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(Il. RESUMEN

Elendotelio es un tejido metahdlicamente activo que interviene en diversos procesoes inflamatorios
e inmunoldgicos. La esclerodermia generalizada y progresiva y las vasculitis son enfermedades
autoinmunes reumaticas que se caracterizan por un alto infiltrado celular, el depdsito de proteinas de
matriz extracelular y una importante autoreactividad anti-endotelio. El objetivo de este trabajo fue
identificar vias de adhesidn especificas de células mononucleares y linfocitos T purificados a células
endoteliales en pacientes con esclerodermia generalizaday vasculitis, comparados con individuos sanos.

Se obtuvieron células endoteliales (CE) a partir de vena umbilical humana y se cultivaron en
medio Iscove suplementado. Después de dos pasajes, las CE se sembraron en placas de microcultivo
de 24 pozos, hasta su confluencia. Se purificaron células mononucieares humanas (CMN) (depletadas
de macrafagos) y linfocitos T a partir de sangre periférica por centrifugacién en gradientes de densidad
y se utilizaron las células en ensayos de adhesidn por duplicado en una proporcion de 1:10 (CE:T). Las
monocapas de CE se incubaron con o sin estimulo de linfocites T (PHA) antes de anadir las células. El
porcentaje de adherencia se calculd al cabo de dos horas mediante exclusién con azul tripano y por
andlisis de citofluorometria de flujo, tras haber eliminado la poblacién celular no adherente en lavados
subsecuentes, Ademas se anadieron anticuerpos monoclonales dirigidos contra la integrina p150,95, la
selectina ELAM-1, y las moléculas 32 glicoproteina y 82 microglobulina en los ensayos, para evaluar la
especificidad de la adhesién.

En ensayos de adherencia por microscopia, la adhesion de CMN y de linfocitos T fue
significativamente mayor en pacientes con vasculitis y esclerodermia que en individuos sanos (p<0.05),
tanto en estado hasal como en condiciones de estimulo. Dicha adherencia se incrementé en condiciones
de estimulo.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la adherencia linfocitaria entre los dos grupos
de paclentes. Alaiadir los anticuerpos monoclecnales a los cuitivos, anti-p150,95 y anti-ELAM-1 se redujo
significativamente la adhesion linfocitaria en todos los sujetos, de manera dosis-dependiente.

Es posible que existan diferencias en la inhibicién de la adherencia con estos dos anticuerpos
dependiendo de la naturaleza del padecimiento. La respuesta de adherencia de CMN fue mayor que
aquella observada con linfocitos T. Los resultados de los ensayos de adherencia por citofluorometria de
fiujo fueron inconsistentes y no corroboraron los resultados obtenidos por microscopla.

Sin embargo, este trabajo demuestra que la adhesién de células mononucleares y linfocitos T a
endotelio vascular humano en pacientes con esclerodermia y vasculitis, sigue vias especfficas, que
promueven la activacion por lo menos de la integrina p150,95 y de la selectina ELAM-1, entre una gama
importante de moléculas de adhesidn.

Estos resultados tienen implicaciones importantes en la consideracién de estrategias terapéuticas
para tratar estos padecimientos, y promueven un mejor entendimiento de la participacion de moléculas
de adhesidn en el desarrollo inflamatorio autoinmunitario.

Vo Bo. Dr/Jorge Aicocer Varela



IV, INTRODUCCION

A) Antecedentes
1) El endotello vascular

a) Generalidades, homeostasls y funclon vascular

- Generalidades -

El endotelio vascular esta constituido por una monocapa de células endoteliales individuales
unidas entre si. En un adulto de 70 kg, el drea cublierta por las células endoteliales representa mas de
6300 m? con un peso total de 100 g (36). Dichas células son de origen epitelial (epitelio simple
monoestratificado opavimehtoso) (281). Las células endoteliales son reemplazadas por nuevas cada 1000
dias aproximadamente (36). Existen tres tipos de endotelio: endotello continuo (la gran mayoria de los
vasos sanguineos: arterias, arteriolas, venas, vénulas, capilares, masculo estriadocomun, miocardio, piel,
cerebro y tejido conjuntivo), endotello "fenestrado® (con aperturas; viceras, pancreas, glandula adrenal,
mucosa intestinal, rinones, drganos endacrinos), endotello discontinuo (higado, bazo, méduladsea) (36).
Los diferentes tipos de endotelio tienen distintas caracteristicas de permeabilidad de acuerdo a sus
funciones,

Morfoldgicamente, la célula endotelial tiene una apariencia poligonal, con un nicleo central y un
citoplasma extenso (36). Posee mitocondrias, reticulo endoplasmico, ribosorﬁas, y aparatode Golgi. Pero
en particular se distinguen tres estructuras especiales: las vesiculas pinociticas (capilares, miocardio,
y mlsculo estriado com(n), unlones intercelulares (uniones cerradas, y uniones por brecha), y cuerpos
de Weibel-Palade (marcadores estandar de endotelio) (36).

El endotelio se encuentra mas cerca del limen de los vasos sanguineos, y frecuentemente estd
acompanado de una capa delgada llamada subendotelio, que consiste de pequenas cantidades de tejido
conjuntivo, y a veces, algunas células de.mﬁsculo liso {Dennis Smith, comunicacién personal, 1990). El
subendotelio mas las células endoteliales constituyen la tunica intima. Después le siguen la tunica media

(musculo liso mas matriz extracelular) y la adventitia {fibroblastos, tejido conjuntivo colagenoso, matriz



extracelular) (99). La superficie del endotelio vascular se encuentra cubierta por una glucocalix
(constituida por sialoglucoproteinas y proteoglucanos) con sitios anidnicos abundantes que mantienen
una funcidn de pinocitesis, de absorcion de proteinas sobre la superficie endotelial, y de incorporacion
de LDL (lipoprotelna de baja densidad) (36). El endotelio yace sobre una membrana basal, cuyo grueso
aumenta conforme aumenta la edad del individuo (36). En la figura 1, se observan las distintas capas del
endotelio en un vaso sanguineo (231). La membrana basal contiene las siguientes proteinas: colagena
(combinaciones de tipos I, IV, V, VIII, y a veces tipo 1), laminina, elastina, fibronectina, vitroneclina,
trombospondina, factor de von Willebrand, y proteoglucanos (o mucopolisacéridos: sulfato de heparano,
sulfato de dermatano, sulfato de condroitina) (36,99). El sulfato de heparano - cuya liberacién es mediada
por las proteinas de complemento C5a, C6, C7, C8, 6 C9 (134) - inicia la adhesidn celular y tiene una
actividad anti-coagulante al inducir la activacion de la antitrombina Il (99). La colagena tipo IV promueve
la adhesidn de células endoteliales, y la colagena tipo V inhibe la proliferacion de células endoteliales
(99).. El complejo gpl/ila, es un receptor de coldgena en plaquetas, presente en la superficie de células
endoteliales (99). Las células endoteliales no sintetizan fibrindgenoffibrina, pero estas sustancias se
encuentran en el subendotelio e inducen la adhesidn y el esparcimiento de las células endoteliales (99).
La vitronectina también media la adhesion y el esparcimiento de fibroblastos y células endoteliales (que
poseen el receptor de vitronectina) al substrato en cuestion (99). La vitronectina es liberada por plaquetas
y se adhiere a plaquetas a través del complejo gplib/illa (39). Por lotanto, la vitronectina funciona como
otro factor de adhesion subendotelial tanto para plaquetas como para células endoteliales. Las células
endoteliales poseen dos receptores que se adhieren al factor de von Willebrand: el receptor de
vitronectina, y gplb (99). El factor de von Willebrand es portador del factor Vill y tiene funciones
procoagulantes y protrombdticas (161). La trombospondina y la fibronectina juegan un papel en la
adhesion de las células endoteliales a la matriz extracelular; la sintesis de estas sustancias se incrementa
con el estrés y la inflamacion, en los sitios de lesidn, y ambas interactiian con colagena V, fibrindgeno
y sulfato de heparano para mediar los mecanismos de adihesion endotelial (99). La elastina y ia laminina,

secretadas por las células endoteliales, participan también en ia adhesion de las células endoteliales a






Figura 1. Endotelio simple estratificado
al interior de un vaso sanguineo (231).
E = endotelio
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la matriz extracelular.

- Homeostasls y funclon vascular -

Antes se sostenia que el endotelio era un tejido completamente pasivo, pero ahora se sabe que
el endotelio vascular es un tejido metabdlicamente activo, cuyas células endoteliales poseen funciones
altamente especializadas, El endotelio, al recubrir el interior de los vasos sanguineos, forma una interfase
entre la circulacion sanguinea y los tejidos (99). Su papel dentro del mantenimiento de la homeostasis
vascular es crucial, y es un sitio donde se llevan a cabo numerosos procesos de actividad inmunoldgica
(181).

Los vasos sanguineos forman un circuito cerrado que mantiene el flujo de sangre. Cuando hay una fuga,
las plaquetas y el sistema de coagulacion cierran temporalmente la lesidn hasta que la pared vascular
lo pueda reparar. Si estan bloqueados por trombosis, los vasos sanguineos pueden recuperar o fiujo
sanguineo lisando el tromho (99). Este es un ejemplo del tipo de actividad en la cual participan
enfaticamente las células endoteliales. Pero, écudles son especificamente las manifestaciones y las
funciones de las células endoteliales recubriendo los vasos sanguineos? Las funciones mas importantes
del endotelio vascular son las siguientes: el mantenimlento de un barrera de permeabllidad selectiva,
el mantenimiento de una superficie anti-trombogénica, el control y la regulacién del tono y Ia
reactlvidad vascular, 1a regulacion de reacclones inmunitarlas, el control del crecimlento de células
vasculares, la regulacion del crecimiento de células hematopoyéticas, la sintesis de componentes
de la matriz extracelular, y la sintesls, secrecion y regulacién metabdlica de otras sustanclas

bioléglcamente actlvas (36). En la figura 2 se ejemplifican algunas de éstas funciones.

Permeabilidad vascular. El endotelio es permeable a H,0, moléculas solubles y algunas macromoléculas.
El mantenimiento de una barrera de permeabilidad normal es controlado por toda una serie de factores
estructurales y hioquimicos, Las estructuras involucradas incluyen a las vesiculas pinociticas que

transportan macromoléculas a través del endolelio, y también pudiesen representar un pequeno sistema



Figura 2. Endotelio y control de la homeostasis vascular
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deporos, las uniones intercelulares, aparentemente impermeables en vasas arteriales y la mayoria de los
capilares, pero esencialnente abiertas en vénulas; y la membrana basal que restringe temporalmente la
entrada al espacio extravascular de particulas grandes (36). Los componentes bioguimicos incluyen a las

moléculas anidnicas sobre la superficie endotelial, y sobre la membrana basal (36).

Propiedades anti-trombogénicas, anti-coagulantes, anti-plaquetarias, y control del tono vascular. La
superficie antitrombogénica del endotelio se mantiene por un equilibrio entre propiedades
anticoagulantes y procoagulantes, Una trombosis venosa suele acurrir en dreas de bajo flujo sanguineo,
y las células endoteliales poseen muchas enzimas que influencian el fiujo, la presidn, y el tono vascular,
Entre las sustancias que participan en la funcion anti-trombdtica del endotelio, se encuentian la
prostaciclina (PGl,), el factor de relajacion derivado de endotelio (EDRF) u oxido nitrico {(NO), endotelina,
inhibidores de agregacion y adhesion plaquelaria, capaces de inducir vasoconstriccion, activando la
secreclon de renina, que actla sobre el angiotensindgeno, a su vez convertido en angiotensinas | y I,
desactivando asl el vasodilatador bradiquinina (121,161,171). Por olra parte, suslancias como la
prostaciclina y el EDRF también, ciertos leucotrienos (LTC,), las angiotensinasas Ay C, y la adenosina
pueden inducir una vasodilatacion al inactivar sustancias como la norepinefiina, la serolonina, y fa
histamina, interfirlendo asi cdn la activacion plaquetaria (161). También la activacion de la proteina C/S
por la accion de trombomodulina, la unién de la antitrombina i1t a moléculas tipo-heparina, el activador
de plasmindgeno de tejido (tPA}, son potentes agentes anti-trombdticos {36). Entre las sustancias que
poseen una funcion protrombatica, se encuentran el factor de tefido {TF), el factor V, el inhibidor de {PA,
el factor de activaclon plaquetaria (PAF), el factor de von Willebrand, y la union de los factores IXa, Xa,
Xl {inductor del factor de Hageman) (36,117,161). Las células endoteliales in vivo son esencialmente no-
trombogeénicas, y las plaquetas no estimuladas no se adhieren a la superficie de las células endoteliales,
In vitro, las plaquetas se adhieren al subendotelio. Enire las actividades anti-plaquetarias también se
encuentran las sustanclas 6-keto-PGE,, 13-HODE (acido hidroxioctadecadiendico), y la cGMP (aumento

inducido por EDRF) (161). Entre las actividades antl-coagulantes se encuentra la antitrombina Iil, las



de poros; las uniones intercelulares, aparentemente impermeables en vasos arteriales y la mayoria de los
capilares, pero esencialmente abiertas en vénulas; y la membrana basal que restringe temporalmente la
entrada al espacio extravascular de particulas grandes (36). Los componentes bioquimicos incluyen a las

moiéculas anidnicas sobre la superficie endotelial, y sobre la membrana basal (36).

Propiedades anti-trombogénicas, anti-coagulantes, anti-plaquelarias, y control del tono vascular. La
superficie anti-trombogenica del endotelio se mantiene por un equilibrio entre propiedades
anticoagulantes y procoagulantes. Una trombosis venosa suele ocurrir en areas de bajo flujo sanguineo,
y las células endoteliales poseen muchas enzimas que influencian el flujo, la presién, y el tono vascular.
Entre las sustancias que participan en la funcion anti-trombotica del endotelio, se encuentran la
prostaciclina (PGl,), el factor de relajacion derivado de endotelio (EDRF) u dxido nitrico (NO), endotelina,
inhibidores de agregacién y adhesion plaquelaria, capaces de inducir vasoconstriccidn, activando la
secrecion de renina, que actla sohre el angiotensinégeno, a su vez convertido en angiotensinas | y Il
desactivando asi el vasodilatador bradiquinina (121,161,171). Por otra parte, sustancias como la
prostaciclina y el EDRF también, ciertos leucotrienos (LTC,), las angiotensinasas Ay C, y la adenosina
pueden inducir una vasodilatacion al inactivar sustancias como la norepinefrina, la serotonina, y la
histamina, interfiriendo asf con la activacién plaquetaria (161). También la activacidn de la protelna C/S
por la accidn de trombomodulina, la unidn de la antitrombina Il a moléculas tipo-heparina, el activador
de plasmindgeno de tejido (tPA), son potentes agentes anti-trombdticos (36). Entre las sustancias que
poseen una funcidn protromhdtica, se encuentran el factor de tejido (TF), el factor V, el inhibidor de tPA,
el factor de activacion plaquetaria (PAF), el factor de von Willebrand, y la unidn de los factores IXa, Xa,
Xl (inductor del factor de Hageman) (36,117,161). Las células endoteliales in vivo son esencialmente no-
trombogénicas, y las plaquetas no estimuladas no seadhieren a la superficie de las células endoteliales.
In vitro, las plaquetas se adhleren al subendotelio. Entre las actividades anti-plaquetarias también se
encuentran las sustancias 6-keto-PGE,, 13-HODE (cido hidroxioctadecadiendico), y la cGMP (aumento

inducido por EDRF) (161). Entre las actividades anti-coagulantes se encuentra la antitrombina lll, las



proteinas C y S (inactivan a la trombina), el inhibidor de coagulacion lipido-asociado (inhibidar del factor
tisular TF), y la proteasa nexina que inactiva a la trombina (36, 99, 161). Asi pues, el tono vascular del
endotelio esta regulado en forma equilibrada por la secrecidn de vasodilatadores y vasoconstrictores.

En la tabla | se mencionan las sustancias que contribuyen a la homeostdasis del endotelio vascular {(161),

Crecimiento vascular y angiogénesis. Las células endoteliales sintetizan y liberan diversos factores que
modulan la proliferacion de células mesenquimales y hematopoyéticas, que pueden ser importantes en
las respuestas al dafo tisular. Entre los factores de crecimiento que afectan a las células endoteliales,
se encuentra el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), IL-1, el factor estimulador de
colonias granulociticas-monociticas (CSF-GM), y otros factores derivados del endotelio como EDGF. Entre
los inhibidores de crecimiento se encuentran moléculas tipo-heparina, y por otra patte, los Interferones
ay B (36). Tanto las células endoteliales como las células de musculo liso proliferan bajo una variedad
de estimulos, liberando factores que a su vez, pueden inhibir ef crecimiento de células mesenquimales
y hematopoyéticas, desarrollando un gradiente en la respuesta de células vasculares ante estimulos
mitogénicos. El fendmeno de angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos), requiere tanto la
migracion y proliferacion de células endoteliales, como la degradacion de matriz extracelular por medio
de proteasas. Existe una variedad de factores anglogénicos, siendo los factores de crecimiento
fibroblastico son los mas conocidos (FGF acidicos y hasicos). EI FGF induce angiogénesis tanto in vivo

como in vitro (36).

b) Reactlvidad Inmune e inflamacién

Una de las funciones de mayor interés y que conciernen a este trabajo, es la funcién del
endotelio vascular como regulador de procesos Inflamatorlos y medlador de reacclones inmunes.
El endotelio participa en reacciones inmunes de distintos modos; modula el trafico de linfocitos a érganos

linfoides, sirve como una célula presentadora de antigeno accesoria durante respuestas inmunes






Tabla |, Sustancias de células endoteliales involucradas en la homeostasis vascular,



Sustancias de células endoteliales
Y homeostasis vascular (rearsen av, 1951). (161)

PRODUCTO PUNCION

Moléculas secretades
Bajo peso wolecular (libiles)

Proataciclina, dxido nitrico Puncisén plaquetaria, tono vascular
Factor activador de plaquatas (PAP) Activacidén plaquataria y leucocitaria
Alto peso molecular

Pactor de von Willabrand (vWF) Adhasidén plaquetaria, coaqulacién
Activador de plasminégeno de tejido (tRA), Pibrinolisis

Inhibidor del activador de plasweindgeno-1 (PAL-1)

Interleucina-1, Intarleucina-6, factorea Puncidn leucocitaria

eatimuladores de coionias

Factores de crecimiento, entimas degradadoras Crecimianto vascular y angiogdneains

de matri:, protacglicanos ds metrla

Moléculas exp das en supexficie

Holdculas de adhesidn lsucocitaria Adhesidn leucocitaria y migracién
(ELAM=1, ICAM~1, ICAM=2, VCAN-1) : ,
Complejo principal de histocompatiblilidad clase II Siatema inmune, activacidn linfocitaria
Trombomodulina Coagulaaién

Factor tisulax (TP) Coagulacidén

Sitios de unidn de factores Va, Xa, XIa Coagulaoidn

Betonuclaotidasa, enzlma convertidora de anglotensina Tono vescular, funcién plaquetaris

ELAM=1 = moldcula de adhesidn leucoclitaria endotelial-l
ICAN~1, =2 = moldcula de adhesidén intarcslular -1, -2
VCAH-1 « moldcula de adhasidn celular vescular-1
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primarias y secundatias, y actia como un blanco en respuestas inmunes alogénicas, y en algunas formas
de auteinmunidad (36).

La inflamacidn se define como una acumulacion local de leucocitos, proteinas de plasma, y fluido,
usualmente en el sitio extravascular de un dafio tisular, infeccion, o estimulacion antigénica (171). En
circunstancias normales, la inflamacion es parte de la reaccion de defensa del hospedero e involucra la
erradicacion de agentes infecciosos, o la reparacion, pero puede ser intrinsecamente destructiva en
tejidos adyacentes. La respuesta inflamatoria puede ser inmediata (5-30 min), temprana (2-6 horas), o
tardia (12-48 horas) (171). Camo veremos mds adelante, el proceso inflamatorio, en sus respuestas

extremas, puede llegar a ser fuertemente nocivo, y convertirse en un fendmenao crdnico.

La célula endotelial como célula presentadora de antigeno. El reconocimiento antigénico se lleva a cabo
gracias a la participacion de linfocitos T, cooperadores, y exige tanto el procesamiento del antiggno como
la formacion de un complejo entre el antigeno y el complejo principal de histocompatibilidad MHC clase
I {(173). Entonces se lleva a cabo la proliferacion de linfocitos T especifica de antigéno. Existe evidencia
considerable de que las células endoteliales son capaces de actuar como células presentadoras de
antigeno in vitro (36). Pober y Gimbrone han establecido que los determinantes de clase Il son inducibles
por incubacidn con el mitdgeno PHA en cultivos de células endoteliales bajo presencia de linfocitos T
(36). La induccidn de determinantes clase | y I, y la expresion de IL-1 de membrana, también se ha
determinado por medio de la accion de interferon gamma (IFN-y) (36). Otros estudios han demostrado
que linfocitos T CD8+ pueden ser activados alogénicamente, en ausencia de la ayuda de linfocitos T
CD4+, al coestimularlos con células endoteliales en presencia de IL-2, con lo cual pudiera existir una

respuesta de memoria por parte de las céjulas CD8+ (57,204).

Activacién endotelial. Las células endoteliales estimuladas pueden alterar su estado funcional de forma
especifica, y a menudo, de manera reversible, sin perder su integridad estructural, Pueden presentar

funclones efectoras nuevas o aumentadas, que se caracterizan por una mayor sintesis y secrecion de



sobre su superficie celular (36). Diversos estimulos alteran la funcién y estructura endotelial, ocasionando
incrementos en mecanismos como la pinocitosis y la replicacion celular, la secrecion de PGl,, adhesion
leucocitaria, acumulacion intravascular de fibrina, hipertrofia endotelial, y reorganizacion tanto
citoesquelética, como de unidn intercelular (36, 171). Dichas alteraciones incluyen también un incremento
en la permeabilidad de fluido, y en cambios morfoldgicos de la célula en cuestion; las células endoteliales
sufren una contraccion répida (aparentemente mediada por la accion de moléculas como calmodulina
y la cinasa de la cadena ligera de miosina) (171). En la tabla Il se muestran algunos de los efectos de
la activacion de células endoteliales durante procesos inflamatorios. En el momento del dafo endotelial,
las células sufren una retraccién, despojamiento de proteinas de superficie, y algunas veces lisis (171).
Por ello, las alteraciones del endotelio durante su activacion en procesos inflamatorios, son conocidos
como disfuncion endotéiial (36). Este tipo de alteraciones se llevan a cabo tanto in vivo como in vitro

(36).

Al exponerse a sefiales ambientales, como cltocinas, las células endoteliales exhiben cambios
profundos en expresién génica y en funcion. Las respuestas son rapidas (segundos a minutos), y de
accion prolongada. Es menester aclarar que las células endoteliales son, tanto hlanco, como
sintetizadoras de citocinas, cuyas funciones llegan a ser diversas, especificas, y distintas (140). Las
cltocinas mejor caracterizadas por su efecto sobre células endoteliales son lo que se conoce como "el
trio inflamatorio”; la interfeucina-1 (iL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF), y el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) (76,78,199). Bajo dichos estimuios, las células endoteliales producen citoclnas como
IL-1 (regulacion autdcrina), interferdn-y (IFN-y), IL-4, IL-6, IL-8, factor de crecimiento tumoral (TGF-8}, y
olros factores como la proteina Groa, la proteina quimiotactica monocftica (MCP), el factor de
permeabilidad vascular (VPF), los factores estimuladores de colonias (CSFs), y la lipoproteina de baja
densidad-minimamente modificada (MM-LDL), tienen efectos profundos sobre las funciornes vasculares
del endotelio (140,181). En la tabla/lll, se describen en forma resumida los efectos de dichas citocinas

producidas por el endotelio, La tabla IV y la figura 3 también describen mas en detalie qué tipo de



Tabla Il. Respuestas endoteliales de inflamacién

e



Algunas respuestas endoteliales de inflamacion
(Cotran, RS, 1989) (161)

Formaclén de aperturas intarendotellales
Medliadores quimicos (la mayorfa)
Dano directo-prolongado
Necrdsis andotellal y "despavimentacidn”
Dano directo por agentas exégenos
Agentes exdganos ( ? radicalas derivados de oxigeno)
Altaracionas de funciones andoteliales (constitutlvas o induciblea)
Pinocitosis incrementada
Replicacicn calular altsrada
Adheaidn leucocitaria incrementada
Troshogenicidad incrementada
Produccidn ds mediadores incrementada (PAXl_, PAP, IL-1)
Exprasidn de determinantes de HEG class I y clage II i{ncrenantada
Induceldn de nuevas protefnas de superficie (FLAM-1, atc.)
Proliferacidn sndotellal y anglogdnesis

PGI_ = Prostaciclina

PAP w» factor activador de plaquetas

IL-1 = interleucina 1

MHC = complejo principal de histocoupatibilidad

BLAN-1 = moldcula de adhesidn leucocitaria endotelial - 1




funciones ejercen las citocinas IL-1, TNF, y LPS sobre las células endoteliales.

Recientemente, Brizzi y colaboradores (23), mostraron que la IL-3 también es capaz de estimular la
proliferacion de células endoteliales humanas, y de inducir la expresion del gen que codifica a ELAM-1.
EILPSy la IL-6 son capaces de inducir la expresion de ELAM-1 sobre células endoteliales humanas in
vitro (223). Claramente, el factor TNF-a induce la adhesion de células mononucleares de sangre périférica
en células endoteliales humanas in vitro (97).

Recientemente también se ha establecido que la IL-2 es capaz de inducir la adhesion de células
citotéxicas naturales (NK) a células endoteliales humanas in vitro, lo cual pudiera llegar a ser un
mecanismo de dafo endotelial (6). También se ha identificado a una proteina denominada proteina de
adhesion linfocitica-vascular-2 (LVAP-2) de 70 kD, expresada constitutivamente en células endoteliales
humanas de vena umbilical, y cuya funcion principal es la adhesion de linfocitos al endotelio (2). La IL-4
y el factor TNF-a son también capaces de inducir adhesion linfocitaria (sangre peiférica) a endotelio
humano por vias distintas de adherencia (69). Asi pues, existe un nimero importante de factores de
activacion de c¢élulas endoteliales, que demuestra la facilidad con la que el endotelio responde ante una
serie de estimulos para generar respuestas de defensa rapidas y efectivas. En la figura 4, se ejemplifica
el efecto de algunas citocinas sobre el endotelio vascular, y como los efectos de éstas se relacionan

dentro de la vasta gama de funciones del endotelio (140).

Expresion génica. Las células endoteliales de distintos origenes exhiben cierta heterogeneidad con
respecto a sus respuestas de reparacion de dafio tisular. Las respuestas endoteliales de dafo agudo, o
de estimulo inflamatorio ocurren durante los primeros 15 minutos, y son independientes de una sintesis
de RNA mensajero, o de proteinas sintetizadas de novo (78). Pero, &como sabe una célula endotelial
cuando ha sido dapada? El dafio depende de la accion de factores que afectan la presion del flujo
sanguineo, asi como del estrés de tonsura (‘shear stress'). En ese momento se lieva a cabo una
activacion de canales iénicos, asi como la generacion de péptidos vasoactivos (78). A partir de entonces,

comienzan a expresarse toda una serie de genes, que controlan la activacion del endotelio, y sus
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Tabla 1ll. Citocinas quimiotacticas y activadoras de leucocitos, producidas por células endoteliales

Tabla IV, Actividades de células endoteliales inducidas por citocinas



Citocinas quimiotacticas y activadoras de leucocitos, producidas
por celulas endoteliales. (uantovani, A. 19923. (140)

e e e e e e aie e s o -
CITOCINA BSTINMULO BLANCO CRELULAR EFPECTO
IL-) IL~1, THF, LPS Diversos, L, MO Inflamacion; respuasta da fase aguda, hematopoyéais
IL~6 IL-1, TNP, LPS Diverscs, L Respuasta de fase aguda, hematopoyeésis
IL~4
IL-8 IL-1, THF, LPS N, B, L, Hel, Reclutamiento leucocitario
Gro~a IL-1, THF N, Hal. Reclutamiento leucocitaria
McP IL-1, THNP, LPS NO Raclutamiento leucocitario
HH-LDL, IL~-4
@, GM, M-c8P IL=-1, TNF N, B, Na Hematopoyéuis, reclutamianto leucccitario y activacidn

L = linfocitos HO = monocitom N = neutréfiloa B = bamdfilos
HCP » protaina quimiotdctica monocitica G = granulocltos
M-CSP = factor estimulador de colonias de monocltos

KR~LDL = llipoproteina de baja densidad mfnimanente smodificada

E =~ sosindfilon Hel. = nelanoma
GH = granulocltos/monocitos

Actividades de células endoteliales inducidas por citocinas

(Cotran, RS, 1989). (16l).
' - e -
CATEGORIA FUNCION CITOCINAS
- : 4
Coaqulacidn Incremanto en la sxpresién del TP IL~-1, THE, LT
Dacremento en la exprssidn Qe
la protetna C actlivads por trombomodulina IL-1, THP, LT
Decremanto en la expresién de PA IL~1, TNF, LT
fncramento en la expresicn de PAI Ir=~1, TNFP, LT
Inflawacidn Incremsnto en la expresicn de PAP, I—‘Grz fL~1, THF, LT
Exprasidn de ELAH-1 IL~), TMP, LT
Incremsnto en la sscrecidn de IL-1 IL-}, TNP, LT
Incremanto on la sacrecidn de CsY IL-1, TNP, LT
Inmanidad Horfologia "“HEV" IL-1, TNP, LT, IFN~Y
Expreaién de ICAH~1 IL~1, TNP, LT, IFN=Y
Incremento en la expresidn de MHC clase I TNP, LT, IPN~a,6 8, Y
Incremanto sn la expresién de HAC clase IT IFN-Y
Incremento en la axpresidin de IL-1 de meambrana TNP, LT

TF = factor tisular

PA = activador de plasmindgenc

PAI = inbibldoxr del factor de plasmindgeno

PGI_ = Proataciclina

ELAM~1 = molécula de adheaidn leucocitaria endotelial-l
IL~1 = interleuoina-l

ICAH-1 = moldcula de adhesidn Intercelular-i

CSP =» factor estimulador ds colonias

HEV « vénulas de endotelio alto

MHC = complejo principal de histocompatibilidad

LT = linfotoxina, e.g. LP3 (lipopolisacirido bactariano)




Figura 3. Funciones endoteliales involucradas en la homeostasis
e inflamacidn moduladas por IL-1 y TNF
APC = células presentadora de antigeno;
PAF = factor activador de plasmindgeno; TM = trombomodulina;
PAI = inhibidor del activador de plasmindgeno;
PGI2 = prostaciclina; NO = dxido nitrico



FUNCIONES ENDOTELIALES INVOLUCRADAS EN LA

HOMEOSTASIS E INFLAMACION MODULADAS POR
IL-1 Y TNF

APC |
PAF 1 ™ 1 pai

\. HOMEOSTASIS /

TONO VASCULAR
EXTRAVASACION CELULAR

MOLECULAS PGI2 FACTORES
DE ADHESION NO QUIMIOTACTICOS

Mantovani, et al. 1992 (140)



Figura 4. Espectro de accién de citocinas prototipicas
sobre células endoteliales
VPF = factor peptfdico vasoactivo;
FGF = factor de crecimiento fibrobldstico



ESPECTRO DE ACCION DE CITOCINAS
PROTOTIPICAS SOBRE CELULAS ENDOTELIALES

IL-1
IFN-GAMMA L4 VPF  FGF

INMUNIDAD |NFLAMACION ANGIOGENESIS
TROMBOSIS

Mantovani et al.
1992 (1n0)



funciones subsecuentes, En latabla V figuran varios genes expresados sobre todo en las etapas iniciales
del proceso inflamatorio (78).

También se lleva a cabo durante una etapa temprana la aclivacion en células endoteliales de los
genes c-fos y c-jun por medio de la accion de FGF, TNF-a, y ésteres de forbol (78). EI PMA (acetato de
miristato de forbol) induce la expresidn de los genes edg-1y edg-2 que codifican para cierlos receptores
de proteinas G. El TNF induce la expresion de los genes B12 y A20, cuya funcién es similar a aquella de
fos (proliferacion, divisién celular) (78). Ciertos glucocorticoides y PMA inducen la expresién de los genes
GRE (genes de respuesta a glucocorticoides), cuya funcién es esencial en la inhibicion de respuestas
inflamatorias por medio del endotelio (78). La expresion del gen NF-xB también es sumamente
importante, pues es un regulador que acompaia los transcritos de diversas moléculas de MHC, GM-CSF,
IL-6, urokinasa, ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, y es inducida por TNF-a,3, IL-1, LPS, ésteres de forbol, luz UV,
y ciertos virus (78). La expresion génica esta sujela a una regulacion a nivel transcripcional y post-
transcripcional, y ésto es de suma importancia, pues ciertos defectos en la estabilizacién del RNA

mensajero pudieran reflejar anormalidades, conllevando al desarrollo de una inflamacidn crdnica (13,78).

Tréfico leucocitario y extravasacion. En el organismo existe una recirculacion continua de linfocitos, entre
el flujo sanguineo, y el sistema linfatico a través de los érganos linfoides, lo que se conoce como
"vigilancia inmunitaria" tejido-especifica (105). Los neutréfilos y los monocitos también viajan a drganos
linfoides y no-linfoides, pero la cinética de su entrada a éstos es distinta; mientras que los neutréfilos
penetran en etapas tempranas de la fase aguda inflamatoria, los monocitos y linfocitos penetran en una
fase cronica mas tardfa (105). Los linfocitos se adhieren a células endoteliales a través de receptores
especializados en vasos sangulneos, en ganglios linfaticos, y placas de Peyer, de donde migran
particularmente a la circulacién sanguinea. y luego entre las células de la pared endotelial (99). La
adhesion al endotelio vascular precede, o es un requisito para la migracion feucocitaria hacia el tejido

subyacente (105). Esta se lieva a cabo en regiones del endotelio vascular que poseen células
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Tabla V. Genes regulados en células endoteliales durante una respuesta a un dafio
o estimulo inflamatorio



Genes requlados en células endoteliales durante una respuesta a un
dafo o estimulo inflamatorio (cerritssn, me. 1393) (78)

PRODUCTO GENICO

PUNCION

Remodelacidn da matrix/trowbog)s/coagulacidén

PAI-1
uP), tPA

Colagenasa
Pactor tlaular
Vitronectina

v

Inhibidor da uPA (urokinasa) y tPA

Actlivacién de plasminogsno y plasmina
Degradacldn de wmatris:, fibrinolfsia

Activacién de TGP-8

Dagradacidn de watrlr, remodelacién

Cofactor de activacidn de la via de coagulacidgn
Intagrina, se une al racaptor de vitronectina

Intaracclones leucocitarias/endoteliales

BLAM-1
PECAN~1
ICAH~1

VCAH-1
HEC-1

HHC-IX .

IL~6 .
IL-8

HCp

IL-18

Salectina, ne una a llgandos aobhre PHNa, L, MO
Salectina, se une a ligandos sobre PHls.

Superfanilia de las inmunoglobulinas, sa une a ligandos sobre
PHNs, HO, L, macrifagos

Superfasilia de las inwunoglobulinas. Sa une a VLA4
sobre L, HO.

Complejo principal de histocompatibilidad, presanta

una eatructura aspecifica blanco a células T citotéxicas
Presentacidén de antigeno soluble a células T citotdxicas
Pactor de crecimianto células B

Pactor quimiotdctico de neutréfilos

Pactor quimiotiéctico de monocitos

Citocina ds inflamacidn

Tone vascular e interacciones plaqustarias

<ox
NO-sintetasa
Endotelina

Sintesis de PGI_ y PGE
Sintesis de NO (EDRF)
Vasoconstrictor, mitégeno

Factores de crecimiento

M~=CSF, GM-CSP

Inducen la formacidn de colonlas wonociticas y macrofaqicas
a partir de células pracurxsoras

PDGP Ritdgeno para células de misculo limo

TGP-8 Promotor & inhibidor de crecinisnte

bPGP Hitdgeno de diversos tipos celulares

PHN = nautyétilos VLA4 = very late antigsn 4 TGP = factor de crecimiento tumoral

bFGF = factor da crecimi@nto fibrobistico bésico

L = linfocitoa H = uohocltos




especializadas cuboides y "altas"; estas regiones se conocen como "vénulas de endotelio alto" (HEV =
high endothelial venules). En la figura 5, se esquematiza la migracion de linfocitos a través de la pared
endotelial en regiones HEV. Todos los drganos linfoides secundarios con la excepcion del bazo poseen
HEVs (105, 106). La mayoria de los linfocitos maduros en reposo son capaces de reconocer HEVs en
todos los tejidos linfoides, y los linfocitos, en etapas subsecuentes (posiblemente linfocitos de memoria)
expresan sistemas de reconocimiento de HEVs unicos y completamente especificos. El reconocimiento
de HEVs se debe a receptores sobre la superficie linfocitaria, llamados receptores de "reclutamiento”,
o homing receptors. Estos receptores reconocen a unas moléculas de adhesion llamadas adresinas
sobre la superficle de los HEVs. El antigeno Hermes, CD44 = H-CAM, se encuentra fuertemente
involucrado en la mediacion de dichas interacciones entre linfocilos y HEVs (105.2155.

Asi pues, el endotelio es una barrera permeable, que durante la iniciacion de procesos inflamatorios, y
en presencia de un dafo tisular, inicia la migracion de las células inmunes a través de sus paredes, para
liherarlas al torrente sanguineo y a espacios intercelulares tisulares, llegando asi hasta el sitio del dano.
Las células que se adhiereny migran a través de la monocapa endotelial en los sitios de inflamacién son
células polimorfonucleares (neutrdfilos), monocitos, macréfagos, basdfilos, eosindfilos, linfocitos Ty B,
y células NK no T/no B (6,99,156). Las células se adhieren a las células endoteliales por medio de sus
receptores, a receptores constitutivos e inducibles sobre las células endoteliales. La migracion que se
lleva a caho a través de la barrera endotelial a los espacios extravasculares se lama extravasacldn. La
expresion de moléculas sobre la superficie endotelial cambia a medida que la adhesién procede en
funcion del tiempo, mientras que la expresién de moléculas en la superlicie leucocitaria cambia durante

la transmigracion o extravasacion (171).
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Figura 5. Corte transversal de un vaso sanguineo.
Esquema de la migracién de linfocitos a través
de la pared endotelial en regiones HEV {115}



Linfocitos migrando a través

de la pared endotelial .,

Membrana basal

Endotelio alto
(HEV)




c¢) Daio vascular

Hemos visto que las células endoteliales pueden sufrir danos profundos a consecuencia de los
procesos normales o supra-normales de inflamacion. Existen dos tipos de dafio endlotelial; en el primer
tipo, daito Inmunogénico, el dafio se lleva a cabo virtualmente a corto plazo, donde surgen aperturas
entre las células endoteliales como resultado de la contraccidon de éstas por agentes vasoactivos
(histamina, serotonina, bradiquinina, C3a, C5a, PAF,y algunos leucotrienos (36). El segundo tipo de dafio
se conoce como dafo vascular, y se caracteriza por una necrdsis endotelial, que induce una
permeabilidad incrementada, y frecuentemente, la aparicion de un trombo local. Este tipo de dafio es el
resultado del efecto directo de quemaduras, agentes quimicos, sustancias locales, o radlicales libres
derivados de oxigeno (36).

Sin embargo, es relevante hacerse la pregunta de por qué algunos de estos cambios endoteliales
pueden ser tan prolongados, y por qué son especificos de ciertas regiones vasculares...
Podria deberse, entre algunas posibilidades, a la presencia crdnica de niveles elevados de citocinas; a
cambios en la composicién de la matriz extracelular; a alteraciones en las funciones de tejidos
circundantes; a diferenciaciones celulares irreversibles (78).
Existe evidencia para sugerir que las células endoteliales pueden ser dafiadas por reacciones mediadas
humoralmente en algunos tipo de enfermedad autoinmune, como es el caso de Lupus Ertematoso
Generalizado (LEG) - donde se ha reportado la existencia de anticuerpos antiendotelio - y en algunos
casos de vasculitis (36,155,). De hecho, la existencia de anticuerpos humanos contra endotelio vascular
se conoce desde hace dos décadas, y con el advenimiento del cultivo de células endoteliales de
cordones umbilicales, se han mejorado las técnicas de deteccion (155). Actualmente. el drea mas amplia
de estudio comprende las enfermedades reumaticas generalizadas, donde se estima que un daho
patogénico puede ser el principlo de un dano vascular autoinmune (28,155). Sin embargo, la prevalencia,
interacciones y especificidad antigénica de los anticuerpos contra endotelio vascular ain no se ha
definido. Dentro de esta blisqueda se ha incluido la correlacidn de anticuerpos en sindromes vasculiticos

- no siempre consistente - con otros anticuerpos, tales como antineutrdfilo o antifosfolipido (158).
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Asi pues, el endotelio representa un tejido con grande potencial de intervencion terapetica,
donde se contempla la posibilidad de interferir con procesos inflamatorios excesivos, como por ejemplo,
al bloquear la acumulacion de complejos antigeno/anticuerpo, o al bloguear la interaccion de anticuerpos

contra endotelio que iniciasen un dano vascular.

2) Participacion de las moléculas de adhesién celular en procesos Inflamatorios
a) Moléculas de adheslén celular (MAC)

Las moléculas de adhesidn celular (MAC) son células esenciales en los procesos de adhesion
y niigracion leucocitaria a través de vasos sanguineos durante un fendmeno inflamatorio. Algunas de ellas
median activamente los procesos de adhesion y extravasacion. Las MAC se definen a pattir de las
siguientes familias: las selectinas, las Integrinas, la superfamilia de las Inmunoglobulinas, y de otras
moléculas como las adresinas y las caderinas, Las MAC tienen funciones importantisimas en respuestas
Inmunes (induccién, regulacion, fase efectora), en fa locallzactén preferente de células Inmunes
("Homing"), en Inflamacién, en metdstasls, y en otros procesos como cleatrizacion, reabsoreion osea,
ote. (Roberto Gonzalez-Amaro, comunicacion personal, 1993).
Las MAC tienen caracteristicas especificas que las agrupan, por ejempio: su expresion es varlable (en
distintos tipos celulares, y en un mismo tipo dependiendo de la maduracion, estado de activacion, etc.
celular), se actlvan, y generan sefiales de activacion bldireccionales (80,81). Las MAC se liberanala

circulacion sanguinea (niveles basales), y las MAC solubles poseen propiedades anti-inflamatorias (169).

- Selectinas -

Las selectinas son MAC que tienen una estructura molecular comUn, caracterizada por un dominio de
lectina N-terminal (que es homélogo a una variedad de lectinas tipo-C calcio-dependientes); por lotanto
son lectinas; un dominio de factor de crecimlento epldérmico (EGF); una serie de dominlos
regulatorlos de complemento (CRP); un dominlo transmembranal; y una cola citoplasmica corta

(232). El dominio de lectina es esenclai para la adheslon celular, aunque la regidn EGF parece tener un
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papel de regulacion muy importante (168). En la figuras 6 (17} y 7a (125), se esquematiza la estructura
de los miembros de esta faniilia. Los tres miembros de esta familia l.-selectina, E-selectina (ELAM-1),
y P-selectina, se encuentran involucrados en la adhesion leucocitaria al endotelio. En la tabla Vi se
muestra la distribucion (expresion) de estas moléculas, asi como los contra-receptores o ligandos que
se conocen (17,39,63,73,74,125,145,160,183,212,232). Las seleclinas reconocen proteinas sialiladas, e
interaccionan con adresinas (L-selectina). Pero lo mas importante que se sabe de las selectinas, es que
intervienen en la fase inicial de la interaccién leucocito-endotelio.

Mientras que la L-selectina es una molécula constitutiva, la P-selectina y la E-selectina no lo son,
y para su expresion el endotelio tiene que estar activado. Se ha propuesto que la P-selectinay laE -
selectina intervienen en procesos de inflamacion leucocitaria y que la L-selectina participa activamente
en la recirculacion linfocitaria a través de ganglios linfaticos periféricos, asi como en procesos de
inflamacion mediada por neutrdfilos (129). La P-selectina y la E-selectina son mas parecidas
estructuralmente (125). Las tres selectinas se expresan activamente en HEVs (146). Mds especificamente,
la L-selectina reconoce tetrasacaridos sobre sus ligandos, la P-selectina, ligandos fucosialilados, y la E-
selectina ligandos sialilados (183). La expresion de las selectinas vasculares suele ser transitoria salvo
en tejidos crénicamente inflamados (73).

La L-selectina, expresada en leucocitos, es rapidamente secretada después de la activacion
celular (18). El dominio citopldsmico dle la L-selectina regula la adhesidn leucocitaria calcio dependiente
(78, 110). Se ha identificado un determinante glucoproteico adicional, denominado Sialil Le® en células
cancerigenas (algunas leucemias) (109, 95, 67). La L-selectina, contrariamente a las P y E selectinas,
disminuye su expresion al activarse el endotelio. De acuerdo con ciertos autores, es probable que la L-
selectina intervenga en interacciones muy tempranas de leucocitos con las células endoteliales, seguida
después de una unidén més estable mediada por integrinas (73). Estudios recientes sugieren que la L-
selectina puede ser reconaocida por la P-selectina (73). Un grupo ha identificado al epltopo EL-246 sobre
L-selectina y E-selectina in vivo, que funciona como un dominio crucial en la mediacién de la adhesion

leucocitaria (10).
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Tabla VI, Motéculas de adhesién - Selectinas



SELECTINAS

CD MOLECULA
CDhe2L L—selectina
{(LECAM-1)
CD62E E—selectina
(ELAM-—1)
CD62P P—selectina
(PADGEM,
Mel-14,

GMP-140)

C—RECEPTOR
EN

Adresinas
vasculares
sgp50

Antigeno
Sialil—Lewis X
- HECA-452

L—selectina
(también otras
glicoproteinas)
Sialil-Lewis X

EXPRESADA

Leucocitos
Monocitos

Endotelio

Plaquetas
Endotelio



Figura 6. Estructura de las selectinas
EGF = dominio del factor de crecimiento epitelial
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Figura 7. Estruclura de ciertas moléculas de adhesion
a, Selectinas; b. Integrinas; ¢. Superfamilia de las Inmunoglobulinas
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La E-selectina (ELAM-1) fue identificada por primera vez en 1987 por Bevilaqua y colaboradores
(15,16). Es una moléculaexpresada exclusivamente en endotelio (células que se le adhieren: monacitos,
neutréfilos, y subpoblaciones de células T y media la adhesién celular adhiriéndose al ligando Sialil-Le”,
que es un carbohidrato sobre la superficie celular de neutrdfilos, células mieloides y algunas lineas
tumorales (163). También reconoce a L-selectina sobre eosindfilos (15). La expresion de ELAM-1,
(activada por citocinas como IL-1, TNF, y LPS), es dptima al cabo de 4-6 horas, y dura un lapso
aproximado de 24 horas (68).
La ELAM-1 requiere la sintesis de un mayor nimero de proteinas que las demas selectinas. Las células
endoteliales humanas de vena umbilical activadas por TNF internalizan a ELAM-1 por endocitosis
constitutivamente; sin embargo, el significado de esta endocitosis y de la regulacion de ELAM-1 sabre
la membrana celular, ain no es claro (224). Los linfocitos T se adhieren a células endoteliales (HUVEC)
estimuladas por IL-18, por medio de ELAM-1 in vivo e in vitro (82). Se ha descrito una protelina sérica
denominada SDI (serum-derived inhibitor), normalmente presente en la fraccién de a-globulina, que es
capaz de inhibir la expresion tanto de ELAM-1, como de VCAM-1 e ICAM-1, en células endoteliales (207).

Picker y Butcher han demostrado que ELAM-1 funciona como una adresina vascular de piel en
sitios de inflamacién cronica, es tejido-selectiva, y se expresa en endotelio, reclutando a linfocitos T de
memoria, sobre la piel (164), Estos estudios fueron confirmados por el trabajo experimental de Shimizu
y colaboradores quienes demostraron que la unién de linfocitos T a endotelio, via ELAM-1, ocurria
independientemente de la activacién del endotelio, y que por ende, los linfocitos T eran de memoria. Se
sabe ahora que ELAM-1 es crucial enla etapa de adhesion inicial al endotelio inflamado, asi como en fa
migracién preferencial de los linfocitas T hacia tejidos o sitios de inflamacion (198). CLA (antigeno
linfocitico cutaneo) es un antigeno (HECA-252) sobre la superficie de linfocitos T también reconocido por
ELAM-1, especialmente en individuos sensibilizados, con altas concentraciones de CLA en la piel (187).
In vitro, ELAM-1 media la adhesion de PMNs, monocitos, eosindfilos y células de ciertos carcinomas a
células endoteliales (HUVEC). Y con respecto a linfocitos, solamente media la adhesién de linfocitos T

de memoria a HUVEC (73).
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La ELAM-1 se expresa en endotelio sinovial durante la evolucion de artritis inducida, y puede ser
detectada de forma no invasiva utilizando anticuerpos monoclonales marcados radioactivamente. Esta
técnica de imagenologia sobre ELAM-1 tiene un gran potencial para el estudio no invasivo de la activacion
endotelial en artritis y en otras enfermedades reumaticas (30), Se han encontrado, por medio de ELISA,
niveles elevados de E-selectina sérica en pacientes con esclerodennia, vasculitis (PAN), y lupus

eritematoso generalizado (29),

La P-selectina (células que se le adhieren: monocitos, neutrdfilos, y subpoblaciones de células
T) se encuentra almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade (endotelio), y en granulos a (plaquetas),
y su expresion es rapida (minutos) (75,201). Bajo estimulacion por medio de trombina, histamina,
substancia P, o perdxido, la P-selectina se expresa en la superficie celular (plaguetas y endotelio) (129).
En cambio, fa IL-1 y el TNF no inducen la expresién de P-selectina (232). La P-selectina captura a
neutrdfilos (131,137,191); los neutrdfilos que expresan la P-selectina demuestran una capacidad calcio-
dependiente de inducir a expresion de integrinas beta2, y se degranularizan, al ser estimulados por
factores quimiotacticos, Otros estudios recientes han demostrado que la P-seleclina se une a linfocitos
T crédnicamente estimulados (de liquide sinovial de pacientes con artritis reumatoide), pero no se une a

linfocitos T CD4+ en reposo (40).

- Integrinas -

Las integrinas son glucoproteinas formadas por heterodimeros polipeptidicos asociados deforma
no covalente, constituidos por una cadena aifa y una cadena beta. Son glucoproteinas
transmembranales con una reglén extracelular y una porcion citoplasmica. Y la subunidad beta (CD29),
es una proteina transmembranal con una porcldn extracelulary una porclon citoplasmica que interviene
en las sefiales de transduccidn (125).

En la figura 7b se esquematizan estructuralmente a algunas integrinas (125). La funcién principal de las

integrinas es mediar interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Las integrinas tienen fa
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capacidad de unirse rapida y reversiblemente.

Las integrinas beta 1, corresponden a la familia de VLA (very late antigens), y se expresan en
un gran nimero de células de diferente estirpe. En la tabla Vil se muestran a las integrina beta 1, su
exptesion, y sus ligandos correspondientes (17,39,53,73,74,89,92,93,125,127,145,
160,180,183,189,193,194,202,206,232).La VLA-1 se expresa en la superficie de células T activadas y de
forma moderada en monocitos. La VLA-2 tiene una distribucidn celular similar aunque también puede
detectarse moderadamente en células B en reposo. Las VLA-3, VLA-4, y VLA-5 son integrinas de amplia
distribucion celular. La VLA-4 es de especifica importancia pues ademds de tener como ligando la
fibronectina tiene a lamalécula VCAM-1 de la superfamilia de las inmunoglobulinas. La via de adherencia
VLA-4/VCAM-1tiene implicaciones importantes en fendimenos de inflamacidny metastasis (180). Estudios
realizados por Elices y colaboradores demuestran que VLA-4 media el reciutamiento de linfocitos T a
regiones de inflamacion cutdnea in vivo (56). La VLA-5 al unirse a la fibronectina media interacciones
leucocito/matriz extracelular. La VLA-6 se expresa en una gran variedad de células pero estd ausente en
1a superficie de células B. Se ha demostrado la presencia de VLA-7 sobre células de melanoma. La VLA-8
se expresa en células epiteliales y células del tejido nervioso, y su ligando se desconoce (89).
Conocemos hoy en dfa la asociacidon de CD29 con alfaV, proteina presente en fibroblastos, células de
neuroblastoma y embrionarias de rindn (125). Llama la atencién en esta familia, el reconocimiento de

proteinas de matriz extracelular.

Las integrinas [eucocitarlas (beta 2) poseen una cadena aifa y una cadena heta. Existen tres
tipos de cadenas alfa que corresponden a las tres integrinas leucocitarias; alfa L. (CD11a, LFA-1), alfa
M (CD11b, Mac-1), alfa X (CD11¢, p150,95). Aunque estas cadenas son diferentes, presentan bastante
homologia. Las subunidades aifa son glucoproteinas transmembranales, y estan constituidas
estructuraimente por un gran dominio extracelular, {(con un dominio |, y un dominio de "unién de

cationes divalentes"), una zona transmembranal, y una reglon citoplasmica corta, Aparentemente, el
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Tabla Vil. Moléculas de adhesion - Integrinas beta 1
C = contra; CO = coldgena; LM = laminina; FN = fibronectina;
VCAM-1 = molécula de adhesion celular vascular-1;
VN = vitronectina; VLA = very late antigen; L = linfocitos;
M = monocitos; N= neutrdfilos; B = basdfilos; Mel = melanoma;
P = plaquetas; G = granulocitos; CM = células musculares;
TN = tejido neural; CEP = células epitellales; NB = neuroblastoma; F = fibroblastos;
RE = rifidn embrionario; LG = lineas celulares



INTEGRINAS BETA 1

CD

CD49a/CD29
CD49b/CD29
CDA49c¢c/CD29
CD49d/CD29
CD49e/CD29
CDA49f/CD29
CD49g/CD29
CD49h/CD29
? /CD29

MOLECULA

VLA-1 (Alfal)
VLA-2 (Alfa2)
VLA-3 (Alfa3)
VLA-4 (Alfad)
VLA-5 (Alfa5)
VLA-6 (Alfa6)
VLA-7 (Alfa7)
VLA-8 (Alfa8)
AlfaV

C-RECEPTOR EXPRESION

CO, LM Amplia

CO, LM Amplia

FN, CO, LM Amplia

FN (V25), VCAM-1 L,M,N,B,Mel.
LM Amplia

LM P, G
LM Mel. CM

? TN,CEP,Mel.
VN, FN NB,F,RE,LC



Tabla ViIl. Moléculas de adhesion - Integrinas leucocitarias beta2
ICAM-1,2,2 = Molécula de adhesidn intercelular 1,2,3;

LPS = lipopolisacarido; COL = coldgena; Fibr = fibronectina;
LFA-1 = leucocyte functional antigen-1; G = granulocitos;
MO = monocitos; NK = células asesinas; C = contra
CTL = linfocitos T citotéxicos



INTEGRINAS LEUCOCITARIAS (BETA 2)

CD MOLECULA

Alfa / Beta

CDt1a/CD18 LFA—1
Alfal./Beta2

CD11b/CD18 Mac-1
AlfaM/Beta2 (CR3)

CD11c/CD18 p150,95
AlfaX/Beta2 (CR4)

C—RECEPTOR

EN

ICAM -1
ICAM -2
ICAM -3

i{CAM-1
iC3b
Factor X
LPS. COL?
Fibr.

iC3b
Fibr.

EXPRESADA

Células Ty B,
G, MO.
macrofagos. NK

Células mieloides
G, MO
NK
CTL y ciertas
leucemias linfoc.

G, MO, NK
Expresion inducida
"de novo" (Cél B)



dominiol es un sitio de reconocimiento principal de adherencia sobre la integrina leucocitaria Mac-1 (50).
Se sabe también que Mac-1 es el receptor principal de colagena tipo | sobre neutrofilos (138). Las
cadenas de estas integrinas estan codificadas en un grupo (‘cluster’) de genes del cromosoma 16 11p
13.1. La cadena beta 2 (CD18), es una proteina transmembranal, que esta constituida por una zona
extracelular iarga; es en ésta zona que existe una gran identidad de la cadena beta2 con las cadenas
beta de las demas integrinas. En latabla Vil se describen a las integrinas de esta familia, asi como sus
ligandos (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, iC3b (216} y olros) (17.35,39,53,73,74,86,92,93,125,127,145,160,180,183,
189,193,194,202,206,232), Se ha visto que la adhesién de células monomielocilicas dependiendo de la
expresion incrementada de ICAM-1, aumenta proporcionalmente con los niveles de integrinas beta 2
(214). La LFA-1 se expresa en células Ty B, granulocilos, monocitos, macrofagos, y células NK (205,128).
La Mac-1 se expresa en células mieloides (granulocitos y monocitos), asi como en algunas clonas de
ciertas leucemias linfocitarias. La p150,95 se expresa en granulocitos, monocitos, células NK, células B,
y existe controversia acerca de su expresion en células T. La expresién de las integrinas leucocitarias
depende del estado de activacion y diferenciacion celular, y se encuentra modulada por citéc'mas como
GM-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-4, y otras. La expresion de estas integrinas no es suficiente para que sean
funcionales. La afinidad por sus ligandos se ve aumentada por la activacion celular. Las interacciones
LFA-1/ICAM-2 son un ejemplo de adhesiones leucacito-endotelio. Las integrinas leucocitarias intervienen
activamente en diversas funciones entre las cuales se encuentran, ia cltotoxicldad mediada por células
CTL y NK, y la cltotoxicidad dependlente de antlcuerpos, la funcidn de cooperaclén (“helper") de
linfocltos T, la unién de leucocltos a endotello, la presentacléon de antigeno, la agregacion
leucocitarla, la migraclon leucocitarla y la quimiotaxis, la opsonizacion y la fagocitosls, y la
Interacclon leucocitarla con proteinas sérlcas.

Corbi, Larson y Springer identificaron por primera vez a la glucoproteina p150,95 en 1987 (34).
La cadena beta 2 (CD18) de dicha integrina también fue clonada en 1987 por Kishimoto y Springer,
definiendo de ese modo a la familia de las integrinas leucocitarias (116). Una enfermedad muy rara es

la del sindrome de deficiencialeucocitaria (LAD, leucocyte adhesion deficiency), en donde se ha visto que
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la del sindrome de deficiencia leucocitaria (LAD, leucocyte adhesion deficiency), en donde se ha visto que
el gen que codifica a la subunidad beta 2 tiene una expresion defectuosa o deficiente. Estos individuos
sufren de una deficiencia inmunitaria profunda, con multiples infecciones bacterianas, asi como rechazo
de transplantes. Se ha demostrado in vivo, que inyecciones con anticuerpas anti-LFA-1, y el tralamiento
simultaneo con anti-CD2 reducen significativamente las respuestas de rechazo (61},

La proteina basica principal eosinolilica EMBP (eosinophilic major basic protein) incrementa la expresion
de p150,95 sobre neutrdfilos, lo cual pudiera implicar a neutrdfilos dentro de fases tardias de un
desarrollo inflamatorio (150). Se ha demostrado que p150,95 si interviene en la activacion de células T,
Meunier y colaboradores han visto que existe un incremento en la expresion de HLA-DR y p150,85 en la
presentacion de antigeno en células de Langerhans humanas estimuladas con dcido retindico (147).
Dicha estimulacion, ademads de inducir ta expresion de estas moléculas indujo la proliferacién de linfocitos
T CD4+ (147), Bellény colaboradores han mostrado que durante la diferenciacion mieloide de las lineas
celulares HL60 y U937, fos niveles de expresién del RBNA mensajero de fas integrinas 53150,95 y VLA-4
se encuentra diferencialmente regulado, y que mientias la expresion de p150,95 es regulada a un nivel
transcripcional, la de VLA-4 es controlada por mecanismos post-transcripcionales (11). También han
mostrado que mlentras que fa activacién de finfocitos T CD4+ confleva a la dismuncion en la expresion
de VLA-4 (y un incremento en la exptesién de VLA-5), la activacién de linfocitos B induce una disminucion
en la expresidn de VLA-4, y un incremento en la expresion de p150,95 (11). La similitud de estos cambios
y aquellos detectados durante la diferenciacion mieloide subrayan la importancia de las alleraclones en

la expresion de dichas integrinas en relacién a las funciones efectoras que puedan ejercer (11).

Las Integrinas heta3, o citoadhesinas son integrinas plaquetarlas. Poseen un dominio UCD
(‘unidn de cationes divalentes"). Se caracterizan especiaimente por la presencia de fa secuencia RGD
(Arg-Gly-Asp), que es un sitio de unién imperativo en el reconocimiento de ligando (presente en muchas
integrinas), sobre la cadena beta. La presencia de la secuencia RGD determina qué tipo de proteinas

RGD o ligandos RGD van a interaccionar con la integrina en cuestion, En la tabla IX, se muestran las
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Tabla I1X. Moléculas de adhesion - Integrinas beta 3 (citoadhesinas)
vWF = factor von Willebrand; TN = tenascina; TSP = trombospondina;
OSP = osteospondina; FN = fibronectina; C = contra



INTEGRINAS BETA 3 - CITOADHESINAS

CD MOLECULA
Alfa / Beta
CD41/CDe61 Gplib/ilia

Alfalib/Beta3

CD51/CD61 VNR
- AlfaV/Beta3

C—-RECEPTOR

EN

Fibrinégeno

Factor Vill
Fibronectina
Vitronectina
Trombospondina
vWF, TN

Vitronectina

Factor Viii
Fibrinégeno
TSP, OSP, FN
Colageno. TN
vWF

EXPRESADA

Megacariocitos
Plaquetas
Endotelio

Plaquetas
Endotelio
Leucocitos

(Subpoblacién T)



integrinas de la familia beta 3, y su distribucion celular (17,39,53,73,74,92,93,125,127,145,
160,183,189,193,194,202,206,232).

El locus para los genes de las Integrinas VNR y gplib/lila ha sido identificado como un grupo (“cluster')
en el brazo largo del cromosoma 2 humano. Entre las funciones de la integrina VNR (receptor de
vitronectina), destacan la mediacion de la agregaclon plaquetarla y la adhesién al subendotello. La
VNR también modula las Interacclones célula-matriz extracelular y célula-célula. A diferencia de la
integrina gplla/liib, esta integrina se expresa no sdlo en plaquetas sino tamhién en leucocitos. La VNR
tiene una gran importancia en el desarrollo de metastasls, en glomerulonefritis, y en trombosls, La
integrina gplib/gplila, tiene las siguientes funciones: a) es la Integrina principal en plaquetas; b)
promueve la adhesion plaquetarla (plaquela-plaqueta) a través de mediadores solubles como
fibrindgeno y el factor de von Willebrand, y la adhesldn al subendotelio a través de ligandos como la
fibronectina y la vitronectina (189). ¢) Esta integrina requiere ser activada para unirse a sus ligandos. d)
Participa activamente en la transduccion de seales bidireccionales (por medio de fosforilacién en
residuos de tirosina (189). Resulta un modelo terapedtico atractivo para la manipulacion de la agregacion
plaquetaria.

Se ha visto que también los condrocitos se adhleren a proteinas de cartilago y hueso através de algunas
integrinas beta 1y beta 3 (136). Se ha determinado que los dominios citopldsmicos de las integiinas beta
8 son necesarias para la iniciacion del esparcimiento celular y la formacién de centros focales de

adherencia (235).

La tabla X describe otras moléculas que pertenecen a la familia de las integrinas, asi como su
expresion (93,125), Entre las integrinas beta 7, se encuentra la molécula alfadbeta7 que se une a
MadCAM-1, fibronectina, y VCAM-1 en linfocitos (interacciones linfocito-plaqueta), asi como la molécula
alfalELbeta7 que se une a adresinas en linfoma y leucemias (Roberto Gonzalez-Amaro, comunicacion

personal, 1993),



Tabla X. Moléculas de adhesidén - Integrinas 4,5,6,7,8
C = contra; VCAM-1 == molécula de adhesidn celular vascular-1;
NB = neurcblastoma; CEM = células embrionarias; R = rifion



INTEGRINAS 4,5.6,7,8

SUBUNIDAD C—-RECEPTOR EXPRESION
Beta4d Alfa6 Laminina Hemidesmosomas
Beta5 AlfaV Vitronectina Células epiteliales
Beta6 AlfaV Fibronectina Células epiteliales
Beta7 Alfad FN (V25), VCAM—1 Células epiteliales
(=Bp?) AlfalEL ? NB, CEM, R

Betag8 AlfaV ? ?



- Superfamiiia de las Inmunoglobulinas -

Esta es una familia extensa de moléculas estructuralmente muy similares a las inmunoglobulinas.
En interacciones leucocitarias/endotelio, los miembros mas importantes de esta familia son las moléculas
de adhesion intercelular (ICAM) y las moléculas de adhesién celular vascular (VCAM). La familia esta
formada basicamente por moléculas como el receptor de la célula T, el receplor de la célula B, las
moléculas del MHC clasel y ll, CD4, CD8, LFA-2 (CD2), LFA-3 (CD58), ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1
y CD31. En la tabla Xi se muestran la mayorfa de los miembros de esta familia junto con sus ligandos,
y su distribucién celular (5,17,39,58,73,74,125,153,160,183,232). En la figura 7c se presentan las

estructuras de diversas moléculas de esta familia (125).

ICAM-1 e ICAM-2 han sido identificadas y clonadas. La ICAM-1 sélamente posee 2 de los §
dominios Ig de inmunoglobulinas que se encuentran en ICAM-1 (125). Los ligandos de estas moléculas
son miembros de la familia de las integrinas leucocitarias, LFA-1 y Mac-1. A diferencia de LFA-1 que se
encuentra restringido a leucocitos, ICAM-1 se expresa en un gran numero de células, y su induccién en
procesos de inflamacidn es muy importante, a través de interacciones LFA-1/ICAM-1. En ausencia de
respuestas inflamatorias, ICAM-1 se expresa sélamente en algunos tipos celulares (125), (células
dendriticas foliculares, y en células B de centros germinales). Mediadores de inflamacién como iFN-y,
TNF, IL-1 y LPS, inducen fuertemente la expresién de ICAM-1 en diversos tejidos (206). Entre las
funciones de ICAM-1 se encuentran también la presentacién de antigeno a células T, la citotoxicidad
mediada por células, y la participacién en el rechazo de injertos (70,229). Las ICAM-1 e ICAM-2 son
mucho més similares entre si que con otros miembros de la superfamilia (206). La ICAM-2 también juega
un papel importante en lasinteracciones intercelulares; sin embargo, su induccién por medio de citocinas,
y en algunos casos, su distribucién, son mas restringidas que en ICAM-1 (43). Esto sugiere que ICAM-1
sea unligando preferencialmente utilizado por LFA-1, y que ICAM-2 sea de importancia mas relativa (43).
La molécula ICAM-3 fue identificada posteriormente, por Fawcett, de Fourgerolies y Springer

(43,44,45,46,59), La ICAM-3, estructuralmente relacionada a ICAM-1 e ICAM-2, consiste de 5 dominios
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Tabla XI. Moléculas de adhesidn -
Superfamilia de las Inmunoglobulinas
C = contra; CE = células endoteliales; LEL) = leucocitos;
CPA = células presentadoras de antigeno; linfocitos;
M = monocitos; B = basdfilos; £ = eosindfilos



SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

'MOLECULA C—-RECEPTOR EXPRESADA

CD54 ICAM-—1 LFA—1, Mac—1, CD43 CE,LEU (Amplia)

CD102 ICAM-2 LFA—1 CE,LEU (Amplia)

CD50 ICAM-3 LFA—-1 LEU,CPA
VCAM-1 VLA-4 CE,L.,M,B.E

CD2 T1i1/LFA-2 LFA-3 Linfocitos T, NK

CD58 LFA-3 CD2 Amplia

CD56 NCAM NCAM, SH NK

CD31 PECAM-1/gpila PECAM-1 CE,LEUM,P

- MAdCAM-1 AlfagBeta7, L-selectina CE mucosa

- TCR Antigeno MHC Linfocitos T

CD32 BCR (mig) Antigenos Linfocitos B

CD4 CD4 MHCII Subpoblacion T

CDs8 CDS8 MHCI Subpoblacion T



de inmunoglobulina y se une a LFA-1 {con menor afinidad que las otras ICAM) por inedio de 2 dominios
NH2 (46,59). Ciertos autores especulan que pudiera ser el ligando mds importante de LFA-1 en la
iniciacion de respuestas inmunes puesto que la expresion de ICAM-1 en leucocitos de reposo es muy
baja, mientras que la de ICAM-3 no (59). ICAM-3 se expresa en leucocitos y en células presentadoras de
antigeno, pero a diferencia de las otras ICAM, no se expresa en endotelio.

Un hallazgointeresante ha sido la demostracion de que las citocinas proinflamatorias comoL-1-8,
TNF-a, {FN-y, PDGF e IL-6 (éstas dos Ultimas con menores efectos), son capaces de inducir la adhesién
de células mononucleares de sangre periférica a sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide, via la
expresién aumentada de ICAM-1 (135), También se ha visto que existen niveles elevados solubles de
ICAM-1, junto con los anticuerpos anti-endotelio (AECA), anti-cardiolipina (ACL), anti-neutrdfilo (ANCA)

en pacientes con esclerodermia y vasculilis (197,225).

La VCAM-1 (molécula de adhesion celular vascular) es otra molécula de adhesion importante
dentro de este grupo; se expresa en endotelio y leucocitos, y en células dendriticas foliculares, y es el
ligando principal de la integrina VLA-4. Esta constituida por dos formas alternativas, una con 6 dominios
de inmunoglobulinay la otra con 7 dominios (232). El VCAM soluble es liberado por células endoteliales
activadas en cultivo, pero aiin no se ha determinado cuales son los niveles circulantes exactos de esta
molécula (74). El VCAM-1 se induce en la superficie de células endoteliales al cabo de 2-4 horas tras
estimulo con IL-1y TNF-a (73). También se ha visto que [L-4 es capaz de inducir la expresién de VCAM-1
o aumentarla en conjunto con IL-1 (73). La expresion basal de VCAM-1 sobre el endotelio es
considerablemente mas baja que ICAM-1, pero puede ser estimulada por los mismos mediadores como
se ha visto, incluyendo también a LPS e IFN-y (232). La expresion pico de VCAM-1 se da al cabo de 6
a 10 horas, y puede sostenerse hasta las 72 horas (232).

Se ha demostrado que los ligandos (CAM-1 y VCAM-1 coestimulan {junto con IL-2 e L-4) la
proliferacion de linfocitos T en reposo pero no de linfocitos T antigeno-especificos; y que ademas son

capaces de aumentar la muerte inducida por activacion, de linfocitos T CD4+ antigeno-especificos (41).
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La molécula CD31 (PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule) es una glucoproteina
de membrana que posee 6 dominios estructurales y se expresa en células endoteliales, plaquetas, células
mieloides y una subpoblacién de células T (4,73, 153). La expresién de CD31 aumenta en monocitos y
linfocitos T cuando estas poblaciones son estimuladas por activadores de la proteincinasa C (PKC) (4,73).
Por sus caracteristicas funcionales y estructurales se le ha implicado en procesos de adhesion celular.
El CD31 puede adherirse homofilicamente a CD31, y es capaz de mantener interacciones heterofilicas
con proteoglucanos (4,73). Células "virgenes" expresan grandes cantidades de CD31, mientras que las
células de memoria no (Roberto Gonzalez Amaro, comunicacion personal, 1993). Recientemente se ha
demostrado que CD31 es capaz de inducir sefiales en la subpoblacién de células T que lo expresan
(como las CD4+), mediante interacciones homofilicas con el endotelio (73). Como consecuencia de esta

interaccidn se induce la funcién adhesiva de integrinas como VLA-4 y LFA-1 (73).

- Otras moléculas de adhesién celular -

Otras moléculas importantes involucradas en las interacciones endotelio-leucocitos, son las
adresinas que se adhieren a receptores de localizaclon (homing). En la tabla XIl se muestran a las
adresinas que actualmente se conocen, su expresion, y sus ligandos (26,148,165,169,192).Las adresinas
participan en el reclutamiento de linfocitos al endotelio HEV. In vitro, las adresinas vasculares pueden ser
inducidas, bajo ciertas condiciones, sobre vasos en sitios de inflamacién crdnica, pero no necesariamente
particlpan en el reclutamiento linfocitario (105,106). Los receptores de localizacidn que se conocen son
los siguientes, LAM-1 6 raceptor de locallzaclon de GL.P (ganglios linfaticos periféricos), que se adhiere
a oligasacaridos con acido sidlico, expresado en células hematopoyéticas (células mononucleares, PMNs
y precursores); H-CAM 6 CD44, que se adhiere a colagena, fibronectina y laminina e hialuronato, y se
expresa sobre células hematopoyéticas y no-hematopoyéticas, mesenquimales y epiteliales y en lineas
celulares, asl como en células gliales de la materia blanca {SNC). En la tabla Xlil se muestran algunas

otras moléculas de adhesion que se conocen y que no estan clasificadas; éstas incluyen también a las
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Tabla X!I. Moléculas de adhesién - Adresinas
C = contra



ADRESINAS

MOLECULA ANTICUERPO C-RECEPTOR EXPRESADA
INHIBITORIO

Adresina MECA-367 Alfa4Beta7 HEV mucosa
de mucosa MECA-89 L-selectina HEV GLM, PP
MadCAM-1 HEBPpp ?

(ratén)

Adresina MECA-79 ? HEV GLP, GLM
ganglios PP

linfaticos

periféricos

(ratdn,

humano)



Tabla X!l Moléculas de adhesién -
Caderinas y otras moléculas de adhesién no clasificadas
C = contra



CADERINAS Y OTRAS MOLECULAS DE ADHESION
NO CLASIFICADAS

FAMILIA CD MOLECULA C—RECEPTOR

Caderinas Uvomorulina Homofilico
LCAM Homofilico
E—caderina Homofilico
N-—caderina Homofilico
P—caderina Homofilico
No CD44 CDA4 Acido hialurdénico

clasificadas CD15 CD15
Sialilado E —selectina



caderinas que son moléculas de adhesidn celular, impartantes en la formacién de uniones intercelulares
cerradas y de brecha, en procesos de metastasls, asi como en procesos de inflamacion, (Edith Gonzélez,

comunicacion personal, 1994).

b) Participacion de las MAC en Inflamaclon e inmunidad: adhesion, rodamlento y extravasacion.
Una vez conacida la expresion y regulacion de los diferentes receptores de adhesion, y basados
en diferentes experimentos de adhesion i vivo e in vitro, varios autores han liegado al cancepto de un
modelo para explicar la adhesion y la migracion transendotelial de leucocitos (73). Este modelo se
conoce como la "cascada de adhesidn', pues varias etapas se van sucediendo consecutivamente. En
las figuras 8 y 9 se esquematizan las distinlas etapas de la cascada de adhesion, asi como las moléculas
involucradas. En la primera etapa, conocida como contacto aleatorlo, los leucocitos que fluyen en la
circulacion sanguinea, comienzan a tocar las paredes del endolelio de forma aleatoria, una vez que el
dafio tisular se ha llevado a cabo. Para este contacto, es necesaria la disminucion del flujo sanguineo,
o tension de estrés, de tal modo que los leucocitos puedan comenzar a adherirse a la pared endotelial.
En este paso se lleva a cabo la adhesion, que es reversible (adhesiones y separaciones), y es mediada
por integrinas tales como las integrinas betat y beta2 (160,169,208). Pero sobre todo, esta etapa inicial
es mediada por selectinas. La segunda etapa se conoce como rodamlento (roliing), donde los leucocitos
ruedan ligeramente sobre la pared endotelial. En este momento comienzan a intervenir los receptores de
localizacion como LAM-1 junto con las adresinas, asi como la participacion de las selectinas - primero
P-selectina y después E-selectina - buscando a sus ligandos respectivos sialilados, y uniéndose con alta
afinidad de forma independiente a la activacion (73). El fendmeno de rodamiento disminuye
considerablemente la velocidad de flujo de los leucocitos en los pequenos vasos y permite su exposicion
a agentes quimiotécticos o activadores producidos en ese microambiente (73). Por ejemplo, la IL-8 y el
suifato de heparano participan en este momento en la activacion endotelial (Roberto Gonzélez Amaro,
comunicacion personal, 19983). La tercera etapa corresponde a la activacion leucocltaria y unién firme,

donde los teucocitos se adhieren de forma mas estable, (activacion-dependiente). Esta adhesion se lleva
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'Figura 8. Modelo de adhesién y transmigracion
endotelial "en cascada"
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Figura 9. Motéculas involucradas en la adhesidn endotelial teucocitaria
sobre neutrdfilos, linfocitos y endotelio



MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LA ADHESION
ENDOTELIAL LEUCOCITARIA SOBRE NEUTROFILOS,
LINFOCITOS, Y ENDOTELIO- Cotran, RS. 1989. (36)

LFA-1

HLA-DR




a cabo gracias a la participacion de Mac-1 en el caso de PMNs, y en el caso de monaocitos y linfocitos,
de la presencia de VLA-4 y de VCAM-1. Cuando las células T son estimuladas, la unién al endotelio
activado por IL-1 utiliza las dos vias VLA-4/VCAM-1y LFA-1/ICAM-1, mientras que la adhesion en reposo
utiliza fundamentalmente LFA-1/ICAM-2 (73). Por lo tanto, es en esta etapa que intervienen mads
activamente las integrinas betal y beta2, asi como las moléculas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La cuarta etapa correspondea la extravasacién leucocitaria, o dlapédesis - mediada
por las integrinas y las moléculas de la familia de las inmunoglobulinas {Ig) - donde los leucocitos migran
a través de la pared endotelial para llegar a los sitios de lesion tisular. Sin embargo, algunos autores
postulan que en condiciones patoldgicas, la adhesidn padria darse directamente en una etapa, a través
de los siguientes factores, i) la densidad local de un determinado ligando-receptor, afectando de forma
critica la avidez de la interaccidn; ii)la concentracidn extracelular de algunos cationes divalentes como
Mn2*y Mg?*, que pudieran incrementar considerablemente la avidez de las integrinas beta1 y beta2 por
sus ligandos, produciendo un cambio conformacional en la molécula; iii} la produccion de factores
solubles por los leucocitos activados que actuasen como activadores alostéricos de la funcién de las
integrinas (73). Asi pues, éstos y otros factores son los que probablemente determinen, que en

condiciones de inflamacion, la adhesion se vea incrementada, aunque se reduzca su selectividad (73).

c) Interacclones entre linfocltos T y endotelio

Los linfocitos T en la sangre, especificos contra cierto antigeno, y mas tarde linfocitos T
independientes de la especificidad antigénica tienen que penetrar el endotelio vascular tempranamente
(174). Las células T permanecen en reposo hasta que interactdan, via el receptor antigénico, con el
antigeno en cuestion, formando un complejo con el MHC. En este momento, la célula T se activa o se
anergiza en la superficie luminal del endotelio vascular, sobre el tejido donde el antigeno fue expuesto
{91). Aunque las células endoteliales de vena umbilical expresan constitutivamente moléculas MHC clase
I mds no de clase Il, estas ultimas se inducen rapidamente al ser cuitivadas con linfocitos alogénicos de

sangre periférica (91). Por lotanto, la respuesta proliferativa alogénica contra células endoteliales parece
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ser iniciada por la presentacion de moléculas de clase [l inducibles (51,91). Pober, Cotran, Savage y
Hughes han demostrado que dichas moléculas de clase |l (HLA DR, DP, DQ) pueden ser inducidas en
células endoteliales por las siguientes citocinas, IFN-y, TNF + IFN-y, IFN-y + IFN-B (51,91).

Las células endoteliales y los macrdfagos juegan un papel crucial en la respuesta celularinmune,
tanto como células presentadoras de antigeno, coma en la secrecidén de factores mediadores de la
respuesta inmune. Se ha identificado que las células endoteliales y los macréfagos secretan un inhibidor
idéntico de la sintesis de IL.-2, suprimiendo de este modo, la actividad de linfocitos T (111). Las células
endoteliales (HUVEC) incrementan las respuestas de linfocitos T CD4 4, al aumentar las concentraciones
de IL-2; de esta forma las células endoteliales poseen una habllidad Gnica para paticipar en las
respuestas alogénicas primarias in vitro, y posiblemente induzcan una respuesta muy simifar in vivo (84).
Savage, Hughes y Pober han demostrado que células endoteliales co-estimulan la activacién de linfocitos
T CD4+ junto con PHA, resultando en un incremento en la sintesis de IL-2 (195). La produccién de IL-2
se incrementd tipicamente de 3 a 8 veces (91). Sin embargo, también han demostrado que la
coestimulacion por parte de las céluias endoteliales no depende de la activacion de las células T por
medio de PHA; han visto que esta coestimulacion se da en parte por la unidn de LFA-3 a CD2, asi como
de un segundo ligando que actualmente ha sido identificado como CD28 (174,195). La PHA induce la
sintesis temporal del transctito de c-fos, cuya expresion pico se da al cabo de 30 minutos, Las células
endoteliales sélas no inducen a c-fos y necesitan la presencia de PHA (174).

Entre los ligandos involucrados en la adhesiéh de linfocitos T a endotelio se encuentran LFA-3,
CD2, LFA-1, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, VLA-4, CD44(91). Sin embargo, la via LFA-1/ICAM-1 no esta
involucrada en el incremento de sintesis de IL-2 (91). Las {L-1 e IL-6 en cambio, secretadas por las células
endoteliales, son incapaces de coestimular (junto con PHA) a linfocitos T CD4+ en reposo (174).

Aparentemente, las células endoteliales utilizan sehales similares para activar céiulas T de
memoria y células T "virgenes", es decir ambas expresan niveles comparables de CD28 en poblaciones
de linfocltos T CD4+ (91). Al regular la expresion de moléculas cruciales, Ja actividad de linfocitos T

puede limitarse a areas especificas, localizando una respuesta inmune (91). Las células endoteliales
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pueden entonces iniciar tanto respuestas primarias como respuestas secundarias, y gracias a la habiliad
de las células endoteliales de producir sefales co-estimuladoras a células T circundantes, ellas (CE)
pueden servir como células presentadoras de antigeno en las respuestas inmunitarias sobre tejidos
periféricos (91). Las células endoteliales en cultivo son capaces de presentar antigeno de forma
inmunogénica al asociarse con moléculas del MHC, y tienen una funcién coestimuladora de activacion
sobre linfocitos T CD4+ y CD8+ (174).

El reclutamiento de linfocitos T hacia tejidos por las células T se da en diferentes etapas; primero
las células pre-T que surgen de la méduia dsea entran a la circulacion sanguinea y migran hacia el timo
donde ocurre la seleccidn positiva y negativa de ellas. Posteriormente, las células T maduras y "virgenes®
migran hacia los ganglios linfaticos expresando CD45RA, CD2, LFA-1, VLA-4, VLA-5, VLA-6 y CD44, asi
como la L-selectina (174). Los linfocitos ‘virgenes" migran preferencialmente hacia drganos linfoides
secundarios, como los ganglios linfaticos, y recirculan, buscando a algin antigeno especifico. Una vez
que encuentran el antigeno sobre la superficie de CPA, la célula cambia fenotipicamente, entré en el ciclo
celulary expresa marcadores de activacion como el receptor de transferrina y HLA-DR. También expresan
LFA-1, VLA-4, VLA-5, VLA-6 (174). La expresion de L-selectina se reduce, y la expresion de las moléculas
CD2, CD44y LFA-3 aumenta (174). Las células ahora expresan CD45RQ de memoria, en vez de CD4SRA
(174). Posteriormente, los linfocitos T de memoria reconocen sobre la superficie del endotelio las
sigulentes moléculas de adhesion: ELAM-1, VCAM-1 e ICAM-1, aunque es posible que otras moléculas
de adheslon, especificas contra linfocitos T participen en esta etapa. Posteriormente, los linfocitos migran
y se Iogalizan (de forma antigeno-independiente) sobre las HEVs de tejidos especificos (homing), donde

comienzan la extravasacidn a través del endotelio tanto in vivo como in vitro (174).



3) Enfermedades autoinmunes con dafio vascular
En este trahajo se contempla el estudio de enfermedades autoinmunes como la esclerodermla

general progresiva y la vasculitls sistémica, pero se hara breve mencidn de otras enfeimedades

reumaticas intimamente relacionadas.

La esclerodermia o esclerosls generalizada progreslva (sistémica) (EGP) es una enfermedad
autoinmune que se caracteriza por la acumulacién de coldgena en la piel y en drganos internos (103),
y por la produccion de autoanticuerpos, afecta los niicleos celulares, el corazén, los pulmones, el tracto
gastrointestinal y el riftdn (133). Se caracteriza por la fibroesclerosis de tejidos conjuntives cutaneos y
viscerales, dano vascular difuso, y anormalidades inmunoldgicas (3).

Entre los fenomenos Inmunoldglicas, existe la presencia de anticuerpos anticentrémero,
antinucleares, antinucleolares (RNA polimerasa |, fibrilatina, nucleclar 4-65 RNA, U2 RNA),
antitopoisomerasal, anticoldgenatipos | y IV, antilaminina, antinibonucleoproteina, y otros (133). Diversos
estudios indican que los linfocitos T de pacientes con EGP se encuentran sobreactivados, y se sabe que
la mayorla de los infiltrados celulares cutdneos en EGP son linfocitos T (133,143). Existen varios
mecanismos por los cuales las células T pudieran sobreactivarse en EGP; pudieran estar predisupuestos
a reaccionar contra los epitopos autogénices mencionados arriba, mediante la expresién de moléculas
del MHC clase Il sobre células presentadoras de antigeno autélogas (133). Si estos antigenos llegaran
a formar parte integral de la vasculatura, un ataque de linfocitos T dirigido contra este sistema pudiera
tornarse auto-perpetuador (133). La presencia de citocinas solubles y la secrecion de receplores de IL-2
en etapas tempranas de esclerodermia sugiere que las reacciones inmunes se perpetiian, generando mas
citocinas capaces de agravar las lesiones fibrdticas y vasculares caracteristicas de este padecimiento
(177). Por supuesto, existen también alteraciones en ia expresidn de moléculas de adhesidn como ICAM-1
y las integrinas betal y beta2 {por lo general expresion incrementada), asi como en citocinas tales como
TGF-, IL-1, IL-2 IL-6, PDGF, TNF-a e IFN-y, que afectan la activacidn linfocitaria (60,96,139,151,152,178).

Se ha visto que en biopsias de piel de pacientes con EGP, en etapas tempranas, hay una mayor
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expresion de MACs tales como E-selectina, P-selectina y VCAM-1, asi como de las citocinas IL-8 y TNF-a,
y la expresion de estas moléculas es significativamente mayor que en individuos sanos
(32,119,188,122,203), Otras formas de activar los linfocitos T podrian incluir la expresién aumentada de
componentes de matriz extracelular en fibrablastos, asf como alteraciones imporiantes en la estructura
y funcién del endotelio, creando microambientes que exhibieran epitopos presentados a los linfocites T,
y adheridos a ellos mediante integrinas (133). Existen por lo menos cuatro moléculas de matriz
extracelular que coestimulan a linfocitos Ty que se encuentran involucradas en mecanismos antigeno-
especificos: coldgena, (especiaimente tipo IV), fibronectina, laminina, y tanascina (molécula tipo-
fibronectina mufltimérica) (133).

Entre las alteraciones endoteliales/vasculares, se ha visto que en EGP, se desarrolla proliferacion
de la intima arterial, dilatacién y destruccién capilar, asi como dafo y desprendimiento endotelial
(133,162). El blanco més probable del daiio inmunoldgico es la célula endotelial misma, o bien,
componentes de su membrana basal (incluyendo a la coldgena tipo IV y a la laminina) (107). Estudios
in vitro han demostrado que la capacidad citotoxica de células endoteliales con respecto a otras células
endoteliales pudiera ser un factor contribuyente en la inicacién de una vasculopatia en EGP,
representando un dafo crénico de células endoteliales (52). No obstante, se desconoce aln qué es lo
que activa a los linfocitos T, permaneciendo éstos altamente adherentes con respecto al endotelio
(108,1383). Se ha mostrado que el dafio endotelial tanto en EGP como en pacientes con Raynaud se debe
a mecanismos adiclonales a la presencia de complejos inmunes solubles, a la presencia de TNF, o de
lipoprotelnas oxidadas (19).

Dentro de los estudios en fibroblastos y matriz extracelular, se ha visto que los fibroblastos de
pacientes con EGP secretan cantidades elevadas de proteinas colagénicas. Estudios moleculares han
demostrado fa presencia de coldgenas |, Iil, IV, fibronectina y proteoglucanos - sobre-expresados a hivel
transcripcional en el RNA mensajero - en biopsias de piel de pacientes con EGP (90,133). Los fibroblastos
de pacientes con EGP también exhiben una anormalidad en su crecimiento, en la sintesis de DNA

expresando el prota-oncagen c-myc (133). Los fibroblastos también expresan altas cantidades de PDGF,
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cuya funcién es la de regular el crecimiento celular fibroblastico (133).

Los estimulos que inducen el desarrollo de EGP se desconocen, pero son lo suficientemente
poderosos para inducir una respuesta inmune de linfocitos T incrementada, ocasionando el dano
vascular. La expresién de proteinas de matriz extracelular contintia, con lo cual los linfocitos T siguen
siendo activados y se establece un ciclo (133). Existe evidencia considerable para sugerir que las tres
caracteristicas mds imporantes de EGP - dano vascular, acumulaciones tisulares y perivasculares de
leucocitos mononucieares, y el incremento en la proliferacion y presencia de depdsitos de matriz
extracelularen tejido conjuntivo - se encuentran intimamente relacionadas (178). La secuencia patogénica
parece ser la siguiente: dafo vascular (proliferacion de la intima) -> adhesion leucocitaria (integrinas y
moléculas de adhesién celular) -> migracion leucocitaria transvascular (quimioatrayentes) -> adhesion
leucocito/matriz extracelular (integrinas) -> liberacion de citocinas y factores de crecimiento ->> presencia
de fibroblastos con feriotipo fibrogénico -> acumulacién excesiva de depdsitos sobre la matriz del tejido
conjuntivo (178). La identidad del(los) agente(s) responsable(s) de la iniciacién del dafio a los sistemas
vascular e inmunitario atn esta(n) por determinarse (178). Aunque existen diversos métodos terapéuticos
para tratar a los pacientes con esclerodermia, de momento no existe una terapéutica precisa, y la
enfermedad progresa y es dificilmente detenida (103).

Dentro de este estudio se incluyen a paclentes con EGP, asi como pacientes con esclerodermla
limitada (restringida a algtin érgano mas no sistémica), EMTC (enfermedad mixta del tejido conjuntivo,
que posee caracteristicas tanto de esclerodermla como de lupus erilematoso generalizado, polimiositis
(vasculitis muscular) y arritls reumatoide), y CREST (Calcinosis Raynaud Hipomotilidad Esofagica

Teleangectasias)

Las vasculitis son un grupo de padecimientos cuya manifestacion principal es la inflamacion y
necrdsis de vasos sanguineos resultando en una oclusién vascular e isquemia tisular, en la formacién de
aneurismas, o en la ruptura vascular (no muy fecuente) (184,204). Este proceso puede afectar cualquier

vaso sanguineo del cuerpo, con lo cual el espéctro clinico de la enfermedad es ampllo y variado (184),
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Las vasculitis pueden ser un padecimiento primario, o, puede estar asociada a alguna otra enfermedad
del tejido conjuntivo (184).

La patogénesis de las vasculitis, aln obscura, ha sido atribuida a mecanismos inmunolégicos, incluyendo
la presencia de complejos inmunes, fa inmunidad celular, la inmunidad humoral, incluyendo diversos
eventos desencadenadores tales como infacciones, drogas, toxinas, o cancer {184). La produccién de
citacinas inflamatorias y la activacion de moléculas de adhesion son factores cruciates en el desarrolio
de las respuestas inflamatorias observadas en las vasculitis.

Las citocinas y agentes que se conocen estan involucrados en la patogeénesis de las vasculitis
san los sigulentes, l.-1a,8, TNF-a, LPS, IFN-y, IL-8, IL-2, IL-4, 1L-6, la sustancia P, PAF, el &xido nitrico
y la endotelina (184), Varios estudios han demostrado que en diversos sindromes vasculiticos (incluyendo
LEG) existen nivelesincrementados de moléculas de adhesidn sojublestales como ELAM-1,ICAM-1 (158),
VCAM-1 (101), y CD44, y de citocinas tales como TNF-a (64). Otros estudios han demostrado que ELAM-
1, VCAM-1, ICAM-1, LFA-1, Mac-1, y p150,95 se expresan de forma importante en biopsias de piel de
paci.entes con vasculitis leucocitoclastica y de pacientes con vasculitis linfocitica (25).

Las células endoteliales pueden convertirse en un blanco de ataque por medio de anticuerpos
anti-endotelio. Los anticuerpos antineutrdfilo (ANCA), y las respuestas de linfocitos T contra los antigenos
en cuestion, pueden jugar un papel importante en el dafio vascular en este tipo de vasculitis (184). En
Jasvasculitis, el endotelio se activa por medio de citocinas, convirtiendolo en una superlicie procoagulante
y mucho mas adherente, contribuyendo de este modo a ia lesién vascular (196). Sin embargo, atn no
es claro por qué el endotelio se convierte en un blanco del dafio vascular, En tas vasculitis, el dano
vascular puede Incluir necrosis celular, despojamiento de proteinas superficiales, o disfuncionamiento
celular. Las células endoteliales pueden ser blancos especificos o no-especificos del dafio, dependiendo
de su posicidn anatdmica y de su papel fisioldgico (196).

La presencia de anticuerpos AECA se ha detectado en vasculitis primarias como Granulomatosis de
Wegener, la enfermedad de Kawasaki, en poliarteritis y en vascutitis secundarias como aquellas asociadas

con Lupus Eritematoso Generalizado y Artritis Reumatoide (196,220). Los anticuerpos AECA, una vez

33



unidos, tienen la capacidad de mediar daiio celular endotelial y lisis via células citotdxicas (T CD8+ y NK)
y complemento (196). La presencia exclusiva de ciertas proteinas en la superficie endotelial de pacientes
con Granulomatosis de Wegener en comparacion con pacientes con LEG sugiere que existen diferentes
reactividades endoteliales en distintos procesos vasculares (por lo menos en vasculitis primarias vs
secundarias) (42,49,65). El que los AECA reconozcan deteriminantes de superficie endotelial apoya la
nocidn de que estos anticuerpos pueden jugar una papel patogénico importante en enfermedades
vasculares de base autoinmune (22,42,49,65). Anticuerpos anti-neutréfilo ANCA también han sido
identificados en el suero de pacientes con Granulomatosis de Wegener y poliarteritls nodosa, en vasculitis
sistémica necrotizante, en el sindrome Churg-Strauss, y en glomerulonefritis idiopatica (65,184). En
pacientes con vasculitis secundaria a artritis reumatoide se ha demostrado que existe dafo vascular junto
con hiveles incrementados del factor de von Willebrand y una deficiencia en la actividad del activador de

plasmindgeno (tPA) (130).

Actualmente, el tratamiento de las vasculitis consiste en la adminlstracion de corticoesteroides
o agentes inmunosupresores, 0 ambos (184). Sin embargo, el uso a largo plazo de estos agentes puede
ser toxico y no elimina el riesgo de una recaida potencial (157),

Dentro de este trabajo, se han inclufdo a pacientes con los siguientes sindromes vasculiticos:
vasculitls sistémica; vasculitls secundaria a lupus etitematoso generalizado, pollartetitis nodosa,
artetitls de Takayasu (arteropatia afectando a vasos grandes como la aorta y sus ramas principales);
paniculitls locallzada (vasculitls del paniculo); dermatomlositls (vasculitls muscular con afecciones

cutdneas); vasculitis leucocitoclastica; y dlatesis de Wegenet.

Moléculas de adhesién y enfermedades reumaticas
Estudios con tejidos sihoviales de pacientes con AR han maostrado que la inhibicion de la
adherencia de monacitos a endotelio por medio de anticuerpos especificos contra P-selectina es superior

al 90%, por medio de ELAM-1 es de un 20-50%, por medio de LFA-1, Mac-1, CD18 (cadena beta2),y L-
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selectina, individualmente, de un 30-40% (83), lo que muestra ta importancia de los monocitos en la
patogénesis reumatoide, y del papel tan importante que juega la P-selectina en la mediacion de la
adherencia monocito-endotelio. Otros investigadores han revelado la presencia de ICAM-1y VCAM-1
tembién en las interacciones monocito-endotelio en sinovio inflamado, asi como la acumulacion de TNF
e IL-6 durante estas interacciones (20).

Se ha visto que los niveles de P-selectina sérica en pacientes con LEG, EMTC, y AR se
encuentran alrededor de 306, 1048 y 844 ng/ml respectivamente, comparados con controles (220 ng/ml),
y que eslos niveles se incrementan sobretodo cuando existen otras complicaciones (209).

A medida que se lleva a cabo una transicion entre células T no comprometidas CD45RA+/RO-
a células T de memoria CD45RA-/RA+ en AR, existe una transicion en la correlacion con la expresion de
l.-selectina (166); la expresion de esta molécula constitutiva se incrementa en una etapa temprana,
mientras que en etapas subsecuentes disminuye fuetemente su exprasion (166).

Postigo y colaboradores (72,124), han mostrado que en artritis reumatoide in vivo, la regulacion
de la adherencia de células T a fibronectina en liguido sinovial es mediada tanto por VLA-4 como por
VLA.5. En efecto, estudios inmunohistoquimcos han revelado que la expresion de VLA-1, VLA-2, VLA-3,
VLA-5 y beta 1 (CD29) es muy alta en el endotelio de tejido sinovial reumatoide, y que la mediacion
inflamatoria por medio de las integrinas beta 1 es de importancia crucial en este padecimiento (55).

Postigo, Sanchez-Madrid y colaboradores (179) han demostrado que los linfocitos T en AR - tanto
de sinovio como de sangre periférica - poseen una gran capacidad de proliferacion y adherencia a las
moléculas ELAM-1 y VCAM-1 aisladas sobre placas de cultivo in vitro.

Estudios morfométricos en AR han sugerido que la migracion de células mononucleares de
sangre periférica hacia las dreas perivasculares sucede antes de la proliferacion vascular y la alteracién
morfoldgica de las células endoteliales (63,120). De acuerdo con van-Dinther-Janssen y colaboradores,
la via de adhesidn de células T a endotelio mas imporante en sinovio reumatoide, es a través de VLA-
1/VCAM-1, cuya expresion es mayor que la de LFA-1/ICAM-1 (221). Existen estudios que indican que los

monocitos de pacientes con AR tienen una mayor capacidad de adherencia a células HUVEC que los
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obtenidos de individuos sanos (144); aparentemente la via predominante utilizada in vitro por estas células
es LFA-1/ICAM-1,

Brown et al (24) sugieren que ICAM-1 media primordialmente la adhesion leucocitaria a HEVs en
AR,y que su funcién por lo contrario no parece ser la mediacion de la migracion a través de la pared
vascular,

Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que LFA-3 e ICAM-1 se expresan en células

sinoviales "macrofégicas"tipo A, en fibroblastos sinoviales, y en endotelio (85). Utilizando anticuerpos anti-
ICAM-1y anti-LFA-3 demostraron una reactividad en fibroblastos sinoviales. Concluyeron que los ligandos
de LFA-1 y LFA-3 (ICAM-1 y CD2 respectivamente) tienen una distribucion celular amplia en el
microambiente sinovial en AR (85).
Sin embargo, Koch, Johnson, y colaboradares han demostrado que la expresion de las integrinas VLA
1-6 asi como de las selectinas P (presentes en el endotelio) y L, no se incrementa en tejidos sinoviales
de pacientes con AR 104), Sin embargo, encontraron una expresion incrementada de las moléculas
CD31, CD44 y de una integrina 83 en los vasos sanguineos de los pacientes con AR (104). Por el
contrario, otros investigadores han encontrado un alto contenido de células T expresando VLA-1-6 en el
liquido sinovial de pacientes con AR, siendo estos niveles mayores que en sangre periférica, y estos
altimos niveles no tan altos como aquellos encontrados en la sangre periférica de individuos sanos (211).
En biopsias sinoviales de pacientes con AR se han detectado altos niveles de CD44, L-selectina,
integrinas betal y beta2 por inmunohistoquimica (62).

En ciertos estudios realizados por Wilkinson et al en sinovio inflamado, se ha visto que la
molécula VCAM-1 se expresa de forma muy intensa en cuatro poblaciones no-macrofagicas: i)
sinoviocitos tipo B, ii) paredes vasculares al exierior de la capa endotelial, i) células de estroma con
extensiones citoplasmicas y iv) células similares a células dendriticas foliculares en agregados linfoides
y centros germinales) (233).

En artritis reumatoide juvenil y en espondiloatropatias seronegativas en nifios, se ha visto que

existe una mayor adhesividad de células B a endotelio HUVEC que de células T CD4+ (154). Por lotanto
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se ha sugerido que los linfocitos B y T utilizan moléculas de adhesion diferentes durante el proceso
inflamatorio (154).

Estudios realizados por Veale y colabaradores (222) han demostrado que aunque el infiltrado
linfocitico en la membrana sinovial es similar en pacientes con artritis psoriatica (AP) y AR, existe una
mayor expresion de ELAM-1 y un mayor nimero de macréfagos en AR que en AP, En psoriasis, se ha
visto un incremento de adherencia leucocitaria a endotelio de 61% comparado con individuos sanos
(132). En efecto, otros estudios han demostrado que linfocitos Ty B se adhieren fuertemente a células
endoteliates dérmicas de biopsias psariaticas, y que esta adherencia en linfocitos T se da través de lavia
LFA-1/ICAM-1 (31).

La molecula p150,95 se expresa predominantemente en AR y ostecartritis (OA) en macrofagos,
en sitios profundos del infiltrado vascular sobre el tejido sinovial, mientras que ELAM-1 tiene una
reactividad primordialmente endotelial, presentandose principalmente en vénulas y capilares, y
expresandose de manera mas importante en AR que en OA (118).

Wellicome y colaboradores (230}, mediante el uso de los anticuerpos monoclonales 1G11 y 1E§
que inhihen la adherencia de linfocitos T a endotelio activado (TNF), han demostrado que existen niveles
altos de una forma soluble de VCAM-1 en AR y lupus eritematoso generalizado (LEG). Con respecto a
ICAM-1, Mason, Kapahy y Haskard (142) han demostrado que existen altos niveles de ICAM-1 en
pacientes con AR, mas no en pacientes con LEG, y AR (58), y que estos niveles no se encuentran
correlacionados con los niveles de VCAM-1 circulante que reflejan un indice de dafio en LEG (142),
Estudios realizados por Haskard, Ziff, y colaboradores (88) sobre en pacientes linfopénicos con LEG, han
demostrado que existe una reduccion en la adherencia linfocitaria a células HUVEC a diferencia de
controles sanos; se encontré un decremento en la adherencia a partir de controles sanos de 36.4% con
células T no estimuladas, y de 34% con ¢élulas T estimuladas con IL-1. Estos estudios sugieren que la
pérdida de linfocitos altamente adherentes puede contribuir a la linfopenia ohservada en LEG (88).

En estudios realizados en pacientes con LEG, se demostré una alta expresion de ELAM-1, ICAM-1 y

VCAM-1 (comparada con la de controles) en biopsias de piel por inmunchistoquimica (12), Estos niveles

37



se encontraron correlacionados con los niveles de las proteinas séricas de complemento C3a desArg,
C3y C4 (12).

En el sindrome de Sjégren y en AR, ciertos estudios han corroborado que la adherencia de
linfocitos T a endotelio es mediada por LFA-1/ICAM-1 (34). En el sindrome de Sjégren se ha detectado
mediante inmunohistoquimica una expresidn incrementada de ICAM-1 sobre células endoteliales,
linfocitos, fibroblastos y células epiteliales de la glandula salival, asi como de ELAM-1 sobre células
endoteliales (8). VCAM-1 también se detectd en algunas biopsias de Sjégren (8).

Experimentos realizados en pacientes con enfermedad de Kawasaki, se ha demostrado que
durante la fase aguda, los niveles de ELAM-1 soluble se ven netamente incrementados (27.5 ng/ml)
comparados con individuos sanos (3.1 ng/mi) (114). Estos niveles se manlienen relativamente altos
durante la fase sub-aguda (16.2 ng/ml) (114).

De acuerdo con estudios realizados por Gerritsen (77), las células endoteliales de sinovia
reumatoide expresan ICAM-1 en respuesta a citocinas, y la regulacién de esta expresién en células
endoteliales de sinovia difiere de aquelia encontrada en HUVEC., El IFN-y actia de manera sinérgica con
otras citocinas en la regulacion de ICAM-1 en tejido sinovial (77,123). Dicha regulacion diferencial de la
expresion de moléculas de adhesién puede indicar un mecanismo en el que diferentes poblaciones de

leucocitos se ditijen a lechos vasculares selectos.
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B) HIPOTESIS

Dado que diversas moléculas de adhesion celular juegan un papel crucial en el mantenimiento
de la homeostasis inmunolégica a través del endotelio vascular, se propuso identificar el papel de ciertas
MACs en los procesos inflamatorios observados en enfermedades reumaticas autoinmunes. En el caso
de dichas enfermedades, por un lado, existen comiunmente depositos de complejos antigeno/anticuerpo
en una respuesta autoinmunitaria. Por otro lado, existe el desarrollo de una respuesta inflamatoria cronica,
intrinsecamente ligada con la respuesta inmunolégica.

En particular, nos hemos interesado en la esclerodermla y en las vasculitis, pues son dos
enfermedades reumaticas de las cuales no se sabe mucho de la participacion de moléculas de adhesion
en su patogenia.

Existen amplios datos al respecto en artritis reumatoide, y en un grado menor, en lupus eritematoso
generalizado - como hemos visto - pero los procesos inflamatorios en esclerodermia y vasculilis han sido
menos estudiados.

Durante los procesos inflamatorios, ciettas vias de adhesion linfocitaria se ven involucradas
selectivamente. Consecuentemente, se especulé que las vias de adhesién tanto en las respuestas
inflamatorias como en el reconocimiento de autoanticuerpos contra endotelio vascular pudieran ser
diferentes en distintas enfermedades autoinmunes, contribuyendo de ese modo a las diferencias
histolégicas y sintomaticas observadas en ellas. Por otra parte, ciertas similitudes en la expresion de
MACs en estas enfermedades pudieran ser Unicas y caracteristicas de los padecimientos reumaticos.
¢Distintas enfermedades reumaticas utilizan acaso diferentes mecanismos de adhesién como resultado,
muy posiblemente, de distintos grados y variantes de dafno endotelial? ¢Existen diferencias en la
expresion de ciertas moléculas de adhesién en esclerodermia y vasculitis a diferencia de individuos
sanos?

En este proyecto experimental se propuso la caracterizacion especifica de las vias de adherencia
mediadas por ELAM-1, y p150,95, en esclerodermia y en vasculitis. Se incluyé el estudio tanto de una

selectina (involucrada en las etapas iniciales de adhesion linfocitaria al endotelio) como de una integrina
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{importante en etapas subsecuentes, sobre todo de transmigracidn endotelial). Elegimos a p150,95, dado
que existe gran controversia al respecto de su expresion en células T, Elegimos también a ELAM-1, de
importancia extrema en procesos inflamatorios, y cuya patticipacion en estas enfermedades es
practicamente desconocida. Para inducir la expresién de estas moléculas se estimuld el endotelio, y
elegimos a la lectina PHA (fitohemaglutinina), dado que pocos estudios, como los de Pober, Gimbrone
y Cotran (36,172,174), documentan el efecto proliferativo y de adherencia de céjulas T o células
mononucleares a endotelio vascular, y por el contrario, mucho se sabe acerca de la activacion de
endotelio por medio de citocinas como IL-1, TNF y LPS,

Por otra patte, la respuesta de adherencia linfocitaria en teorfa debe ser diferente si se utiliza una
poblacion de céiulas mononucleares totales, o una subpoblacién de linfocitos, pues diferentes leucocitos
expresan distintas moléculas de adhesidn. Por lo mismo se decidié la caracterizacidn de diferencias en
la respuesta de adherencia a endotelio en poblaciones de células mononucleares totales (en estudios
preliminares) comparadas con la subpablacion de linfocitos T. Se eligid la poblacion de linfocitos T, pues
se piensa que estas células juegan un papel crucial en el desencadenamiento auto-reactivo y la
perpetuacion del estado de inflamacién crénica en enfermedades reuméticas (Alberlo Palacios,
comunicacién personal, 1993).

Este estudio se basd en a nocidn de que e endotelio es un tejido atractivo de intervencion
terapéutica no nada mas en enfermedades reumdticas, sino en otros padecimientos donde el endotelio
pudiera ser sujeto de dafio tisular, ala vez de ser un mediador importante de procesos inflamatorios. Es
concebible que bloqueandalainteraccion entre algunos de losligandos de las células endoteliales (como
las moléculas de adhesion en cuestidn), con sus receptares correspondientes, se podrian contener
diversas respuestas proinflamatarias, siempre y cuando sea posible identificar la via de aclivacion y
adherencia predominante. Asi pues, el desarrollo de anticuerpos monoclonales, o bien de agentes
antagonistas, especificos contra dichas ligandos, pudiera facilitar de manera importante el estudio de los

dailos vasculares generados en estas enfermedades reumaticas autoinmunes.
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C) OBJETIVOS
La finalidad de este trabajo fue la de detectar el papel de las moléculas de adhesién p,150,95y
ELAM-1 en la adherencia de células mononucleares o linfocitos T a endotelio vascular humano in vitro,

en pacientes con esclerodermia, vasculitis, e individuos sanos. Los objelivos fueron los siguientes:
1) Determinar en estudios preliminares, el porcentaje de adherencia basal a celulas endoteliales HUVEG,
de células mononucleares depletadas de macréfagos, en pacientes con esclerodermia generalizada y

vasculitis, comparados con individuos sanos.

2) Determinar el porcentaje de adherencia a células endoteliales HUVEC, de linfocitos T en estado basal,

en pacientes con esclerodermia generalizada y vasculitis, comparados con individuos sanos.

8) Precisar si dicho porcentaje de adherencia se modifica bajo estimulo mitogénico por medio de PHA.

4) Investigar si la adherencia linfocitaria puede ser inhibida en presencia de anticuerpos monoclonales

especificos contra las moléculas de adhesion ELAM-1 y la integrina p150,95.

5) Comparar la adherencia o inhibicién de la adherencia linfocitaria a endotelio vascular entre los distintos

grupos de pacientes, y entre los pacientes y los controles.
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V. MATERIALES Y METODOS

- Paclentes y controles -

Las muestras sanguineas de los pacientes y controles fueron obtenidas por decisién voluntaria
de cada individuo, previamente informados del estudic. Los pacientes fueron seleccionados entre una
]poblacidn de pacientes vistos regularmente en la consulta externa del Departamento de Imunoclogia y
Reumatologfa de! Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ), asi como de pacientes
internados en el Hospital General de México. Todas las muestras sanguineas fueron procesadas en
condiciones de ayuno, entre 9:00 y las 12:00 horas de la manana, y, en el momento det estudio, ningun
individuo presentaba alguna enfermedad fuera de los padecimientos previamente diagnosticados.

En una primera parte, se realizaron estudios preliminares de adherencia de células monucieares
(CMN) de sangre peritérica depletadas de macrdéfagos (MO) a células endoteliales de vena umbilical
humana in vitro, utilizando una pablacién de 8 pacientes con esclerodermia y 5 pacientes con vasculitis,
pareados por edad y sexo con 13 individuos sanos (controles). La edad promedio de los pacientes con
esclerodermia fue de 43 afos, con un rango de edades de 21 a 65; de vasculitis, un promedio de edades
de 44.5 anos, con un rango de 30 a 74 aios. El tiempo de evolucion de la enfermedad fue de 0.5 afios
a 12 afios en el grupo de esclerodermia, y de 2 meses a 9 anos, en el grupo de vasculitis. Ei promedio
de edades de los dos grupos de pacientes fue de 44 afios, con un rango de 21 a 74 afios, y un tiempo
de evolucidn de la enfermedad de 2 meses a 12 afos, y {a edad promedio de los controles fue de 43
aios, con un rango de 23 a 77 afos. En latabla XIV se describen a los individuos inclufdos en este
estudio,

En una segunda parte, se realizaron estudios de adherencia de linfocitos T a células endoteliales
de vena umbilical humana in vitro, utilizando una poblacidn de 10 pacientes con esclerodermia, 11
pacientes con vasculitis, y 21 controles, pareados por edad y sexo. La edad promedio de los pacientes

con esclerodermia fue de 42 afios, con un rango de edades de 21 a 65, y un tiempo de evolucién de la
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Tabla XIV. Edad, sexo, diagndstice, tiempo de evolucién de la enfermedad, y tratamiento
de los pacientes incluidos en el estudio de células mononucleares (CMN)



CMN

PACIENTE EDAD suX0 DIAGNOSTICO TIEMPO DE KEVOLUCION TRATAHIENTO CONTROL

O CONTROL DE LA EHFERMEDAD

EGP17 EHB 21 P EGP 6 aKos Ninguno c6

EGP2 FGG 29 M EGP 1 afo Ninguno c16

EGP9 HEDA 25 M EGP, Raynaud 2 aRos Ketoftifeno Lo}

EGP10 RGL 30 H EGP 2 afos Ninguno <23

BEGP18 CTPA 54 ¥ £GP, 2 afon Ninguno <20
p.tiroiditis autoinmuna

EGP3 RHS 65 M CREST 4 ahos Ninguno c21

EGPB HTMV 65 F EGP 6 meass Ninquno c4l

EGP19  RMGP 55 4 EGP 12 ahos Voltarén/Winasorh €32

VASC10B ICC 13 M VASC Leucoclitolldstica 2 aRoa Prednisona c29

VASCLL SCM 42 | 4 Dermatoniositis 3 afon Hingune ca2

LEG3 RNSA 43 M LEG + VASC 1 aRo Ninguno cle

VASCL RDB 74 ¥ PAN + Cancex + Epllepsia 9 ahos Reliflex/Paragdén F  C33

LEG2 NC 30 r LEG/Eritema Nodoso, VASC 2 neses Hinguno <17

Clé HAL 30 M

c6 CSR 23 4

c22 MASM 46 P

c14 ARW 40 H

c3 EMH 28 N

C41 CRC (11 1 4

€33 EVR 7 4

c29 Jece 10 H

c17 BHC a0 F

c20 CR3 S3 P

c32 ARV 55 14

c23 LFPS 27 X

EGP = Esclerodermis Ganeralliada Progresiva (Esclerdsis Siatémica)
CREST « Calcinosis Raynaud Bipomotilidad Baofigica Teleangectaslas
VASC = vasculltis

LEG = Lupus Eritematoso Gensralizado

PAH = poliarteritis Nodosa

p = Probable




Tabla XV. Edad, sexo, diagndstico, tiempo de evolucién de la enfermedad, y tratamiento
de los pacientes inclufdos en el estudio de linfocitos T



Linfocitos T

PACIENTE EDAD SEXO DIAGHOSTICO TILEKPO DR BVOLUCIéH TRATANLENTO OGNTROL
O CONTROL DE LA ENPERMEDAD
EGPL7 EHB 21 P EGP 6 anon Ninguno ]
ENTC2 LHA 25 F EMTC, AR, 888 13 ahos Hallval, Ranisen c1
EL~1 LKRC &0 P EL, Hiperlipidania 1 afio Ninguno c19
BGP10 RGL 30 M BGP 2 aRos Ninguno c29
EGP12 SEPG 48 4 EGP, Raynaud 5 aflon Hinguno cz20
EGP16 JHNS 55 F EGP S ahon Ninguno <32
EGP2 PGS 29 ] EGP 1 aRo Hinguno cas
EGP19 RMGP 55 F EGP 12 aRos Voltaren/Winasorb c20
EGP7 SHB 65 F EGP/Diabetes/Hipercolastarolemia 11 afios Ninguno C43
£GP6 MRSC 29 )4 EGP 9 afos liinguno 17
VASClOB ICC 33 M VASC Leucocito&lastica 2 aKoa Prednisona c1e
VASC11  SCH 2 r Dermatomiositis 3 ahos Hinguno 37
LEG) RHSA 43 N LEG + VAsC 1 affo Ninguno (8]
VASCL RDB 74 ¥ PAN + Cdncer + Epilapsia 9 ahon Reiiflex/Pararén P caa
LEG2 HC 30 ¥ LEG/Pritema Nodoso, VASC 2 meaes Ninguno c2
VASCL2 GLA 58 4 LEG + VASC + Sordera bilateral 2 anos Winasorh/Anteporin ca0
vASC2 RNCT 17 P Axteritis Takayatau 1 mes Ninguno cas
VASCA JCH 21 1] LEG + VASC + Didtesis Wegenar/ 1 affo Hinguno <9
PolinauropatfasAtroria bilateral
del nervioc dptico
VASC13  SAS 64 F Darmatomloslitis 14 aRos Ligrotén cay
VASCS8,  ARCV 23 |4 VASC 2 aRos Ninguno cs
VASCOB ALYV 28 F Peniculitis locelizada 3 aRos AINES/Prednisona a4
clé HAL 30 H
cé CSR 23 3
c2 HASM 46 3
cl YRP 26 P
c4 ALWG 28 r -
C4l CRC &5 3
< EVR 77 F
c29 Jce a0 N
c17 BHC 30 r
c0 CRS 53 F
[ ¥} ARV 55 F
c39 iLC 58 F
cis DLK 27 H
C4) MPL 68 P
c40 HJOS 58 F
[ok 1] EEE 23 F
c3 PsSB 21 M
c19 AAC 40 H
c2 8BA 32 P
cs ANC 24 4
c37 EPO 45 P

EGP = Edoclerodermia Ganeralizada Progresiva (Esclardais Sistéulca)
ENTC = Enfermedad Mixta del Tejido Conjuntivo
BL = Esclerodarmia Limitada

AR » Axrtritis Reumatoide

953 = S{ndroma da Sj5gren Sscundario
VASC = Vaaculitis
LEG = Lupus Britematoao Generalizado
PAN = Poliarteritis Nodosa




enfermedad de 1 afio a 13 anos. La edad promedio de los pacientes con vasculitis fue de 39 arios, con
un rango de edad de 17 a 74 afos, y un tiempo de evolucion de la enfermedad de 1 mes a 14 afos. La
edad promedio de los dos grupos de pacientes fue de 40 afios, con un rango de edad de 17 a 74, y un
tiempo de evolucion de la enfermedad de 1 mas a 14 afos, mientras que la edad promedio en el grupo
control fue de 39.5 anos, con un rango de edad de 21 a 77.

En la tabla XV se describen a los individuos incluidos en este estudio sefialando los padecimientos y

tratamientos de cada uno.

- Separacion de células mononucleares (CMN) y subpoblaclones de Hinfocltos T

a parlir de sangre perlférica humana -

Se obtuvo sangre periférica heparinizada de cada paciente o control (40 ml) y se separaron las
CMN por centrifugacién durante 30 minutos, a 1500 rpm, 18°C (Sorvall RT 6000 D, DuPont, 6 CU-5000
centrifuge, Damon/IEC Division) en un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (SIGMA), en
condiclones estériles (7). Las CMN se lavaron dos veces con buffer de fosfato (PBS), centrifugando por
10 minutos a 1400 rpm, y resuspendiendo en 5 ml de medio RPMI. La poblacién de células adherentes
(macrofagos) se separd por cualquiera de los dos métqdos descritos a continuacidn (de preferencia el
segundo):
Método 1: en cajas de Petri de plastico estériles se afadieron las CMN a una concentracién de 5 x 10°
células/ml, incubandose 45 minutos a 37°C, en presencia de CO, al 5%, H,0. Posteriormente se extrajo
la poblacién de CMN no adherentes (linfocitos T y B) con & lavados de PBS sobre las cajas de Petri.
Método 2: a las CMN en botén de centrifugacion se anadieron 10 ml de RPMI mezclado con 9.1 mg de
Leucine-metil-ester (SIGMA) (efectuando la lisis de los macréfagos y células no T, no B), por cada 50 x
10° células/ml. Las células se incubaron 45 minutos a 25°C, y se lavaron por centrifugacién durante 5
minutos a 1400 rpm en medio RPMI (7). Las células no adherentes se resuspendieron en RPMI

suplementado con Suero Bovino Fetal decomplementado (SBF) (GIBCO) al 10%, ajustadas a una
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concentracion de 10 x 10° células/ml (contador de gldbulos blancos Coulter-Counter, Coulter Electronics
Inc).

Para la separacion de subpoblaciones de linfocitos T, se prepararon eritrocitos de carnero frescos
(EC), lavandolos 3 veces por centrifugacion en PBS por 5 min a 2500 rpm, y se les agregaron 10 ml de
solucidn AET estéril (amino etil tiouronium B) (SIGMA) (1 g AET/ 25 miI PBS), pH 8.5. Los EC se incubaron
en esta solucion 20 minutos, 37°C, CO,, H,0, agitando cada 5 minutos, Posteriormente se lavaron 4
veces por centrifugacion en PBS durante 5 minutos a 2500 rpm, dejandolos a una concentracion de 8%.
Los linfocitos T se separaron por roseteo de los EC sobre los linfocitos T, afadiendo a la mezcla de
células no adherentes, 1 volumen de EC al 8%, y 1/2 volumen de SBF (bloqueo de sitios de union
irrelevantes sobre la superficie eritrocitaria o linfocitaria). Las células se piepararon para roseteo durante
12 horas a 4°C, después de lo cual se separd la poblacidn de linfocitos T de la poblacion de linfocitos
B, por medio de centrifugacidn por Ficoll-Hypaque en frio (Sorvall RT 6000 D, DuPont, 8, DPR-6000
Centrifuge, Damon/IEC Division), quedando las células T en el botdn, lavadas 2 veces por centrifugacion
en PBS por 10 minutos a 1400 rpm y ajustadas a una concentracion de 10 x 10° células/ml. En algunos
casos fué necesario eliminar los eritrocitos contaminates, utilizando una solucion de AKC (Merck) (lisis
de eritrocitos), 1 mi por cada 10 x 10° células en el botén, Esta solucidn se aplic en ftio, durante 5
minutos, agitando fuetemente, y diluyendo con PBS frio. Posteriormente se lavo por centrifugacion, y se
ajustd a la concentracion de linfocitos T mencionada. Se realizo un analisis por inmunofluorescencia
(FACS Scan, Becton Dickinson) de las poblaciones de linfocitos T, marcadas con el anticuerpo
monoclonal anti-CD19 (marcador de células B), y se encontrd en todos los casos, una pureza superior
al 95% (cf. tecnica de marcaje por inmunofluorescencia mas adelante).

Durante la colecta de muestras de pacientes y controles, las células mononucleares no
adherentes, o los linfocitos T se congelaron en criotubos para uso postetior en una solucion fresca de
10% DMSO (dimetil sulfdxido) (preservacion celular) (SIGMA) y 90% SBF decomplementado, en frio
(1mi/108 células), equilibradas durante 30 minutos a 4°C, transferidas a -70°C por un lapso de 24 horas,

y posteriormente guardadas en nitrogeno liquido durante el tiempo necesario, hasta su uso.
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- Extraccion y cuitivo de células endoteilales de vena umbilical humana (HUVEC) -

Se obtuvieron muestras de corddén umbilical humano, de mujeres y hebés sanos, gracias a la
contribucidn de la Direccion Médica del Hospital de GinecoQbstetricia #4 del IMSS, sin mediacion
econdmica alguna. Cada corddn umbilical se obtuvo en condiciones estériles dentro de las salas de
labor/expulsion, o en los quirdfanos de cesarea programada. Las muestras fueron procesadas en fresco
y en condiciones estériles, en un lapso menor de 6 horas después del parto. De acuerdo a la técnica
descrita por Jaffe (98), con ligeras modificaciones (87,100,149,176,228), 20 a 30 ¢cm de corddn umbilical
fueron sumergidos en medio RPMI suplementado con Penicilina (50U/ml) - Estreptomicina (50g/ml)
(GIBCO), y con el antimicético anfotericina B (Amfostat, SQUIBB) (0.25 pg/ml), desde su obtencion hasta
su procesamiento. Cada cordon se limpid con etanol al 70%, y la vena umbilical se perfundié (utilizando
un catéter) con medio RPMI con 10% de SBF decomplementado. Una vez permeada la vena, se
desprendieron las células endoteliales (CE) utilizando colagenasa (SIGMA) al 0.1% en RPMI al 10% de
SBF decomplementado. Se sembraron frascos de cultivo (FALCON) tras dos lavados por centrifuga en
medio modificado de Dulbecco Iscove (GIBCO), suplementado con 20% de SBF decomplementado, L-
glutamina, 26mM HEPES, penicilina-estreptomicina, anfotericina B, y 75 ug/ml de factor de crecimiento
de células endoteliales (Endothelial Cell Growth Supplement - Bovine Neural Tissue, SIGMA). Las CE se
cultivaron por un espacio de 4 a 10 dias hasta adquirir confluencia en monocapa (apariencia
"empedrada'), y la pureza de la poblacidn endotelial fue identificada por inmunofluorescencia indirecta
utilizando la aglutinina | (lectina) de Ulex europaeus, marcada con FITC (UEA |, SIGMA), proteina
caracteristica de la superficie de células endoteliales. Se tripsinizaron las CE, ulilizando Trpsina-EDTA al
0.25% (GIBCO) (1.5 ml para frascos de cultivo chicos, 3ml para frascos de cultivo grandes), con el objeto
de despegar las CE del frasco de cultivo y volverlas a sembrar (estimulando las propiedades de
adherencia de dichas células), en frascos de cultivo mas grandes o en microplacas de cultivo de 24
pozos (FALCON). Para los estudios de adherencia, las CE se sembraron en microplacas de cultivo al

cabo del segundo o tercer pasaje.
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- Estudios de adherencla linfocltaria a endotello vascular in vitro -

* Medicion de adherencla por microscopia

En los estudios de adherencia, ya sea de CMN (preliminares) o de linfocitos T, se sembraron 50,000
células endoteliales en cada pozo de las microplacas de cultivo, segln la técnica de Takeuchi (210), con
algunas adaptaciones. Una vez que las células adquirieron canfluencia, se establecieron las siguientes
8 condiciones experimentales por duplicado sabre las CE, (par cada placa de cultiva): sin estimulo,
estimulo mitogénico (PHA) (estimula linfocitos T al adherirse a CD2 induciendo mitosis) (115) (GIBCO),
en presencia del anticuerpo monoclonal antl-beta2microglobulina  (SIGMA)  (anticuerpo
irrelevante/control), en presencia del anticuerpo monaclonal antl-p150,95 (donacion del Dr. Sanchez-
Madrid, Hospital de |a Princesa, Madrid), en presencia del anticuerpo monoclonal anti-ELAM-1 (donacion
del Dr. Sanchez-Madrid, Hospital de la Princesa, Madrid), antl-beta2microglobulina'+ PHA, antl-
p150,95 + PHA, antl-ELAM-1 + PHA. Primero se lavaron los pozos 1 vez con PBS, y se dejaron 200 pl
de medio ISCOVE en cada pozo. Después se afiadio la PHA (Spl/pozo de 500 pl, indice de estimulo =
0.2pg/ml de acuerdo al lote) durante 30 minutos a 37°C, 5% CO,, H,0, y posteriormente se anadieron
los anticuerpos (0.1 pl/pozo de 500 pl, dilucion de 1:50007, indice de estimulo = 10pg/ml) durante 30
minutos a 37°C, 5% CO,, H,0. Simultdneamente, para la preparacion de las muestras de linfocitos T 6
CMN, se descongelaron viales de 10 x 10° células/ml del nitrégeno liquido, en una solucién de 15 ml de
SBF decompiementado + 5 mi de RPMI, a 37°C en baio Maria de forma inmediata. Las células en
suspensidn, se dejaron equilibrar durante 30 minutos a temperatura ambiente, después de lo cual, se
centrifugaron 10 minutos, a 1300 rpm. Se lavaron por centrifugacién en medio RPMI durante 5 minutos

a 1400 rpm. Se determind la viabilidad de las células al microscopio, en camara de Neubauer y por

"En los estudios preliminares de adherencia con CMN, se utilizé el anticuerpo monoclonal antl-
beta2glicoproteina (anticuerpoirrelevante) (ascitis 1mg/ml, donacion del Dr. Luis LLorente, INNSZ), pero
puesto que los resultados con este anticuerpo fueron inconsistentes, se selecciond otro anticuerpo
control.

%Después de haber realizado experimentos para determinar una curva de titulacién de actividad
dptima de los anticuerpos utilizados, se selecciond la dilucion de 1:5000, como la apropiada para los
estudios.
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exclusion con azul tripano, siendo esta viabilidad superior al 80%. Después de contar el nimero de
células totales por el método de Coulter, se anadieron en cada pozo de las placas de microcultivo,
250,000 linfocitos T (0 CMN), en una proporcion de 1:5 (T & CMN: CE) (14, 87). La adherencia se Hevd
a cabo durante un lapso de 2 horas a 37°C, 5% CO,, H,0. Al término de ésta, se levantaron los
sobrenadantes de los pozos (conteniendo la pahlacidn de linfocitos no adheridos), y se enjuagaron los
pozos 3 veces, con medio PBS, Finalmente, se cubrieron los pozos con 200 il de glutaraldehido al 1.25%
durante toda la noche, a 4°C, con el fin de fijar los complejos T:CE (6 CMN:CE). Al dia siguiente, se
cubrieron las placas con 500 pl de azul tripano al 4% durante 45 minutos, después de lo cual se lavaron
2 veces con medio PBS. Se observd cada pozo al microscopio (ZEISS 473012-9902 e IRASCOPE SI-PH
de contraste de fase) y se conté el nimera de linfocitos adheridos a las células endoteliales por campo,
mediante excluslén por azul tripano (objetivo de 25x en el Zeiss, objetivo de 25x en el lrascope, oculares
de 10x en ambos, por lo tanto, aumentos de 250x), observandose 3 campos por pozo y promediando
el resultado; posteriormente se usd el promedio final de los pozos por duplicado, para cada condicidn
expe'rimental. Fué necesario realizar un factor de correccion al microscopio de acuerdo a lo ohservado
por campo, para ajustarlo a lo observado por pozo, y de acuerdo al aumento propio del objetivo
seleccionado (cf. Apéndice),

Se calcularon los porcentajes de adherencia, de acuerdo a la siguiente férmula (cf. Apéndice)

(Norberto Reyes, Zeiss, comunicacion personal):

# linfocltos adheridos
% Adherencia/pozo = x Factor de Correcclén x 100
# linfocitos totales sembrados

Finamente se fotografiaron los pozos de algunas placas, utilizando dos microscopios, el microscopio
IRASCOPE SI-PH, con una camara de 35 mm adaptada manualmente (LEIKA) (250x), y el microscopio
REINHERT-JUNG, con camara POLYSPEC-POLYVAR con un aumento propio del objetivo de 4x, y un

aumento del ocular de 10x, dando un aumento total de 40x. Solamente se fotografiaron las placas de
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experimentos de adherencia con linfocitos T.

* Medicion de adherencia por iInmunofiuorescencia (FACS)

Simultdneamente, se realizaron [os mismos estudios de adherencia a microplacas de 24 pozos,
con HUVEC en confluencia, pero la deteccidn de la adherencia se realizd por inmunofluorescencia en el
fluoracitdmetro FACS-Scan. Se utilizaron céiulas T 6 CMN de algunos de los mismes pacientes utilizados
para los estudios de adherencia por microscopia {no fue posible obtener muestras adicionales frescas
de linfocitos T); 5 pacientes con esclerodermia (EGP 19, EGP7, EGP7, EGP2, EMTC2), 6 con Vasculitis
(VASC10, LEG2, VASC13, VASC4, LEG3, VASC2), y 5 controles sanos (C19, C38, C8, C1, C40). El
método fue el siguiente (Luis LLorente, comunicacién personal, 1998):

En placas diferentes, se reaiizaron los mismos estudios de adherencia ya descritos, bajo las mismas
condiciones, mas una adicional por duplicado; células endotellales SOLAS (sIn lInfoci@os), como
control negativo. Después de haber cumplido las dos horas de adherencia, seafiadieron 100ul de EDTA
(Baker) al 2% (concentracion adecuada para garantizar la estabilidad de Ja adherencia linfocitaria) a cada
pozo, y se utilizd un émbolo de jeringa de i1ml (insulina), para recoger los compiejos linfocitos/CE, y
despegarios del plastico (funcidn semejante a un "rubber policeman). Las placas se mantuvieron asf
durante 30 minutos a 4°C, Pasteriormente, se recagieron los sobrenadantes individualmente, en viales
de pléstico para FACS (Falcon 2058). En suma, se agregaron 5 x 10° linfocitos T o CMN en un vial por
separado. Se lavaron todos los viales por centrifugacion con PBS durante 10 minutos a 1400 rpm, A
todos lps botones delas muestras, se agregaron 2.5 ul (asumiendo una poblacion linfocitaria de 250,000}
de anticuerpo monoclonal ant-CD3-RITC (rodamina isotloclanato, fluorece rojo, marcador de
linfocitos T), y 1 u! (asumiendo que las HUVEC hayan alcanzado una confluencia de 100,000 células)
del anticuerpo monocional Ulex Europaeus UEA I-FITC (lluoresceina isotioclanato, fiuorece verde,
marcador de células endoteliales). Las Gnicas excepciones, fueronlosvialesdelas células endotellales
solag, y de los linfocitos T (0 CMN) solos, que recibieron respectivamente, 5 pl de Ulex Europaeus

EUA I-FITC y § ui de anti-CD3-RITC.
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Después de anadir los anticuerpos a las muestras, estas permanecieron durante 20 minutos a 4°C. Se
mezclaron por vortex, y se lavaron las muestras por centrifugacion 2 veces durante 5 minutos, a 1500
rpm, en 1.5 ml de PBS frio al 1 % de Suero de Caballo decomplementado (5% azida de sodio) (SIGMA).
Después de eliminar el sobrenadante, se fijaron las células en 0.5 ml de formaldehido al 1% (Baker),
agitando por vértex cada vial. Los viales permanecieron a 4°C durante toda la noche, y se leyeron los
resultados por inmunofluorescencia al dia siguiente (FACS Scan), midiendo FL1 vs FL2, aislando por
"gating" los complejos celulares de detritus, obteniendo estadisticamente el porcentaje de adherencla

de linfocltos T a las CE, via el programa computacional del FACS Scan.

- Analisis estadistico -

Elvalor significativo Interexperimentai de los porcentajes de adherencia por microscopla se midieron 1)
alinterior de cada grupo de individuos (esclerodermia, vasculitis, y controles), 2) comparativamente entre
los tres grupos de individuos, y 3) entre los dos grupos de pacientes juntos, comparados con el grupo
de controles.

Para este tipo de analisis y con el nimero de individuos utilizados en este estudio, se utilizé estadistica
no paramétrica, por los métodos de Kruskal-Wallis, U de Mann-Whitney/Prueba de Wilcoxon (SPSS/PC+
"The Statistical Package for IBM PC'), En suma, se realizaron pruebas estadisticas no paramétricas para
verificar la validez intraexperimentai de los estudios de adherencia por microscopla (desviaciones

estdndar, frecuencias, media...), (programa computacional *Harvard Graphics').
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VI. RESULTADOS

Estudios de adherencia linfocitaria a HUVEC por microscopia
1) PHA Induce un Incremento en la adhesién linfocitarla a endotello

En estudios preliminares realizados con células mononucleares depletadas de macrdfagos, se
determiné que la adherencia a endotelio HUVEC de dichas células fue mayor en condiciones de estimulo
por medio de PHA que en condiciones basales (sin estimulo).

La figura 10 y latabla XVi muestran el porcentaje promedio de adherencia de las CMN a HUVEC
tanto en individuos sanos (n=13) como en los pacientes con esclerodermia (n=8) y vasculitis (n=5).
En todos los casos se observd un incremento de adherencia bajo estimulo, siendo éste mayor en el
grupo de esclerodermia (24.67%) y en el grupo de vasculitis (20.28%) que en los controles (5.23%). En
condiciones basales, la adherencia fue mayor en el grupo de esclerodermia (3.99%), y posteriormente
en el grupo de vasculitis (2.48%), mientras que en el grupo de controles fue de 1.61%.

Se realizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallls en estas poblaciones pequenas, resultando en
una diferencia en Jos datos obtenidos entre los tres grupos (p = 0.0570), Sin embargo, las diferencias
entre el grupo de vasculitis y el grupo de esclerodermia, asi como entre los grupos de pacientes con

respecto al grupo de controles no fueron significativas.

En los estudios realizados con linfocitos T purificados, se verificd que la adherencia linfocitaria
a endotelio era mayor en presencia de PHA que en ausencia de ella,

La figura 11 y la tabla XVl muestran el porcentaje promedio de adherencia de linfocitos T a
células HUVEC en individuos sanos (n=21), pacientes con esclerodermia (n=10), y pacientes con
vasculitls {(n=11), Nuevamente, en todos los casos se observé unincremento en la adherencia finfocitaria,

partiendo de valores de 1.65% en el grupo de controles, 5.53% en el grupo de esclerodermia, y 8.64%
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Figura 10. Parcentaje promedio de adherencia de CMN depletadas de macrdfagos
a células endoteliales in vitro, en individuos sanas comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis.



PORCENTAJE PROMEDIO DE ADHERENCIA DE CMN DEPLETADAS
DE M@ A CELULAS ENDOTEL!ALES IN VITRO, EN INDIVIDUOS
SANOS VS PACIENTES CON ESCLERODERMIA Y VASCULITIS
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Tabla XV|. Porcentaje promedio de adherencia de CMN depletadas de macréfagos
a células endoteliales /n vitro, en individuos sanos comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis.



PORCENTAJE PROMEDIO DE ADHERENCIA DE CMN DEPLETADAS

DE M@ A CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO, EN INDIVIDUOS
SANOS VS PACIENTES CON ESCLERODERMIA Y VASCULITIS

0 PHA AB AP AE PAB | PAP PAE
CONTROL (n=13) | 161 | 523 | 0.93 | 049 | 035 | 798 | 2.33 | 554
ESC. (n=8) 399 | 2467 | 505 | 1.6 | 2.03 | 185 | 6.82 | 13.98
VASC. (n=5) 248 | 2028 | 413 | 3.16 | 1.39 | 2422 | 18.15 | 18.21

AB = i.nti-beta2glicoproteina
Células Endoteliales = CEVUH

P = PHA

AP = Anti-p150,95

AE = Anti-ELAM-1




Figura 11. Porcentaje promedio de adherencia de células T a
células endoteliales /n vitro, en individuos sanos comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis.



PORCENTAJE PROMEDIO DE ADHERENCIA DE CELULAS T
A CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO, EN INDIVIDUOS SANOS
VS PACIENTES CON ESCLERODERMIA Y VASCULITIS
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Tabla XVII. Porcentaje promedio de adherencia de células T a
células endoteliales in vitro, en individuos sanos comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis.



PORCENTAJE PROMEDIO DE ADHERENCIA DE CELULAS T
A CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO, EN INDIVIDUOS SANOS

VS PACIENTES CON ESCLERODERMIA Y VASCULITIS

0 PHA | AB AP AE | PAB | PAP | PAE
CONTROL (n=21) | 165 | 7.2 | 1.76 | 0.37 | 0.22 | 7.4 | 3.92 | 2.63
ESC. (n=10) 553 |23.58| 561 | 1.44 | 2.3 |22.11| 7.79 | 11.06
VASC. (n=11) 8.64 |18.54| 858 | 2.95 | 2.63 |18.83| 6.5 | 6.19

AB = Anti-beta2micrcglobulina
Células Endoteliales = CEVUH

= PHA

AP = Anti-p150,95 AE = Anti- ELAM-1




en el grupo de vasculitis, en condiciones basales, a valores de 7.20% (controles), 23.58% (esclerodermia),
y 18.54% (vasculitis), bajo estimulo con PHA. El analisis por Kruskal-Wallis reveld entre los tres grupos
estudiados diferencias significativas de p = 0.0000 tanto en condiciones basales como en presencia de
PHA.

Para confirmar la validez de los hallazgos, se realizaron estudios esladisticos intra-experimentales
que consistieron en lo siguiente: se midié la adherencia de linfocitos T sobre un mismo control por
sextuplicado, asi como sobre un paciente de esclerodermia y uno de vasculitis (por sextuplicado) en
todas las condiciones experimentales. La tabla Estadistica Intra-experimental en el Apéndice presenta las
desviaciones estandar y las medias de los resultados obtenidos en los tres grupos, demostrando que
cada condicién experimental (medidas por sextuplicado), para cada individuo, era reproducible, (bajos

valores de desviacion estandar).

2) Los anticuerpos monoclonales antl-p150,95 y ant-ELAM-1 Inhlben significativamente la
adherencia linfocltarla a HUVEC

En los esludios preliminares realizados sobre CMN se determind que los anlicuerpos
monoclonales especificos contra ELAM-1 y p150,95 inhibian la adherencia de CMN depletadas de
macréfagos a HUVEC.

En lafigura 10 y tabla XVI se muestran los promedios de adherencia de las CMN a endotelio en
presencia de los anticuerpos anti-32 glicoproteina, anti-p150,85 y anti-ELAM-1, lanto en condiciones
basales como en presencia de PHA. En la figura 12 se muestra el porciento de inhibicion de la
adherencia de CMN a HUVEC en presencia de anti-ELAM-1 o anti-p150,95 en condiciones basales o de
estimulo. En condiciones basales se observé una mayor inhibicion en ef grupo de controles (78.3% anti-
ELAM-1; 69.6% anti-p150,95) que en los grupos de pacientes para cada anticuerpo. En cambio, en
condiciones de estimulo, no se ohservé inhibicion de la adherencia para el grupo de controles. Por otra

parie, se observé una mayor inhibicién en la adherencia en el grupo de esclerodermia que en el grupo
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Figura 12. Porcentaje de inhibicidn de la adherencia de CMN a
células endoteliales in vitro, en individuos sanos comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis,
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de vasculitis en todas las condiciones.

El anticuerpo anti-B2 glicoproteina generd resultados inconsistentes con respecto a su efecto
sobre la adherencia linfocitaria, en algunos casos incrementando la adherencia, y en otros
disminuyendola, tanto en condiciones basales como de estimulo. Estos resultados no fueron significativos

estadisticamente.

En los estudios realizados con linfocitos T se corroboraron varios de los resultados previos en

CMN.
En la figura 11 y tabla XVil se muestran los porcentajes promedio de adherencia de los distintos grupos
{controles, esclerodermia, vasculitis) en presencia de los anticuerpos anti-2 microglobulina, anti-p, 150,95
y anti-ELAM-1, en condiciones basales y en presencia de PHA, En la figura 13 se muestra el porcentaje
de inhibicion en la adherencia de células T tanto en condiciones basales como de estimulo.

Tanto el anticuerpo anti-ELAM-1 como el anticuerpo anti-p150,95 indujeron una disminucion en
la adherencia en todos los grupos en condiciones basales y en condiciones de estimulo, (p=0.0001
Kruskal-Wallis), con porcentajes de inhibicién entre 58% y 87% en condiciones basales, y 46% a 67% en
condiciones de estimulo.

No se apreciaron diferencias concluyentes en la inhibicidn de la adherencia linfocitaria entre los
distintos grupos de controles y pacientes.

El anticuerpo anti-82 microglohulina no mostré ningln cambio importante con respecto a los
resultados obtenidos en condiciones basales o en presencia de PHA en cada uno de los tres grupos

estudiados y entre ellos.

3) La adherencia linfocitarla a endotelio es mayor en paclentes con esclerodermia y en pacientes
con vasculltis que en Individuos sanos.

En la figura 10y tabla XVI se puede apreciar que la adherencia promedio de CMN a endotelio
es mayor en todas las condiciones experimentales, en los pacientes con esclerodermia y en los pacientes

con vasculitis, que en el grupo de controles,
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Figura 13. Porcentaje de inhibicidn de la adherencia de células T
células éndoteliales in vitro, en individuos sanos comparados
con pacientes con esclerodermia y vasculitis.
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Enlafigura 11y tabla XVil se confirmaron los resultados de estos hallazgos, demostrando que
para la poblacion de linfocitos T especificamente, la adherencia fue mayor en los grupos de pacientes
con esclerodermia y vasculitis que en el grupo de controles.

El andlisis por medio de la prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon sobre este ultimo estudio,
demostrd una diferencia significativa entre el grupo de vasculitis y el grupo de controles de p=0.0001.

También se encontraron diferencias significativas entre el grupo de esclerodermia y el grupo de
controles, con valores de p<0.0008.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo de esclerodermia y el

grupo de vasculitis en ninguna de las dos poblaciones celulares.

Las figuras 14 a 30 muestran fotografias tomadas sobre células de algunos de los pacientes de
esclerodermia (EGP2, EL-1), vasculitis (LEG3) y controles (C6) incluidos en el estudio de linfocitos T. Se
incluyen fotografias de distintos aumentos; de 250X (figuras 14 a 26) y de 100X {figuras 27 a 30).

La figura 14 muestra un cultivo de células HUVEC en confiuencia en ausencia de linfocitos,
anticuerpos, o PHA como control absoluto.

Se observa en particular que la adherencia de linfocitos T a endotelio en condiciones normales,
en individuos sanos, es relativamente baja, pero que ésta aumenta en presencia de PHA {figura 15).

Las fotografias presentan evidencia irrefutable de la adherencia elevada en pacientes con
esclerodermiay vasculitis a diferencia de individuos sanos (figuras 19 (vasculitis) y 23,28 (esclerodermia).

Ademas, en estos resultados, [figuras 17,21,25,29 (anti-p150,95) y 18,22,26,30 (anti-ELAM-1)] se
puede observar claramente el efecto inhibitorio de los anticuerpos monoclonales anti-ELAM-1 y anti-
p150,95 sobre la adherencia de linfocitos T a endotelio.

También se puede observar que el anticuerpo anti-82 microglobulina no produce cambios
significativos en la adherencia de linfocitos T a endotelio, en condiciones basales (0 vs AB), y de estimulo
(PHA vs PAB) (figuras 16,20,24).

Cabe mencionar que en|os estudios preliminares realizados con CMN, en un principio se observo
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Figura 14, Células endoteliales HUVEC confluentes en estado basal,
Aumento : 250 X






Figura 15. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un individuo sano (T) (Control 6).
A. Estado basal (0) B. Estimulo mitogénico (PHA)
Aumento : 250 X
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Figura 16. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un Individuo sano (T) (Control 6).
A. antl-82 microglobulina (ab)
B. PHA + anti;82 microglobulina {pab)
Aumento : 250 X
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Figura 17. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un individuo sano (T) (Control 6).
A. anti-p150,95 (ap) B. PHA + anti-p150,95 (pap)
Aumerito : 250 X
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Figura 18. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un individuo sano (T} (Control 6).
A. anti-ELAM-1 (ae) B. PHA + anti-ELAM-1 (pae)
Aumento : 250 X
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Figura 19. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con vasculitis (T) (LEGS).
A. Estado basal (0) B. Estimulo mitogénico (PHA)
Aumento ; 250 X
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Figura 20, Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con vasculitis (T) {LEGS).
A. anti-f2 microglobulina {ab)
B. PHA + anti-82 microglobulina (pab)
Aumento : 250 X
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Figura 21. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE} cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con vasculitis (T) (LEGS)
A. anti-p150,95 (ap} B.PHA + anli-p150,95 (pap)
Aumento : 250 X
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Figura 22. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con vasculitis (T) (LEG3)
A anli-ELAM-1 (ae) B. PHA + anti-ELAM-1 {pae)
Aumento : 250 X
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Figura 23. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con esclerodermia (T)
(EGP2)
A. Estado basal (0) B. Estimulo mitogénico (PHA)
Aumento : 250 X
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Figura 24, Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con esclerodermia (T)
(EGP2).
A. anti-B2 microglobulina (ab)
B. PHA + anti-82 microglobulina (pab)
Aumento : 250 X
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Figura 25, Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con esclerodermia (T)
(EGP2)
A. anti-p150,95 (ap) B. PHA + anti-p150,95 (pap)
Aumento: 250 X
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Figura 26. Células endoteliales HUVEC confiuentes (CE) cultivadas in vitro
con linfocitos T de un paciente con escierodermia (T)
(EGP2)
A. anti-ELAM-1 (ae) B. PHA + anti-ELAM-1 (pae)
Aumento : 250 X
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Figura 27. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE) en estado basal (0),
cultivadas in vitro con linfocitos (T) de un paciente con esclerodermia (EL-1)
Aumento : 100 X
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Figura 28. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE), cultivadas in vitro
con linfocitos (T) de un paciente con esclerodermia (EL-1) bajo estimulo mitogénico (PHA)
Aumento : 100 X



YHd

» - U‘ s .‘, g L)
. * . * ! az\%’u m P .: . " %: t 0\
e * %‘ - u" ;' "W’ S‘ "‘ ' ‘
0“ : <“‘\ ‘ 'Q' \ lw. "‘F. : ' y s ‘ *‘
N « S - .' s ‘oiﬁ‘ ' .' ' 4 *1&‘ “6 e .. ¢
‘ i i T e ' r “ . , & .
'S ‘,-,ut N NN o '%“"“o. ‘L.#
’ A 8 ‘ ' XA N o~
\ ‘ LR B N~ f’ ' b e R S W
} W # ~ ® I a'*: -, ‘;‘.“#“ A "1‘. S ‘>
s Vi, e ‘L, N g, LOR
[ . Qe L S ¢ P ’Q . . ' -

/ SRR ,.” e ‘ by
* ’ T ) ] “3{“ . Y ‘ . ® .
fSTR T e el T R

¢ v ke i ‘

. Lt ‘\' - .
. * L . . & 3 - " »
v, ‘t .. . ‘ '.|' . 1 [} ! ’ . a' .’

* . ., -\'\“ % ‘- ¢ x' * ) . ¢ : ‘ ' N
A R PR S A S T
S 13 v e

' . P .‘;\.ﬁ_.'_,‘ . ’ .-;V.Nl.." ¢ .‘.. "

.q§ ." .. ‘.t‘ N‘ ‘ ‘ ‘ ? ' L4 N o
"%.V '. 1 .

-1



Figura 29. Células endoteliales HUVEC confluentes (CE), cultivadas in vitro
con linfocitos (T) de un paciente con esclerodermia (El-1) en presencia de anti-p150,95 (AP)
Aumento : 100 X
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Figura 30, Células endoteliales HUVEC confluentes (CE), cultivadas in vitro
con linfocitos (T) de un paciente con esclerodermia (EL-1) en presencia de anti-ELAM-1 (AE)
Aumento : 100 X
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una tendencia aparente de mayor adherencia de linfocitos a HUVEC en la poblacidn de pacientes con
esclerodermia que en la de los pacientes con vasculitis. Sin embargo, en los estudios realizados con
linfocitos T, la tendencia fue lo contrario; es decir, se ohservé mayor adherencia de linfocitos Ta HUVEC
en los pacientes con vasculitis que en Ioé pacientes con esclerodermia. Sin embargo, estadisticamente,
no se encontro diferencia alguna entre estas dos poblaciones.

Con respecto a los anticuerpos monoclonales utilizados en este estudio, el anticuerpo anti-ELAM-1
aparentemente tuvo mayor capacidad inhibitoria sobre la adherencia linfocitaria que anti-p150,95 en los
controles y en los pacientes con vasculitis, en los estudios tanto con CMN, como con linfocitos T. Sin
embargo en los pacientes con esclerodermia, en ambos estudios, se observé lo contrario; es decir una
mayor capacidad inhibitoria sobre la adherencia linfocitaria con anti-p150,95 que con anti-ELAM-1,

Sin embargo estas observaciones no fueron concluyentes, y el comportamiento de los dos anticuerpos

relevantes parecid ser relativamente similar,

Estudios de adherencia linfocitaria a HUVEC por citofluorometria de flujo

En forma adicional, se realizaron ensayos de adherencia y mediante citofluorometria de fiujo sobre la
poblacion de linfocitos T, para determinar si dichos estudios pudieran corroborar los resultados de
adherencia por microscopia.

Los resultados que se describen a continuacion son muestras representativas de un ensayo seleccionado
a partir de un total de 8 ensayos realizados.

La figura 31 muestra las poblaciones celulares utilizadas como controles en este estudio. Se observaron
diferencias en fluorescencia y tamafo (granularidad) de fa poblacion de células HUVEC (A) y de los
linfocitos T de un individuo sano {Control 19) (B), de un paciente con esclerodermia (EGP2) (C), y de un
paciente con vasculitis (LEG2) (D). No se apreciaron diferencias entre las distintas poblaciones de
linfocitos T. Cabe mencionar que en los estudios de citofluorometria, no se utilizaron linfocitos T
purificados, sino poblaciones de CMN que se aprovecharon una vez terminados los estudios de

adherencia por microscopia. El estudio por FACS Scan reveld la poblacion de linfocitos T aislados de las
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Figura 31. Gitofluorografias de flujo:
A, Células endoteliales HUVEC tefidas con el marcador Ulex Europeus (FLY)

B. En los cuadrantes 3y 4 se encuentra la poblacion de linfocitos T de un individuo sano (Control 13},
tefildos con el anticuerpo monaclonal anti-CD3 {FL2), y separados de la poblacion de células
mononucleares restantes {cuadrantes 1y 2)

C. En el cuadrante 3 se encuentra la poblacion de linfocitos T (FL2 = CD3) de un paciente con

esclerodermia {(EGP2), separados de la poblacién de células manonucleares restantes {cuadrante 1)
D. En el cuadrante 3 se encuentra la poblacion de linfocitos T (FL2 = CD3) de un paciente con vasculitis
(LEG2), separados de la poblacion de células mononucleares restantes (cuadrante 1)
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CMN (observados en los cuadrantes 3 y 4) (figura 31). Se consideraron Unicamente estos cuadrantes
(excluyendo asf las CMN), para el célculo del porcentaje de adherencia. En promedio se abtuvieron
poblaciones de linfocitos T aisladas correspodientes aproxidamente a un 60%. El porcentaje de
adherencia se calculd estadisticamente por el programa computacional de FACS Scan, consideranda el
nimero de células obtenidas dentro de un cuadrante creado (cuadrante 2), caracterizado por los
complejos células endoteliales/linfacitos T {figuras 32,33,34,35).

La figura 32 muestra diferencias de adherencia en condiciones basales y en presencia de PHA,
entre el control 19, el paciente con escleradermia EGP2, y el paciente con vasculitis LEG2. La figura 33
muestra los resultados de adherencia obtenidos para los mismas individuos en presencia del anticuerpo
anti-82microglabulina, con y sin estimulo. La figura 34 muestra los resultados de adherencia obtenidos
ppara los mismos individuos en presencia del anticuerpo anti-p150,95, con y sin estimulo. La figura 35
muestra los resultados de adherencia obtenidos para los mismos individuos en presencia del anticuerpo
anti-ELAM-1, con y sin estimulo.

Individualmente (por condicidn experimental), estos estudios no corroboraron los hallazgos
encontrados en los estudios de adherencia par microscopia. Se hallaron altos porcentajes de adherencia
no correlacionables con los porcentajes observados por micrascapia, y los patranes de estimulo por PHA,
no reflejaron mayares porcentajes de adherencia en muchos de los casos. Los anticuerpos relevantes
tampoco mostraran patrones de disminucidn de adherencia en gran parte de los casos, Cabe mencionar
incluso, que los porcentajes de adherencia obtenidos por citofluorometria resultaron ser de 3 a 6 veces
mayores que aquellos obtenidos por microscopia, observacion que se comentara mas tarde.

Sin embargo, en el conjunto (distintas condiciones experimentales), se observé que los porcentajes de
adherencia eran mayores en los pacientes con esclerodermia y en los pacientes con vasculitis que en
los individuos sanos. No se obtuvieron resultados concluyentes con respecto a las diferencias de

adherencia entre la poblacidn de pacientes con esclerodermia y la de los pacientes con vasculitis,
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Figura 32. Citofluoragrafias de fiujo:

Las figuras A, C, E representan condiciones de cultivo de células endoteliales basales (sin estimulo). Las
figuras B, D, F representan condiciones de cultivo de células endoteliales dande los linfocitos T se
estimularon mitogénicamente (PHA).

Los linfocitos T fueron tefiidos con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (FL2), mientras que las células
endoteliales HUVEC con el marcador Ulex Europeus (FLI).

El cuadrante 2 representa la poblacion de linfocitos T adheridos a células endoteliales (complejos T-CE),
delimitando en los bordes exteriores la poblacién de células T o células endateliales no adheridas. Otros
cUmulos celulares representan debris o células muettas.

Ay B. Linfocitos T de un individuo sano (Control 6)

Cy D. Linfocitos T de un paciente con esclerodermia (EGP17)

E y F. Linfocitos T de un paciente con vasculitis (LEG3)
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Figura 33. Citofluorografias de fiujo:

Las figuras A, C, E representan condiciones de cultivo de células endoteliales en presencia del anticuerpo
monoclonal anti-32 microglobuiina. Las figuras B, D, F representan condiciones de cultivo de células
endoteliales en presencia del anticuerpo monoclonal anti-B2 microglohulina mas estimulo mitogénico con
PHA,

Los linfocitos T fueron tefidos con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (FL2), mientras que las células
endoteliales HUVEC con el marcador Ulex Europeus (FLI).

El cuadrante 2 representa la poblacion de linfocitos T adheridos a células endoteliales (complejos T-CE),
delimitando en los bordes exteriores la poblacidn de células T o células endoteliales no adheridas. Otros
cumulos celulares representan debris o células muertas.

Ay B. Linfocitos T de un individuo sano (Control 6)

C y D. Linfocitos T de un paciente con esclerodermia (EGP17)

Ey F. Linfocitos T de un paciente con vasculitis (LEG3)
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Figura 34. Citofluorografias de flujo:

Las figuras A, C, E representan condiciones de cultivo de células endoteliales en presencia del anticuerpo
monoclonal anti-p150,95. Las figuras B, D, F representan condiciones de cultivo de células endoteliales
en presencia del anticuerpo monoclonal anti-p150,95 mds estimulo mitogénico con PHA.

Los linfocitos T fueron tefiidos con el anticuerpo monaclonal anti-CD3 (FL2), mientras que las células
endoteliales HUVEC con el marcador Ulex Europeus (FLI).

El cuadrante 2 representa la poblacién de linfocitos T adheridos a células endoteliales (complejos T-CE),
delimitando en los bordes exteriores la poblacién de células T o células endoteliales no adheridas. Otros
cimulos celulares representan debris o células muenrtas.

Ay B. Linfocitos T de un individuo sano (Control 6)

Cy D. Linfocitos T de un paciente con esclerodermia (EGP17)

E y F. Linfocitos T de un paciente con vasculitis {LEG3)
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Figura 35. Citofluorografias de flujo:

Las figuras A, C, E representan condiciones de cultivo de células endoteliales en presencia del anticuerpo
monoclonal anti-ELAM-1. Las figuras B, D, F representan condiciones de cultivo de células endoteliales
en presencia del anticuerpo monoclonal anti-ELAM-1 mas estimulo mitogénico con PHA.

Los linfocitos T fueron tefidos con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (FL.2), mientras que las células
endoteliales HUVEC con el marcador Ulex Europeus (FLI).

El cuadrante 2 representa la poblacidn de linfocitos T adheridos a células endoteliales (complejos T-CE),
delimitando en los bordes exteriores la poblacion de células T o células endoteliales no adheridas. Otros
cumulos celulares representan debris o células muertas.

Ay B. Linfocitos T de un individuo sano (Control 6)

C y D. Linfocitos T de un paciente con esclerodermia (EGP17)

E y F. Linfocitos T de un paciente con vasculitis (LEG3)
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Vll, DISCUSION

En este trabajo se ha podido demostrar - por medio de estudios de adherencia in vitro y analisis
micrascépico - que las células mononucleares de sangre periférica (depletadas de macrdfagos) y los
linfocitos T de individuos sanos, de pacientes con escleradermia generalizada, asi como de pacientes con
diversas vasculills, exhiben una mayor adherencia a las células endoteliales de vena umbilical HUVEC
bajo estimulo con PHA que en estado basal. En los dos estudios realizados se obtuvieron incrementos
con respecto a la adherencia basal de 3 a 4 veces en los controles, de 4 a 6 veces en los pacientes con
esclerodermiia, y de 2 a 8 veces en los pacientes con vasculitis. Se observé que las CMN presentaban
mayor adherencia a endotelio que los linfocitos T bajo estimulo. Dado que PHA es un mitégeno de
linfocitos T, parece claro que el incremento de la adherencia a endotelio por parte de las CMN depletadas
de macréfagos bajo estimulo se debe a la activacién de linfocitos T primordialmente. Pero, équizés exista
un efecto cooperativo de adherencia en fa poblacion de CMN una vez que los linfocitos T se encuentran
estin.mlados?

También se ha podido demostrar que la respuesta de adherencia a células HUVEC por parte de
las CMN y de los linfocitos T es significativamente mayor en los pacientes con esclerodermia y vasculitis
que en individuos sanos.

Por otra parte, no fue posible encontrar diferencias significativas entre las respuestas de
adherencia a endotelio entre los pacientes con esclerodermia y los pacientes con vasculitis.

En los estudios preliminares con CMN parecia claro que la adherencia linfocitaria era mayor en
pacientes con esclerodermia que en pacientes con vasculitis (190). Sin embargo, en estudios de linfocitos
T, ademas de que no hubo diferencias significativas entre el grupo de vasculitis y el grupo de
esclerodermia, la adherencia parecia ser mayor en el grupo de vasculitis,

Ahora bien, para explicar este fenémeno se pueden considerar varias posibilidades; i) que
realmente no existen diferencias en los patrones de adherencia entre esclerodermia y vasculitis, por lo

menos en las dos vias examinadas (ELAM-1y p150,95); ii) que las posibles diferencias que pudieran
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existir entre estos dos tipos de padecimientos no pueden ser apropiadamente valoradas dada la
diversidad de las vasculitis consideradas en este estudio; iii) que posiblemente existan diferencias en los
patrones de adherencia entre los dos grupos de pacientes considerados, pero que estas no pueden ser
propiamente valoradas dado que en un estudio se utilizaron células mononucleares y en el otro linfocitos
T purificados. Esto implicarfa que quizas las diferencias observadas en los dos estudios sean el reflejo
de la participacion en los procesos de adherencia de otros tipas celulares como linfocitos B, células NK,
etc; iv) que el nimero de pacientes considerados en estos ensayos, sobre todo en el estudio de CMN,
no fueron suficientes para evaluar diferencias significativas entre los patrones de adherencia de los dos
grupos de pacientes. En cambio, es de extrema importancia el hecho de que las diferencias entre los
patrones de adherencia de los pacientes y los controles fueron lo suficientemente dramdticas para
atribuirles un valor significativo, aun con el bajo numero de individuos incluidos en el estudio;

v) que las vias de adherencia consideradas no refiejan patrones distintos en vasculitis y en escl_erodermia.
que sl pudiesen hallarse explorando otras vias de adherencia.

Si existen diferencias en los patrones de adherencia entre vasculitis y esclerodermia por medio
de las vias de ELAM-1y p150,95, no se debe excluir la participacion de otras vias de adherencia. Es
menester tomar en cuenta que existen otras vias de adherencia que deben ser consideradas, y que sin
antes realizar estudios que exploren estas vias, es imposible entender del todo los procesos de
adherencia e Inflamacion que se llevan a cabo en estos padecimientos, asi como en condiciones
normales. Probablemente entre las vias de adherencia mas importantes alin por continuar a estudiarse -
y sobre todo por entender su participacion en esclerodermia y vasculitis - estan ICAM-1/LFA-1y VCAM-
1/VLA-4, luertemente involucradas en los procesos de transmigracion y rodamiento, y que como se ha
indicado, se encuentran en concentraciones muy elevadas en la mayoria de los padecimientos
reumaticos.

Para explorar la posibilidad de que si pudiesen existir diferencias en ia adherencia linfocitaria a
endotelio entre esclerodermia y vasculitis, es necesario discutir el comportamiento de los anticuerpos

utilizados en este estudio en funcion del padecimiento autoinmune en cuestién.
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existir entre estos dos tipos de padecimientos no pueden ser apropiadamente valoradas dada la
diversidad de las vasculitis consideradas en este estudio; i) que posiblemente existan diferencias en los
patrones de adherencia entre los dos grupos de pacientes considerados, pero que estas no pueden ser
propiamente valoradas dado que en un estudio se utilizaron células mononuciearesy en el otro linfocitos
T purificados, Esto implicaria que quizas las diferencias observadas en los dos estudios sean el reflejo
de la participacion en los procesos de adherencia de otros tipos celulares como linfocitos B, células NK,
etc; iv) que el nimero de pacientes considerados en estos ensayos, sobre todo en el estudio de CMN,
no fueron suficientes para evaluar diferencias significativas entre los patrones de adherencia de los dos
grupos de pacientes. En cambio, es de extrema importancia el hecho de que las diferencias entre los
patrones de adherencia de los pacientes y los controles fueron lo suficientemente dramaticas para
atribuirles un valor significativo, aun con el bajo nimero de individuos incluidos en el estudio;

v) que lasvias de adherencia consideradas no reflejan patrones distintos en vasculitis y en esclAerodermia.
que si pudiesen hallarse explorando otras vias de adherencia.

Si existen diferencias en los patrones de adherencia entre vasculitis y esclerodermia por medio
de las vias de ELLAM-1 y p150,95, no se debe excluir la participacién de otras vias de adherencia. Es
menester tomar en cuenta que existen otras vias de adherencia que deben ser consideradas, y que sin
antes realizar estudios que exploren estas vias, es imposible entender del lodo los procesos de
adherencia e inflamacién que se llevan a cabo en estos padecimientos, asi como en condiciones
normales. Probablemente entre las vias de adherencia mas importantes atin por continuar a estudiarse -

y sobre todo por entender su participacidn en esclerodermia y vasculitis - estdn ICAM-1/LFA-1y VCAM-
1/VLA-4, fuertemente involucradas en los procesos de transmigracion y rodamiento, y que como se ha
indicado, se encuentran en concentraciones muy elevadas en la mayoria de los padecimientos
reumaticos.

Para explorar la posibilidad de que si pudiesen existir diferencias en la adherencia linfocitaria a
endotelio entre esclerodermia y vasculitis, es necesario discutir el comportamiento de los anticuerpos

utilizados en este estudio en funcién del padecimiento autoinmune en cuestion,
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Con el anticuerpo anti-p150,95, en los estudios con CMN, se observaron inhibiciones con
respecto a la adherencia basal de 2.8 veces (controles), de 3.0 veces (esclerodermia), y ninguna
inhibicion en vasculitis. En los estudios con linfocilos T se observaron inhibiciones con respecto a la
adherencia basal de 3.1 veces (controles), de 3.4 veces (esclerodermia), de 2.9 veces (vasculitis).

Con el anticuerpo anti-ELAM-1, en los estudios con CMN, se abservaron inhibiciones con respecto
a laadherencia basal de 4.6 veces (controles), de 1.8 veces (esclerodermia), y de 1.4 veces (vasculitis).
En los estudios con linfocitos T se observaron inhibiciones con respecto a la adherencia basal de 5.1
veces (controles), de 2.2 veces (esclerodermia), de 3.1 veces (vasculitis). Los resultados son muy
similares en condiciones de estimulo con PHA (para dichos anticuerpos).

Estos analisis comparativos demuestran que tanto ias CMN comolos linfocitos T delos individuos
sanos responden mas ante una inhibician por medio de anti-ELAM-1 que por medio de anti-p150,95,
aunque ambos anticuerpos inhiben fuertemente. Parece ser que los linfocitos T responden mas que la
poblacién de CMN totales ante estas anticuerpos, pero esto es tan solo una especulacion. Por otia parte,
tanta las CMN como los linfocitos T de los individuos con esclerodermia parecen responder mds ante una
inhibicién por medio de anti-p150,95 que por medio de anti-ELAM-1. Sin embargo, estas respuestas
inhibitorias ne son tan fuertes como aquellas de los individuos sanes. Parece también haber mayor
respuesta inhibitorla por patte de los linfocitos T que de las CMN. Par dltimo, en las vasculitis, tanto las
CMN como les linfacitos T parecen tener una mayor respuesta inhibitoria por parte del anticuerpo anti-
ELAM-1 que por parte de ant-p150,95, aunque esta respuesta sea muy baja (la mas baja de los tres
grupos). Nuevamente, la repuesta de linfocitos parece ser mayor que aquella de las CMN.

Con respecto a fa mayor respuesta inhibitoria abservada en linfocitos T a diferencia de CMN se
podria considerar que los linfacitos T responden con mayor especificidad o avidez a estas moléculas de
adhesidn que las demas poblaciones leucocitarias.

Esto serla factible si se tomara en cuenta que at haber menas leucocitos expresando el antigeno Lewis
X, hubiera menos competencia por su ligando en endatetio (ELAM-1). En el caso de p150,95 también se

podtia considerar lo mismo si fuera cierto que los linfacitos T expresan p150,95 dado que el endotelio
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produce fibrinégeno (se sabe que ciertos granulocitos y células NK expresan p150,95, y aun no es claro
si los linfocitos T fo expresan o no). Quizds los hallazgos de este estudio sirvan para apoyar la idea de
que muy posiblemente los linfocitos T también expresan p150,95,

Por otra parte, existe la pregunta de por qué los controles parecen responder mds ante las
senales inhibitorias por estas vias que los pacientes. Este trabajo, dado el nimero de individuos
estudiados, no apoya de forma absoluta dicha observacién. Sin embargo, asumiendo que la observacion
es correcta, es facil suponer que los pacientes con enfermedades autoinmunes - exhibiendo una
respuesta Inflamatoria crénica, una constante autoreactividad celular, y una respuesta de adherencia a
endotelio incrementada - sean menos capaces de inhibir sus vias de adherencia sobre-activadas, que
digamos, un individuo sano.

Tal parece que los pacientes con esclerodermia responden un poco mas ante sefiales inhibitorias
por medio de estas vias que los pacientes con vasculitis. Dado que et daio vascular de la esclerodermia
es fibrosante, mientras que el de las vasculitis es inflamatorio, ¢podrfamos especular entonces que ciertas
manifestaciones de cada enfermedad dependen de la facilidad con la que el individuo es capaz de inhibir
o estimular su adherencla linfocitaria a endotelio? Si ese fuese el caso, lo anterior indicarfa que los
pacientes con vasculitis presentan un dafio mas grave que los pacientes con esclerodermia. Esta
observacién sin embargo, es muy dificil de sostener, dado que no se obtuvieron diferencias significativas
entre los dos grupos de pacientes y dado que e grupo de pacientes con vasculitis comprendia individuos
con diferentes grados de compromiso patcldgico.

Otro dato que parece intrigante en este trabajo, es el comportamiento que tuvieron los
anticuerpos antl-B2 glicoproteina y anti-32 microglobulina, incrementando en general la adherencia
linfocitaria, aunque de forma Inconsistente y no significativa.

Quiza el haber obtenido mayor adherencia haya sido a causa de la existencia de algtn tipo de activacion
endoteilal por medio de la presencia del anticuerpo, demostrando clerta afinidad conformacional por el
sitio de unidn correspondiente sobre el endotelio. Contrariamente, el haber obtenido menor adherencia

con estos anticuerpos se haya debido tal vez a [ainterferencia estérica de estos anticuerpos, bloqueando

59



los sitios de unidn de las moléculas de adhesidn. O simplemente, (y mds tangiblemente), estas
variaciones en la actividad de los anticuerpos supuestamente irrelevantes se deban a que quizas los
anticuerpos - especialmente la anti-32 glicoproteina sean mas especificos al endotelio de lo que uno
pensaba. Esto es invérosimil en el caso de la anti-B2 microglobulina, pues los efeclos de este anticuerpo
sobre la adherencia fueron practicamente nulos.

En general, los resuitados obtenidos en este trabajo se encuentran en acuerdo con hallazgos de
otros grupos como el de Benschop (14) en donde por medio de estudios citoflusromeétricos, obtuvieron
porcentajes de adherencia a HUVEC similares a los presentados en este trabajo por medio de
microscopfa (aunque estimularon con IFN-y), y encontraron también que la adherencia linfocitaria era
mayor en células mononucleares tolales que en linfocitos, Ei grupo de Takeuchiy colaboradores (210)
también determind que en pacientes con lupus y vasculitis con lupus, existe una mayor adherencia de
linfocitos T a células HUVEC. Esta adherencia es mayor en pacientes con vascliilitis y lupus que en
pacientes con lupus Unicamente (210). Haskard y colaboradores (87) también han demostrado que la

adherencia de linfocitos T es mayor en pacientes con AR que en individuos sanos.

En los estudios de adherencia por citofluorometria de fiujo no se obtuvieron los resultados
esperados, Hay razones para explicar esto, Primordialmente, la técnica por citofluorometria que se dised
tenfa muy probablemente fallas experimentales. La falla mas importante fue que se partié de la premisa
de que al levantar por medio de tripsina-EDTA los complejos células endoteliales-linfocitos T, éstos
permanecerian fijamente adheridos. Esta suposicidn en teoria es correcta, pera muy problablemente
experimentalmente no sucedid asi dado que las adherencias linfocitarias a endotelio reflejaban valores
netamente inconsistentes, propios de posibles disociaciones moleculares. Posiblemente las condiciones
de pH o de temperatura no fugron adecuadas en algun momento de la preparacion de los complejos
para analisis por FACS. Este argumento explicaria los valores de adherencia de 3 a 6 veces mayores que
los observados por microscopia, (siendo posiblemente el resultado de un mayor nimero de detritus

celulares cuantificados por FACS, aunque los experimentos se hayan realizado con una viabilidad celular
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mayor a 70%). Por otra parte, no se realizaron los suficientes experimentos para poder estandarizar
adecuadamente la técnica. ¢Qué alternativas se pueden tomar para la resolucion experimental?

Se dehen estudiar detalladamente las constantes de disociacién de integrinas o selectinas versus
la fuerza con la que se separan los complejos CE-T. Por otra parte, posteriormente hallamos que estudios
realizados por Benschop y colaboradores (14) han demostrade que la adherencia de células
menonucleares de sangre periférica a HUVEC puede ser cuantificada por citofluorometria de flujo
utilizando un método muy especifico, Este consiste en lo siguiente; células moncnucleares de sangre
petiférica adherentes a célutas HUVEC (previamente estimutadas con IFN-y) en cultivo y en presencia
de PMA, se separan por caracteristicas de dispersion en un citoflusrdmetro de fiujo, y se dirigen
anticuerpos monoclonales contra ellas (como anti-ICAM-1, anti-LFA-1, y anti-CD18) (14). Se mide
posteriormente el numero de células adherentes entre el nimero de células endoteliales totales para
ohtener un cociente de inhibicién. Es un buen métedo para discriminar por medio de dispersidn dos
cosas; i) la poblacién de células mononucleares de las células endoteliales, il) las diferentes poblaciones
celulares de las CMN (linfocitos, monacitas) (14).

La mayorfa de los estudios de adherencia linfocitaria a endotelio involucran el uso de células
marcadas radioactivamente, el uso de microscopia, o el uso de un contador de particulas (14). Las
desventajas de este tipo de estudios, son que se involucran marcadores radiocactivos, se limita el tipo

celular que puede ser estudiado, y las células tienen que ser putificadas antes de la adherencia.

La participacion de moléculas de adhesion en procesos inflamatorios tiene implicaciones tanto
en enfermedades reumadticas como en otro tipo de padecimientas, y porjotanto el uso potencial de estas
moléculas en estrategias terapéuticas es de suma importancia.

Clertos estudios en arteroesclerdsis, han demostrado una expresion significativa de ELAM-1 e
ICAM-1, asi como del complejo principal de histocompatibilidad MHC clase 1l, HLA-DR/DP, en células
endoteliales en la subintima, en lugares con gran contenido de infiltrado celular (219), Esto ha

demostrado que el endotelio arterial juega un pape! importante también en el reclutamiento de células
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mononucleares en lesiones arteroesclerdticas (219). Se ha demostrado in vitro, que la molécula p150,95
se expresa de forma importante, junto con CD68, en monacitos/macréfagos y células microgliales de
pacientes con esclerosis multiple y encefalitis (217,218). Otros autores han demostrado (226) que en
autopsias de pacientes con esclerosis mdltiple existen niveles significativos de las moléculas MHC clase
Il, ICAM-1, VCAM-1, el activador de plasmindgenode urckinasa, en areas cerebrales afectadas, mientras
que en autopsias de individuos sanos, no se encontrd expresion de [CAM-1 y VCAM-1, y muy poca
expresion de las otras moléculas. Por lo tanto, se sugiere que dichas moléculas de adhesion juegan un
papel importante en la patogénesis de la esclerosis multiple (226).

Sin embargo, en otrotipo de estudios, la participacion de ICAM-1 y ELAM-1 en procesos de adherencia
no estanclara. Por ejemplo, Colden-Stanfield y Ratcliffe (33) intentaron estimutar la adherencia de células
HL-60 a céluias endoteliales HUVEC, por un lado con LPS, y por otro, con el virus de influenza; mientras
que la expresion de ELAM-1 e ICAM-1 de membrana, se incrementd 78.3 veces y 4.1 veces
respectivamente, bajo tratamiento con LPS, el virus de influenza solamente indujo un incremento de 2.6
y 1.4 veces (respectivamente) en la expresion de ELAM-1 e ICAM-1. Aparentemente, la adherencia
inducida por este virus no es mediada por las vias de ELAM-1 e ICAM-1 (33).

Estudiando a 110 pacientes con cancer (cancer de mama, de ovarios, gastrointestinal y mielomas),
Banks, Gearing y colaboradores demostraron, que existen altos niveles solubles de ICAM-1, VCAM-1 y
ELAM-1, comparados con individuos sanos (9). Zaifert y Cohen (236) han realizado experimentos in vitro
con la linea celular de carcinoma humano COLO 205, y han demostrado que bajo estimulo de células
HUVEC con TNF-a, o PMA, en presencia del anticuerpo monaclonal BB11 (anti-ELAM-1), la adherencia
de las células tumorales se inhibe significativamente. En efecto, se ha determinado que ELAM-1 es el
mediador mas importante de adherencia a células endoteliales estimuladas con IL-1 en carcinoma de
colon (47); Dejana y colaboradores han comprobado, ulilizando el anticuerpo monaoclonal anti-ELAM-1
MBr8, en estudios tanto in vitro como in vivo (ratones "nude'), que el ligando sobre las células endoteliales
al cual se adherfa ELAM-1 era efectivamente un carbohidrato fucosialilado tipo | de Lewis (47). EI MBr8

inhibio significativamente via ELAM-1, la adherencia de células HT29 marcadas radioactivamente a
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endotelio vascular (47). En pacientes con sarcoma de Kaposi, también se ha notado una expresion
elevada de los niveles de ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1, donde la adherencia de células MOLT-4 y JY a
células de Kaposi (con cierta semejanza endotelial) se ve incrementada a través de estas vias (234).

Se ha visto que el tratamiento con oro (120mg intramuscular) disminuye la expresién endotelial
de ELAM-1 en el sinovio inflamado de pacientes con AR (37). El tiomalato de oro sddico tiene efectos
inhibitorios en la proliferacion de células endoteliales y la expresion de HLA-DR IFN-y-inducida sobre
estas células en pacientes con AR (112). Los corticoesteroides soh los agentes anti-inflamatorios
predominantes en eltratamiento de diversas enfermedades reumaticas, aunque su eficaciaadn no hasido
totalmente definida. Ciertos estudios utilizando dexametasona, cortisol y tetrahidrocortisol han mostrado
una inhibicion en la expresion de ELAM-1 e ICAM-1 en endotelio (38). Asi pues, el receptor de
glucocorticoide regula (decrementando) la adhesion leucocilaria a endotelio, asi como la expresién de
las moléculas ELAM-1 e ICAM-1 (38).

Otros compuestos como la bucilamina (sustancia que genera perdxido de hidrégeno), inhibe la
adhesion de linfocitos T a células HUVEC, y pudiera ser un agente terapelitico potencial en inflamaciones
cronicas como AR (54). Las interacciones entre la IL-8 y las células endoteliales juegan un papel crucial
en la habilidad migratoria de células mononucleares hacia sitios de inflamacién (48). Las sustancias
aurotiomalato, D-penicilamina y sulfasalazina parecen inmunomodular la sintesis del RNAm de IL-8 en
células endoteliales.

El tratamiento con hidrocortisona inhibe la produccién de IL-8 por parte de las células
endoteliales. Sin embargo, no se ha descrito ningun efecto sobre la secrecién de IL-8 por parte de la
sulfapiridina, la aurnofina, la hidroxicloraquina y el metotrexate (48). En esclerodermia se ha visto que la
D-penicilamina interfiere activamente en la funcién de células T cooperadoras (186). Estudios realizados
por Kawakami y colaboradores (113) han demostrado que el lobenzarit bisédico (10 ug/ml) inhibe la
respuesta proliferativa, la expresién de HLA-DR y la adherencia de linfocitos T a células HUVEC,
sugiriendo que en AR este agente pudiera reducir la angiogénesis y la migracidn leucocitaria hacia el

sinovio (113). Por otra parte ciertas citocinas como la TGF-8 inhiben la expresion de ELAM-1 sobre
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células endoteliales humanas. Estudios realizados por Gamble y colaboradores han mostrado
disminuciones en la expresion endoteliales de ELAM-1 en un 55% en presencia de esta citocina (71).
También la elevacion en niveles de AMP ciclico inhibe la sintesis endotelial TNF-inducida de ELAM-1y
VCAM-1, mas no de ICAM-1 (175). El cloruro de niquel y el cloruro de cobalato son dos agentes que por
el contrario inducen la expresion de ICAM-1 VCAM-1 y ELAM-1 en células endoteliales de biopsias de
ptepucio (79).

Existen péptidos procaridticos como la toxina de perlussis que bloquean la adherencia
leucocitaria a selectinas sobre la superficie de células endoteliales y neutrdfilos, y a la vez son capaces
de incrementar la expresion de la integrina Mac-1 (185). Estudios realizados por Jasin y colaboradores
han demostrado que inyecciones intra-articulares de antigeno capaz de inducir una respuesta Inflamatoria
aguda en conejos, junto con una inyeccidn del anticuerpo monoclonal anti-CD18, resulta en un
decremento significativo del nUmero de células infiltrando el espacio sinovial artritico después de 24 horas
(102). Demostraron que el uso de anticuerpos anti-CD18 no sélo modifica la etapa inicial aguda artritica,
sino que también induce un mejoramiento significativo de la inflamacion crdnica en este modeio animal
de AR (102}, Otros investigadores también han contemplado el uso de anticuerpos monoclonales contra
moléculas de adhesién como posible tratamiento de enfermedades reumaticas (170). Se ha visto que la
adherencia de linfocitos T a fibroblastos y a células endotellales puede ser bloqueada in vivo por medio
de irradiacion-y (no interfiriendo con la viabilidad celular o la expresion de LFA-1), al inducir |a activacién
de ADP-ribosiltransferasa (167).

Aslpues, las moléculas deadhesion representanun blancoimporiante deintervencion terapéutica

en enfermedades reumaticas.

El objetivo que se planted en este trabajo se cumplio; se comprobd la hipétesis de que pacientes
con enfermedades reumaticas presentan una mayor adherencia linfocitaria a endotelio que individuos
sanos, tanto en condiciones basales como en condiciones de estimulo. Se comprobé que la adherencia

linfocitaria puede ser fuertemente inhibida par medio de anticuerpos monoclonales especificos contra las
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moléculas de adhesion ELAM-1 y p150,95, y que por ende, estas vias participan en la adherencia
linfocitaria contra endotelio en dichos padecimientos. Es claro entonces que la expresion de ELAM-1 y
p150,95 se ve alterada en estos padecimientos. Evidentemente, estos hallazgos no afirman que dicha
alleraciéﬁ sea exclusiva de enfermedades reumaticas, o que las moléculas de adhesidn estudiadas sean
las mas importantes en el desarrollo patolégico de esclerodermia o vasculitis. Pero los resultados
obtenldos nos ensefian que la expresion de estas moléculas de adhesidn es crucial en la adherencia
linfocitaria a endotelio en inflamaciones crdnicas, y que no es igual a lo que sucede en condiciones
fisioldgicas normales. Estos hallazgos tan solo son un comlenzo para entender la participacion de ELAM-1
y p150,95 en enfermedades reumaticas, y por supuesto ho pretenden resolver los mecanismos que
subyacen a dichas enfermedades. Por otra parte, no se apreciaron diferencias de adherencia linfocitaria
entre los pacientes con vasculitis y esclerodermia, y esto es un punto crucial que debe esclarecerse en
el futuro si se desean entender mejor las diferencias entre las diversas enfermedades reumaticas.
No obstante, este estudio ha podido comprobar que no sélo ELAM-1, sino también p150,95 (molécula
poco estudiada) participan de manera mds importante de lo que uno esperaba en dichos eventos.

Como vias futuras, estos resultados preliminares deben corroborarse estudiando los niveles de
RNA mensajero, asi como la expresién sobre la superflcie celular de dichas moléculas de adhesién en
los pacientes considerados.

Con base alas limitaciones sefaladas en estos estudios, se pueden hacer las siguientes

propuestas experimentales para profundizar en esta linea de investigacion:
i) Ampliar el nimero de muestras de pacientes y controles (30 muestras por grupo para darle un mayor
valor estadistico).
i) Poner mayor énfasis en la homogenelzacién de las poblaciones, a saher, seleccionar pacientes con
cuadros clinicos que fueran lo mas similar posible (no tanta diversidad en las enfermedades), y
asegurarse que ningun paciente estuviera bajo el tratamiento de un medicamento. Aunque esto es dificil
de lograr, es posible hacerlo.

fil) Seleccionar mitégenos cuya accion tanto sobre el endotelio como sabre leucocitos es mejor conocida
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que la de PHA, a saber, IL-1, IFN-y, LPS, o TNF-a.
iv) Evaluar cual es la fuente de células endoteliales mas apropiada para el estudio realizado.

Por ejemplo, de acuerdo con Watson y Paber (227), actualmente existen lineas celulares HUVEC
disponibles comercialmente cuyas condiciones de preparacion difieren enormemente de las condiciones
estandar descritas por Jaffe (100). No todos los cultivos HUVEC son iguales, y la fuente de la cual se
obtienen las HUVEC, asi como las condiciones experimentales - como por ejemplo el uso de distintos
substratos como gelatina fijada en glutaraldehido para el crecimiento endotelial a largo plazo (200), en
las cuales éstas proliferany afectan de manera imporiante los resultados experimentales (227). Thornill
y Haskard realizaron un estudio comparando lalinea celular EA-hy-926 (hibridizacién entre células HUVEC
y lalinea epitelial de carcinoma humano A549) con las HUVEC (213). Demostraron que EA-hy-926 tiene
un comporamiento similara las HUVEC (induccién de ELAM-1, entre otras cosas), pera sélo en presencia
de TNF, y no de IL-4 o IFN (213). Ciertos estudios han demostrado que mientras que los niveles de RNA
mensajero pre- y post-activacion, del factor de Steel y del factor Kit se mantienen mucho mas altos en
céluias HUVEC que en células HAEC (células de aorta adulta), los niveles de mRNA de ICAM-1 y de
ELAM-1 son mas bajos en células HUVEC que en células HAEC (27). Weis y colaboradores (228)
recomiendan el uso de células HAEC para estudiar el comportamiento de ciertas enfermedades
vasculares como arteroesclerdsis y vasculitis, utilizando primordialmente células endoteliales obtenidas
a partir de HUAEC, es decir de arteria umbilical humana. Otros investigadores (87,141) recomiendan el
usode células endoteliales obtenidas de la microvasculatura de la piel (prepucios) (DMVEC), ya que dada
la naturaleza del tejido, este tipo de endotelio refleja mejor el fenémeno inflamatorio en enfermedades
vasculares. Sin embargo, el cultivo de este tipo de células es mucho mas dificil de mantener que el de
células HUVEC.

El grupo de Abbot, Blake y colaboradores (1) ha desarrollado un método para obtener células
endoteliales de lamicrovasculaturasinovial (SMEC), utilizando perlas magnéticas de poliestireno cubiertas
del marcador Ulex Europeus encontrando una expresién elevada en los niveles de ELAM-1 y de ICAM-1

en pacientes con AR. Asi pues, segun la fuente endotelial que se obtenga, uno debe anticipar la
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existencia de diferencias muy importantes tanto en la expresidn de moléculas de adhesién, como en el
comportamiento endotelial.

iv) Expiorar otras vias de adherencia importantes tales como ICAM-1/LFA-1, VCAM-1/VLA-4,y sobre todo
enfocarse mds sobre la molécula CD18 como fal, pues existen ya diversos trabajos que la implican
fuertemente en la adherencia linfocitaria elevada que se encuentra en enfermedades reumaticas
(14,87,66,67). Por ejemplo, se ha visto que el anticuerpo anti-CD18 inhibe fuertemente la adherencia
linfocitaria a HUVEC (30 a 60%) y a DMVEC (45 a 77%) (14,87).

v) Tratarla de identificar diferencias en los patrones de adherencia entre linfocitos T, linfocitos B, células
NK, macréfagos, y células mononucleares totales en el grupo de pacientes con vasculitis y el grupo de
pacientes con esclerodermia.

vi) Poner mayor énfasis sobre la técnica de medicién de adherencia por citofluorometria de flujo, en
particular aquella propuesta por Benschop (14), ya que es mas eficiente (sobre todo en questién de
tiempo), y mds precisa. Sin embargo, serfa aproplado acompaiarla consistentemente con estudios de
microscopla, tratando de establecer una correlacion lineal entre las adherencias obtenidas por ambas
técnicas.

vii) Investigar con mas detalle qué anticuerpos pudiesen utilizarse como controles y si realmente ios
anticuerpos anti-82 glicoproteina y anti-82 microglobulina son lrelevantes en las interacciones
endoteliofleucocito.

Existen otros métodos - como el ensayo de parametro - para detectar de forma muy sensible la
presencia de niveles de ELAM-1 asi como de otras moléculas como ICAM-1y VCAM-1 en suero, plasma,
y sobrenadantes de cultivos (182). Este tipo de métodos servirlan también para corroborar con mayor
preclsién los fenémenos observados in vitro. Porque es claro que una de las desventajas mayores de este
tipo de andlisis es que no es posible aplicar los hailazgos in vitro a un fenémeno tan complejo como es

el fenémeno inflamatorio del padecimiento reumatico in vivo (21,126,163,237).
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En conclusion, este trabajo ha permitido reiterar la importancia que tienen las moléculas de
adhesién como lo son la selectina ELAM-1 y la integrina p150,95 en procesos de adherencia linfocitaria
en enfermedades reumaticas. Por ende, del:emos tomar en cuenla que su participacion en un desarrollo
inflamatorio es tan importante como el de las cilocinas, los anticuerpos autoreactivos, o el mismo sistema

de complemento.
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*, Férmulas de correcclon - microscopia *

Calculo del factor de correccion de ajuste de un campo visual al campo completo de un pozo de
microplacas de 24 pozos:

Cifra del campo ocular
Didmetro del campo visual =

Aumento propio del objetivo

1) Para el microscopio Zeiss, Cifra del campo ocular: 10x/18 = 18
Aumento propio del objetivo = 1x (25x)

2) Para e} microscapio Irascope SI-PH, Cifra del campo ocular: 10x/18 = 18
Aumento propio del objetivo = 1x (25x)

Didmetro del campo visual = 18/25 = 0.72 mm = 720 gm
Area del campo visual = 1 (360pm)? = 407,150.40 um
Didmetro del pozo = 16 cm .. Radio= 0.8 cm

Area del pozo = 1 (0.8)% = 2.01 cm? = 2.0 x 10° pm?

Area de crecimiento del pozo
Factor de correccion =

Area del campo visual

2.01x 108 ym?
Factor de correccion = =-eseseesvevns = 493,67

407,150.4 pm®

# promedio de células adherentes por campo
Porcentaje de adherencia = x 493,67 x 100

" # Células totales (sembradas iniclaimente)/ pozo
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VI, APENDICE

* . Formulas de correccién - mlcroscopia *

Célculo del factor de correccién de ajuste de un campo visual al campo completo de un pozo de
microplacas de 24 pozos:

Cifra del campo ocular
Diametro del campo visual =
Aumento propio del objetivo

1) Para el microscopio Zeiss, Cifra del campo ocular: 10x/18 = 18
Aumento propio del objetivo = 1x (25x)

2) Para el microscopio Irascope SI-PH, Cifra del campo ocular: 10x/18 = 18
Aumento propio del objetivo = 1x (25x)

Didmetro del campo visual = 18/25 = 0.72 mm = 720 ym
Area del campo visual = 1 (360pm)? = 407,150.40 pm
Didmetro del pozo = 16 cm .. Radio= 0.8 ¢cm

Area del pozo = 1 (0.8)% = 2.01 cm? = 2,01 x 10® pm?

Area de crecimiento del pozo

Factor de correccion =
Area del campo visual

2,01 x 10% pm?
Factor de correccion = «--e--seceeseeee- = 493.67
407,150.4 pm?

# promedio de células adherentes por campo
Porcentaje de adherencia = x 493.67 x 100
# Células totales (sembradas Inlclaimente)/ pozo
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* ESTADISTICA INTRA-EXPERIMENTAL *

CONTROL ESCLERODERMIA VASCULITIS
Condicion Experimental Cé EGP9Y VASC1l0
Cero (sin estimulo) X = 1,63 X = 4.76 X = 5,56
D8 = 0.0199 X = 0.770 D8 = 3.08
PHA X = 6.215 X = 24.125% X = 19.41
D8 = 0.985 D8 = 0.545 D8 = 0.8699
AB X = 1.345 X =5.,33 X = 6.355
D8 = 0.415 D8 = 0.28 D8 = 2,225
PAB X = 7.69 X = 20,305 X = 21.525
DS = 0.29 D8 = 1.805 D8 = 2,695
AP X = 0.43 X = 1.52 X = 3.055
D8 = 0.06 D8 = 0.0799 D8 = 0.105
PAP X = 3.125 X = 7,305 X = 12.325
D8 = 0,795 DS = 0.485 DS = 5.825
AE X = 0.285 X = 2.165 X = 2.01
D8 = 0.065 DS = 0.135 DS = 0.620
PAE X = 4.085 X = 12,51 X = 12.2
DS = 1,458 D8 = 1.45 DS = 6.01
® = Media; D8 = Desviacidén Estandar
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