gue las células dendriticas slan expresan menos C5aR (p<0.001), sin
cambios en la capacidad de migracion inducida por C5a. En cuanto a los nimeros
absolutos de las células dendriticas slan en circulacion de los pacientes, no se
observé disminucion. Por ultimo, las células dendriticas slan de los pacientes no
presentaron cambios en la expresion de los receptores de quimiocinas CX3CR1,
ChaR, CCR2 y CCR6 después de la activacion con un ligando de TLRA4.

Todos estos resultados sugieren que las células dendriticas slan de pacientes con
infarto agudo del miocardio podrian tener mejor capacidad de migracion de sangre
periférica al tejido isquémico en respuesta a las quimiocinas MCP-1y CCL20; y una
vez en el tejido infartado las células dendriticas slan que son activadas via TLR4 no

cambian su fenotipo en cuanto a los receptores de quimiocinas.




ABSTRACT

The acute inflammatory response that develops after acute myocardial infarction has
as main objective the repair of infarcted tissue. One of the first mechanisms
presented is the increase in chemokines such as: CX3CL1, CCL2, CCL20 and Cba.
These chemokines induce the migration of different cell groups, which can recognize
the signs of damage through TLR4, activating different cell signaling pathways that
lead to the secretion of cytokines, chemokines, or changes in the expression of
membrane molecules, contributing even more to the inflammatory process. Slan
dendritic cells contribute to the pathology of inflammatory diseases and express
different chemokine receptors, however, their participation in acute myocardial

infarction is unknown.

In this work, the process of migration and activation of slan dendritic cells was
evaluated in 23 patients with acute myocardial infarction. First, the migration capacity
was evaluated, observing a greater migration in response to MCP-1 (p<0.01), and
CCL20 (p<0.01), congruently, a greater expression of CCR2 (p<0.001) and CCR6
(p <0.001), compared to the control group. Also, we found that slan dendritic cells
express less C5aR (p<0.001), without changes in the migration capacity induced by
Cbha. As for the absolute numbers of slan dendritic cells in circulation of the patients,
no decrease was observed. Finally, the patients slan dendritic cells did not show
changes in the expression of the CX3CR1, C5aR, CCR2 and CCR6 chemokine
receptors after activation with a TLR4 ligand.

All these results suggest that the slan dendritic cells of patients with acute myocardial
infarction may have a better ability to migrate peripheral blood to ischemic tissue in
response to chemokines MCP-1 and CCL20; and once in the infarcted tissue the
slan dendritic cells that are activated via TLR4 do not change their phenotype in

terms of chemokine receptors.




INTRODUCCION

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de padecimientos del corazén
y de los vasos sanguineos, donde la principal causa de la enfermedad es el
desarrollo del ateroesclerosis [1]. Este grupo de enfermedades se pueden
manifestar como cardiopatia isquémica que incluye la arteriopatia coronaria crénica
(angina estable) y los sindromes coronarios agudos (SICA) en sus diferentes
modalidades de presentacion clinica que son, angina inestable, infarto agudo de
miocardio y muerte subita [2]. Otros padecimientos que comprenden las
enfermedades  cardiovasculares son enfermedades cerebrovasculares,
arteriopatias periféricas, trombosis venosas profundas y embolias pulmonares,

entre otras [3].

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades
cardiovasculares son las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. En 2015 fueron responsables de 17.7 millones de muertes, representando
el 44.73 % de las muertes por enfermedades no transmisibles en todo el mundo. De
estos decesos, se estima que 8.8 millones se debieron a cardiopatias isquémicas
(comprende la angina estable y SICA) [4], y se estima que en 2030 el nimero de
muertes por enfermedades cardiovasculares podria llegar a 23.6 millones [5].
Mientras tanto, en México en el mismo afio alrededor de 160 mil personas murieron
a causa de las enfermedades cardiovasculares, representando el 25 % de las
muertes ocurridas y ocupando el primer lugar en las estadisticas, siendo las
enfermedades isquémicas del corazén las méas concurrentes. Con respecto a los
grupos de edad, las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de
muerte en adultos mayores de 65 afios; el tercer lugar en los adultos de 45-64 afios

y el cuarto en personas de 25-44 afnos [4-6].

Los factores de riesgo asociados con las enfermedades cardiovasculares son:

dislipidemias, diabetes mellitus, hipertension arterial, tabaquismo, sindrome




metabdlico, obesidad e inactividad fisica, ademas de algunas infecciones por
microorganismos tales como Citomegalovirus y Chlamydia pneumoniae, entre otros
[1,7,8]; de éstos, las dislipidemias, en particular niveles elevados de colesterol total
en suero, concentraciones elevadas de lipoproteina de baja densidad (LDL), asi
como bajas concentraciones de lipoproteina de alta densidad (HDL), han cobrado

importancia como uno de los factores mas importantes de riesgo de aterosclerosis.

Aterosclerosis y el desarrollo de la placa aterosclerosa

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que puede afectar todas
las arterias, particularmente grandes y medianas como son: cardiacas, cerebralesy
renales [8-10]. El proceso aterogénico inicia con la disfuncion endotelial, que

representa uno de los primeros estadios en la patogénesis.

La primera fase consiste en una pérdida de las funciones homeostaticas del
endotelio y como consecuencia se observa la expresion de moléculas de adhesion
como las selectinas (E y P), moléculas de adhesion de plaquetas a células
endoteliales (PECAM-1)-1, moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y
moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM), mediante las cuales se
produce la interaccién entre los monocitos circulantes con las células endoteliales
(figura 1A) [1, 8,11-12]. Estos cambios tempranos que preceden a la formacion de
la lesion aterosclerosa incluyen un aumento en la permeabilidad endotelial a la LDL,
la cual es modificada por lipoperoxidaciéon en el espacio subendotelial por especies
reactivas de oxigeno (ROS), generandose una forma oxidada de LDL con
propiedades quimioatrayentes de monocitos y linfocitos; el aumento de particulas
de LDL en el espacio subendotelial inicia la formacion de la placa aterosclerosa [1,
8, 11].

En la lesién existe un infiltrado de monocitos que posteriormente se diferencian a
macrofagos los cuales identifican y endocitan particulas de LDL oxidada dando paso
a la formacion de células espumosas (figura 1B), que se acumulan para crear estrias

grasas que posteriormente induciran los ateromas [8, 13]. El proceso inflamatorio




estimula la migracién de células del musculo liso desde la capa media hasta la
intima, en donde secretan agentes quimiotacticos que atraen mas ceélulas
inflamatorias. Ademas, las células del masculo liso sintetizan matriz extracelular, lo
gue provoca la progresion de la placa [14]. Otro evento que se inicia es la muerte
celular de macrofagos por interferon (IFN)-y que puede ser generada por la
acumulacion de lipidos promoviendo el avance del nucleo necrético en la placa
(figura 1C).

En la Ultima etapa del aterosclerosis ocurre ruptura o ulceracion de la placa fibrosa;
la vulnerabilidad de la placa se origina por un adelgazamiento de la lesién. Los
macréfagos degradan la matriz de la capa fibrosa por medio de colagenasa
intersticial, gelatinasas y estromelisina. Esta degradacion puede conducir a una
hemorragia, donde las plaquetas activadas se adhieren a la arteria lesionada
ocasionando la formacién de un trombo y la oclusién de la arteria de manera parcial
o total, lo que induce un estado inflamatorio y finalmente, provocar un infarto agudo
del miocardio (figura 1D) [1, 2, 8, 10].
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Figura 1. Desarrollo de la placa aterosclerosa.

La lesién se origina por una disfuncién endotelial, lo que permite un incremento en la
permeabilidad endotelial, ocasionando la migracion y adhesion de leucocitos (A). En la
siguiente etapa de la lesion, las células de musculo liso migran a la lesion, los macréfagos
se transforman a células espumosas, los linfocitos T presentes se activan, las plaquetas se
adhieren y agregan a la lesion y continta el arribo de leucocitos (B). En la lesién ocurre una
acumulacion de macrofagos los cuales mueren por apoptosis o necrosis, generandose el
nucleo necrético y formacion de la capa fibrosa (C). En las etapas finales la lesion sufre un
adelgazamiento de la capa fibrosa, ruptura de la placa y hemorragias de microvasos (D)

[modificado de Ross R., 2000].



El infarto agudo del miocardio

El infarto agudo del miocardio es el término dado a la muerte celular que sufren los
cardiomiocitos en conjunto con las manifestaciones clinicas de la isquemia, donde
la obstruccion de las arterias coronarias induce anoxia celular prolongada
provocando la muerte de las células cardiacas [10]. La manifestacion clinica mas
frecuente es la aparicion de un dolor precordial opresivo con una duracién mayor a
los treinta minutos, el cual se presenta en el brazo izquierdo y se puede extender

hasta el hombro y la mandibula, ademas de taquicardia, disnea, diaforesis y vomito

[6].

El diagndstico del infarto agudo del miocardio se basa en la apariciébn de las
manifestaciones clinicas, asi como, por la presencia de biomarcadores de dafio
miocardico, entre estas se incluyen las troponinas (I'y T) y la isoenzima MB de la
creatina cinasa (CK-MB) y por cambios en las derivaciones del electrocardiograma,
gue pueden ser desviaciones positivas 0 negativas de la onda ST, el bloqueo de la

rama izquierda del Haz de His (BRIHH) o el desarrollo de ondas Q patolégicas [13].

Inflamacion en el infarto agudo al miocardio

El infarto agudo del miocardio es asociado a una respuesta inflamatoria aguda e
intensa, la cual, es un proceso esencial para la reparacion y cicatrizacion del tejido,
sin embargo, si la respuesta inflamatoria no es controlada esta puede provocar
insuficiencia cardiaca y remodelacion del ventriculo izquierdo contribuyendo a la
patogénesis de esta enfermedad [14]. La lesidn tisular genera sefiales endégenas
gue activan el sistema inmune innato; estas moléculas pertenecen a una gran
familia de mediadores que advierten al cuerpo de la lesidbn y se conocen como
patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs). Entre los constituyentes
intracelulares liberados por las células necroticas, se encuentran, fragmentos de

hialuronana, proteinas de choque térmico, ATP y ADN mitocondrial [15-17].




Las células inmunes innatas identifican las sefiales de dafio a través de receptores
de tipo Toll (TLR), una familia de receptores transmembranales que activan vias
pro-inflamatorias que inducen la liberacion de citocinas y quimiocinas. De los
diferentes miembros de la familia de TLR que se expresan en las células de
humanos, TLR2 y TLR4 son los principales mediadores de la respuesta inflamatoria

posterior al infarto [18-20].

La generacion de especies reactivas de oxigeno y la activacion del sistema del
complemento a través de la escision de C3, inducen la secrecion de citocinas y
quimiocinas promoviendo el reclutamiento de leucocitos. Ademas, la activacion del
complemento da como resultado la muerte de los cardiomiocitos dafiados y la
liberacion de anafilotoxinas (C3a y Cba). Las anafilotoxinas y las moléculas de
adhesion estimulan la extravasacion de células mononucleares y neutrofilos [17].
Todos estos mecanismos que se activan inducen el reclutamiento de células
inflamatorias en el sitio del infarto para después eliminar las células muertas y los
desechos de la matriz extracelular por fagocitosis, preparando al tejido para la fase

de reparacion.
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Figura 2. Respuesta inflamatoria en el infarto agudo del miocardio.

La muerte de los cardiomiocitos libera DAMPS y restos de la matriz extracelular, los cuales
activan la sefializacion mediada por TLR en las células del miocardio, lo que provoca una
reaccion inflamatoria. La activacion de la cascada del complemento y la generacién de ROS
promueven la reaccién inflamatoria. El reclutamiento de neutréfilos, monocitos y plaguetas
participan en la respuesta inflamatoria post-infarto. Los leucocitos son reclutados a través
de la activacion de una cascada de adhesion de varios pasos. Captura (1) de los leucocitos
circulantes por células endoteliales activadas es seguida por rodamiento (2), mediada a
través de interacciones que implican a las selectinas. Leucocitos rodantes se activan (3)
por quimiocinas unidas a proteoglicanos (PG) en la superficie endotelial. Los leucocitos
activados expresan integrinas y se adhieren a las células endoteliales (4). El fortalecimiento
de la interaccién adhesiva (5) entre los leucocitos y las células endoteliales es seguido por
la transmigracion de las células en la zona infartada (6) [modificado de Frangogiannis NG,
2014].




Quimiocinas en el infarto agudo al miocardio

Las quimiocinas son una familia de citocinas de bajo peso molecular de
aproxidamente 8 a 17 KDa, siendo su funcion principal coordinar la migracion de los
leucocitos. Se pueden clasificar con base en su estructura en cuatro subfamilias (C,
CC, CXC y CXsC) en funcion del numero y la disposicion estructural de residuos
conservados de cisteina dentro de su secuencia polipeptidica amino-terminal [21-
24]. La familia C posee solo un residuo de cisteina precedido por un aminoacido,
mientras que la familia CC tiene la primera y segunda cisteina adyacentes, el grupo
CXC tienen un aminoacido que separa a las dos cisteinas, y por ultimo la familia

CXsC tiene tres amino&cidos que separan a las dos cisteinas (figura 3) [22, 24].

C CcC

ﬁ: —— COOH ﬁ: ——— COOH

N — Ci NH,—— CC\;
C

CXC CX3C

(T: ~——— COOH
NH,— C®-C NH;— C-00®-C
- —

Figura 3. Estructura de las quimiocinas.

Las quimiocinas se dividen en cuatro familias de acuerdo con el nimero y la organizacion
espacial de residuos de cisteina conservados en su extremo amino terminal. Los puentes
disulfuro se muestran como lineas negras [Smit MJ et al, 2015].

Los receptores de quimiocinas son cadenas polipeptidicas que atraviesan la
membrana celular siete veces. Estos receptores estan acoplados a proteinas G para
llevar a cabo la transduccion de sefial hacia el interior de las células y promover la
migracion dirigida a favor de un gradiente de concentracion. Las principales
caracteristicas de los receptores de quimiocinas son las siguientes: tienen una
longitud de aproximadamente 350 aminoacidos; un extremo amino (NHz) terminal

extracelular; un extremo carboxilo (COOH) intracelular; siete dominios
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transmembrana a-helicoidales, con tres bucles de conexion intracelulares y tres
extracelulares compuestos por aminoacidos hidrofilicos; y las proteinas G que se
acoplan a través del segmento COOH-terminal (figura 4) [25-26]. La unién de una
guimiocina con el receptor da lugar a un cambio conformacional en la proteina G
induciendo un estado activo, también da paso a la activacion de segundos
mensajeros, que en conjunto van a activar diferentes vias de sefializacion, entre
ellas, la via de las Rap/MAP cinasa y la via de sefializacion iniciada por la proteina
G pequefia Rho, esta ultima, induce la polimerizacion de actina y con ello la

migracion celular [27].

Algunas quimiocinas participan en procesos inflamatorios, otras se expresan de
manera constitutiva y comprenden importantes funciones fisiologicas. Las
guimiocinas inflamatorias se inducen en respuesta a infecciones o dafio tisular, un

ejemplo es en la aterosclerosis y en el infarto agudo del miocardio [28].

En modelos animales con infarto agudo del miocardio se ha descrito que hay un
aumento en la expresiéon de quimiocinas MCP-1, la proteina-1la inflamatoria de
macréfagos (MIP-1a), MIP-13, CXCL8 y CXCL10 jugando un papel importante en
el reclutamiento de leucocitos al sitio de la lesién [26]. En el humano, se conoce que
pacientes que desarrollan un infarto agudo del miocardio presentan un aumento de:
CXCL8, MCP-1, CX3CL1, CXCL10, CCL22 y MIP-3a o también llamada CCL20,
donde pueden jugar una funcion importante en la regulacion del trafico de
leucocitos, entre ellos, neutréfilos, monocitos, linfocitos y células dendriticas [29-32].
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Figura 4. Estructura de los receptores de quimiocinas.

Los receptores de quimiocinas atraviesan la membrana plasmética por siete dominios
transmembrana. El extremo NH2 terminal y tres regiones de bucle extracelular estan
involucrados en la union con las quimiocinas, mientras que, el extremo COOH vy tres
regiones de bucle intracelular participan en la transduccion de sefial mediada por proteinas
G. Los tres sitios esenciales para que se lleve a cabo la union con la quimiocina ligando
son: (1) el sitio de fijacion de la matriz en la estructura a-helicoidal o nucleo terminal de
COOH, (2) la region del bucle N que permite el contacto inicial del receptor y (3) el extremo
NH2-terminal que interactda con el bucle de unién a quimiocinas formado por las regiones
transmembrana del receptor de quimiocinas [modificado de Moser B, Willimann, 2004].
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Células dendriticas

Las células dendriticas representan una poblacion heterogénea de células
derivadas de médula 6sea, que se distribuyen en diversos tejidos donde ejercen
distintas funciones inmunoldgicas, entre ellas, procesamiento y presentacion de
antigenos, activacion de células T, regulacion de la respuesta inmunoldgica,
induccidn de tolerancia inmunoldégica [33]. En sangre periférica en humanos circulan
tres poblaciones de células dendriticas denominadas: células dendriticas mieloides
que representan el 0.2 %, las células dendriticas plasmacitoides que representan el
0.1 % [33] y la tercera poblacibn denominadas células dendriticas slan que
representa del 0.6 % al 2 % de las células mononucleares, siendo la de mayor
proporcion de células dendriticas presentes en sangre periférica [34].

Las células dendriticas slan expresan distintivamente una variante en la molécula
ligando-1 de la glucoproteina P-selectina (PSGL-1) por el carbohidrato 6-
sulfoLacNAc (slan) que las distingue de otras poblaciones de células dendriticas,
son identificadas con el anticuerpo monoclonal MDC8 por lo que también son
llamadas células MDC8+. Estas células expresan CD16, CD32, CD54, CDl1l1c,
CD45RA, también expresan receptores de componentes del complemento y de
quimiocinas como son: C3aR, C5aR, CCR1, CCR2, CCR5, CCR6 y CX3CR1
importantes para su migracion a sitios inflamatorios, asi como CCR7 y CXCR4 que
participan en la migracion hacia ganglios linfaticos. Adicionalmente, expresan CD80,
CD86, asi como, las moléculas del MHC clase | y clase Il, sugiriendo que son

capaces de inducir respuestas inmunes [35-37].

Las células dendriticas slan al igual que otras poblaciones de células dendriticas
pueden ser activadas por patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS),
asi como por DAMPs a través de TLR [38-40]. Estudios in vitro han demostrado que
el LPS induce la secrecion de TNF-a en las células dendriticas slan inmaduras [40-
41], mientras que en el estadio maduro induce la secrecién de IL-12p70 [42].
Ademas, las células dendriticas slan son capaces de inducir la diferenciacién de

linfocitos T naive hacia linfocitos Thl y Th17; activa linfocitos T CD8+ reactivos a
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tumores; en células NK promueven su proliferacion, secrecion de IFN-y y su
citotoxicidad [40,43-44].

Las células dendriticas slan son importantes en la progresion de enfermedades con
un fondo inflamatorio como la enfermedad de Crohn [41], psoriasis vulgaris
[45,40,42], en tejido inflamatorio de la artritis reumatoide [42], también contribuyen
en la patologia del lupus eritematoso sistémico (LES) [45-46] y esclerosis multiple
[47-48]. El infarto se considera una enfermedad con un fondo inflamatorio y a pesar
de la creciente informacion, aun no se ha estudiado a las células dendriticas slan,
las cuales por sus caracteristicas inflamatorias podrian tener una funcién importante

en la progresion de esta enfermedad.

Con respecto a otras poblaciones de células dendriticas en el infarto agudo del
miocardio, en modelos animales se ha documentado la presencia de poblaciones
de células dendriticas mieloides y plasmacitoides en el corazén infartado [49-51],
donde pueden tener diferentes funciones, entre ellas, se ha encontrado que las
células dendriticas mieloides pueden tener un efecto patolégico al promover un
proceso inflamatorio exagerado [51-52]. En humanos se ha abordado desde el
punto de vista clinico, aunque existe controversia en la informacion. El andlisis de
células dendriticas en sangre periférica de pacientes con sindromes coronarios
agudos demostro una disminucion en la frecuencia de células dendriticas mieloides
comparado con los individuos sanos, mientras que el numero de células dendriticas
plasmacitoides no se altera [53]. Otros autores han reportado una disminucion tanto
de células dendriticas mieloides como de las células dendriticas plasmacitoides
después de presentarse un infarto [54-55], sugiriendo que esta disminucion se

podria deber a que las células dendriticas se estan reclutando al tejido infartado.
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JUSTIFICACION

Los sindromes isquémicos son la segunda causa de muerte en México, por lo que
el entendimiento de su fisiopatologia es importante. En la actualidad atn no se tiene
clara la participacion de las diferentes poblaciones de células dendriticas en el
proceso inflamatorio durante el infarto agudo del miocardio. En modelos animales
de infarto hay un aumento de células dendriticas mieloides y plasmacitoides en el
tejido infartado, mientras que, el estudio de las células dendriticas en humanos se
ha enfocado en evaluar la frecuencia en circulacion sanguinea donde se han
encontrado disminuidas, sugiriendo que las células dendriticas pueden estar

migrando al tejido inflamado.

En los dltimos afios, se ha descrito una nueva poblacién de células dendriticas
denominadas slan. Las células dendriticas slan se han descrito en enfermedades
inflamatorias crénicas y se han caracterizado por ser las principales productoras de
citocinas pro-inflamatorias en los sitios de inflamacion, contribuyendo en el proceso
patolégico de dichas enfermedades, convirtiéndolas en una poblacion celular

interesante de evaluar en enfermedades con fondos inflamatorios.

A pesar de la creciente informacion que hay sobre la respuesta inmune en el tejido
infartado y de las células dendriticas slan en enfermedades inflamatorias, se
desconoce si las éstas células tienen una funcion en la respuesta inflamatoria
desarrollada en el infarto agudo del miocardio. Por lo que consideramos importante
conocer si las células dendriticas slan contribuyen en la respuesta infamatoria

desarrollada en el tejido infartado.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células dendriticas juegan un papel importante en la induccion y regulacion de
la respuesta inmune, tanto en condiciones homeostéaticas como patoldgicas. Entre
las diferentes poblaciones de células dendriticas existe la poblacion de células
dendriticas slan, un grupo celular con caracteristicas inflamatorias. Estas células,
expresan diferentes moléculas de membrana, entre ellas, receptores de quimiocinas
como son: CX3CR1, CCR2, CCR6 y C5aR. También, se ha observado que hay una
mayor infiltracion de células dendriticas slan en tejidos con un proceso inflamatorio
en varias enfermedades, incluidas la psoriasis, el lupus eritematoso sistémico,
artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn, sin embargo, no existen estudios de
la funcion que pudieran tener las células dendriticas slan en el infarto agudo de
miocardio. En el proceso inflamatorio del infarto se han encontrado niveles elevados
de quimiocinas entre las que destacan MCP-1, CX3CL1 y CCL20, que favorecen el
reclutamiento de diferentes tipos celulares. En este sentido se desconoce la funcién
que tienen las células dendriticas slan en el proceso inflamatorio durante el infarto
agudo del miocardio. Por lo que nos parece importante determinar la frecuencia de
las células dendriticas slan en circulacién, asi como, conocer los estimulos que
favorecen el reclutamiento de este grupo celular y que cambios sufren los

receptores de quimiocinas cuando las células son activadas.

Por lo que el proyecto se dirige a contestar la siguiente pregunta:
¢ Cual es la frecuencia, capacidad de migracién y activacion de las células

dendriticas slan en pacientes con infarto agudo del miocardio?
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HIPOTESIS

Las células dendriticas slan de pacientes con infarto agudo del miocardio tendran
una mayor capacidad de migracion in vitro en respuesta a distintas quimiocinas en
comparacion con las células dendriticas slan de sujetos sanos, por lo tanto, habra
una disminucion de células dendriticas slan en circulacion sanguinea. Por ultimo, la
activacion de las células dendriticas slan inducira una disminucion en la expresion

de los receptores de quimiocinas.

OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar la frecuencia y migracion de las células dendriticas slan en
respuesta a CXsCL1, C5a, MCP-1 y CCL20 en pacientes con infarto agudo
del miocardio, asi como, evaluar el cambio fenotipico de los receptores de

quimiocinas en las células dendriticas slan activadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia y niameros absolutos de las células dendriticas slan
en sangre periférica de pacientes con infarto agudo del miocardio y comparar
con la frecuencia y numeros absolutos en circulacion sanguinea de sujetos
sanos.

2. Evaluar la capacidad de migracion in vitro de las células dendriticas slan
después del estimulo con las siguientes quimiocinas: CX3CL1, C5a, MCP-1
y CCL20 en pacientes con infarto agudo del miocardio y compararla con la
mostrada en células de sujetos sanos.

3. Caracterizar la expresion de los receptores de quimiocinas CX3CR1, C5aR,
CCR2 y CCRE6 en las células dendriticas slan provenientes de pacientes con
infarto agudo del miocardio y de sujetos sanos.

4. Activar las células dendriticas slan con LPS y evaluar el cambio fenotipico en
la expresion de los receptores de quimiocinas: CX3CR1, C5aR, CCR2 y
CCRE6.
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DISENO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio transversal, comparativo, prospectivo y experimental, asi

como observacional.

Grupos de estudio

Se incluyeron 23 casos de pacientes, que ingresaron al Hospital de Cardiologia de
Centro Médico Nacional Siglo XXI, que cumplieron con los criterios de inclusion. A
los pacientes con infarto agudo del miocardio se les tomo la muestra de sangre
dentro de las primeras 24 horas iniciados los sintomas. A cada paciente se le realiz
una evaluaciéon del electrocardiograma de 12 derivaciones y de ser necesario el
circulo completo, determinaciéon de marcadores de necrosis miocardica (como la
isoenzima miocardica de la creatina-fosfocinasa (CPK-MB) y/o troponinas),
marcadores inflamatorios de riesgo (proteina C reactiva, fibrin6geno), quimica
sanguinea, hemoglobina, plaquetas y perfil de lipidos. Para el grupo control se

incluyeron 21 sujetos sanos que cumplian con los criterios de inclusion.

Criterios de Inclusion para pacientes

1. Pacientes de cualquier género, con una edad de 35 a 75 afios.
2. Pacientes con diagnéstico de infarto agudo de miocardio, dentro de las 24
horas de iniciados los sintomas,
3. El diagnéstico de infarto se considerara con la presencia de biomarcadores
de necrosis miocardica, mas uno de los siguientes criterios:
A. Dolor precordial de tipo isquémico = 30 min. de duracién, acompanado
o no de disnea, diaforesis, nausea y/o vomito,
B. Desnivel positivo 0 negativo del segmento ST igual o mayor de 1 mm
en 2 o mas derivaciones que vean la misma cara o presencia de
blogueo de rama izquierda del haz de His (BRIHH) de reciente

aparicion,
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4.

C. Presencia de ondas Q patologicas de novo en por lo menos 2
derivaciones contiguas.
Consentimiento informado firmado por el paciente o familiar de su aceptacion

de ingreso al presente estudio.

Criterios de exclusién para pacientes

1.
2.

Pacientes que cursen con sindrome anémico,

Antecedentes de enfermedad neoplasica, inflamatoria crénica o proceso
infeccioso activo,

Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios 0
inmunosupresores,

Niveles de creatinina = 1.6 mg/dl,

Trombocitopenia o discrasia sanguinea conocida.

Criterios de eliminacion para pacientes

Pacientes a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria
para los ensayos,
Pacientes en los que no se logre obtener el namero de células

mononucleares necesarias para los experimentos.

Criterios de Inclusion para sujetos sanos

Sujeto sano de cualquier género, con una edad de 25 a 55 afios,

Sujetos sin datos electrocardiogréaficos o clinicos sugestivos de isquemia
miocardica, o alteraciones en el ritmo o la conduccion,

Sujetos sin factores de riesgo cardiovascular mayor,

Consentimiento informado de su aceptacién al presente estudio.

Criterios de exclusién para sujetos sanos

1. Sujetos sanos con sindrome anémico,
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2. Antecedentes de enfermedad neoplasica, inflamatoria cronica o proceso
infeccioso activo,
3. Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o

inmunosupresores.

Criterios de eliminacion para sujetos sanos

1. Sujetos a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria para
los ensayos.
2. Sujetos en los que no se logre obtener el numero de células mononucleares

necesarias para los experimentos.
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METODOLOGIA

Toma de muestras de sangre

La muestra sanguinea en los pacientes con infarto agudo del miocardio se obtuvo
por via venosa a partir de catéter periférico o por puncion de vena periférica, previa
asepsia y antisepsia, se extrajo un volumen de 20 mL de sangre venosa en tubos
que contenian EDTA. La muestra de los sujetos sanos se obtuvo a través de

puncion de vena periférica.

Obtencién de células mononucleares

Los 20 mL de sangre se diluyeron en solucion salina isotonica (SSI) en una relaciéon
1:2. Posteriormente, los 40 mL de sangre diluida se colocaron sobre 10 mL de
Lymphoprep® (Axis-Shield, Liverpool, UK) en un tubo de 50 mL y se centrifugaron
a 2000 rpm durante 30 minutos. Se recuperd la interface (entre el Lymphoprep® y
el plasma) correspondiente a las células mononucleares. Las células se lavaron 2
veces con SSl a 1200 rpm por 15 minutos y a 900 rpm por 10 minutos. El paquete
celular recuperado se resuspendié en 1 mL de PBS 1x, realizando el conteo celular

con camara de Neubauer.

Frecuencia y numeros absolutos de las células dendriticas slan en sangre
periférica

El valor de la frecuencia de las células dendriticas slan se sacé con el programa
flowjo version 7.6.5. (Tree star, Inc.). Haciendo una relacion entre el nimero de las
células dendriticas slan (células M-DC8+) con el numero total de células
mononucleares de cada muestra. Para los nUmeros absolutos, se tomaron estos
mismos valores, ademas, el valor de leucocitos totales, dato obtenido en la
citometria hematica. A continuacion, se muestra la ecuacion utilizada:

(% células dendriticas slan) x (#Leucocitos)
100

# células dendriticas slan =
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Purificacion de monocitos

Las células dendriticas slan se enriquecieron a partir de las células mononucleares
por seleccidén negativa utilizando el kit “Pan Monocyte Isolation Kit, human” (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), siguiendo las especificaciones del
fabricante, esto debido a sus caracteristicas fenotipicas por la expresion de CD16.
Brevemente, de la suspension celular por cada 107 células mononucleares, las
células se resuspendieron en 30 pL de MACS buffer (PBS 1x ph 7.4, BSA 0.5 %,
EDTA 2 mM) y se adicionaron 10 uL de anticuerpo bloqueador de FcR y 10 uL de
coctel de anticuerpos biotinilados dirigidos a linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK,
granulocitos, eritrocitos y plaquetas; se incub6 durante 15 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se adicionaron 60 uL del MACS buffer y 20 uL de microesferas
magnéticas acopladas a anticuerpo antibiotina, incubando a 4 °C durante 10
minutos. Después, la suspensiéon celular se centrifugd a 1200 rpm durante 10
minutos con MACS buffer, una vez terminado, las células se resuspendieron en 1
mL de MACS buffer para posteriormente pasarlas por la columna de separacion LS
MACS (Miltenyi Biotec MACS, Bergisch Gladbach, Alemania). Se recuperd la
fraccion negativa correspondiente a los monocitos totales y a las células dendriticas
slan en 1mL de medio RPMI al 10 % de suero fetal bovino (Hyclone, Logan, UT,

E.U.A)), realizando el conteo celular con cAmara de Neubauer.

Ensayo de migracion

Los ensayos de migracion se realizaron en placas de 96 pozos “transwell” con un
poro de 5 micras (Corning Costar, Cambridge, MA, R.U.). En la parte inferior de la
camara “transwells” se colocé por separado las siguientes quimiocinas (R&D
Systems, Minneapolis, MN, E.U.A): CXsCL1 (150 ng/mL), CCL20 (200 ng/mL),
MCP-1 (100 ng/mL) y C5a (100 ng/mL) y como control negativo solo se colocé medio
de cultivo RPMI (Hyclone, Logan, UT, E.U.A.). Posteriormente, en la parte superior
se colocé en cada condicion un volumen de 75 pL de suspension celular que
contenia 3 x 10° células mononucleares de pacientes con infarto agudo del

miocardio o de sujetos sanos. Para conocer el numero de células dendriticas slan
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colocadas inicialmente, se separo una alicuota del mismo volumen. Después de dos
horas de incubacion se recuperaron las células que migraron al pozo inferior. Las
células recuperadas y la alicuota inicial se lavaron con PBS 1X a 1200 rpm durante
5 minutos, por ultimo, se realizé la tincion de identificacion de las células dendriticas
slan como se describe mas adelante [anti-CD3-PE, anti-CD14-PE, anti-CD19-PE,
anti-CD56-PE, anti-HLA-DR-APC-Cy7 (Biolegend, San Diego, CA. E.U.A.), y anti-
slan (M-DCB8)-FITC (Miltenyi Biotec MACS, Bergisch Gladbach, Alemania)]. La
adquisiciéon de datos se realizé con el citbmetro MACS Quant (Miltenyi Biotec
MACS, Bergisch Gladbach, Alemania) y se determiné el namero de células
dendriticas slan usando el software flowjo version 7.6.5. (Tree star, Inc.). El nUmero
obtenido se comparé con el nimero de células dendriticas slan que se encontraban
en las 3 x 10° células mononucleares. Reportando los resultados en porcentaje, de

acuerdo a la siguiente formula:

(Numero de células MDC8+ que migraron con los estimulos)
(Numero de células MDC8+ iniciales)

% de células MDC8+ = * 100

Activacion de las células dendriticas slan

Las células obtenidas con el kit de purificacion de monocitos se colocaron en placas
de 96 pozos (3 x 10° células/pozo) (Corning Costar, Cambridge, MA, R.U.), y se
activaron con LPS (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, E.U.A.) (125 ng/mL), incubando
los cultivos celulares durante 24 a 37 °C y 5 % de CO2. Posterior al tiempo de
incubacion, las células se recuperaron y se lavaron con PBS 1x a 1200 rpm durante
10 minutos. Finalmente, se realiz6 la identificacion y evaluacién de las moléculas de
membrana CX3CR1, C5aR, CCR2 y CCR6 de las células dendriticas slan por

citometria me flujo como se describe en los siguientes apartados.
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Identificacion de las células dendriticas slan

La identificacion de las células dendriticas slan (HLA-DR+/-; M-DC8+; CD3-; CD14-
; CD19- y CD56-) se hizo a partir de las células mononucleares y de las células
activadas con LPS. Para ello, se determind primero la viabilidad celular con el
colorante “Zombie aqua™ Fixable Viability Kit” (Biolegend, San Diego, CA. E.U.A)),
el cual tifie a las células no viables, para ello, se siguieron las indicaciones del
fabricante. Posteriormente, las células se lavaron a 1200 rpm durante 5 minutos y
se resuspendieron en PBS 1x. Sucesivo a esto, las células se incubaron durante
20 minutos a 4 °C con los anticuerpos monoclonales anti-humano: anti-CD3, anti-
CD14, anti-CD19 y anti-CD56 todos acoplados con el fluorocromo PE (Biolegend,
San Diego, CA. E.U.A.), para excluir células de linaje de linfocitos T, monocitos,
linfocitos B y células NK; y con los anticuerpos, anti-HLA-APC-Cy7 (Biolegend, San
Diego, CA. E.U.A)) y anti-slan (M-DC8)-FITC (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania). Terminado el tiempo de incubacién, las células se lavaron siguiendo el
esquema antes mencionado, para posteriormente fijar las células con 35 pL de
paraformaldehido al 2 % por 15 minutos a 4 °C, y lavadas con PBS 1x. Finalmente,
las células se resuspendieron en FACS buffer. La adquisicion de datos se hizo
utilizando el citometro de flujo MACS Quant (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania). Los niveles de expresidn se cuantificaron midiendo la intensidad media
de fluorescencia (IMF) de cada muestra utilizando el software FlowJo version 7.6.5.
(Tree Star, Inc.). Los anticuerpos utilizados para la identificacion y para la medicién

de las diferentes moléculas de membrana se muestran en la tabla 1.

Fenotipificacion de marcadores de superficie celular en las células dendriticas

slan

La expresién de los receptores de quimiocinas, TLRs y moléculas de co-
estimulaciéon se realizé siguiendo el esquema anterior, agregando los siguientes
anticuerpos monoclonales anti-humano: anti-TLR2-Biotina, anti-TLR4-Violeta
Brillante 421, anti-CX3CR1-PECy7, anti-C5aR-PECy7, anti-CCR2-PECy7, anti-
CCR6-PECy7 (todos de la marca (Biolegend, San Diego, CA. E.U.A.). Para los
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anticuerpos con biotina se incubaron con el anticuerpo anti-biotina-PECy7

(Biolegend, San Diego, CA. E.U.A.), siguiendo los mismos criterios de incubacion.

Por ultimo, se fijaron con 35 pL de paraformaldehido al 2 % por 15 minutos a 4 °C

y fueron lavadas con PBS 1x. Finalmente, las células se resuspendieron en FACS

buffer y leidas en un citometro de flujo MACS Quant (Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Alemania). Los niveles de expresién se cuantificaron midiendo la

intensidad media de fluorescencia (IMF) y el porcentaje de expresion de los

receptores de cada muestra, utilizando el software FlowJo version 7.6.5. (Tree Star,

Inc.).

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales anti-humano utilizados en el presente estudio.

Anticuerpo monoclonal Fluorocromo Dilucion Marca
Anti-CD3 PE 1:200 Biolegend
Anti-CD14 PE 1:200 Biolegend
Anti-CD19 PE 1:200 Biolegend
Anti-CD56 PE 1:200 Biolegend
Anti-HLA-DR APC-Cy7 1:100 Biolegend
Anti-slan (M-DC8) FITC 1:100 Miltenyi Biotec
Anti-CX3CR1 PE-Cy7 1:40 Biolegend
Anti-C5aR PE-Cy7 1:40 Biolegend
Anti-CCR2 PE-Cy7 1:100 Biolegend
Anti-CCR6 PE-Cy7 1:100 Biolegend
Anti-TLR2 Biotina 1:50 Biolegend
Anti-TLR4 Brilliant Violet 421 1:50 Biolegend
Anti-biotina PE-Cy7 1:100 Biolegend
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Estrategia de identificacion y fenotipificacion de moléculas en las células
dendriticas slan

El analisis de citometria de flujo fue utilizado para evaluar la expresion de las
moléculas CX3CR1, C5aR, CCR2, CCR6, TLR2, TLR4, CD80 y CD40, expresadas
en las células dendriticas slan. A partir de una grafica de células con un solo nacleo
(figura 5A) se realizd una grafica de puntos de complejidad celular contra el
marcador de viabilidad (Zombie aqua™), seleccionando a las células negativas para
el marcador (figura 5B), posterior a ello se realizé una grafica de puntos de tamafo
contra granularidad, donde se permiti6 identificar a la poblacion de células
mononucleares (figura 5C), a partir de ésta region se realiz6 una cuarta grafica de
puntos de la expresion del marcador HLA-DR contra la expresion de los marcadores
de células de linaje (LIN), excluyendo a las células de linaje positivas (figura 5D), de
ésta, se realizé una quinta regién que permitio identificar a las células positivas para
el anticuerpo M-DC8 que corresponde a las células dendriticas slan (figura 5E). A
partir de ésta Ultima region se realizo el analisis de IMF y/o de la frecuencia de las
diferentes moléculas de interés, asi también se obtuvo el niumero de células

dendriticas slan para los ensayos de migracion.
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Figura 5. Identificacion de las células dendriticas slan y evaluacion de
expresion de las diferentes moléculas de superficie.

A. Grafica de células con un solo nucleo. B. Exclusion de células muertas. C. Seleccion de
células mononucleares. D. Seleccién de células LIN-. E. Seleccién de células M-DC8+. F.
Histogramas representativos de la expresion de CCR2 en células dendriticas slan:
Histograma rojo: Autofluorescencia; Histograma azul: Sujeto sano; Histograma amarillo:
Paciente con infarto agudo del miocardio.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa Graphpad Prism
version 6.0. Para conocer la normalidad de los datos se utilizé la prueba estadistica
Shapiro Wilk. Para la comparacion de variables cuantitativas entre grupos se realizé
un andlisis no paramétrico, con la prueba U de Mann Whitney, considerando un

valor de p < 0.05 como significativo.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales

En este trabajo se reclutaron 25 sujetos sanos y 23 pacientes con infarto agudo del
miocardio. Del grupo de sujetos sanos, 14 (56.00 %) eran del género masculino y
11 (44.00 %) del género femenino, con edad minima de 24 afios, edad maxima de
60 afios y con una edad promedio de 33 afios. En el caso de los pacientes, 20 (86.96
%) eran del género masculino y 3 (13.04 %) del género femenino, concordando con
la prevalencia de la enfermedad. Con la minima edad de 37 afios, maxima de 88
afios y un promedio de 62 afios. En la tabla 2 se resumen los datos clinicos y

demograficos de los pacientes.

Tabla 2. Datos clinico-demograficos de los pacientes de estudio.

Parametro Valor promedio = DE
Género (M/F) 20/3

Edad (afos) 62+14

Peso (Kg) 75.04 £ 14.64
Talla (cm) 164.09 +9.14
IMC 27.35+4.77
Glucosa (mg/dl) 185.04 + 93.98
Colesterol total (mg/dl) 120.00 + 30.40
Triglicéridos (mg/dl) 127.00 + 48.80
Lipoproteina de alta densidad (mg/dI) 38.66 + 6.20
Lipoproteina de baja densidad (mg/dl) 51.67 +22.84
Lipoproteina de muy baja densidad (mg/dl) 25.67 + 10.19
Creatina cinasa (mg/dl) 1273.80 + 1839.00
Isoforma MB de la Creatina cinasa (mg/dl) 125.16 + 181.27
Troponina (mg/dl) 9.41 +£10.19
Hemoglobina (g/dl) 14.79 £+ 2.51
Leucocitos (x10%/L) 12.11 + 3.29
Monocitos (x10%L) 0.91 +0.36
Linfocitos (x10%/L)) 1.47 £ 0.55
Plaquetas (x10%L) 204.69 + 57.90
Dislipidemia (%) 30.43

Diabetes mellitus (%) 47.83
Hipertension arterial (%) 47.83

Obesidad (%) 26.09

M: masculino; F: femenino; Kg: kilogramo; cm: centimetro; IMC: indice de masa corporal; mg/dI:
migramos por decilitro; g/dl: gramos por decilitro; %: porcentaje.
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Como se puede observar, en el grupo de pacientes con infarto agudo del miocardio
la mayoria de los sujetos que entraron en el estudio son hombres, y las proporciones
entre hombres y mujeres en el grupo de sujetos sanos es casi la misma. Por lo que,
se hizo un andlisis de frecuencia, nimeros absolutos y de la expresion de los
receptores de quimiocinas de las células dendriticas slan de sangre periférica por
género en el grupo de sujetos sanos para descartar diferencia entre hombres y

mujeres.

Frecuenciay numeros absolutos de células dendriticas slan en sujetos sanos.

Se determiné que la frecuencia de las células dendriticas slan en sangre periférica
fue de 0.6377 % en los hombres y de 0.8256 % en las mujeres (Figura 6A). Para el
analisis de los numeros absolutos de las células dendriticas slan entre los dos
géneros fue de 0.1241 x 103/uL en hombres sanos y de 0.1060 x 10%/uL en mujeres
sanas (Figura 6B). Estos resultados muestran que no hay diferencia en la frecuencia

y numeros absolutos de las células dendriticas slan entre hombres y mujeres.
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Figura 6. Frecuencia de células dendriticas slan en sangre periférica de
hombres y mujeres del grupo de sujetos sanos.

Se determiné por citometria de flujo el porcentaje y los nimeros absolutos de las células
dendriticas slan (LIN-, HLA-DR+/-, MDC8+) en sangre periférica de sujetos sanos. A.
Porcentaje de células dendriticas slan en sangre periférica. B. Numeros absolutos de
células dendriticas slan. Datos obtenidos de 14 hombres y 11 mujeres. Prueba estadistica
U de Mann Whitney. Se indica la mediana y los valores intercuartiles. (ns=sin diferencia
estadistica significativa).
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Expresion de receptores de quimiocinas en células dendriticas slan de sujetos

sanos.

La IMF de los cuatro receptores de quimiocinas evaluados entre hombres y mujeres
fue la siguiente: CX3CR1 fue de 1576.0 y 1573.0; C5aR fue de 5759.0 y 5879.0;
CCR2 fue de 274.5y 224.5; y por ultimo para CCR6 346.0 y 332.0 en hombres y
mujeres respectivamente. Estos resultados muestran que no hay diferencia en la
expresion de los diferentes receptores de quimiocinas entre géneros, por lo tanto,
la proporcién de muestras entre hombres y mujeres en el grupo de sujetos sanos

no repercute para la comparacion con el grupo de pacientes con infarto agudo del

miocardio.
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Figura 7. Expresion de receptores de quimiocinas en células dendriticas slan

en el grupo de sujetos sanos.

Se determind por citometria de flujo la expresion de los receptores de quimiocinas en las
células dendriticas slan de sangre periférica de sujetos sanos. A. CX3CR1. B. C5aR. C.
CCR2. D. CCR6. Datos promedio de experimentos independientes de 14 hombres y 11
mujeres. Los niveles de expresion estan expresados como intensidad media de
fluorescencia (IMF). Prueba estadistica U Mann Whitney. Se indica la mediana y los rangos
intercuartiles. (ns=sin diferencia estadistica significativa).
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Frecuenciay numeros absolutos de células dendriticas slan en sujetos sanos

y pacientes con infarto agudo del miocardio.

Se determind la frecuencia de las células dendriticas slan en células mononucleares
de muestras de sangre periférica tanto de sujetos sanos como de pacientes con
infarto agudo del miocardio por citometria de flujo. Se encontré que la frecuencia de
las células dendriticas slan en los pacientes con infarto agudo del miocardio (0.48%)
disminuye significativamente en comparacion con la frecuencia en los sujetos sanos
(0.72%) (Figura 8A). Cuando se realizo el analisis de los nUmeros absolutos de las
células dendriticas slan entre los dos grupos de estudio (# células MDC8+ en
pacientes con infarto = 0.07382 x 103/uL; # células MDC8+ en sujetos sanos =

0.1048 x 103%/uL) no se encontraron diferencias (Figura 8B).

A N B
I . T 0.25-
3.0' ! 1 _jl_
+ o
0 2,54 2 0.204
Q x
a] x
= 2.04 & 0.154
8 1.5 Q T
= T . .
' 1.0- %
L 5 -
T .54 5 0.05
R 3
0.0 4 0.00
. - 1 Al
Sa|I105 Pacientes Sanos Pacientes
con IAM con IAM

Figura 8. Frecuencia y numeros absolutos de las células dendriticas slan en
sangre periférica de sujetos sanos y de pacientes con infarto agudo del
miocardio.

A. Se muestran los porcentajes en sangre periférica de células dendriticas slan. B. Nameros
absolutos de células dendriticas slan en sangre periférica. Datos obtenidos de 25 sujetos
sanos y 23 pacientes con infarto agudo del miocardio Prueba estadistica U de Mann
Whitney. Se indica la mediana y los rangos intercuartiles. (*p<0.05; ns=sin diferencia

estadistica significativa).
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Migracion de las células dendriticas slan.

La migracion de las células dendriticas slan en los pacientes en respuesta a CX3CL1
fue de 13.46 % y en sujetos sanos fue de 6.99 %. Para la anafilotoxina C5a, las
células provenientes de pacientes tuvieron un porcentaje de migracion de 19.95 %,
mientras que en sujetos sanos fue de 12.48 %. En respuesta a MCP-1, las células
dendriticas slan de pacientes con infarto agudo del miocardio tuvieron un porcentaje
de migracion de 9.70 % y en donadores sanos fue de 2.87 %. Por ultimo, el
porcentaje de migracion de las células dendriticas slan en pacientes con infarto
agudo del miocardio en respuesta a la quimiocina CCL20 fue de 10.83 % y de 5.77

% en el grupo de sanos (Figura 9).

El porcentaje de migracion de las células dendriticas slan de pacientes con infarto
agudo del miocardio es mayor en respuesta a MCP-1 y CCL20, resultando
semejante la migracion entre los dos grupos de estudio, con las quimiocinas
CX3CL1y Cha.
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MIGRACION
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Figura 9. Migracion de las células dendriticas slan de pacientes con infarto
agudo del miocardio a través de un sistema transwell.

Se determind la migracion de las células dendriticas slan a partir de células mononucleares
de pacientes con infarto agudo del miocardio y de sujetos sanos, ante el estimulo de
diferentes agentes quimiotacticos (CXsCL1, C5a, MCP-1y CCL20) en un sistema transwell.
El porcentaje de células que migraron se determind por citometria de flujo. Datos obtenidos
de 9 sujetos sanos y 12 pacientes con infarto agudo del miocardio, prueba estadistica U de
Mann Whitney (*p<0.05). Se indica la mediana y los rangos intercuartiles
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Diferenciaen laexpresion de receptores de quimiocinas en células dendriticas

slan de pacientes con infarto agudo del miocardio

La IMF de CX3CR1 fue de 1285.0 en pacientes con infarto agudo del miocardio
(Figura 10 A) y con un porcentaje de expresion del 55.80 % en las células
dendriticas slan (Figura 11 A) y en sujetos sanos la IMF fue de 1403.0 (Figura 10 A)
con un porcentaje de 73.65 % en las células dendriticas slan (Figura 11 A). Para la
expresion del receptor C5aR, CCR2 y CCR6 encontramos diferencias en la
expresion entre ambos grupos. En la expresion de CbhaR, las células de los
pacientes expresaron menos receptor (IMF de 1307.0) que en las células de sujetos
sanos (IMF de 5870.0), del mismo modo, hubo menos células que expresaban el
receptor 47.50 % y 96.25 %, respectivamente (Figura 10 B y 11 B). Por el contrario,
la expresion de CCR2 y CCR6 en las células dendriticas slan de pacientes con
infarto agudo del miocardio fue mayor tanto en IMF como en el porcentaje de
células. En pacientes la IMF de CCR2 fue de 719.5 y 30.30 % de células positivas,
mientras que, en sujetos sanos la IMF fue de 224.5y 5.25 % (Figura 10 Cy 11 C).
Por otro lado, la IMF de CCR6 fue de 798.5 y 44.80 % de las células en pacientes
con infarto agudo del miocardio contra 321.0 y 20.15 % en sujetos sanos (Figura 10
Dy 11D).
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Figura 10. Expresion de receptores de quimiocinas en células dendriticas slan
de sujetos sanos en comparacion con las células dendriticas slan de
pacientes con infarto agudo del miocardio.

Se determind por citometria de flujo la expresion de A. CX3sCR1, B. C5aR, C. CCR2 y D.
CCR6. Datos promedio de experimentos independientes de sujetos sanos (n=25) y
pacientes con infarto agudo del miocardio (n=23). Los niveles de expresién estan
expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF), prueba estadistica U Mann
Whitney. Se indica la mediana y los rangos intercuartiles. (ns=sin diferencia estadistica
significativa; ***p<0.001).
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Figura 11. Porcentaje de expresion de los receptores de quimiocinas en las
células dendriticas slan de sujetos sanos y pacientes con infarto agudo del
miocardio.

Se indican los porcentajes de expresion celular de los diferentes receptores de quimiocinas
en las células dendriticas slan en los grupos de estudio. A. CX3CR1, B. C5aR, C. CCR2y
D. CCR6. Datos promedio de experimentos independientes de sujetos sanos (n=25) y
pacientes con infarto agudo del miocardio (n=23). Prueba estadistica U Mann Whitney. Se
indica la mediana y los rangos intercuartiles. (ns = sin diferencia estadistica significativa,
**p<0.01; ***p<0.001).
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Expresion de receptores de tipo Toll en células dendriticas slan activadas.

Encontramos que no hay diferencia en la expresan de TLR2 entre las células
dendriticas slan de pacientes con infarto agudo del miocardio (IMF de 2257.0) y las
células provenientes del grupo de sujetos sanos (IMF de 6659.0) (Figura 12A). Por
el contrario, las células dendriticas slan provenientes de pacientes con infarto agudo
del miocardio presentaron una mayor densidad de expresiéon de TLR4 (IMF de
1561.0) en comparacién con el grupo de sujetos sanos (IMF de 672.0) (Figura 12B).
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Figura 12. Expresion de receptores de tipo Toll en células dendriticas slan.

La expresion de los TLR se determiné por citometria de flujo. A. TLR2 y B. TLR4. Datos
promedio de experimentos independientes de sujetos sanos (n=25) y pacientes con infarto
agudo del miocardio (n=23). Los niveles de expresion estan expresados como intensidad
media de fluorescencia (IMF). Prueba estadistica U de Mann Whitney. Se indica la mediana
y los rangos intercuartiles. (ns = sin diferencia estadistica significativa; **p<0.01).

Expresién de receptores de quimiocinas después de la activacion

Las células dendriticas slan activadas con LPS (ligando de TLR4) tuvieron menor
expresion de CXsCR1 (IMF de 2072.33) en el grupo de sujetos sanos en
comparacion con las células no activadas (IMF de 3253.0), sin cambios en las
células de pacientes con infarto agudo del miocardio (Figura 13 A). Para los otros
recetores de quimiocinas C5aR, CCR2 y CCR6 la activacion con LPS no indujo
cambios en la expresion de los mismos en ambos grupos de estudio (Figura 13 B-
D).
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Figura 13. Expresion de receptores de quimiocinas en células dendriticas slan
activadas con LPS.

La expresion de los receptores se evallo a partir de células enriquecidas y activadas con
LPS (ligando de TLR4) durante 24 horas. A. CX5CR1, B. C5aR, C. CCR2 y D. CCR6. Datos
promedio de 4 experimentos independientes de sujetos sanos y pacientes con infarto agudo
del miocardio. Los niveles de expresion estan expresados como intensidad media de
fluorescencia (IMF£SEM). Prueba estadistica t de student (*p<0.05)

39



DISCUSION

El infarto agudo del miocardio se presenta como consecuencia de una interrupcion
en el aporte de oxigeno y de nutrientes al corazon, ocasionando la muerte celular
del masculo cardiaco. La respuesta inflamatoria del infarto agudo del miocardio es
necesaria para la reparacion del tejido, pero al mismo tiempo puede promover la
muerte celular de los cardiomiocitos dando como resultado la expansion del infarto
[56]. Este proceso inflamatorio agudo promueve: la sefializacion de diversos PRR y
ésta a una activacion celular; la activacion del sistema del complemento; la
generacion de ROS y un aumento en la secrecion de quimiocinas y citocinas, que
en conjunto promueven la movilizacion de diferentes estirpes celulares para llevar
a cabo la reparacion del tejido, entre los diferentes tipos celulares que se movilizan

se encuentran las células dendriticas [17].

Las células dendriticas tienen un papel esencial en la induccion de respuestas
inmunes [33]. En circulacion, se han descrito tres poblaciones de células
dendriticas, siendo las de mayor proporcién las células dendriticas slan [34], dichas
células se caracterizan por ser las principales células secretoras de citocinas pro-
inflamatorias [40-44]. Se ha descrito que se encuentran aumentadas en diversas
patologias donde hay un proceso inflamatorio, asi como también en cancer [57-59],
esta caracteristica de las células dendriticas slan nos llevé a la hipétesis de que
podrian estar migrando al tejido cardiaco infartado y quizds tengan una funcién
importante en la respuesta inflamatoria que se lleva a cabo después del infarto

agudo del miocardio.

En el presente estudio, inicialmente evaluamos la frecuencia y nimeros absolutos
de las células dendriticas slan en sangre periférica de los pacientes que presentaron
un infarto agudo del miocardio y en sujetos sanos para su comparacion. La
disminucion de la frecuencia de las células dendriticas slan puede ser causado por
el aumento de otras poblaciones celulares mononuclerares ya que se ha reportado
gue monocitos [60-61] y linfocitos [62] aumentan en pacientes con esta patologia, y

debido a que no se encontro una disminucion significativa de los nimeros absolutos
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de las células dendriticas slan no podemos asegurar que el descenso en la
frecuencia sea consecuencia de una disminucion de las células dendriticas slan en
circulaciéon. Hasta la fecha no hay ningun reporte de las células dendriticas slan en
las enfermedades cardiovasculares, sin embargo, en estudios previos se ha
evaluado la frecuencia de las células dendriticas slan en otras enfermedades
inflamatorias, en pacientes con enfermedad de Crohn, se encontr6 una disminucion
significativa en la frecuencia de las células slan en circulacion y un aumento en el
colon de los pacientes, sin embargo no evallan los nimeros absolutos [63.1], en
cambio, en pacientes con psoriasis no hubo cambios en la frecuencia de las células
dendriticas slan en circulacion y también se encontr6 un aumento significativo de
éstas células en la dermis de los pacientes [40], por lo que, para saber si las células
dendriticas slan estan migrando al tejido infartado es necesario evaluar la presencia
de las células dendriticas slan en el tejido infartado. Con respecto a otras
poblaciones de células dendriticas, se ha reportado una disminucién de células
dendriticas mieloides y de células dendriticas plasmacitoides en sangre periférica
de pacientes con sindromes coronarios agudos [54-55], sugiriendo que las
diferentes poblaciones de células dendriticas pueden estar migrando al tejido
dafiado. En modelos animales se ha demostrado que las células dendriticas
mieloides y plasmacitoides migran al tejido necrético después de un infarto,
provocando la disminucién de las diferentes poblaciones de células dendriticas en

sangre periférica [50-51, 54].

La migracion de las células dendriticas de la sangre a los tejidos y a los ganglios
linfaticos esta mediada en parte por las quimiocinas [64]. De acuerdo con esto,
estudios previos han indicado que la migracién de las células dendriticas slan a los
tejidos inflamados en la enfermedad de psoriasis estd mediada por un conjunto de
receptores de quimiocinas, que incluyen CXCR4, CX3CR1, ademas de CbhaR,
ocasionando la movilizacion de las células dendriticas slan en respuesta a CXCL12,
CXsCL1 y al componente C5a del complemento respectivamente [40, 58].
Adicionalmente las células dendriticas slan expresan CCR2 y CCR6 [37], dichos

receptores estan involucrados en el reclutamiento de otras poblaciones de células
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dendriticas en pacientes con psoriasis y en procesos inflamatorios inducidos por
patbgenos [65-66], también, estos receptores se han visto involucrados en la
migracion de monocitos y células dendriticas al tejido infartado [17, 67]. Por lo que,
a pesar de no haber encontrado cambios en el nimero de células dendriticas slan
en sangre periférica, evaluamos la capacidad de migracion in vitro en respuesta a
CX3CL1, C5a, MCP-1y CCL20 y, encontramos que las células dendriticas slan de
pacientes migran mas en respuesta a las quimiocinas MCP-1 y CCL20 en
comparacion con la capacidad de migracion que presentaron las células dendriticas
slan provenientes de sujetos sanos, lo que sugiere que las células dendriticas slan
de paciente con infarto agudo del miocardio podrian presentar una mejor capacidad

de movilizacidn en respuesta a estas quimiocinas.

La expresion de receptores de quimiocinas en las células es critica para su
migracion, por esta razon, para dilucidar si estas moléculas de membrana son
responsables del tipo de respuesta de migraciébn presentada por las células
dendriticas slan, medimos la densidad de expresion de CX3CR1, C5aR, CCR2 y
CCR6. Encontramos que la expresion de CCR2 y CCR6 es mayor en las células
dendriticas slan provenientes de pacientes con infarto agudo del miocardio,
ademas, hubo mayor numero de células que expresan ambos receptores de
quimiocinas, lo que es congruente con la respuesta de migracion in vitro de las
células dendriticas slan en respuesta a MCP-1 y CCL20. En conjunto, estos
resultados indican que las células dendriticas slan de pacientes con infarto agudo
del miocardio podrian estar respondiendo mejor a los estimulos de MCP-1y CCL20
debido a la mayor expresion de los receptores de las quimiocinas antes

mencionadas.

En estudios previos donde han evaluado la migracion tanto in vitro como in vivo de
células dendriticas, se ha reportado que CCL20 induce la migracién de células
dendriticas derivadas de células CD34+ de médula 6sea y en las células de
Langerhans [66, 68-71]. Con respecto a CCR2, se ha informado que las células

dendriticas mieloides y células dendriticas plasmacitoides que expresan este
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receptor responden al estimulo quimiotactico de MCP-1 en condiciones de

inflamacion [72-73].

Cuando evaluamos la capacidad de migracion, encontramos que la migracién en
las células dendriticas slan en respuesta a CX3CL1 fue similar en ambos grupos de
estudio, hecho que concuerda con la expresion de CX3CR1, ya que tampoco se
encontraron diferencias en la expresién del receptor y en el porcentaje de células
que lo expresan. Caso contrario al observado con Cb5a, porque la expresion del
receptor en el grupo de pacientes disminuyé significativamente con respecto al
grupo de sujetos sanos, ademas, hubo menor porcentaje de células que expresan
el receptor de C5a y en la migracion in vitro se encontré que las células dendriticas
slan de pacientes con infarto agudo del miocardio no disminuyeron su eficiencia en
respuesta a la anafilotoxina. Esto podria deberse a que la migracion ante el estimulo
de C5a no es dependiente de la cantidad de receptor que se expresa en la superficie
de membrana de las células, o quizas haya algiin mecanismo de regulacion en la
funcién del receptor en las células de sujetos sanos que disminuya las funciones
efectoras en la sefializacién de la union de C5a con su receptor. Con respecto a
este Ultimo punto, se ha descrito que C5a tiene otro receptor, C5L2, el cual se ha
encontrado expresado en células humanas como por ejemplo: neutrdfilos,
monocitos, macrofagos, células dendriticas inmaduras, linfocitos, entre otras células
[74]. Este receptor se expresa en coordinaciéon con C5aR, y se ha descrito que
puede estar involucrado en la regulacion de las respuestas inflamatorias
promovidas por la interaccién de C5a con C5aR [75-76], por lo que, seria interesante
evaluar la expresion de este receptor en las células dendriticas slan provenientes

de pacientes con infarto agudo del miocardio, asi como también en sujetos sanos.

Nuestros resultados apoyan la idea de que las células dendriticas slan podrian estar
migrando en respuesta a estimulos quimiotacticos presentes en los pacientes con
infarto agudo del miocardio (CXsCL1, C5a, MCP-1 y CCL20), mejorando su
capacidad de respuesta ante los estimulos de las quimiocinas MCP-1 y CCL20, lo

que podria contribuir a que las células puedan migrar al tejido infartado.
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La migracion celular al tejido infartado es muy importante para poder llevar a cabo
la reparacion del tejido. Dentro de los mecanismos que se desarrollan en el proceso
inflamatorio es la liberacion de DAMPs, estas moléculas inducen la activacion de
las células inmunitarias innatas a través de sus receptores de reconocimiento de
patrones, entre los que se han descrito TLR, diversos estudios han referido que, de
este grupo de receptores TLR2 y TLR4 son mediadores importantes de la respuesta
inflamatoria posterior al infarto [18-19]. Aunado a esto, se ha descrito que las células
dendriticas slan expresan una amplia gama de TLR [39-40], dentro de los que se
encuentran, los antes mencionados. En este sentido, evaluamos la expresion de
receptores de las quimiocinas en slanDCs activadas. Primero medimos la expresién
de TLR2 y TLR4, interesantemente encontrando que TLR4 estd expresado en
mayor densidad en las células dendriticas slan de pacientes con infarto agudo del
miocardio, lo que le puede conferir una mejor capacidad de respuesta ante ligandos
de este receptor, por lo que seria interesante evaluar si hay cambios en la secrecion
de citocinas en las células dendriticas slan cuando estan sean activadas con el
ligando de TLR4, ya que como se ha mencionado, la estimulacion de las células
dendriticas slan con ligando de TLR4 fomenta la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-12.
[40-42].

Al evaluar la expresion de receptores de quimiocinas en respuesta al LPS
encontramos gue no hay cambios en la expresion de los receptores C5aR, CCR2y
CCR®6 en las células dendriticas slan en sujetos sanos y en pacientes con infarto
agudo del miocardio, sin embargo, la activaciéon de las células indujo una reduccién
significativa en la expresion de CX3CR1 en sujetos sanos, sin cambios en el grupo
de pacientes con infarto agudo del miocardio. Esto nos sugiere que la activacion
que puedan sufrir las células dendriticas slan via TLR4 en el tejido infartado no
induce cambios en la expresion de los receptores de quimiocinas evaluados. En la
literatura, se menciona que las células dendriticas slan activadas expresan menos
receptor de quimiocinas como CCR1, CCR5 y CXCR1 [36]. En otros tipos celulares,
en donde se ha evaluado la expresion de diferentes receptores de quimiocinas en

células activadas a través de LPS, se ha reportado tanto un aumento como una
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disminucién de la expresion de los receptores de quimiocinas [77-80], estas
variaciones pueden ser por el tipo celular, el receptor evaluado, la concentracion de
LPS, entre otros. Nuestro hallazgo de la disminucion en la expresion de CX3CR1 en
las células dendriticas slan de sujetos sanos, concuerda con evidencias previas
realizadas en monocitos, en los cuales evaltan la expresion a nivel de mRNA y/o
de proteina, encontrando que los monocitos cultivados con LPS in vitro
disminuyeron su expresion tanto a nivel de mMRNA como de proteina influyendo en
su capacidad de migracion ante su ligando [81-82]. Sin embargo, en este estudio
puede ser necesario aumentar el tamafio de muestra ya que solo evaluamos a

cuatro sujetos sanos y a cuatro pacientes.
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CONCLUSIONES

Las células dendriticas slan después de un Infarto Agudo del Miocardio incrementan
la expresion de los receptores de quimiocinas CCR2 y CCR6 mejorando la
capacidad de migracion de las células en respuesta a sus ligandos MCP-1y CCL20,
respectivamente, por lo que, estas caracteristicas podrian contribuir a la migracion

de las células dendriticas slan al tejido infartado durante el proceso inflamatorio.
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