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1. Resumen

Interleukin 1 receptor-like 1 (IL1RL-1), comUnmente conocido como ST2, es un miembro
de la familia de receptores de la IL-1 que podemos encontrar en dos isoformas principales,
una isoforma transmembrana (ST2.), responsable de la cascada de sefializacion que media
este receptor a través de la unidn con su Unico ligando conocido, la IL-33, y una soluble en
el espacio extracelular (ST2s), la cual actua como receptor competitivo impidiendo la

actividad de la ruta.

Este receptor tiene una gran implicacidn tanto en los procesos de respuesta inflamatoria,
asi como en la regulacién de ciertas poblaciones celulares del sistema inmune. Es por ello
por lo que se ha investigado su papel en enfermedades como el asma, algunos tipos de
esclerosis y enfermedades fibréticas entre otras. En el campo de la cardiologia, el factor
ST2 supone un biomarcador sélido para la estratificaciéon de pacientes con insuficiencia
cardiaca (IC), no obstante, su papel en el contexto del infarto agudo de miocardio (IAM) ha
sido poco explorado. Dentro de este campo concreto nuestro grupo realizé un estudio en
pacientes con IAM con elevacién del segmento ST (IAMEST), donde se observd que
mayores niveles de la isoforma soluble ST2s en estos pacientes se correlacionaban con una
peor funcidon cardiaca (fraccion de eyeccion deprimida) al 62 mes tras la reperfusidon

coronaria, sin embargo, aun se desconocen muchos de los mecanismos subyacentes.

Dado que hoy en dia aun no disponemos de informacién suficiente sobre su papel en el
IAM, en el presente trabajo continuamos explorando su implicaciéon tanto en pacientes
con IAMEST como en un modelo porcino de IAM reperfundido. En los pacientes se estudié
(1) la dinamica de la isoforma ST2s en suero y (2) su asociacion con la aparicion de IC. En el
modelo porcino se evalud (3) la dindmica de la isoforma ST2s en el suero de muestras de
sangre seriadas, (4) la dinamica de la isoforma ST2, en el tejido cardiaco infartado, ademas

de (5) caracterizar que poblaciones celulares expresan ST2, y en qué medida lo hacen.

En el modelo clinico, constituido por los pacientes con IAMEST, se observé que la

concentracion de ST2s en el suero aumentaba drasticamente tras la reperfusion,
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alcanzando su valor maximo entre las 24h y las 96h (4 dias) y que los niveles elevados de
este se correlacionaban positivamente con la aparicién de IC a largo plazo. En el modelo
porcino se observé que la isoforma ST2. aumenta progresivamente su concentracion
alcanzando su valor maximo aproximadamente a la semana tras la reperfusién y
manteniendo estos niveles hasta el primer mes tras esta. En el tejido con una semana tras
la reperfusion, se observé que los linfocitos T y las células endoteliales suponian
aproximadamente un 44% del total de células que se encuentran activamente
produciendo ST2,, mientras que, al mes tras esta, los principales tipos celulares implicados
en la expresién de esta isoforma son las células endoteliales y miofibroblastos, alcanzando

hasta un 75%.

Con todo ello podemos concluir que la isoforma ST2s se asocia con una mayor
probabilidad de aparicidon de IC en pacientes con IAMEST y que el receptor ST2 parece
tener un papel protagonista en el cambio que se da tras un proceso isquémico, de un
ambiente inflamatorio debido al estrés y la falta de oxigeno y nutrientes al que se ve
sometido el miocardio, donde destaca la presencia de la isoforma soluble ST2s como
posible conductora del proceso, a uno paliativo de la inflamacién y de reparacién de
tejidos dafiados en etapas mas tardias, donde toma un papel protagonista la isoforma
ST2,, cuyo principal aporte se obtiene a partir de células endoteliales y miofibroblastos

conjuntamente.

Dada la importancia de este biomarcador en la fisiopatologia y el prondstico que ofrece en
los pacientes con IAMEST, se hace evidente la necesidad de dilucidar su papel, ya que,
conocer la dindmica y la regulacién de este receptor, puede suponer una nueva la ventana
hacia un gran nimero de posibles dianas terapéuticas que permitan un mejor tratamiento
de los pacientes, asi como una mejora en su calidad de vida. Ademas, teniendo en cuenta
su importancia en multitud de patologias de cardcter inflamatorio, estos resultados se

pueden extender a otras areas en las que estos procesos suponen un reto hoy en dia.

Palabras clave: ST2, Infarto, miocardio, necrosis, sistema inmune, biomarcador, fibrosis,

cardioprotector.



2. Summary

Interleukin 1 receptor-like 1 (IL1RL-1), commonly known as ST2s, is @ member of the IL-1
receptor family that can be found in two main isoforms, a transmembrane isoform (ST2,),
responsible for the cascade of signaling that mediates this receptor through the union
with its only known ligand, IL-33, and a soluble in the extracellular space (ST2S), which acts

as a competitive receptor impeding the activity of the route.

This receptor has a great implication both in the processes of inflammatory response, as
well as in the regulation of certain cellular populations of the immune system. That is why
it has been investigated its role in diseases such as asthma, some types of sclerosis and
fibrotic diseases among others. In the field of cardiology, the ST2 factor is a solid
biomarker for the stratification of patients with heart failure, however, its role in the
context of acute myocardial infarction (AMI) has been little explored. In a previous study
of our group in patients with AMI with ST-segment elevation (STEMI), it was observed that
higher levels of the soluble isoform ST2s in these patients correlated with worse cardiac

function (depressed ejection fraction) at the 6th month after coronary reperfusion.

Given that today we still don’t have enough information about its role in AMI, in the
present work we continue exploring its involvement both in patients with STEMI and in a
porcine model of reperfused AMI. In patients, the dynamics of the ST2s isoform in serum
were studied (1) and (2) its association with the onset of heart failure (HF). In the porcine
model, the dynamics of the ST2s isoform in the serum of serial blood samples were
evaluated (3), the dynamics of the ST2L isoform in the infarcted tissue, as well as (5)

characterizing the cell populations expressing ST2L and to what extent they do it.

In the clinical model, constituted by patients with STEMI, we observed that the
concentration of ST2s in the serum increased drastically after reperfusion, reaching its
maximum value between 24h and 96h (4 days) and that the high levels of this correlated
positively with the long term appearance of HF. In the porcine model we observed that

the ST2, isoform progressively increases its concentration reaching its maximum value
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approximately a week after reperfusion and maintaining these levels until the first month
after this. In the tissue with 1 week after reperfusion, we observed that T lymphocytes
and endothelial cells account for approximately 44% of the total number of cells that are
actively producing ST2,, however, one month after this, the main cell types involved in the

expression of this isoform are endothelial cells and myofibroblasts, reaching up to 75%.

With all this we can conclude that the ST2s isoform is associated with a higher probability
of HF development in patients with STEMI and that the ST2 receptor seems to have a
leading role in the change of an ischemic process, an inflammatory environment due to
stress and the lack of oxygen and nutrients that have been seen in the myocardium,
where the presence of the soluble isoform ST2s is highlighted as a possible driver of the
process, to one palliative of inflammation and tissue repairing enviroment in the later
stages, where the ST2s isoform takes a leading, whose main contribution is obtained from

endothelial cells and myofibroblasts.

Given the importance of this biomarker in the pathophysiology and prognosis that offers
in patients with STEMI, the need to clarify its role becomes evident, since knowing the
dynamics and regulation of this receptor can mean a new window to a large number of
possible therapeutic targets that will allow us a better treatment of patients, as well as an
improvement in their quality of life. In addition, taking into account its importance in
many pathologies of an inflammatory nature, these results can be extended to other areas

in which these processes are a challenge today.

Key words: Infarction, myocardium, necrosis, immune system, ST2, biomarker, fibrosis,

cardioprotective.



3. Introduccion

El contexto en el que se enmarca el presente trabajo es el de las cardiopatias isquémicas,
cuyo estudio e investigacidn son de vital importancia, ya que constituyen una de las
principales causas de mortalidad a nivel mundial (Figura 1), segun recogen los datos

publicados por la OMS en 2016.

Top 10 global causes of deaths, 2016

Deaths (millions)
4 6 8 10

o
~

Ischaemic heart disease

Stroke
Chronic obstructive pulmonary disease
Lower respiratory infections

Alzheimer disease and other dementias

Cause Group
Trachea, bronchus, lung cancers
Communicable, matemal, neonatal

Diabetes mellitus and nutritional conditions

Road injury Noncommunicable diseases

Diarrhoeal diseases Injuries

Tuberculosis

Source: Giobal Health Estimates 2016: Deaths by Cause, Age. Sex. by Country and by Region, 2000-2016. Geneva. World Heaith Organization: 2018.

Figura 1. Principales causas de mortalidad mundial en el afio 2016".

Dentro de este campo y de los considerados sindromes coronarios agudos encontramos el
infarto agudo de miocardio (IAM), un evento con una alta mortalidad y morbilidad en la
poblacion?3. Pese a que en los Ultimos afios ha habido un gran avance en cuanto a la
estratificaciéon de los factores de riesgo, las técnicas de reperfusiéon o de los agentes
anticoagulantes y antiplaquetarios entre otros, su prevalencia continta siendo un reto hoy
en dia. Es por ello por lo que el estudio de los procesos que tienen lugar durante y tras el
IAM, asi como las moléculas que los llevan a cabo, nos ofrecen una oportunidad de
conocer nuevas dianas y biomarcadores que permitan una prevencidn, tratamiento y

seguimiento de los pacientes eficaz.
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3.1. Elinfarto agudo de miocardio y su fisiopatologia

El IAM es un evento cardiovascular que ocurre tras un proceso de bloqueo de las arterias
coronarias (Figura 2A) que irrigan el musculo cardiaco, ocasionando procesos de necrosis
de cardiomiocitos, las células musculares cardiacas. En nuestro caso, se trabaja con un
tipo de IAM conocido como tipo 1, que generalmente tiene lugar por la erosién o rotura
del endotelio vascular, favoreciendo la liberacion de placas ateroesclerdticas que ocluyen
totalmente la arteria (Figura 2B). Este tipo de infarto se identifica gracias a la realizacion
de un electrocardiograma (ECG), una técnica que registra la actividad eléctrica cardiaca
que se produce en cada latido, en el que se observa un patrén anormal con la elevacién
del segmento ST (Figura 2C), ademas de la presencia de ciertos biomarcadores como la

troponina ultrasensible34,

B Fully Occluding Thrombus

C  ST-Segment Elevation Present

Figura 2. (A) Representacion grafica cardiaca donde se seiiala la posicion de las arterias
coronarias izquierda y derecha que irrigan el miocardio®. (B) llustracion de la
fisiopatologia del infarto agudo de miocardio (IAM) tipo 1, con oclusion completa de la
arteria coronaria a causa de una placa aterosclerética®. (C) Electrocardiograma (ECG)
asociado a un IAM con elevacion del segmento ST (IAMEST), donde la linea discontinua

marca el trazado de un ECG normal®.
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El paso inmediato tras un evento de esta indole consiste en la reperfusién temprana de la
arteria ocluida mediante angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP), que
consiste en la insercidn a través de la arteria femoral de un catéter de baldn que permite
recuperar el flujo sanguineo y generalmente la disposiciéon de una malla metdlica o stent,
gue mantendrd abierta la arteria comprometida. Con ello se recupera el flujo sanguineo,
sin embargo, ciertos factores como el area de riesgo sometida a isquemia o el tiempo
transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta la intervencién entre otros (Figura 3),

serdn claves para un mejor prondstico del paciente®®

Reperfusion
Cardiomyocyte Coronary vascular
compartment compartment

edema / sarcolemmal rupture ‘ microombolilalion

calcium overload /

hypercontracture %

MPTP opening and
mitochondrial collapse
leukocyte adherence /

infiltration

proteolysis
(caspases, calpain) s(asm
apoptosis ‘ caplllary rupture / hemorrhage

Irreversible injury

necrosis >> apoptosis/necroptosis/autophagy
and no reflow

impaired vasomotion

@

edema /
capillary obstruction

@@

Figura 3. Diagrama de algunos de los factores que contribuyen a
dafios irreversibles tras un IAM®. MPTP: Poro de transicién de la

permeabilidad mitocondrial.

Incluso tras la reperfusidon temprana de la arteria ocluida, el estrés y la falta de oxigeno y
nutrientes al que es sometido el miocardio provoca la necrosis de cardiomiocitos, lo que
lleva a la activacién de la inmunidad innata a través de la via del complemento al
reconocer patrones moleculares asociados a dafio (PMADs) y con ello, la amplificacién por

9
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diferentes vias de una respuesta inflamatoria mediada por la liberacion de diferentes
citoquinas y la activaciéon completa del sistema inmune tanto innato como adaptativo.
Esta fase, a la cual nos referiremos como fase aguda, tiene una duracién aproximada de 3
a 10 dias como bien se ilustra en la Figura 4 y concluirad con la degradacion de las células
necroticas, parte de la matriz extracelular, la infiltracién al tejido dafiado de neutrdfilos,
monocitos y linfocitos T entre otros y la diferenciacion de estos linfocitos T a T helper 1

(Th1) y de los monocitos a macréfagos M1, ambos de caracter proinflamatorio’1°,

Tras esta fase aguda se disminuye la produccién de citoquinas proinflamatorias y se
genera un ambiente que favorece la diferenciacién de los macréfagos al fenotipo M2, de
caracter anti-inflamatorio y profibrético, de los linfocitos Thl a Th2, destinados a la
reparacion del tejido y de los cuales se ha observado que poseen un efecto anti-
aterosclerdtico y de linfocitos T a linfocitos T reguladores (Treg), necesarios para la
resoluciéon de la inflamacién, entre otros muchos cambios!'™3, Esta es una etapa de
reparacion y regeneracion del tejido cardiaco a la que nos referiremos como fase crénica,
la cual se extiende desde aproximadamente la primera semana tras la reperfusién hasta al
menos un mes tras esta. En esta fase la matriz fagocitada es sustituida por fibras de
coldgeno formando la cicatriz fibrética y se induce la diferenciaciéon de fibroblastos a
miofibroblastos con capacidad contractil, con el fin de recuperar la funcionalidad del area

afectada®.

10
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Westman, P.C. et al. J Am Coll Cardiol. 2016;67(17):2050-60.

Figura 4. Diagrama de los diferentes tipos celulares del sistema
inmune, citoquinas e interleucinas implicados en el desarrollo de

la fasea aguda’.

Aun con ello, cominmente en los pacientes IAMEST, el estrés al que es sometido el
ventriculo izquierdo por el sobre esfuerzo derivado de mantener una fraccién de eyeccion
(FE) apropiada, que es una medida del volumen de sangre capaz de bombear el corazén
en cada contraccién, provoca que su pared se dilate como mecanismo de compensacion
(hipertrofia compensatoria), lo cual palia temporalmente el déficit en la demanda
sanguinea pero acaba provocando un remodelado ventricular (RV) (Figura 5), proceso en
el que se consolida esta dilatacion de la pared ventricular con la disminucién de su grosor,
el cual aumenta en gran medida las probabilidades de sufrir una IC a largo plazo, una de

las principales causas de muerte en este tipo de pacientes”1%14,

11
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Coronary
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Figura 5. Representacion esquematica de la fisiopatologia del remodelado ventricular (RV)
tras el infarto agudo de miocardio (IAM). Con la oclusion de las arterias coronarias se dan
los procesos de necrosis de cardiomiocitos que dan lugar a la formacion de la cicatriz
fibrética que se aprecia en color mds oscuro. Tras esto tienen lugar los procesos de
hipertrofia compensatoria (derecha) y el adelgazamiento de la cicatriz (izquierda), que
constituyen el remodelado ventricular y que desencadenan en la disminuciéon de la
fraccion de eyeccion (FE). El conductor principal de todo este proceso lo constituye la
respuesta inflamatoria (centro). M: Macréfagos; L: Linfocitos; MC: Cardiomiocitos; N:

neutroéfilos; EC: Células endoteliales; F: fibroblastos®?.

Como podemos observar, la regulacién del proceso inflamatorio tras el IAM es crucial para
el prondstico de los pacientes, por ello el estudio de los procesos que tienen lugar, asi
como las moléculas responsables de estos son de vital importancia. Dada la conocida
implicacion del receptor ST2 en estos procesos inflamatorios, actualmente los esfuerzos

de investigacidon se estan centrando en este receptor, y por lo que parece, los resultados

12
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son muy prometedores. Teniendo en cuenta esto, conocer su dindmica de expresion, las
interacciones con otras proteinas y la regulacion que ejerce, entre otros puntos clave,
puede suponer la obtencion de una nueva diana terapéutica con la que tratar
inmediatamente a los pacientes que han sufrido un IAM y reducir los eventos adversos a

largo plazo que se observan tras este.

3.2. Elreceptor ST2

Son cada vez mas los articulos que ponen de manifiesto la importancia de las vias de
sefializacion inflamatorias en este tipo de patologias, como conductoras del proceso hacia
una mejor o peor evolucidn de los pacientes. En concreto en el ambito del IAM se dirige la
atencién hacia el receptor ST2 quien constituye, como veremos a continuacién, un
biomarcador clave en el pronéstico de los pacientes y una posible diana terapéutica que
consiga reducir en gran medida los efectos adversos de estos eventos

cardiovasculares’-81,

3.2.1. Estructura de las isoformas ST2sy ST2,

Interleukin 1 receptor-like 1 (ILARL-1), comUnmente conocido como ST2 es un miembro de
la familia de receptores de la IL-1, mds conocido como ST2. Este puede encontrarse en dos
isoformas, bien con una localizacién transmembrana (ST2) o bien, gracias al
procesamiento alternativo del ARNm que lo codifica, soluble en el espacio extracelular
(ST2s) (Figura 6). La estructura de ST2, consta de un dominio extracelular con capacidad
para reconocer su ligando (comun en ambas isoformas), un segmento transmembrana y
un dominio intracelular que se asocia a IL-1RAcP, una proteina accesoria que aumenta la

afinidad del receptor extracelular por su ligando y media la cascada de sefializacion®®=2°.

13
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Figura 6. Gen codificante del receptor ST2, en el que se muestran los diferentes
dominios que dan lugar a sus dos isoformas ST2, y ST2s, por el procesamiento

alternativo del ARNm que lo codifica. TM: segmento transmembrana?®.

3.2.2. Patron de expresion de ST2, y su ligando, la IL-33

En cuanto al patrén de expresidon de este receptor encontramos que los fibroblastos y
cardiomiocitos son capaces de expresar ST2. en modestas concentraciones bajo estimulos
como el estrés, mientras que las células endoteliales parecen ser las principales
productoras dentro del conjunto de células no hematopoyéticas'®117.20, |a expresidon de
este recibe un mayor protagonismo entre las diferentes lineas celulares que conforman el
sistema inmunitario, destacando la expresidon de cardcter constitutivo que podemos
encontrar en mastocitos?:=%4, linfocitos Th22>7%’, linfocitos Treg?®?°, linfocitos B 3° y Natural
Killer (NK)3%32, Los eosindfilos33, células dendriticas®*3°, neutrdfilos3®3’ y macrofagos3t®
presentarian también una expresion de ST2, constitutiva, sin embargo, esta se daria a
concentraciones bajas pudiendo ser fuertemente inducidas por estimulos como la IL-33 o

IL-4 entre otros compuestos.

El dnico ligando conocido del receptor ST2 es la IL-33, una interleucina secretada
principalmente como sefial de estrés o dafio, tanto es asi que se ha reconocido su posible
papel como alarmina, pudiendo ser una de las moléculas que actuaria en sinergia junto
con la activacion del mencionado sistema del complemento al inicio de la fase
inflamatoriat®?738, La expresion de esta interleucina estd restringida a ciertos tipos
celulares, donde se expresaria de manera constitutiva y permaneceria en el citoplasma
hasta ser liberada por procesos como la necrosis. La IL-33 es expresada en bajas

concentraciones por células inmunitarias como células dendriticas activadas, linfocitos
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Th2, eosindfilos y mastocitos entre otros!’3%39, sin embargo, el principal aporte de esta
interleucina es proporcionado por células de origen no hematopoyético como fibroblastos
o células endoteliales, capaces de inducir su produccién ante estimulos proinflamatorios

como el TNF-a o la IL-1p16:40-43,

3.2.3. Via de sefializacion 1L-33/ST2,

La interaccién de ST2, con la IL-33 resulta, a través de una compleja cascada de
sefalizacion que implica el reclutamiento de MyD88, IRAK1, IRAK4 y TRAF6, en la
activacion factor de transcripcidén nuclear NF-kB (Figura 7), permitiendo la actividad de la
via MyD88/NF-kp ademas de la activacion de las proteinas MAP quinasas p38, JNK y ERK.
En conjunto llevaran a cabo, mediante la secrecién de citoquinas Th2-relacionadas como

la IL-5, IL-4 e IL-13, un efecto anti-inflamatorio, antiapoptético y de reparacién de los

tejidos dafiados!L16:17,19.2036,39,40,42,44,45

@ ®SST2
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MyD88
IRAK
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Figura 7. Cascada de sefializacién de la via IL-33/ST2,%.
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Es por esta actividad de la via por la que se le atribuye un papel importante en el proceso
inflamatorio que se desarrolla frente a estimulos de estrés o dafio celular, ya que ademas
efectos comentados anteriormente, induce la mencionada diferenciacidon de los linfocitos
y macréfagos hacia el fenotipo Th2 y M2 respectivamente, regula la actividad de otros
tipos celulares como mastocitos, eosindfilos, basdfilos o los Linfocitos Treg, algunos de
ellos con una gran implicacion en diferentes patologias como el asma, la dermatitis
atdpica, la enfermedad inflamatoria intestinal o la fibrosis pulmonar entre otras*’ =3y es
capaz en ciertos tipos celulares como las células endoteliales, de inducir la sintesis de
moléculas de adhesién como las selectinas y las ICAM-1 para favorecer la migracién de

leucocitos al tejido dafiado, entre otros procesos®:17,36:39,45,54,55

Dado que esta via favorece la generaciéon de un ambiente atenuante del proceso
inflamatorio y de reparacion de los dafios ocasionados por la isquemia, se le atribuye un
papel cardioprotector. De hecho, se ha podido comprobar en diferentes estudios con
modelo de rata y ratdn, que la sobreexpresiéon bien de su ligando o su receptor, entre
otras aproximaciones, aumentando asi la interaccidén entre estos y una mayor activacién
de la via, reduce la fibrosis, previene la hipertrofia de los cardiomiocitos, reduce la

apoptosis y mejora la funcién miocérdica de un modo dependiente de la dosis!®17:°6:°7,

La clave de esta actividad cardioprotectora aun no ha sido dilucidada. Algunos estudios
sugieren que esta reside en la propia via NF-kB y los genes que regula a nivel
transcripcional, sin embargo, esta respuesta podria ser dependiente del tipo celular, del
ambiente celular en el que se encuentra y del momento de activacién. Otros sugieren que
existen diversos elementos que modularian su activacién como la angiotensina I, la
endotelina-1 o la fenilefrina que actuarian contrarrestando el efecto cardioprotector de la
IL-33 y en otros se postula que la actividad podria residir en la activacion de la proteina
MAP quinasa p38. Aun es necesario el estudio en profundidad de estas propiedades, pues
cada uno de los hallazgos que se realizan al respecto, pueden formar parte de un mismo

sistema cuya regulacién sea mas compleja de lo que aparenta 43°6-38,
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3.2.4. Patron de expresion de ST2s

En la revision de los diferentes articulos, ponen de manifiesto la capacidad de las células
endoteliales de expresar la isoforma soluble de forma natural, mientras que los
cardiomiocitos y fibroblastos requieren de un estimulo mediado por el estrés mecanico o
ciertas citoquinas como IL-1Ba y TNF-a, para inducir la expresion de ST2s'6:17:455459,
También se propone que la presencia de ciertas moléculas mencionadas con anterioridad
como la endotelina-1 o la angiotensina Il entre otras, podrian inducir la secrecion de
ST2s*60961 Por lo que respecta a las células inmunitarias, se postula que los macréfagos
son capaces de mantener una secrecidn constitutiva de ST2s, mientras que en otros tipos
celulares esta secrecién debe ser inducida. Este es el caso de los mastocitos y basdfilos, en
los cuales la IL-33 es necesaria para la expresion de esta isoforma, especialmente en los
primeros en los cuales se induce fuertemente su expresion. Ocurre de igual forma con los
linfocitos Thly Thl7, en los cuales la estimulacién en este caso de CD3 dirige la expresién

de este receptor soluble34-36:54,62,

3.2.5. Implicacion del receptor ST2 en cardiologia

Dada su implicacidon en la fisiopatologia de las distintas enfermedades inflamatorias y
cardiovasculares*’3, asi como por la regulacién de la actividad del sistema
inmune36324534 v |os efectos beneficiosos que se derivan de esta via'*'6°%>7 en los
ultimos afios el estudio de este receptor ha cobrado una gran importancia ya que resulta
evidente su potencial como diana terapéutica y como medio para entender los procesos

conductores de otras muchas patologias inflamatorias.

Ademas, el interés de este marcador es doble, puesto que no solo es una posible diana
terapéutica, sino que como veremos a lo largo del presente trabajo, también constituye
un sélido biomarcador del pronédstico de los pacientes tras el IAM. Actualmente las
técnicas mas fiables para aproximar la evolucidon de los pacientes las constituyen los
niveles de troponina®, la resonancia magnética cardiaca (RMC) y la obstruccion
microvascular (OMV)®, sin embargo, para su deteccidn implican la presencia de cambios

fisicos lo que pone de manifiesto la acuciante necesidad de un biomarcador temprano. Se
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han elaborado estudios con diferentes moléculas asociadas a fibrosis, hormonas
natriuréticas y micro ARNs entre otros, pero encontramos que presentan diferencias entre
poblaciones, varian sus niveles ya que regulan o se induce su expresion debido a gran
cantidad de procesos o requieren de técnicas para su analisis (retrotranscripcion,
cuantificacidon, secuenciacion, etc.) que hacen tedioso su establecimiento como

biomarcadores’.%°8,

El potencial de ST2 como biomarcador reside en la mencionada isoforma soluble (ST2s), la
cual surge como un biomarcador de facil acceso por métodos no invasivos ya que se
encuentra presente el suero sanguineo y predice con gran fiabilidad la evolucidn de los
pacientes. Bien solo o0 acompafado de otros marcadores, la prediccién que establece en la
evolucidn a largo plazo del paciente se hace evidente en diversos estudios?%°%61.6%.70 Entre
ellos, cabe destacar el estudio realizado por nuestro grupo®, en el que se observé como
los niveles elevados de ST2s se correlacionaban con una peor funcién cardiaca al 62 mes

tras la reperfusién, a través de una FE deprimida en los pacientes con IAMEST.

La base de esta correlacidon se centra en la capacidad que tiene esta isoforma soluble de
unir el mismo ligando, la IL-33, actuando como receptor competitivo e impidiendo los
efectos cardioprotectores de la cascada de sefializacion que la interaccién de ST2, con la

IL-33 activan (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica del efecto competitivo por
sustrato que establecen las dos isoformas del receptor ST2 por su
ligando. Mientras que la unién de IL-33 con ST2, desencadena procesos
cardioprotectores, la isoforma ST2s actia como receptor competitivo

bloqueando la activacién de la via'®.

Por lo que respecta a ST2s, vemos que no solo constituye un biomarcador robusto capaz
de predecir la evolucion de los pacientes a largo plazo, sino que también conforma en si
una posible diana terapéutica, dado que su bloqueo como se ha visto en experimentos
con modelos de rata o ratén*3*°7, consigue reducir eficazmente los niveles de hipertrofia y

necrosis que se observan, entre otros efectos adversos.

Como hemos visto, la fisiopatologia del IAM vy los procesos que tiene lugar tras ella,
dependen en parte de la respuesta inmunitaria que tiene lugar, en la cual posee una gran
implicacion el receptor ST2. Sabemos que los niveles elevados de su isoforma soluble ST2s
se correlacionan con una mayor probabilidad de desarrollo de eventos cardiovasculares
adversos, a través del bloqueo competitivo por sustrato de la isoforma ST2,, cuya via de
sefalizacion posee un efecto anti-inflamatorio, profibrético, anti-apoptdtico y de
reparacion tisular entre otros efectos. Dado que la dinamica de expresion de este receptor
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en el contexto del IAM no ha sido explorada y gracias a los resultados previos obtenidos
en el estudio del grupo®, nos planteamos continuar con el estudio de este a fin de
conocer su dindmica y principales tipos celulares implicados en su expresién entre otros
puntos clave, ya que esto puede suponer la instauracion a largo plazo de nuevas

aproximaciones terapéuticas que mejoren la calidad de vida de estos pacientes

20



4. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es la caracterizacién de la dinamica de expresion
del receptor ST2 en el contexto del IAM tanto en un modelo clinico constituido por
pacientes con IAMEST como en un modelo experimental porcino de IAM reperfundido.

Para ello, los objetivos especificos del trabajo se basaran en:

(1) Analizar la dindmica de expresién de la isoforma ST2s en suero de pacientes con

IAMEST
(2) Correlacionar los niveles de ST2s con la aparicién de IC en pacientes IAMEST

(3) Evaluar de la dindmica de expresién de la isoforma ST2s en suero del modelo

experimental porcino

(4) Estudiar la dindmica de expresién de la isoforma ST2, en tejido infartado del modelo

experimental porcino

(5) Caracterizar los principales tipos celulares productores de la isoforma ST2, en tejido

infartado del modelo experimental porcino
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5. Material y métodos

5.1. Modelo clinico

El modelo clinico se elabord a partir de pacientes del Hospital Clinico Universitario de
Valencia (HCUV) que sufrieron un IAM extenso y que accedieron a participar en el estudio
bajo aprobacidn del consentimiento informado. Los criterios de inclusidén de los pacientes
se centraron en una fraccion de eyeccidén cardiaca deprimida, la no existencia de
contraindicaciones médicas para la realizacién de RMC y la mayoria de edad, mientras que
los criterios de exclusion comprendian leucopenias, resonancias cardiacas en las que se
observaron cuerpos extrafios y éxitus entre otros. En este modelo se incluyeron un total

de 153 pacientes cuyas caracteristicas se presentan en Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con IAMEST

incluidos en el modelo clinico.

Edad (afios) 59 +12
Hombres (%) 55
Mujeres (%) 45
HTA (%) 37,3
DM (%) 15,7
Dislipemia (%) 32,7
Fumadores (%) 43,8

Episodios de infarto previos (%) 34,6

HTA: Hipertension arterial; DM: Diabetes Mellitus.
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5.1.1. Recogida de muestras clinicas

La recogida de muestras con las que se trabajé comienza cuando un paciente entra en
urgencias con sospecha de IAM. El protocolo de actuacién en esta situacion es la
activacion del conocido “cédigo infarto”, donde el paciente es trasladado a una sala de
hemodindmica en la cual se le practica una ACTP. Tras esta intervencién el paciente es
trasladado a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) donde aguarda bajo observacion
durante 1 dia; pasado este periodo critico pasan a la sala de cardiologia donde
permanecen de 3 a 4 dias hasta finalmente obtener el alta de hospitalizacidon. Durante el
ingreso y al mes tras la ACTP, el personal del HCUV llevd a cabo una serie de extracciones
de sangre tal y como se indica en la Figura 9, constituyendo las muestras de trabajo que

emplearemos para los ensayos en el modelo clinico.

Reperfusion sanguinea mediante
ACTP

Cédigo infarto

— R 'emodingmica

Momentos de {} ﬁ {} ﬁ
extraccion de sangre
g/: Pre-ACTP 24h 96h 1 mes
¢

Sala de
Cardiologia

Alta de hospitalizacion

Figura 9. Protocolo de actuacion ante un cédigo de infarto y momentos de la toma de muestras para el
estudio en el modelo clinico. ACTP: Angioplastia coronaria transluminal percutanea; UCI: Unidad de

Cuidados Intensivos.
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5.1.2. Determinacion de la dindmica de ST2sen el modelo clinico

Se recolectaron muestras de sangre de 16 pacientes en los momentos mencionados
anteriormente y se almacenaron en viales de 3 mL cada uno. El procesado de estas
muestras consistié en dejar coagular los viales durante 1h aproximadamente, centrifugar
los viales coagulados a 2500 rpm durante 15 minutos en una centrifuga EBA20s (Hettich)
para posteriormente extraer el suero sobrenadante. Este suero se preservd mediante
métodos de ultracongelacion a -802C y constituye el material con el que realizaremos la

cuantificacion de la isoforma ST2s.

Una vez obtenido el suero, para determinar la concentracion de ST2s y con ello interpretar
la dindmica de expresion de esta isoforma durante las distintas fases del IAM en el modelo
clinico, se empled la técnica de ELISA competitivo siguiendo el protocolo que detalla el
proveedor en el kit Ensayo ST2 Presage (Critical Diagnostics). El resultado de las técnicas

se cuantificé empleando el espectrofotometro Espectro-max Plus (Molecular Devices).

5.1.3. Seguimiento de los pacientes

Para la correlacidon de los niveles de ST2s con el desarrollo de IC en los pacientes con
IAMEST, dos cardidlogos del HCUV revisaron el historial clinico de 153 pacientes,
prestando especial atencidn a la aparicion de este evento. Una vez revisado el historial de
todos ellos, se registraron estos eventos en la base de datos del grupo, con la que

posteriormente realizariamos el analisis.

5.2. Modelo experimental porcino

Para llevar a cabo este estudio fue necesario el desarrollo de un modelo porcino de IAM
cuyo protocolo ha sido puesto a punto por parte del propio Grupo de Investigacidén
Traslacional en Cardiopatia Isquémica de INCLIVA, previamente validado en otros
trabajos’!. En éste se emplearon cerdos hembra con un peso aproximado de 30 Kg, a los
gue se les practicé la introduccidon percutdnea de un catéter de angioplastia. Después se

hinchd el baldn durante 90 min en el segmento medio de la arteria descendente anterior
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izquierda para provocar el infarto. Tras esta intervencion se confirmé la oclusion del flujo
a través de la inyeccidn de contraste angiografico y la elevacion del segmento ST mediante
ECG. A continuacion, se procedid al sacrificio del animal mediante una inyeccion de

cloruro potasico y se extrajo el corazén.
e Grupos experimentales del modelo:

Para este modelo se disefiaron 5 grupos experimentales (n = 5 animales/grupo
experimental): un grupo (1) control al que no se le practicé ninguna intervencién, y cuatro
grupos con 90 minutos de isquemia. Estos cuatro se dividen en un grupo (2) control sin
reperfusidon (pre-ACTP) y tres con reperfusién (post-ACTP) a los (3) 5 minutos, (4) 1
semana (modelo en fase aguda) y (5) 1 mes (modelo en fase crdnica) tras la reperfusion

cardiaca.

5.2.1. Procesamiento de muestras biologicas

Las muestras de sangre se extrajeron antes del sacrificio del animal en cada grupo
experimental y su procesado consisti6 en dejarlas coagular durante 1 hora
aproximadamente, centrifugarlas a 2500 rpm durante 15 minutos y extraer el suero
sobrenadante. Este suero se conservd para su posterior uso mediante procesos de

ultracongelacion a -802C.

Las muestras de tejido cardiaco se obtuvieron por la realizacién de cortes seriados desde
el dpex hasta la base del corazdn extraido anteriormente (Figura 10). Una vez realizados,
se incubaron 24h en paraformaldehido para mds tarde ser enviados al Servicio de
Anatomia Patoldgica del HCUV, donde se encargan tanto de su inclusién y preservacién en
bloques de parafina, como de la elaboracién de los cortes que constituyen el material de

trabajo que empleamos en el presente estudio.
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Obtencion de cortes de tejido cardiaco en las diferentes fases

Control Isquemia/NR 5 minutos 1semana 1 mes

QOO®

Figura 10. Obtencion de cortes de tejido cardiaco infartado del modelo experimental

porcino representativas de cada una de las fases analizadas. NR: no reperfusion.

5.2.2. Determinacion de la dinamica de ST2sen el modelo experimental

porcino
Con este suero se determind la concentracion de la isoforma ST2s mediante la técnica de
ELISA competitivo, siguiendo el protocolo que detalla el proveedor en el kit Porcine
soluble IL-1 Receptor 4/ST2 (MyBioSource). Mediante esta técnica analizamos un total de
13 muestras de sangre y el resultado de las técnicas se cuantific6 empleando el

espectrofotémetro Espectra-max Plus (Molecular Devices).

5.2.3. Determinacioén de la dinamica de ST2_en tejido cardiaco

Para determinar la concentracion relativa en tejido del receptor ST2, y de este modo
establecer la dindmica de expresion de esta isoforma durante las distintas fases del IAM

para el modelo experimental porcino, se empled la técnica de inmunohistoquimica.

26



Material y métodos

El protocolo empleado para llevar a cabo esta técnica se detalla en el Anexo 1, asi como
las condiciones implementadas en la Tabla 2. Para los diferentes pases de lavado se
empled un tampdn Tris salino con 1% de tritdn (TBS) 1x elaborado a partir el tampdn de
lavado EnVision™ FLEX Wash Buffer 20x DM 831 (Dako), permitiendo una
permeabilizacidon de las membranas celulares mayor que al emplear un tampdn fosfato
salino (PBS) y facilitando asi la interaccién antigeno-anticuerpo. El desenmascaramiento
antigénico para este marcador en concreto se llevd a cabo mediante un
desenmascaramiento por calor empleando la solucién EnVisionTM FLEX Target Retrieval

Solution High pH (50x) DM 829 (Dako) y un autoclave 4001745-Micro 8 (JP Selecta).

Tabla 2. Condiciones implementadas para el marcador ST2 en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpo 12 Anticuerpo 22
Especie
Marcador Tiempo de Tiempo de
Concentracion Referencia de Concentracion Referencia
incubacion incubacion
origen
EnVision™
ILIRL1 60112
1:1000 1h Raton Sin diluir 30 min Flex SM
(ST2) (Proteintech)
802 (Dako)

Los resultados de la técnica obtenidos mediante la captura de fotografias se llevaron a
cabo en un microscopio Leica ICC50W, recolectando un total de 100 fotografias tomadas a
20x aumentos, representativas de los diferentes grupos analizados. Estas imagenes fueron
mas tarde analizadas empleando el software Image-Pro-Plus v6.0 donde se cuantificé el

numero de células ST2, positivas, tal como se muestra en la Figura 11.
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/ Analisis del receptor ST2, en tejido cardiaco

Figura 11. Analisis del receptor ST2, en tejido cardiaco del modelo experimental porcino, en el que se

muestra en la imagen (A) un tejido en fase aguda y en (B) el mismo tejido, pero en el que se marca en

color rojo todos los receptores ST2, presentes en los diferentes tipos celulares.

5.2.4. Caracterizacion de los productores de ST2, en tejido cardiaco

La identificacion de los tipos celulares responsables de la expresién del receptor ST2, en el
tejido del modelo experimental porcino, se llevd a cabo mediante la técnica de
inmunofluorescencia. Esta técnica permitié la colocalizacidn del receptor de interés (ST2,)
junto a marcadores especificos de ciertos tipos celulares con una alta especificidad. Entre
los tipos celulares seleccionados para el analisis se encuentran las células endoteliales,

linfocitos T y miofibroblastos, cuyos marcadores son CD31, CD3 y a-SMA respectivamente.

El protocolo empleado para llevar a cabo la colocalizaciéon del marcador ST2, junto al resto
de marcadores se describe en el Anexo 1, asi como las condiciones implementadas en la
Tabla 3. Cabe destacar que, dado que no empleaban esta técnica con anterioridad en el
laboratorio, fue necesaria su puesta a punto modificando los diferentes tiempos de
desparafinacidn, proceso muy importante debido a la autofluorescencia que presenta la
parafina en la que estan incluidas las muestras de tejido, el tiempo de incubacion y
concentraciones de los anticuerpos primarios y secundarios, asi como el método de

28



Material y métodos

desenmascaramiento antigénico. El proveedor de los anticuerpos sugiere el tipo de
desenmascaramiento apropiado para cada marcador, sin embargo, dado que el la técnica
de colocalizacidn se emplean anticuerpos para marcadores diferentes, hubo que hallar el
desenmascaramiento apropiado para la combinacién de ambos, bien empleando un
método enzimatico mediante el uso de la proteinasa bacteriana P8038 (Sigma-Aldrich) en
una soluciéon de 1 mg/ml o bien mediante calor, en cuyo caso se emplearon soluciones
EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution Low/High pH (50x) DM828 y DM 829
respectivamente (Dako), utilizdndolas a una concentracién 1x segun recomiende el

proveedor.

Para los diferentes lavados se empled una solucién de TBS 1x, la cual se elabord a partir
del tampdn de lavado EnVision™ FLEX Wash Buffer 20x DM 831 (Dako). Esta solucién a
diferencia del PBS, permite una mayor permeabilizaciéon de las membranas celulares
gracias a su contenido en triton, facilitando asi la accion de los diferentes reactivos y la
union de los anticuerpos con sus antigenos correspondientes. La solucidn bloqueante de
endoperoxidasa del tejido empleada fue EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
SM801 (Dako). Como optimizacion del protocolo y para minimizar el gasto de recursos, se
empleé el rotulador siliconado PAP pen ab2601 (abcam) rodeando las muestras de tejido.
Los anticuerpos empleados para la localizacién de los diferentes marcadores en el tejido
bajo estudio se diluyeron empleando Common Antibody diluent (Dako). Tras la incubacién
con los anticuerpos primario y secundario de acuerdo con las especificaciones de la Tabla
3 se empled el medio de montaje SlowfadeTM Gold antifade reagent with DAPI S36942

(Invitrogen) capaz de revelar los nucleos celulares ademas de fijar las muestras.
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Tabla 3. Condiciones implementadas para los distintos marcadores en la técnica de inmunofluorescencia.

Anticuerpo 12 Anticuerpo 22
Desenmascaramiento Tiempo de Especie Tiempo de
Marcador
Antigénico Concentracion | incubacion | Referencia de Concentracion | incubacion | Referencia
(oscuridad) origen (oscuridad)
A11032
60112 Alexa
ILIRL1 (ST2) | pH High/enzimatico 1:100 Raton
(Proteintech) Fluor™ 594
(Invitrogen)
a-SMA (a-
actina de Ab5694
enzimatico 1:50 O/N 1:200 2h
musculo (abcam) A11034
esquelético) Alexa
Conejo
Ab 16669 Fluor™ 488
CD3 enzimatico 1:25

(abcam) (Invitrogen)

Ab28364

CD31 pH High 1:20
(abcam)

O/N: toda la noche

Una vez puesto a punto el protocolo obtuvimos los resultados mediante la toma de
fotografias empleando un microscopio dmi300B (Leica) y la ldmpara DFC450C (Leica). Una
vez obtenidas se empled el software Imagel version 1.5 para analizar Unicamente las
fotografias seleccionadas, constando de un total de 450 imdgenes para el andlisis del
marcador ST2, junto a CD31 en las que se analizaron 1416 células endoteliales, 167
imagenes para su colocalizacién con CD3 en las que se estudiaron un total de 724
linfocitos T y 150 imagenes para el analisis del marcador ST2, junto a a-SMA en las que se
estudiaron un total de 611 miofibroblastos. Entre los diferentes parametros analizados
para responder a las preguntas planteadas en el presente trabajo, se cuantificd el nimero
total de células por campo de cada imagen, el nimero de células que se encontraban
expresando el receptor ST2, y el numero total de células pertenecientes al tipo celular de
interés, registrando tanto si se encontraban activamente expresando ST2, como si no lo

hacian.
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Material y métodos

5.3. Andlisis estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos se empled el software GraphPad Prism version
6.01. Los estadisticos empleados para el andlisis de resultados comprenden el estadistico
de ANOVA de una via para datos no paramétricos empleando la prueba de Kruskal-Wallis,
curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) con la prueba de log rank, comparaciones
multiples y el test t para datos no paramétricos empleando el test de Mann-Whitney,

todos ellos con una significancia menor al 0,05.
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6. Resultados

6.1. Modelo clinico

6.1.1. Dindmica de ST2sen suero del modelo clinico

El histograma representado en la Figura 12 muestra la evolucion de la dindmica de la
isoforma soluble del receptor ST2 en suero de 16 pacientes con IAMEST, desde el inicio de
la isquemia (Pre-ACTP) hasta etapas posteriores a la reperfusion (post-ACTP) a las 24h,
96h y 1 mes tras esta. Como podemos observar los resultados obtenidos revelaron la
presencia de este marcador al inicio del proceso isquémico, los cuales sufrieron un
aumento estadisticamente significativo de la concentracidn de ST2s tras la reperfusion,
alcanzando su valor maximo entre las 24h y las 96h (4 dias) y finalmente descendiendo a

niveles basales al mes de la intervencion.
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Figura 12. Dinamica de la concentracion de ST2s en suero de pacientes IAMEST desde el
momento del proceso isquémico hasta un mes tras la reperfusion cardiaca. Los asteriscos (*)
marcan la significancia respecto de Pre-ACTP. El estadistico empleado fue el ANOVA de una

via junto al método no paramétrico Kruskal-wallis. (**): p<0.01 vs. pre-ACTP
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6.1.2. Relacién entre la concentracion de ST2s y el desarrollo de insuficiencia

cardiaca

El periodo de seguimiento de los 153 pacientes tuvo una duracion de 187 semanas. De

estos, 73 tenian niveles bajos de ST2S y 2 de ellos desarrollaron IC. Los 80 pacientes

restantes, poseian niveles elevados de ST2S y 12 de ellos desarrollaron IC, resultando asi la

correlacién estadisticamente significativa que se muestra en la Figura 13.

Como podemos ver en la gréfica, se representa la predicciéon de supervivencia de los

pacientes con IAMEST frente al desarrollo de IC, teniendo en cuenta los valores séricos de

ST2s. La grafica reveld que los pacientes con mayores niveles séricos de este receptor

soluble poseen una disminucidn de la supervivencia, debido al desarrollo de IC, de hasta

un 20% aproximadamente a los 5-6 afios tras la reperfusidon coronaria.
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Figura 13. Curva de supervivencia de pacientes con IAMEST ante el desarrollo

de IC a largo plazo, en la que se valora los niveles séricos de concentracion de

ST2;. El estadistico empleado fue la curva de supervivencia (Kaplan-Meier)

empleando el test de log rank. p<0.009
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6.2. Modelo experimental porcino

6.2.1. Dinamica de ST2sen suero del modelo experimental porcino

En la Figura 14 se muestra la representacion grafica de la dinamica de ST2s en el suero del
modelo experimental porcino (n=13 muestras de sangre). No se obtuvieron valores
estadisticamente significativos entre los niveles de ST2s y los distintos momentos de la
toma de muestras de cada sujeto y como podemos observar debido a la dispersion de los
valores obtenidos, tampoco se pudo establecer un valor medio de dicha concentracién en
las diferentes etapas. Pese a esto, los resultados parecen indicar la existencia de cierta
concentracion basal de este receptor y posteriormente una tendencia de aumento de
estos valores a los 5 minutos de la induccidn del infarto (isquemia/NR), los cuales tienden
a disminuir a los 5 minutos tras la reperfusién coronaria (post-R). Mas alla de los valores
obtenidos tras los 5 minutos post-R, no muestran un patrdn claro en cuanto los niveles del
receptor soluble, salvo por unos valores que parecen retornar a la concentracion basal en

la fase crénica (1 mes tras la reperfusion aproximadamente).

Concentracién ST2, en suero porcino
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Figura 14. Dinamica de la concentracion de ST2s en suero del modelo experimental porcino (n= 13) desde
el grupo control al que no se le induce el infarto, hasta el grupo de 1 mes tras la reperfusién coronaria. El
estadistico empleado fue el ANOVA de una via junto al método no paramétrico Kruskal-wallis. NR: no

reperfusion.; post-R: tras la reperfusion coronaria.
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6.2.2. Dinamica de ST2_en tejido cardiaco

Para el analisis de esta dindamica, se descarté el tejido representativo de los 5 minutos tras
la reperfusion ya que no se apreciaban cambios significativos respecto de la muestra en el
momento de la isquemia. Como podemos observar, en la Figura 15, se muestran los
tejidos correspondientes a cada una de las cuatro fases analizadas. En la fila superior de
esta se representa cada uno de los tejidos con una tincion de hematoxilina-eosina (HE)
facilitadas por el servicio de Anatomia Patoldgica del HCUV, mientras que en la fila inferior
se representan los tejidos en la misma fase, pero con una tincién inmunohistoquimica en
la que se encuentra marcado el receptor ST2,. Los nucleos en ambas tinciones se
muestran de color lila, mientras que las fibras de coldgeno se muestran en un color rosado
y Unicamente en la tincion de inmunohistoquimica podemos apreciar la presencia del
receptor ST2, con una tonalidad morada oscura o rojiza. En las imagenes correspondientes
al tejido control observamos como existe una organizacién espacial de los cardiomiocitos
y cierta expresion basal del receptor ST2.. En el tejido correspondiente al proceso de
isquemia sin reperfusién se observé como los cardiomiocitos se desorganizaron, aparecio
cierto grado de edema entre las células y como se formaron espacios libres de
cardiomiocitos debido a los procesos de necrosis, acompanados de una mayor expresion
del receptor ST2, respecto del control. En el tejido asociado a la fase aguda (1 semana tras
la reperfusion aproximadamente) se observé un aumento del drea afectada por el proceso
isquémico con una notable desaparicién de cardiomiocitos, la aparicion de un mayor
numero de células, en su mayor parte infiltrados de linfocitos y monocitos entre otros
tipos celulares, ademds de un considerable aumento en la expresion del marcador ST2,.
También pudimos observar que en esta fase comenzaban a verse pequefios depdsitos de
coldgeno, que resultan muy evidentes a simple vista en la fase crénica (1 mes tras la
reperfusion aproximadamente), en la cual la consolidacidon de la cicatriz fibrdtica vino
acompafiada de un aumento en la presencia de miofibroblastos (morfologia fusiforme),
mientras que la expresion de ST2, disminuy6 ligeramente, a valores aun superiores a los

niveles que se observan en el momento de la isquemia.
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Control Isquemia/ no reperfusion Fase aguda Fase crénica

HE

ST2,

Figura 15. Imagenes con tincion Hematoxilina-eosina (HE) tomadas a 20x aumentos representativas de las cuatro fases analizadas, en las que los nucleos celulares

poseen un color lila, la expresion del marcador ST2, se denota por una coloracién morada oscura o rojiza y donde las fibras de colageno se observan de color

rosado. HE: Hematoxilina-eosina.
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En la Figura 16 se muestra la dindmica obtenida al analizar la concentracién del receptor
ST2, en los distintos grupos experimentales mencionados anteriormente, en funcién del
numero de células que expresan dicho marcador. En el grafico de cajas se observé como
hay un aumento gradual de la concentracién del receptor de interés en el momento de la
isquemia respecto del control, que continué aumentando hasta alcanzar su valor maximo
en la fase aguda (1 semana aproximadamente tras la reperfusidon) y cuyo nivel se
mantiene estable al menos hasta la fase crénica (aproximadamente 1 mes tras la

reperfusion).

Concentracion ST2 en tejido porcino
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Figura 16. Dindmica de la concentraciéon de ST2, en tejido cardiaco del modelo experimental porcino en
funcion del nimero de células que expresan dicho marcador, en el que se representan los valores
obtenidos en el tejido control y desde el momento del proceso isquémico hasta un mes tras la reperfusion
coronaria. Los asteriscos (*) marcan la significancia respecto del control. El estadistico empleado fue un

ANOVA una via empleando el test de krustal wallis. (***): p<0.001 vs. control

37



Resultados

6.2.3. Caracterizacion de los productores de ST2,

La técnica de inmunofluorescencia nos permitié colocalizar el receptor de membrana ST2,
junto con otros tipos celulares de interés, en concreto junto a células endoteliales (CD31),
linfocitos T (CD3) y miofibroblastos (a-SMA). Dado que la puesta a punto de esta técnica
no nos permitié profundizar mas por cuestiones de tiempo, se realizaron las tinciones en
las dos fases mas representativas del proceso del IAM, como son la fase aguda y la fase

crénica, ademads del grupo control.

En primer lugar y antes de pasar a analizar los resultados obtenidos para cada tipo celular
en concreto, observamos tal y como se muestra en la Figura 17, que acorde con los
resultados previos en cuanto a la expresidon de ST2,, también aqui encontramos una
relacion creciente en la produccién de esta isoforma transmembrana conforme
avanzamos hacia etapas mas tardias, pero en este caso atendiendo al porcentaje de
células halladas en el tejido expresando ST2, respecto del total de células presentes por
campo. Como vemos de manera constitutiva en el tejido control, hallamos que un 26% de
los diferentes tipos celulares presentes en la muestra expresan este receptor. En la fase
aguda, la proporcion de células positivas para la expresién de ST2, aumenta hasta un 41%
aproximadamente, valor que continta creciendo ligeramente hasta la fase crénica,
encontrandonos en esta fase que hasta un 55% de los tipos celulares hallados en la

muestra expresan nuestro receptor de interés.
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Producciéon ST2 total
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Figura 17. Histograma representativo del porcentaje de células que expresan ST2, en membrana en cada fase
analizada. En analisis estadistico empleando fue ANOVA de una via empleando el test de krustal wallis. Los

asteriscos (*) marcan la significancia respecto del control. (*); p<0.1 vs. Control; (**): p<0.01 vs. Control

Cabe destacar que tanto estos valores como los de los analisis que obtuvimos
posteriormente, son un reflejo de la cantidad de células que se encuentran activamente
produciendo nuestro receptor de interés y a que tipo celular concreto pertenecen
respecto del nimero total de células presentes, y no necesariamente guardan una

relacion directa con la cantidad de ST2, producido en cada fase.

e (Células endoteliales:

En la Figura 18 podemos observar los tres tejidos del modelo experimental porcino
correspondientes a los grupos control, fase aguda y fase cronica, en los que se denota en
azul mediante la tincidn DAPI los nucleos celulares, en verde el marcador CD31, en rojo el
receptor ST2.y en merge la superposicion de los tres canales juntos. En estas imagenes se
puede apreciar como las células endoteliales producen cierta concentracién constitutiva
de ST2, en el tejido control, la cual aumentd considerablemente tanto en la fase aguda
como en la fase crénica, donde se aprecia perfectamente como hay una mayor
colocalizacion de las células endoteliales expresando este receptor transmembrana.
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DAPI ST2, Merge
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Figura 18. Inmunofluorescencia de tejidos del modelo porcino en las diferentes fases del IAM en las que se denotan de azul los nucleos

celulares, en verde el marcador de células endoteliales CD31 y en rojo el receptor de membrana ST2,. Por ultimo, se muestra la

combinacion de los tres canales (merge) necesaria para la evaluacién de la expresion del receptor por parte del tipo celular de interés.
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Al analizar mas en detalle los resultados que obtuvimos, observamos que de la poblacidn
de células endoteliales totales registradas en cada fase, un 23% de su poblacion se
encontraba activamente expresando este receptor en su membrana en el tejido control,
indicativo de una expresion constitutiva basal de esta isoforma por parte de este tipo
celular. En fases mds avanzadas, tal y como se puede apreciar también en las imagenes, el
porcentaje de células endoteliales ST2+ aumenta hasta alcanzar un 78% en la fase aguda,
cuyo valor se mantiene con un ligero aumento hasta la fase crénica, donde un 82% de las

células endoteliales presentan este receptor anclado en su membrana (Figura 19).
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Figura 19. Histograma representativo del porcentaje de células, dentro de la
poblacién de células endoteliales, que se encuentran activamente expresando
el receptor ST2, en las diferentes fases analizadas. Los asteriscos (*) marcan la
significancia respecto del control. El estadistico empleado fue ANOVA de una

via empleando el test de krustal wallis. (**): p<0.01 vs. Control

Para interpretar correctamente estos datos debemos tener en cuenta la cantidad de
células endoteliales presentes en cada fase, pues tal y como comentdbamos
anteriormente, el porcentaje de células ST2,+ de un tipo celular no tiene porque
necesariamente ser proporcional a la aportacién de estos tipos celulares en cada fase. Asi
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pues, encontramos que en el tejido control habia una densidad de 478 células
endoteliales/mm?, en el tejido en fase aguda hallamos un promedio de hasta 778 células

endoteliales/mm? y durante la fase crénica un total de 718 células endoteliales/mm?.

e Linfocitos Ty miofibroblastos:

En la Figura 20 podemos observar dos tejidos del modelo experimental porcino donde se
colocaliza el marcador de linfocitos T (CD3) en un tejido en fase aguda y el marcador de
miofibroblastos (a-SMA) en un tejido en fase crénica, junto con ST2,. Como podemos
observar en la fila de imagenes superior, pese a encontrarnos en una respuesta
inflamatoria aguda el numero de linfocitos T por campo que pudimos encontrar era
limitado, ademas no todos ellos eran productores de ST2. como podemos ver en la
imagen. En cuanto a la serie inferior donde se colocalizan miofibroblastos junto al
receptor ST2. en un tejido en fase crdnica, pudimos encontrar no solo que el area
isquémica se encontraba en gran medida poblada por este tipo celular, sino que una gran

parte de ellos se encontraba expresando el receptor ST2,.
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Figura 20. Inmunofluorescencia de tejidos del modelo porcino en las fases aguda y crénica del IAM, en las que se denotan de azul los nticleos celulares, en verde el
marcador de linfocitos T (CD3) y de miofibroblastos (adSMA) respectivamente y en rojo el receptor de membrana ST2,. Por ultimo, se muestra la combinacién de los

tres canales (merge) necesaria para la evaluacion de la expresion del receptor por parte del tipo celular de interés.
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Al analizar en profundidad estas imagenes, pudimos observar que aproximadamente el
56% de los linfocitos T presentes en el tejido en fase aguda expresaban este receptor en
membrana, mientras que el 85% de los miofibroblastos se encontraban expresandolo en
etapas mas tardias como es la fase crénica (Figura 21). En el tejido en fase aguda
encontramos una densidad de linfocitos T de 303 linfocitos T/mm? mientras que, en la

fase crénica, encontramos un total de 851 miofibroblastos/mm?.

/ Linfocitos T (CD3+) Miofibroblastos (a-SMA+) \

Agudo Cronico

[ Linfocitos T (ST2.-)
| Linfocitos T (ST2.+)

=1 Miofibroblastos (ST2,-)
mEm Miofibroblastos (ST2 +)

o %

Figura 21. Representacion grafica del porcentaje de células, dentro de la poblacién de linfocitos T y

miofibroblastos, que presentan una expresidon positiva para el receptor ST2, en las fases aguda y crénica

respectivamente.

Una vez analizamos la produccidon de ST2, dentro de cada poblacién celular estudiada, no
dispusimos a analizar conjuntamente cual era la contribucién de cada uno de estos tipos
celulares a la concentracion total de ST2, en el tejido cardiaco en cada fase y como
resultado de este analisis, obtuvimos la Figura 22. En esta se aprecia como del 26% de
células que se encontraban expresando el receptor ST2. en el tejido control, las células
endoteliales solo suponen un 10% del total de células que se encontraban expresando
ST2, en ese momento. En la fase aguda se produce un aumento significativo de la
expresion total de ST2, con la produccién de este receptor por parte del 39% de los

células presentes, del cual hasta el 30% son células endoteliales, la cuales junto a los
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linfocitos T, suponen hasta un 44% de la produccidn hallada en esta fase. Durante la fase
crénica se registré la mayor proporcién de células ST2,.+ respecto de las células totales,
alcanzando hasta un 57%. Dentro de este, observamos que las células endoteliales
aumentan ligeramente a un 32%, quienes junto al 43% de los miofibroblastos,
representan de manera conjunta hasta el 75% de la produccion total de ST2. en la

mencionada fase.

Aporte de ST2, al tejido miocardico infartado

Fase Fase
Control Aguda crénica

[ Células ST2,-

Produccién B Células ST2 +

total de ST2,

10%

Otros tipos celulares

Produccién de ST2, Células endoteliales

por subtipo celular

30%

Bl Miofibroblastos

I Linfocitos T

Figura 22. Diagrama representativo del porcentaje de células ST2L+ presentes en el tejido miocardico
durante las diferentes fases analizadas y dentro de la poblacién ST2L+ los subtipos celulares responsables
del aporte de la isoforma transmembrana del receptor ST2.
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7. Discusion

Antes de interpretar los resultados obtenidos, es necesario tener en cuenta la regulacién
de la via que modula este receptor desde una perspectiva mds amplia, lo cual nos
permitird tener una vision aproximada de la complejidad y la dindmica de este proceso.
Como hemos comentado anteriormente y podemos observar en la Figura 23, ciertos tipos
celulares producen IL-33 de manera constitutiva, como es el caso de los fibroblastos y

células endoteliales!’40:5439

Esta no necesita ser procesada para ser liberada o tener actividad funcional, Unicamente
encontramos que es posible atenuar su efecto biolégico mediante el procesado por la
caspasa-3 y caspasa-7 o incluso inactivada por accién de la caspasa-1, sin embargo, estas
no se encuentran activas durante la necrosis sino en procesos controlados como la
apoptosis3®>47273 Ante un estimulo de estrés como el que se produce en el IAM, esta
interleucina es liberada junto con moléculas que constituyen PMADs, los cuales seran
reconocidos por sistema del complemento. Este activara los procesos de inflamacién y
reclutamiento de células del sistema inmunitario mediante la liberacién de citoquinas y

quimioatrayentes como la IL-1B, IL-18, TNF-a, e INF-y entre otras’,

Aqui es donde se produce el paso mas complejo en la regulacidn de la via, puesto que se
dan varios procesos simultdneamente y el efecto de estas moléculas depende del tipo
celular diana. En ciertos tipos celulares como las endoteliales, se aumentara la produccién
de IL-33 en respuesta al estrés y a algunas de las citoquinas liberadas al medio, mientras
que en los cardiomiocitos solo el estrés mecanico provoca un aumento en la produccién
de esta interleucina®®>*>°. Al mismo tiempo, la accidon de los quimioatrayentes provoca la
migracion al foco isquémico de células inmunitarias en las cuales el resto de las
interleucinas provoca una accién proinflamatoria, como podemos observar en la
diferenciacién de linfocitos T a Th1l y macréfagos a un fenotipo M1. A su vez, la accion de

la IL-33 liberada provoca en mastocitos, macrdofagos y otros tipos celulares la secrecién de
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la isoforma soluble ST2s la cual favorece el proceso inflamatorio, consolidando la

degradacion de productos necrdticos y de matriz celular.

Dado que las propias células endoteliales producen de manera constitutiva pequeiias
concentraciones de ST2s, una vez la produccion de IL-33 alcanza la concentracion
adecuada, esta comienza a unirse a los receptores ST2, de células que lo expresan en su
membrana como las propias células endoteliales o linfocitos Th2 entre otros!’~>°. Con ello
se induce la expresidon de la isoforma ST2, y se reprime la transcripcién de la isoforma
soluble, ademas de la activacion de la via MyD88/NF-k que favorecerd la secrecién de
citoquinas que daran lugar a lo que se conoce como una respuesta inmune de tipo Il,
mediante la secrecidn de interleucinas como la IL-4, IL-5 o IL-13 entre otros compuestos.
Esta tendrd como resultado el cambio de fenotipo de los linfocitos Thl a Th2 y de
macroéfagos M1 a M2, la diferenciacién de linfocitos Treg ademas de la activacidén de otros
tipos celulares y en conjunto, el cambio de una fase aguda caracterizada por los procesos
inflamatorios y niveles elevados de ST2s, a una fase crénica donde los niveles de ST2,, la
resolucién de la inflamacidn, la reparacién de tejidos dafados y la induccién de fibrosis

son los protagonistas!®:19:36,40,42,44
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Figura 23. Representacion esquematica de los procesos mas relevantes en el trascurso de las fases aguda y
crénica tras el IAM en relacion con la liberacidn y regulacion de las isoformas del receptor ST2.

7.1. Implicacion de ST2 en pacientes con IAMEST

7.1.1. Dindmica de ST2sen el suero del modelo clinico

En el suero de pacientes con IAMEST se estudié la dinamica de la isoforma soluble ST2sy
como hemos podido observar, existe una concentracién basal de este receptor que
aumenta hasta alcanzar su valor maximo entre las 24h y las 96h, concretamente en lo que
consideramos como la fase aguda y en la cual tiene lugar la maxima expresién el proceso
inflamatorio por la implicacion de un sistema inmune que responde a un gran estrés como
es la isquemia prolongada. Los resultados obtenidos concuerdan tanto con otros
estudios®®’* como con lo que se observa a nivel histolégico, ya que en esta fase es donde
se presenta una mayor muerte celular ante la falta de oxigeno y nutrientes y si bien
entendemos al eje IL-33/ST2. como un mecanismo de freno de la respuesta inflamatoria,
es necesaria la expresion de este receptor soluble al comienzo de esta, a fin de eliminar

eficazmente los restos de células necréticas y matriz desorganizada para establecer una
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sélida cicatriz fibrética. Si bien consideramos como en toda reaccion inflamatoria que
estos procesos son necesarios para una limpieza eficaz de la zona afectada, en el contexto
del IAM existe una estrecha linea que separa en que proporcidon esta actividad es
adecuada, pues la capacidad del tejido miocdrdico de recuperar la funcionalidad de esta
area se ve gravemente comprometida y como hemos comentado, el beneficio que supone
este proceso en otros tejidos, en el corazén supone un factor de riesgo que predispone a

la aparicion de eventos adversos como veremos a continuacion.

7.1.2. Relacion de ST2s con el desarrollo de IC

En el ambito de la cardiologia, es ampliamente reconocida la relacién entre las imagenes
obtenidas por RMC con la probabilidad de aparicién de eventos adversos en pacientes
IAMEST, entre otras causas por el RV que modifica visiblemente la camara ventricular
cardiaca, desencadenante de patologias como la IC como principal causa de
mortalidad”>%47>, Sin embargo, la aparicién de ST2 como un biomarcador de fécil
obtencidn y capaz de predecir la evolucidon de los pacientes tempranamente, impulsé a los
investigadores a explorar su contribucion en diferentes areas. Concretamente en el area
de la cardiologia se habia observado que estos niveles pueden estar relacionados con el
remodelado hipertréfico que sufre la cdmara ventricular, de hecho, estudios previos del
grupo demuestran que niveles elevados de ST2 se correlacionan con la aparicién de

remodelado ventricular adverso®.

Por lo que respecta al presente trabajo, los resultados obtenidos al relacionar los niveles
de ST2s con la aparicidon de IC, nos muestran como una concentracidén elevada de este
receptor se asocia con un aumento considerable de la probabilidad de padecer esta
patologia. Esta asociacion se refleja en la prediccidon que establece que en los pacientes
con IAMEST, la mayor concentracion de ST2s sérico supone el descenso de hasta un 20%
en la supervivencia de los mismos a los 5-6afos, dejando entrever el gran potencial de
esta molécula como biomarcador. De acuerdo con los resultados obtenidos en trabajos
previos basados en los datos clinicos, se ha visto una clara correlacion entre el tamario del

infarto o la disfuncidn cardiaca con niveles elevados de ST254%%70.76 Teniendo en cuenta
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estos datos y la regulacion descrita con anterioridad, los niveles altos de esta isoforma
soluble actuarian de modo competitivo por la unién con su ligando natural, la IL-33,
prolongando en mayor medida la respuesta inflamatoria e impidiendo el cambio hacia un
ambiente antiinflamatorio y de reparacién de tejidos. Como consecuencia se formard una
cicatriz fibrotica de mayor area que al ser repoblada por miofibroblastos con una
capacidad contrdctil limitada, obligara al tejido miocardico a dilatar la cdmara ventricular
para paliar la fraccién de eyeccién sanguinea deprimida y a largo plazo, a padecer eventos
adversos como la IC. Con todo ello se pone de manifiesto que el receptor ST2s ademas de
una posible diana terapéutica, constituye un biomarcador temprano de facil obtencién
por métodos no invasivos dada su presencia en el suero sanguineo, que sefala con gran
fiabilidad el prondstico del paciente, lo cual nos va a permitir establecer unas pautas de
actuacidn preventivas y de seguimiento de los pacientes que aumentaran notablemente la

supervivencia de estos.

7.2. Implicacion de ST2 en el modelo porcino

7.2.1. Dinamica de ST2s en el suero porcino

Una vez revisados los datos clinicos, pasamos a interpretar en detalle los resultados
obtenidos para el modelo experimental porcino. En cuanto a la cuantificacién del
biomarcador ST2s en el suero porcino, observamos que no replica los resultados que
obtenemos en humanos. Pese a que entendemos, que el estrés al que es sometido el
miocardio provoca un aumento en la secrecién de la isoforma soluble del receptor, tal y
como observamos por la tendencia marcada en los modelos experimentales examinados,
no se observa un patrén tan claro como en el modelo clinico. Ademas, los valores
obtenidos en cada sujeto varian en un amplio rango de manera que hace imposible
determinar un rango de concentracion en la expresidon de ST2s en cada fase del proceso. El
experimento se llevé a cabo empleando varios kits en los que figuran diferentes controles
internos proporcionados por la casa comercial para garantizar el éxito del ensayo, sin

embargo, en todos los ensayos obtuvimos los mismos resultados lo que nos permite
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descartar a la técnica empleada o su proceder como posible causa de los resultados poco
concluyentes obtenidos. Entre las posibles causas aun no descartadas nos planteamos que
el tamafo muestral fuese demasiado pequefio, aunque a primera vista, dada la variacion
de los resultados parece una explicacion poco probable. También nos planteamos que,
teniendo en cuenta que el pico maximo de expresidn de este receptor en el modelo clinico
se alcanza entre las 24-96h tras la reperfusién, y que en el modelo experimental las
mediciones realizadas para los valores séricos de esta isoforma pasan de los 5 minutos
tras la reperfusion a la fase aguda directamente, existe un gran margen de tiempo en el
que los valores de concentracion de esta isoforma puedan haber experimentado un pico
de expresidn significativo. En cualquier caso, este vacio nos impide descartar la existencia
o no de un pico en los niveles séricos de ST2s durante este periodo, ademds de hacer

evidente la necesidad de un control de los niveles entre estas dos etapas.

7.2.2. Dinamica de ST2_en el tejido cardiaco del modelo porcino

Pese a que los resultados del biomarcador en el suero porcino no hayan sido significativos,
el anadlisis del biomarcador ligado a la membrana nos muestra un patréon que concuerda
con los resultados obtenidos en cuanto a la expresién de ST2s en el modelo clinico. Si bien
la expresiodn del receptor soluble esta asociado a la fase aguda, podemos observar como la
expresion del receptor transmembrana ST2, se corresponde con el inicio de los procesos
antiinflamatorios y de reparacion de tejidos, propios de la fase crénica. Este aumenta
progresivamente hasta alcanzar su concentraciéon maxima a la semana tras la reperfusion,
donde mantiene estable el nivel de expresidn hasta al menos 1 mes tras esta. El aumento
de expresion progresivo de ST2, concuerda con los estudios que revelan una expresion
constitutiva de este receptor por parte de ciertos tipos celulares'’”* la cual se veria
inducida por la accion de su propio ligando, la IL-33, cuya produccién es a su vez regulada
por la accién de ciertas citoquinas e interleucinas de caracter proinflamatorio, como el
TNF-a o la IL-1B entre otras, que actuarian fomentando su produccién. Dado que se trata
de dos isoformas que actian de manera competitiva, es légico que los valores maximos de
expresion solapen durante un breve periodo de tiempo, a partir del cual se favorece la

expresion del receptor transmembrana como protagonista de la fase crdnica. Estos
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resultados nos muestran una dinamica de expresion de ambas isoformas coherente con lo
gue se conoce actualmente y en el que se muestra claramente, qué isoforma es la
protagonista de cada fase y como la expresion de estas se superpone en un momento

clave para el cambio del ambiente proinflamatorio a uno resolutivo del dafio isquémico.

Como apoyo de los resultados obtenidos hasta el momento, podemos observar en la
Figura 15 como en el tejido control al que no se le ha practicado la induccién de la
isquemia, los cardiomiocitos presentan una disposicidn regular y existe cierto grado de
expresion del receptor ST2,, que corresponderia con la expresidn constitutiva de ciertos
tipos celulares como fibroblastos, células endoteliales y cardiomiocitos. En el tejido
isquémico al que no se le practica reperfusion coronaria, la falta de oxigeno y nutrientes
tiene como consecuencia un alto grado de muerte celular por necrosis, que se hace
evidente por el drea libre de cardiomiocitos, asi como un ligero aumento en la expresion
de ST2.. Aqui es donde se produciria la liberacién de PMADs e IL-33, que mediaran la
activacion del sistema del complemento y este a su vez, la liberacion de interleucinas
proinflamatorias y quimioatrayentes de leucocitos. En el tejido en fase aguda se puede
apreciar como existe cierto grado de edema entre las células y una notable infiltracion de
diferentes tipos celulares, en su mayoria productores de la isoforma transmembrana del
receptor. En esta fase se da el punto algido de la respuesta inflamatoria en el que
linfocitos Th1l, macréfagos M1 y mastocitos entre otros se encontrarian produciendo la
isoforma ST2s y mediando la eliminacién de los restos necrdticos y parte de la matriz
celular afectada. Al mismo tiempo y en concordancia con lo observado anteriormente, se
hace patente el aumento en la expresiéon de la isoforma ST2,, quien al establecer una
union competitiva por el ligando IL-33 comenzaria a reprimir la expresion de la isoforma
soluble, a la par que induce la diferenciacién de los infiltrados leucocitarios hacia
fenotipos antiinflamatorios y profibréticos, como prueba de este cambio, se puede
observar la disposicion de los pequeios depdsitos de colageno que comienzan a verse en
esta fase. Por ultimo, en la fase crénica se denotan los depdsitos de fibras de colageno
gue constituirdn la cicatriz fibrética, asi como el aumento en el nimero de miofibroblastos
de morfologia fusiforme y una ligera disminucién de la expresién del marcador ST2, aln
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superior a los niveles que se observan en el tejido isquémico sin reperfusion. Esta fase
corresponderia a la disminucién que se observa en los niveles de expresién de ST2s,
mientras que la expresion de la isoforma transmembrana mantiene estable su

concentracion a fin de resolver el proceso inflamatorio y consolidar la cicatriz fibrotica.

Una vez analizados los diferentes patrones de expresién de ambas isoformas podemos
inferir que la dinamica de estas sigue una tendencia similar al que se muestra en la Figura
24, donde la isoforma soluble ST2s seria conductora y principal protagonista de la fase
aguda, caracterizada por el proceso inflamatorio y la degradacion de restos celulares
necroticos y parte de la matriz celular, y la isoforma ST2, como protagonista de la fase

crénica, caracterizada por un ambiente anti-inflamatorio y de reparacién de tejidos.

Dinamica del receptor ST2;,
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Figura 24. Dindamica de las dos isoformas del receptor ST2, inferida a partir de los resultados obtenidos en
cuanto a los niveles de concentracion de cada una de ellas en el modelo clinico (ST2s) y experimental
porcino (ST2,). En esta se muestra como la fase inflamatoria coincide con los niveles elevados de ST2s,
como existe un drea de solapamiento en el que ambas isoformas establecen una relacién competitiva por
el sustrato, la IL-33, y como finalmente predomina la expresion de la isoforma ST2, durante la fase

cronica. NR: no reperfusion.
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7.2.3. Caracterizacion de los tipos celulares

Una vez conocida la dindmica de expresion de las isoformas del receptor ST2,
investigamos que tipos celulares son los responsables de la produccidn de la isoforma
ST2,, ya que, siendo el conductor de los procesos cardioprotectores que se han observado
en diferentes estudios, consideramos un punto importante conocer el tipo celular diana
de una posible aproximacién terapéutica. En primer lugar, cabe destacar que el tiempo
empleado en el proceso de puesta a punto de la técnica de inmunofluorescencia no nos
permitid ahondar mas en la expresion de los tipos celulares examinados, asi como en
otros de gran interés, de modo que el experimento se centré en los que, segun la
bibliografia revisada, parecian ser los principales productores de esta isoforma, como es el
caso de las células endoteliales o los miofibroblastos, o bien por su importancia en el

proceso, como es el caso de los linfocitos T.

Asi pues, se disefid el experimento de manera que pudiéramos medir no solo la
proporcién de células ST2.+ total en cada fase (basal, aguda y crdnica), sino también a que
tipos celulares pertenecen, bien sean células endoteliales, linfocitos T o miofibroblastos.
Dado que toda la poblacion de células endoteliales, linfocitos T y miofibroblastos
presentes en el tejido infartado, no tienen porque necesariamente expresar el marcador
ST2L en la membrana, también analizamos que porcentaje, dentro de cada tipo celular
mencionado, era ST2,+. Con todo ello pretendemos resolver las cuestiones que se
plantean en el presente trabajado en cuanto a quienes son los principales productores de

la isoforma ST2, y en qué medida expresan dicho marcador.

De manera general e independiente del tipo celular concreto, hemos visto en la Figura 17
una relacién creciente a través de las fases, en cuanto a porcentaje de células que se
encuentran expresando este receptor en su membrana. Si tenemos en cuenta las
imagenes anteriormente mostradas en la Figura 15, donde se mostraban con una tincién
HE e inmunohistoquimica para el receptor de interés los tejidos del modelo experimental
en las cuatro fases analizadas, se pude apreciar como el nimero de infiltrados celulares en

el drea isquémica en fase aguda es mayor que en la fase crénica. Si cruzamos ambos
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datos, observaremos que, en comparacién con la fase aguda, en la fase crénica hay un
menor numero de células por campo, sin embargo, un mayor porcentaje de ellas se
encuentran expresando este marcador en membrana, lo cual replica a la perfeccién los
resultados obtenidos en la dindmica de la concentracion de ST2, en el tejido cardiaco que
obtuvimos anteriormente, ademds de apoyar a la teoria que indica que la isoforma ST2,

parece tener un papel protagonista en el desarrollo de la fase crénica

e (Células endoteliales:

Por lo que respecta a las células endoteliales, se ha demostrado que existe una expresién
basal constitutiva de este receptor, tal y como se describia en diferentes trabajos
previos1617.20 |3 cual aumenta drasticamente en las fases aguda y crénica. Mientras que
en tejido control solo el 23% de las células endoteliales se encuentran expresando este
receptor, en las fases aguda y crénica sufre un dramatico aumento alcanzado hasta un
78% y 82% respectivamente, lo cual concuerda con la estimulacion descrita anteriormente
en estas células, donde ciertas citoquinas e interleucinas proinflamatorias liberadas tanto
por la activacién del sistema del complemento como por el resto de leucocitos, inducirian
en este tipo celular una mayor produccion de IL-33, la cual a su vez, induce una mayor

transcripcion de ST2,.

Ademas de esto, para una correcta interpretacion de los datos, debemos tener en cuenta
la densidad celular, pues como comentdbamos una mayor expresion del receptor en un
tipo celular en concreto, no es necesariamente proporcional a la aportacién de este en
cada fase. Asi pues, si tenemos en cuenta las densidades celulares de cada fase
mencionadas con anterioridad y las cruzamos con el porcentaje de ellas que expresan el
marcador en la superficie, podremos comprobar como en el tejido control encontramos
un promedio de 109 células endoteliales ST2,+/mm?, 607 células endoteliales ST2,+/mm?
en la fase aguda y 589 células endoteliales ST2,+/mm? en la fase crénica. Con estos datos,
de nuevo se replican los resultados obtenidos en cuanto a la dinamica de la concentracién

de ST2, hallada en el tejido cardiaco, reafirmando como se alcanza un valor maximo de su
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concentraciéon en la fase aguda y como se mantienen estos niveles en la fase crénica, con

un pequeiio descenso de su concentracion.

e Linfocitos T:

En cuanto a los linfocitos T, cabe destacar que su estudio se centra en la fase aguda, ya
gue su concentracién en el tejido control y en la fase crénica son insignificantes. Como
pudimos comprobar, la presencia de estos linfocitos en el tejido era sorprendentemente
baja, teniendo en cuenta que nos encontramos en el punto donde la respuesta
inflamatoria es maxima. Sin embargo, al analizar los linfocitos presentes observamos que
el 56% de estos expresaban el receptor ST2.. Una posible explicacion a este resultado
reside en el periodo de solapamiento que encontramos entre las fases aguda y crénica,
donde coetdneamente encontramos linfocitos Thl y Th17 que no presentan expresion de
este marcador?’>*, mediando la respuesta inflamatoria y de eliminaciéon de los restos
necréticos, propios de la fase aguda, y también linfocitos Th2 y Treg, los cuales presentan
una expresion constitutiva de ST2,2>26282954 y que se encontrarian mediando el proceso
anti-inflamatorio y de reparacién de tejidos, propios de la fase crénica. Con ello podriamos
entender que aproximadamente la mitad de la poblacion linfocitaria exprese este
marcador en su superficie, sin embargo, esto pone de manifiesto la necesidad de ahondar
mas en la expresidon de este marcador segun las subpoblaciones linfocitarias. De nuevo,
teniendo en cuenta la densidad celular de linfocitos en esta fase, encontramos un

promedio de 170 linfocitos T ST2,+/mm?.

e Miofibroblastos:

Por lo que respecta a los miofibroblastos, su estudio se centra en la fase crénica. Dado que
estos provienen de la diferenciacion de fibroblastos, cuya finalidad en este proceso es la
repoblacién de la zona isquémica afectada a base de células con capacidad contractil con

el objetivo de recuperar la funcionalidad de este area, la presencia de este tipo celular en

56



Discusion

los tejidos control y en fase aguda es muy baja. Como hemos visto, dentro de esta
poblacién encontramos que hasta un 85% se encuentra activamente expresando la
isoforma ST2, en esta fase. Pese a que la expresion del receptor bajo estudio en este tipo
celular no ha sido ampliamente explorada, algunos articulos'®'’ apuntan que el estrés
podria inducir en estos una mayor expresién de esta isoforma transmembrana. No
podemos descartar que esta expresidon sea consecuencia de varios estimulos que actian
en sinergia, como podria ser el estrés al que es sometido el miocardio junto con ciertas
citoquinas o interleucinas, sin embargo, podemos afirmar que, en la fase crénica ambos
tipos celulares (células endoteliales y miofibroblastos) son conjuntamente los principales
productores de ST2.. En el tejido en fase crdénica hallamos un promedio de 723
miofibroblastos ST2+/mm2, que junto al promedio de 589 células endoteliales
ST2.+/mm? que encontramos en la fase crénica, respaldan la hipdtesis de que ambos tipos

celulares suponen el aporte principal de esta isoforma en la mencionada fase.

Por ultimo, pese a que gracias al andlisis de las densidades en las que se presentan los
diferentes tipos celulares en cada fase ya nos ofrece una idea aproximada de cudl es su
aportacién a la concentracion de ST2y, en la Figura 22 se muestra de manera conjunta cual
es la expresiéon de ST2, total en el tejido infartado y dentro de estas células ST2,+ a que
tipos celulares pertenecen, bien sean células endoteliales, linfocitos T o miofibroblastos.
En el tejido control el 23% de todas las células presentes se encuentran expresando este
receptor y de estas, solo el 10% son células endoteliales. Si bien en diferentes
articulos!1617.20 se pone de manifiesto que estas suponen posiblemente el aporte
principal de esta isoforma, por los resultados obtenidos en el presente trabajo no
podemos apoyar esta conclusién, lo que pone de manifiesto la necesidad de analizar la
aportaciéon de este receptor por parte de los diferentes tipos celulares que constituyen el

90% restante en el tejido control cardiaco.

En la fase aguda encontramos que el 39% de las células presentes expresan nuestro
marcador de interés y de estas, el 30% son células endoteliales y el 14% linfocitos T.
Teniendo en cuenta que el proceso inflamatorio que se desarrolla en esta fase va a actuar

como un foco atrayente de un gran numero de tipos celulares diferentes, la
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representacién por parte de las células endoteliales no es para nada despreciable y no
descarta que sean las posibles principales productoras de ST2, en esta fase. Si no poseen
este papel como principal fuente de ST2, en el tejido miocardico en fase aguda, seria
légico pensar que al menos se encuentren entre las principales, pues al estar en contacto
directo con el torrente sanguineo facilitarian una rapida transmision de las sefiales de
peligro a otras células endoteliales y al resto de tipos celulares presentes en el tejido
miocardico. Por lo que respecta a los linfocitos T y teniendo en cuenta la poca
concentracién en la que se presentan estos, como podiamos ver en la Figura 20, el
resultado obtenido guarda coherencia con lo observado, sin embargo, se hace evidente la
necesidad de investigar dentro de la poblacién linfocitaria quienes son los subtipos

celulares responsables de esta produccion.

Una vez alcanzada la fase crdnica, observamos que el porcentaje de células ST2,+ halladas
en el tejido aumenta ligeramente hasta un 57%, constituido en un 32% por células
endoteliales y en un 43% por miofibroblastos. La conclusién mas interesante que
podemos extraer de este resultado es que conjuntamente suponen hasta un 75% de la
produccién total que se da en el tejido, situando a ambos tipos celulares como los actores
principales de los eventos anti-inflamatorios y de reparacién que ocurren en esta fase

crénica y como posibles tipos celulares diana de futuras aproximaciones terapéuticas.
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8. Conclusion

1. En pacientes con IAMEST, el pico maximo de ST2s se alcanza a las 24-96h tras la
reperfusidon coronaria, volviendo a valores basales de concentracién pasado 1 mes tras

esta.

2. Los niveles séricos elevados de la isoforma soluble ST2s en pacientes con IAMEST, se

asocian con una mayor probabilidad en el desarrollo de IC.

3. En el modelo experimental porcino la isoforma ST2, alcanza su valor maximo a la
semana tras la reperfusiéon y mantiene estos niveles de concentracién hasta el primer mes

tras esta.

4. La dindmica del receptor ST2 muestra una fase inflamatoria dirigida por su isoforma
soluble ST2s y una fase anti-inflamatoria y de reparacidon del tejido conducida por la

isoforma transmembrana ST2,

5. Las células endoteliales se encuentran posiblemente entre las principales productoras

de ST2, durante la fase aguda (1 semana tras la reperfusion)

6. Las células endoteliales junto con los miofibroblastos suponen hasta el 75% de la

produccidn total de ST2, en la fase crénica (1mes tras al reperfusion)



9. Perspectivas futuras

Dada la importancia de las células linfocitarias en el cambio que ocurre de un ambiente
proinflamatorio en la fase aguda a uno de reparacidén de tejidos en la fase crénica, en
necesario continuar estudiando en mayor profundidad estas poblaciones, es por ello que
paralelamente a este estudio y para una mejor comprensiéon de los procesos, se estd
evaluando mediante citometria de flujo la expresién de ST2, atendiendo a los diferentes

subtipos de linfocitos T como son los linfocitos Thl y Th2 entre otros.

Conociendo la importancia de este receptor en el porndstico y la regulacidon de los
procesos que se desarrollan tras el IAM, otra posible aproximacion futura de su estudio
seria a través de la realizacion de un modelo experimental Knock-out para el gen ST2, que
nos permita ver en el contexto del IAM como afecta a parametros como el tamafio de
infarto, la funciéon cardiaca o la respuesta inflamatoria entre otros. También la
administracion exégena de IL-33 en diferentes tipos celulares, podria permitirnos medir
ciertas moléculas de interés como citoquinas o interleucinas, amén de las propias
isoformas del receptor ST2, para dilucidar la compleja regulacion que posee este

biomarcador y como responden los diferentes tipos celulares a estos estimulos.
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11. Anexo |

11.1. Protocolo técnica inmunohistoquimica
-Desparafinacion e hidratacién de muestras:
Mantener los cortes en una estufa a 602C durante 20 minutos
Sumergir los cortes en una cubeta con xilol durante 20 minutos
-Pasar los cortes por un tren hidratante (xilol-> OH)
-Lavar con agua del grifo y agua destilada
-Desenmascaramiento antigénico
A) Desenmascaramiento por calor
Sumergir los cortes en solucion pH low/high (en funcion del anticuerpo).
Introducir la cubeta con los cortes en un autoclave y llevarlo a 1212C vy 1,5 bar de presiéon

Una vez alcanzada la temperatura y presidn adecuada, esperar 3 minutos antes de apagar la

magquina.
Dejar enfriar al bafio maria
Lavar con agua del grifo, agua destilada y TBS
B) Desenmascaramiento enzimatico
Preparar solucion de proteinasa (1mg/ml)
Incubar los cortes con la solucién de proteinasa durante 10 minutos a T2 ambiente
Lavar con agua del grifo, agua destilada y TBS
-Delimitar la muestra con un marcador siliconado (Sigmacote)

-Incubar los cortes con soluciéon de bloqueo de endoperoxidasa (metanol 3% de H202) durante 10

minutos a T2 ambiente

-Lavar con TBS



Anexo 1

-Agregar el anticuerpo (Ac) primario diluido en Common Antibody diluent e incubar durante 1 horaa T2

ambiente

-Lavar con TBS

-Agregar Ac secundario diluido en Common Antibody diluent e incubar 30 minutos a T2 ambiente
-Lavar con TBS y agua destilada

-Revelar incubando los cortes con el cromdégeno un tiempo maximo de 10 minutos a T2 ambiente
-Lavar con agua destilada

-Contratincion incubando los cortes con hematoxilina durante 4 minutos

-Lavar con agua del grifo y agua destilada

-Deshidratar muestras pasando los cortes por un tren deshidratante (OH->Xilol)

- Montar los cristales con medio de montaje y cubreobjetos

11.2. Protocolo técnica de inmunofluorescencia
-Desparafinacion e hidratacién de muestras:
Mantener los cortes en una estufa a 602C durante 30 minutos
Sumergir los cortes en una cubeta con xilol durante 30 minutos
-Pasar los cortes por un tren hidratante (xilol-> OH)
-Lavar con agua del grifo y agua destilada
-Desenmascaramiento antigénico
A) Desenmascaramiento por calor
Sumergir los cortes en solucion pH low/high (en funcién del anticuerpo).
Introducir la cubeta con los cortes en un autoclave y llevarlo a 1212C vy 1,5 bar de presién

Una vez alcanzada la temperatura y presion adecuada, esperar 3 minutos antes de apagar la

magquina.
Dejar enfriar al bafio maria

Lavar con agua del grifo, agua destilada y TBS
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B) Desenmascaramiento enzimatico
Preparar solucion de proteinasa (1mg/ml)
Incubar los cortes con la solucidn de proteinasa durante 10 minutos a T2 ambiente
Lavar con agua del grifo, agua destilada y TBS
-Delimitar la muestra con un marcador siliconado (Sigmacote)

-Incubar los cortes con solucion de bloqueo de endoperoxidasa (metanol 3% de H202) durante 20

minutos a T2 ambiente
-Lavar con TBS

-Agregar anticuerpo (Ac) primario diluido en Common Antibody diluent e incubar durante 24h en
nevera a 42C (a partir de este paso realizar en oscuridad)

-Lavar con TBS

-Agregar Ac secundario diluido en Common Antibody diluent e incubar 2 horas a T2 ambiente
-Lavar con TBS y agua destilada

-Montar los cristales con medio de montaje acuoso Slowfade antifade reagent with DAPI, cubrir

con el cubreobjetos y sellar
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