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INTRODUCCION

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn se caracteri-
zan por la aparicién de ulceraciones en la mucosa intesti-
nal junto a un prominente infiltrado inflamatorio, que en
el caso de la enfermedad de Crohn puede ser transmural.
Este infiltrado estd compuesto por linfocitos, neutréfilos,
macréfagos y células plasmadticas. El reconocimiento de
que los leucocitos circulantes deben primeramente adhe-
rirse a las células endoteliales para después migrar hacia
el foco inflamatorio y causar dafio en la pared intestinal,
ha conllevado un intenso esfuerzo para definir los facto-
res que modulan las interacciones leucocito-endotelio.
Uno de los principales focos de interés en este contexto
ha sido la identificacién y caracterizacién de las molécu-
las que permiten a los leucocitos adherirse a la pared
vascular. El principal objetivo de esta revision es el anéa-
lisis de las moléculas que participan en el proceso de
adhesion leucocito-endotelio y la consideraciéon de los
elementos moleculares y celulares implicados en esta in-
teraccion susceptibles de ser manipulados con una finali-
dad terapéutica en la enfermedad inflamatoria intestinal.

MOLECULAS DE ADHESION

Tanto las moléculas de adhesion de la superficie endote-
lial como del leucocito participan en el establecimiento
de una secuencia ordenada de interacciones que se esta-
blecen cuando el leucocito alcanza una vénula poscapilar,
donde tiene lugar el proceso de adhesién leucocitaria. Ini-
cialmente, se establece una interaccion débil entre el leu-
cocito y el endotelio que se manifiesta como un movi-
miento de rodamiento (rolling) del leucocito a lo largo de
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la pared venular. Una proporcién de los leucocitos que
establecen interacciones de rodamiento se adhieren firme-
mente a la pared venular, donde tiene lugar el proceso de
migracidén si existe un estimulo quimiotdctico adecuado
(fig. 1). Cada uno de los tres estadios del reclutamiento
leucocitario, rodamiento, adhesiéon firme y emigracién
transendotelial, conlleva la participacién de familias dife-
rentes de moléculas de adhesién que incluyen las selecti-
nas y sus ligandos, las integrinas y moléculas de la super-
familia de las inmunoglobulinas (tabla I).

Selectinas

Las selectinas, designadas como L, P y E-selectina repre-
sentan una familia de receptores expresados en los leuco-
citos (L), plaquetas y células endoteliales (P) o sélo en el
endotelio (E)!. En contraste con las integrinas y con los
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, la
funcion de las selectinas se restringe Unicamente al terri-
torio vascular.

La L-selectina se expresa en los neutréfilos circulantes,
monocitos y eosindfilos, y en la mayoria de linfocitos B y
linfocitos T virgenes. La L-selectina ha sido implicada en
el proceso de adhesién de los neutrdfilos con células en-
doteliales activadas, pero no con células endoteliales
quiescentes, lo que indica que el ligando para L-selectina
no se halla presente de forma constitutiva en las células
endoteliales?. Las interacciones leucocito-endotelio de-
pendientes de la L-selectina no requieren la activacién de
los leucocitos, ya que esta molécula se expresa constituti-
vamente. De hecho, la activacién de los leucocitos por
mediadores inflamatorios o citoquinas resulta en una dis-
minucién en la expresion de L-selectina en la membrana
plasmdtica por desprendimiento (shedding) de esta mo-
1écula’.

La P-selectina se expresa en la superficie de las células
endoteliales activadas y en plaquetas. Se almacena en los
cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en
los granulos alfa de las plaquetas. La molécula es movili-
zada en pocos minutos hacia la superficie celular en res-
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Fig 1. Representacion esquemdtica
de la secuencia de interacciones leu-
cocito-endotelio en el proceso de
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adhesion. Se ilustran también las [Ligandos seIectinasA ICAMs A VCAM-1 A MAdJCAM-1
moléculas de adhesion que partici- . PECAM-1 VCAM-1
pan en cada fase de estas interac-
ciones (rodamiento, adhesion, emi-
gracion).
TABLA I. Moléculas de adhesion implicadas en la interaccion leucocito-endotelio
Expresién
Ligando
Molécula Funcién Localizacion Constitutiva Inducible
Familia selectinas
L-Selectina Rolling Leucocitos Si No, | tras P, E-selectinas
activacion Glycam, CD14
MAdCAM-1
P-Selectina Rolling Endotelio Si Si L-selectina,
Plaquetas PSGL-1, PSL
E-Selectina Rolling Endotelio No Si L-selectina, CLA
ESL, SSEA
Familia integrinas
CD11a/CD18 Adhesién/ Leucocitos Si No ICAM-1, ICAM-2
(LFA-1) emigracion
CD11b/CD18 Adhesion/ Granulocitos Si Si ICAM-1, iC3b, Fb
(Mac-1) emigracion Monocitos
CD11¢/CD18 (@) Granulocitos Si Si Fd, iC3b
Monocitos
CD49d/CD29 Adhesion Linfocitos Si No VCAM-1
(VLA-4) Monocitos Moléculas
Eosinofilos de la matriz
Basofilos extracelular
CD49d/B, Adhesién Linfocitos Si No MAdCAM-1
VCAM-1
Superfamilia
inmunoglobulinas
ICAM-1 Adhesion/ Endotelio Si Si LFA-1, Mac-1
(CD54) emigracion Monocitos
ICAM-2 Adhesion/ Endotelio Si No LFA-1
(CD 102) emigracion
VCAM-1 Adhesion Endotelio No Si VLA-1
(CD 106) Monocitos
Linfocitos
MAdCAM-1 Adhesion Endotelio Si Si L-selectina,
emigracion intestinal CD49/B,
PECAM-1 Adhesion/ Endotelio Si No PECAM-1
(CD3 1) emigracion Leucocitos (homofilica)
Plaquetas

CLA: antigeno linfocitico cutdneo; ESL: ligando E-selectina; LFA: antigeno asociado a funcién linfocitica; PSL: ligando P-selectina; SSEA: antigeno embrionario sialil

estadio especifico.
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Fig. 2. Cinética de expresion de las moléculas de adhesion endoteliales.
A) El rdpido incremento en la expresion de P-selectina es inducida por
la union de la histamina a los receptores H, de las células endoteliales.
La elevacion mds prolongada de la expresion de P-selectina y la expre-
sion de E-selectina estd inducida por la exposicion a endotoxina. B) Ex-
presion de ICAM-1, VCAM-1 y PECAM-1 tras la estimulacion con
TNF-a. (Tomada de Eppihimer et al* y Henninger et al*®.)

puesta a la activacién. Posteriormente, puede ser recicla-
da hacia el interior de la célula o se desprende y libera al
plasma'. Las células endoteliales pueden también sinteti-
zar P-selectina tras la estimulacién con endotoxina o cito-
quinas, lo que resulta en un segundo pico de expresion a
las 4-5 h de la estimulacion® (fig. 2).

En contraste con la P-selectina, la expresién de E-selecti-
na se halla completamente bajo control transcripcional.
La E-selectina no se expresa constitutivamente en las
células endoteliales, su sintesis (y expresion) puede ser
inducida por citoquinas como la interleuquina (IL)-1 o
el factor de necrosis tumoral (TNF)-o’. La expresion
de E-selectina se detecta a las 2 h tras la estimulacién
con endotoxina y regresa a valores basales a las 8 h*
(fig. 2).

Ligandos de las selectinas

Se trata de una familia de moléculas de adhesién de tipo
mucina que ha sido caracterizada recientemente'®. Las
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mucinas son proteinas ricas en serina y treonina con un
alto grado de O-glicosilacién por carbohidratos sulfata-
dos, que son los mediadores de la unién con los ligandos'.
Estas proteinas altamente glicosiladas contienen los tetra-
sacéridos sLex, sLea, o sus formas sulfatadas que tienen
actividad de ligando para las tres selectinas’.

Se han aislado dos ligandos de la L-selectina expresados
en las células endoteliales: GlyCAM-1 y CD34%°. Un ter-
cer receptor, la MAACAM-1 (mucosal addresin cell ad-
hesion molecule-1) tiene una funcién dual ya que también
se une a las integrinas a,'*'". Se han descrito dos ligandos
de la P-selectina que corresponden a sialoproteinas expre-
sadas en la superficie de los leucocitos: el ligando glico-
proteico-1 de la P-selectina (PSGL-1)"? y un ligando de
120-kDa'3. Se han aislado también ligandos especificos
para la E-selectina'®.

Integrinas

Las integrinas son proteinas heterodiméricas formadas
por la unién no covalente de subunidades o y B. Aunque
se conocen 15 tipos de cadenas o y 8 P, los leucocitos
expresan 13 integrinas que pertenecen Unicamente a las
subfamilias B,, B, y B,. Las integrinas de la subfamilia
B, estin formadas por una subunidad B comin (CDI18)
unida a una de tres posibles subunidades o designadas,
CDll1a, CD11b y CDllc. Aunque la expresion de las
integrinas [, se halla restringida a los leucocitos, la dis-
tribucion de las subclases de integrinas B, difiere en-
tre las distintas poblaciones leucocitarias. Los linfocitos
periféricos expresan primariamente CD11a/CD18, mien-
tras que los neutréfilos, monocitos y células natural
killer expresan los tres tipos de integrinas B,. La inte-
grina CD11a/CD18 interacciona con ICAM-1 (interce-
lular adhesion molecule-1) y con ICAM-2'5, mientras
que CDI11b/CDI18 interacciona primordialmente con
ICAM-1; el ligando de CD11¢/CD18 no ha sido defi-
nido'®.

Una segunda subfamilia de integrinas combina la cadena
B, (CD29) con diversas subunidades a. La integrina o3,
(VLA-4) interviene en la adhesion de los linfocitos, mo-
nocitos, eosindfilos y células natural killer, con células
endoteliales activadas'’. Los ligandos de VLA-4 inclu-
yen VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1)'8, y
componentes de la matriz extravascular como la fibro-
nectina®®.

La subfamilia de las integrinas 3, poseen una interesante
funcién. El heterodimero o3, se expresa en una subpo-
blacién de linfocitos que colonizan el intestino y el tejido
linfoide asociado a éste®. Este heterodimero reconoce el
ligando endotelial expresado en tejidos del tracto digesti-
vo MAdCAM-12!. Ademés de unirse a MAACAM-1 la in-
tegrina a,f3, se une también a VCAM-1?%. Mientras que
las interacciones de B, con MAdJCAM-1 son esenciales
para la recirculacién de linfocitos en el tejido intestinal en
condiciones normales, la unién B./VCAM-1 parece tener
lugar s6lo en condiciones de inflamacidn.
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Superfamilia de las inmunoglobulinas

Este grupo de moléculas de adhesién esta constituido por
elementos que contienen miltiples dominios tipo inmu-
noglobulina. Cinco miembros de esta familia intervienen
en las interacciones leucocito-endotelio: ICAM-1, ICAM-
2, VCAM-1, MAdCAM-1 y PECAM-1 (platelet endothe-
lial cell adhesion molecule-1).

ICAM-1 reconoce a CD11a/CD18% y CDI11b/CDI18*.
ICAM-1 se expresa en condiciones basales en leucocitos,
fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales. La
activacién del endotelio con citoquinas o LPS induce un
aumento de expresién de ICAM-1%, pero la magnitud
de este incremento varia en distintos territorios vascu-
lares®*28, Los 6rganos del tracto gastrointestinal presentan
un marcado incremento en la expresién de ICAM-1 tras
la estimulacién con endotoxina o TNF-a, con un pico de
expresion a las 5-9 h y un incremento mantenido mds alla
de las 24 h tras la estimulacién (fig. 2)*2%. La importan-
cia fisiolégica del aumento de expresiéon de ICAM-1 ha
quedado patente en diversos estudios que demuestran que
dichos aumentos se asocian a valores mdximos de adhe-
sién de leucocitos al endotelio®.

ICAM-2 es una forma truncada de la molécula ICAM-1%°
que posee un lugar de unién para CD11a/CD18. Al igual
que ICAM-1, ICAM-2 se expresa basalmente en las célu-
las endoteliales, pero la expresiéon de ICAM-2 no se mo-
difica tras la estimulacién del endotelio®!. La afinidad de
ICAM-2 para CDI11a/CD18 es algo menor que la de
ICAM-1*%,

VCAM-1 es un importante modulador de la circulacién
de linfocitos y monocitos. VCAM-1 es un ligando para
las integrinas o3, (VLA-4) y a,f3,'%2. VCAM-1 no se
expresa en las células endoteliales en condiciones basa-
les, pero su expresion resulta estimulada por citoquinas o
endotoxina®, con una cinética parecida a la de ICAM-1
(fig. 2).

La adresina mucosa MAdCAM-1 se expresa principal-
mente en venas endoteliales altas de las placas de Peyer,
y en vénulas del intestino delgado y del colon®. MAd-
CAM-1 actiia como ligando para L-selectina y para la in-
tegrina a,,f3,, las cuales se hallan implicadas en el recluta-
miento fisioldgico de linfocitos hacia las placas de Pe-
yer y hacia el tejido intestinal en el proceso de inflama-
cién!22,

PECAM-1 es un mediador de la adhesién de leucocitos y
plaquetas a las células endoteliales e interviene también
en el subsiguiente paso de migracién de los leucocitos ha-
cia el espacio intersticial®*. Esta molécula de adhesién se
expresa constitutivamente en plaquetas, leucocitos y célu-
las endoteliales, y el nivel de expresion no cambia de for-
ma apreciable tras la estimulacién con citoquinas®.

REGULACIQN DE LA EXPRESION DE MOLECULAS
DE ADHESION

La expresion inducible de genes es un importante meca-
nismo de regulaciéon de la respuesta celular que requiere

la participacién de proteinas activadoras cuya unién al
ADN vy actividad transcripcional son inducidas por esti-
mulos especificos. De los multiples factores de transcrip-
cién que se han descrito, el factor nuclear kappa B (NF-
kB) y la proteina de activacién 1 (AP-1) desempefian un
papel especialmente relevante en la regulacion de los ge-
nes implicados en la respuesta inflamatoria. Ambos facto-
res corresponden a familias de polipéptidos con similar
capacidad para unirse al ADN pero con distinto potencial
transactivador.

El NF-xB es un factor inducible de las células eucariotas,
compuesto por dos subunidades correspondientes a
miembros de la familia Rel/NF-kB. En condiciones basa-
les, los dimeros de NF-xB se hallan secuestrados en el ci-
toplasma por la unién con proteinas inhibidoras de la cla-
se IkB. Estas proteinas inhibidoras impiden el transporte
de NF-kB hacia el nicleo y su unién al ADN. Los esti-
mulos que activan NF-«kB (p. ej., endotoxina, TNF-a) in-
ducen una fosforilaciéon de IkB y la conjugacion de esta
proteina con ubicuitina, que es subsiguientemente degra-
dada por el proteasoma. Todo esto conduce a la libera-
cion de NF-kB y su entrada en el nicleo donde activa la
expresion génica®. Se ha observado que los farmacos in-
hibidores del proteasoma bloquean la degradacién de IkB
y la consecuente activaciéon de NF-kB en respuesta a la
estimulacién con TNF-a.

AP-1 es otro factor de transcripcién compuesto por homo
y heterodimeros de los productos de los proto-oncogenes
jun'y fos¥. La actividad AP-1 se induce en respuesta a
muchos estimulos, incluyendo ésteres forbol (que activan
la proteincinasa C), hormonas polipeptidicas, citoquinas y
per6xido de hidrégeno™.

Se han identificado lugares de uni6én para NF-kB en la re-
gién promotora de los genes de E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1. En la regién promotora de esta ultima molécula
se ha hallado también un lugar de unién para AP-1. Las
mutaciones que disminuyen la unién de NF-xB a los ele-
mentos tienen como consecuencia un menor aumento de
expresion de E-selectina en respuesta a la estimulacion
con citoquinas, lo que sugiere que NF-xB desempeiia un
papel primordial en la induccién del gen de la E-
selectina®. Se han hallado también dos elementos funcio-
nales kB en la regiéon promotora de MAdCAM-1. Re-
cientemente, se ha demostrado que los inhibidores de la
degradacién de IkB por el proteasoma disminuyen la acu-
mulacién nuclear de NF-kB e inhiben la expresion de E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales*'.
Esta inhibicién tiene importantes consecuencias funciona-
les ya que los inhibidores del proteasoma también blo-
quean la adhesién de leucocitos a células endoteliales en
cultivo.

La presencia de activaciéon de NF-xB ha sido un hallazgo
uniforme en diversos modelos experimentales de en-
fermedad inflamatoria intestinal, incluyendo la colitis in-
ducida por TNBS, la colitis asociada a la deficiencia
genética de IL-10* y la colitis inducida por peptidoglica-
no/polisacarido®.

Asimismo, se ha demostrado activacion de NF-xB en la
enfermedad inflamatoria intestinal humana*#+4, La acti-
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vacion de NF-xB se halla restringida a las dreas con infla-
macion activa, tanto en la enfermedad de Crohn como en
la colitis ulcerosa**#S, En la enfermedad inflamatoria in-
testinal activa se ha demostrado que la activacién de NF-
kB se produce en células mononucleares de la ldmina
propia y en las células epiteliales*.

EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
EN LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

Estudios basados en inmunohistoquimica han demostrado
un aumento de expresion de varias moléculas de adhesién
endoteliales en tejido intestinal de pacientes con enferme-
dad inflamatoria intestinal activa. Sin embargo, no existe
un acuerdo sobre cudl es este patrén de activaciéon. Algu-
nos estudios han hallado un aumento en la expresion de
ICAM-1 y E-selectina*’*¥, mientras que otros han obser-
vado tnicamente un incremento en la expresion de E-se-
lectina, sin cambios en los valores de ICAM-1 en relacion
a los controles*-*°, Estos hallazgos contradictorios pueden
ser debidos a las limitaciones de la inmunohistoquimica
para cuantificar la expresiéon de moléculas de adhesion.
Otra evidencia que implica el incremento en la expresién
de E-selectina en la patogenia de la EIl se ha obtenido
utilizando la gammagrafia; tras la inyeccién de un anti-
cuerpo monoclonal anti-E-selectina marcado se observa
una acumulacién del trazador en las dreas con enferme-
dad activa’'. Se ha documentado también un incremento
en la expresién de P-selectina en vénulas y capilares de
las dreas con inflamacién en piezas de reseccién de pa-
cientes con enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa®.

La evaluacién por inmunohistoquimica de la mucosa in-
testinal de pacientes con enfermedad inflamatoria ha de-
mostrado que la expresion de VCAM-1 es similar a la de
los controles*’#>3°. Un reciente estudio ha demostrado
también que la proporcién de endotelio venular de la 14-
mina propia que expresa MAdCAM-1 estd aumentado en
los focos inflamatorios de los pacientes con colitis ulcero-
sa o enfermedad de Crohn, en comparacién con el tejido
normal®. La existencia de una activacién del endotelio en
las dreas de inflamacién intestinal en los pacientes con
EII se ve confirmada en un estudio reciente que describe
un marcado incremento de la capacidad del endotelio de
las dreas de mucosa inflamada para inducir una adhesién
de los leucocitos, en comparacién con el endotelio de in-
dividuos normales*. Ademds, se ha demostrado que los
sobrenadantes de los cultivos de mucosa intestinal de pa-
cientes con colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn indu-
cen un incremento en la expresion de E-selectina e
ICAM-1 de células endoteliales humanas en cultivo®.

Se ha considerado que los valores circulantes de las for-
mas solubles de moléculas de adhesion reflejan el grado
de expresion de proteina en la membrana de la célula en-
dotelial, y por ello se han utilizado determinaciones de
moléculas de adhesion solubles para monitorizar la activi-
dad inflamatoria, sobre todo en estudios clinicos. En tres
de estos estudios se han hallado concentraciones aumen-
tadas de ICAM-1 soluble (SICAM-1) sVCAM-1 y sP-se-
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lectina en pacientes con colitis ulcerosa y en la enferme-
dad de Crohn®*8, En otro estudio se hallé un incremento
de las concentraciones de ICAM-1 sélo en pacientes con
colitis ulcerosa, mientras que en la enfermedad de Crohn
activa éstas fueron normales, al tiempo que la concentra-
cién plasmatica de sSVCAM-1 estaba significativamente
aumentada®. Los resultados de las determinaciones de
valores de sE-selectina han sido discrepantes, aumentados
en unos estudios y normales en otros**>?. Recientemente,
la utilidad de sSICAM-1 como marcador sistémico de la
expresion endotelial de ICAM-1 ha sido cuestionada en
funcién de dos observaciones: a) tanto las células endote-
liales humanas como murinas poseen ARNm que codifica
especificamente SICAM-19%'] y b) la cinética de apari-
cion y desaparicion de SICAM-1 en plasma en respuesta a
la administraciéon de TNF-o difiere de la cinética de ex-
presién de ICAM-1 en la célula endotelial del pulmén, in-
testino y otros érganos®.

Por lo que se refiere a las moléculas de adhesién leucoci-
tarias, se ha hallado un aumento en la expresién de CD18
e ICAM-1 en monocitos periféricos de pacientes con en-
fermedad de Crohn, pero no en la colitis ulcerosa®. Las
células mononucleares circulantes de los pacientes con
enfermedad de Crohn forman agregados granulomatosos
cuando se cultivan in vitro. La formacién de estos agrega-
dos, que se correlaciona con el grado de actividad clinica,
parece depender de la funcién de CD11b/CD18 e ICAM-
15485, Estudios inmunohistoquimicos de biopsias de mu-
cosa intestinal han demostrado un marcado incremento
en la expresién de integrinas B,%, con expresién de
CD11a/CD18 en las células mononucleares y CD11b/
CD18 en los neutréfilos; se ha hallado también un incre-
mento de ICAM-1 en los linfocitos, existiendo un parale-
lismo entre esta expresion y la intensidad de la inflama-
cion*so7,

El reciente desarrollo de un método preciso para cuantifi-
car la expresion de moléculas de adhesion endoteliales in
vivo, basado en el uso de anticuerpos marcados?, ha per-
mitido caracterizar la expresion de moléculas de adhesién
en diversos modelos animales de colitis. De esta forma se
ha detectado un marcado incremento de la expresion de
VCAM-1 en la colitis inducida por TNBS o por peptido-
glicano/polisacdrido*® (fig. 3), asi como en la colitis
que aparece en ratones genéticamente deficientes en IL-
10%. En estos modelos experimentales la expresion de
ICAM-1 no aumenta de forma apreciable, mientras que se
detecta un constante incremento de MAJdCAM-1, de
magnitud similar al de VCAM-1. El aumento de expre-
sion de MAdCAM-1 en células endoteliales se ha consta-
tado también en ratones deficientes en IL-2, cuando los
animales desarrollan colitis a partir de los 35 dias de
vida’.

La discrepancia mds destacable en la expresiéon de molé-
culas de adhesién entre estos modelos animales y los es-
tudios en pacientes con enfermedad inflamatoria intesti-
nal es el incremento de VCAM-1 en los modelos
experimentales. Esta diferencia puede tener importancia
en la préctica, ya que estos modelos experimentales estdn
siendo ampliamente utilizados en el estudio de la fisiopa-
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Fig. 3. Expresion de ICAM-1 (panel superior) y VCAM-1 (panel infe-
rior) corregido por superficie endotelial en ratas control y coliticas a
diferentes tiempos tras la induccion de colitis por TNBS. La superficie
endotelial se determiné por la union del anticuerpo antienzima conver-
siva de la angiotensina (9B9), la expresion de ICAM-1 por la union del
anticuerpo anti-ICAM-1 1A29, y la de VCAM-1 por la union del anti-
cuerpo anti-VCAM-1 5F10. Los resultados se expresan como g ICAM-
1/ug 9B9 y ug VCAM-1/ng 9B9. *p < 0,01 frente a control. (Tomada de
Sans et al®.)

tologfa y el descubrimiento de nuevas alternativas tera-
péuticas para la enfermedad inflamatoria humana. De to-
das formas, no se puede excluir la existencia de un incre-
mento en la expresion de VCAM-1 en la enfermedad de
Crohn o la colitis ulcerosa hasta que dispongamos de téc-
nicas mds sensibles para el estudio de la expresién de mo-
léculas de adhesién endoteliales en la enfermedad huma-
na. En este sentido es de destacar que un estudio reciente
realizado en células endoteliales microvasculares intesti-
nales ha demostrado que en condiciones basales existe
expresion ICAM-1 y no de VCAM-1, pero se produce un
marcado incremento en la expresion de ambas moléculas
de adhesion tras la estimulacion de estas células endote-
liales con IL-1P, TNF-a o endotoxina’, y los valores de
todos estos factores se hallan incrementados en la enfer-
medad inflamatoria intestinal humana.

MOLECULAS DE ADHESION Y TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

Modulacion de la sintesis de moléculas de adhesion

Un elemento importante en el tratamiento de la inflama-
cién basado en la modulacién de las interacciones leuco-
cito-endotelio es la regulacién de la sintesis de moléculas
de adhesion. La modulacién farmacoldgica de este proce-
so tiene el potencial de ejercer un potente efecto inhibito-
rio en el proceso de reclutamiento leucocitario. Se han
utilizado diversas estrategias para inhibir la biosintesis de
moléculas de adhesion endoteliales; algunas de éstas han
recibido una considerable atencién dltimamente y pare-
cen muy prometedoras.

Glucocorticoides y aminosalicilatos

La modulacién de la activacién de los factores de trans-
cripciéon AP-1 y NF-kB es uno de los aspectos basicos de
la accién de varios de los farmacos mds utilizados en el
tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, in-
cluyendo los corticoides y aminosalicilatos. Los gluco-
corticoides activan el receptor glucocorticoide (GR) en el
citoplasma formandose entonces homodimeros GR-GR
que se unen a una secuencia especifica del ADN denomi-
nada elemento de respuesta a los glucocorticoides (GRE).
Esta unién tiene como consecuencia la activacién de la
transcripcion de los genes que poseen un elemento GRE
en la regién promotora. Ademads de esta regulacién positi-
va de la expresion génica, los glucocorticoides inhiben la
expresion de una amplia gama de genes implicados en la
respuesta inflamatoria.

Uno de los principales descubrimientos que ha facilitado
la comprensién del mecanismo de accién de los corticoi-
des ha sido la demostracién de que el GR activado por su
unién especifica con el glucocorticoide inhibe la trans-
cripcién inducida por AP-1 y NF-kB™. Asi, se ha obser-
vado que los glucocorticoides inhiben la accién activado-
ra de NF-kB sobre la expresiéon de ICAM-173, VCAM-174
y E-selectina”. Los glucocorticoides también inhiben la
expresion de las colagenasas I y IV dependiente de AP-
176, Se han propuesto diversos mecanismos por los que
los glucocorticoides pueden antagonizar la accién de NF-
kB y AP-1. Uno de los mds importantes es la interaccién
directa proteina-proteina que se establece entre el GR y
NF-kB, evitando que tanto GR como NF-xB lleguen a in-
teraccionar con sus respectivos elementos de unién en el
ADN? (fig. 4). De forma similar, la unién de GR a jun y
fos produce una inhibicién mutua de su unién al ADN8,
Los glucocorticoides también inducen la transcripcién de
IkB. El incremento en la sintesis de esta proteina que se
une a NF-kB activada impide que ésta llegue a interaccio-
nar con los elementos kB del ADN. La proteina IkB in-
duce también probablemente una disociacién de NF-xB y
los elementos kB en los genes, movilizando NF-kB de
nuevo hacia el citoplasma’™. Un reciente estudio demues-
tra que en la enfermedad inflamatoria intestinal humana
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Fig. 4. Modulacion de la transactiva-
cion génica por los glucocorticoides. 1)
El glucocorticoide (GC) se une inicial-
mente al receptor de glucocorticoide
(GR), tras lo cual se establece una inter-
accion directa proteina-proteina entre
el GR y el factor de transcripcion (TF)
en el citoplasma de la célula que impi-
de la union del TF a sus elementos de
respuesta en el ADN. 2) La union del
GR activado a elementos respondedo-
res a los glucocorticoides modula la
transactivacion inducida por el TF. 3)
La union del GR al promotor del gen
IKB induce su transactivacion; la union
de IKB a NF-XB impedird la union de
este factor al ADN o inducird el despla-
zamiento de este factor de los elemen-
tos KB en la region promotora de los
genes.

®

kB ARNm

el cese de la actividad inflamatoria en respuesta a los glu-
cocorticoides se asocia a la desaparicion de NF-xB de los
extractos nucleares, y que el fracaso en suprimir la activa-
cién de NF-xB tiene como resultado una persistencia del
fenémeno inflamatorio.

Es de destacar que los salicilatos, uno de los farmacos
mds utilizados en el tratamiento de la enfermedad infla-
matoria intestinal activa y en el mantenimiento de la re-
mision, ejercen un potente efecto inhibidor sobre la acti-
vacién de NF-kB%®. Se ha demostrado que los salicilatos
inhiben la activacién de NF-xB impidiendo la fosforila-
cién y subsiguiente degradacion de IkB, lo que resulta en
el bloqueo del incremento de los valores de ARNm de
ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina en respuesta al TNF, y
que producen una inhibicién dependiente de la dosis en la
expresion de estas moléculas de adhesion en respuesta al
TNFS.

Los inhibidores del proteasoma han sido probados en va-
rios modelos experimentales de inflamacién con resulta-
dos prometedores. En un modelo de colitis en la rata in-
ducido por peptidoglicano/polisacérido, la inhibicién del
proteasoma con MG-341 inhibe el incremento de expre-
sion de VCAM-1 y de la sintasa del 6xido nitrico induci-
ble en el colon, y esto se asocia a una reduccion de la in-
flamacién célica®.

La inhibicién sistémica de la activacion de NF-kB por pe-
riodos prolongados en humanos puede comportar ciertos
riesgos, como la inmunosupresién o un aumento de la
citotoxicidad de determinadas citoquinas®>®*. De todas
formas, dado que NF-kB y AP-1 son factores de trans-
cripcién inducibles que actiian en respuesta a estimulos
ambientales, puede ser posible modular la dosis de los
inhibidores de estos factores de transcripcién en rangos
que alcancen un efecto terapéutico, sin tener efectos to-
Xicos.
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Oligonucledtidos antisentido

Los potenciales efectos secundarios y accion inespecifica
de los inhibidores de los factores de transcripcién utiliza-
dos hasta la actualidad ha llevado a la bisqueda de farma-
cos que actien de modo distinto en la via de la sintesis
proteica especificamente relacionada con el proceso de
inflamacion. Una de estas estrategias que ha proporcio-
nado ya resultados significativos es el uso de los oligode-
oxinucleéticos (ODNs) antisentido®. Los ODNs antisen-
tido son secuencias de ADN de cadena tnica complemen-
tarios de un ARNm. En teoria, los ODNs antisentido, por
medio de un apareamiento de bases complementario, se
unen de forma especifica a un determinado ARNm blo-
queando la sintesis de la proteina codificada por éste®.

Se han producido moléculas antisentido capaces de blo-
quear la sintesis de subunidades especificas de NF-xB.
Los ODNss antisentido para p65/p50 reducen la expresion
de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en células endotelia-
les humanas en cultivo®. Se ha observado que la adminis-
tracién de un ODN antisentido para p65 a ratones con co-
litis disminuye los signos clinicos e histolégicos de colitis
en una forma incluso mas eficaz que los corticoides*.

El ODN antisentido para el ICAM-1 humano ISIS 2302
inhibe de forma selectiva la expresién de ICAM-1 induci-
do por citoquinas en diversos tipos celulares in vivo e in
vitro¥’38, Ademds, un reciente estudio piloto en pacientes
con enfermedad de Crohn demostré que la administracién
de este farmaco reduce la expresion de ICAM-1 en la mu-
cosa intestinal y disminuye de forma significativa la dosis
de corticoide requerida para el control de la enfermedad,
en comparacién con placebo®. Un andlogo murino (ISIS
3082) se ha revelado eficaz en el tratamiento de diversos
modelos de inflamacién, incluyendo la colitis inducida
por dextrano®; el tratamiento con ISIS 3082 reduce los
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Fig. 5. Efectos de la inmunoneutrali-
zacion de ICAM-1 'y VCAM-1 sobre
la adhesion leucocitaria en ratas con
colitis inducida por TNBS. La inmu-
noneutralizacion de ICAM-1 ateniia
significativamente la adhesion leuco-
citaria, mientras que el anticuerpo 1
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colitis + vehiculo. (Tomada de Sans
et al®®.)
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signos clinicos de colitis en forma dependiente de la dosis
y elimina la inmunodeteccién de ICAM-1 que habitual-
mente se observa en ratones con colitis.

Bloqueo funcional de las moléculas de adhesion

La metodologia experimental que ha sido mds empleada
en la modulacién de las interacciones leucocito-endotelio
es el bloqueo de la funcién de las moléculas de adhesion.
Esta estrategia ha resultado efectiva en el control de la in-
flamacién en modelos experimentales agudos y crénicos,
pero ha sido poco explorada clinicamente. En la mayoria
de estudios el bloqueo funcional de las moléculas de ad-
hesién se realiza mediante inmunoneutralizacién con an-
ticuerpos monoclonales dirigidos contra glucoproteinas
especificas.

Se ha observado que el tratamiento con un anticuerpo
monoclonal anti-ICAM-1 en ratas con colitis inducida por
dcido acético atenda de forma significativa los signos de
inflamacién macro y microscépicos, asi como la forma-
cién de radicales libres®. Se ha obtenido una proteccién
similar con anticuerpos monoclonales anti-CD18°! o anti-
CD11b% en un modelo de colitis por TNBS en el conejo,
y con un factor inhibidor de los neutréfilos recombinante,
un antagonista de CD11b/CD18, en la colitis inducida por
inmunocomplejos en el conejo®®. Dos estudios han de-
mostrado un potente efecto terapéutico de los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la integrina o, en la coli-
tis que aparece de forma espontdnea en el cotton-top
tamarin®*®. Asimismo, se ha demostrado que los anti-
cuerpos dirigidos contra MAdCAM-1 o su ligando o,
bloquean el reclutamiento de linfocitos y reducen la gra-
vedad de la inflamacién cdlica en ratones con inmunode-
ficiencia grave combinada (SCID) reconstituidos con cé-

lulas CD4+ T ricas en la subpoblacién CD45RB"e"¢, En
un modelo de colitis inducido por TNBS en la rata en el
que se ha evaluado las interacciones leucocito-endotelio
en vénulas de colon mediante microscopia intravital, se
ha observado que la adhesién de leucocitos resulta ate-
nuada por la inmunoneutralizacién de ICAM-1, y com-
pletamente inhibida por la inmunoneutralizacién de
VCAM-1 (fig. 5). Ademas, en este modelo la administra-
cioén crénica de anticuerpo anti-VCAM-1 reduce signifi-
cativamente los signos clinicos e histolégicos de colitis®,
No existen hasta la actualidad estudios clinicos publica-
dos en los que se empleen anticuerpos dirigidos contra las
moléculas de adhesion para el tratamiento de la enferme-
dad inflamatoria intestinal humana. La aplicacién de esta
estrategia terapéutica a otras enfermedades inmunes
como la artritis reumatoide®” y el trasplante de médula
6sea’® o renal®”, ha tenido una eficacia variable. Una limi-
tacion en la interpretacion de los resultados negativos en
estudios que emplean anticuerpos es la falta de seguridad
de que la dosis empleada sea realmente bloqueante. Los
valores que se recomiendan se basan en la minima con-
centracion de anticuerpo requerida para lograr una maxi-
ma inhibicién de la adhesion leucocitaria in vitro. La ex-
periencia de algunos estudios clinicos abiertos indica que
las dosis bloqueantes son mds dificiles de alcanzar in vivo
de lo que se predice a partir de estudios de adhesion in vi-
tro. Otra limitacién potencial del uso prolongado de anti-
cuerpos monoclonales, al menos en modelos crénicos de
inflamacion, es la inmunogenicidad.

COROLARIO

La intervencién sobre los mecanismos iniciales del proce-
so inflamatorio, como es la adhesion de los leucocitos al
endotelio venular y la migracién hacia el tejido, represen-
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ta una nueva y atractiva aproximacion terapéutica para la
enfermedad inflamatoria intestinal. Aunque se conocen
muchos detalles de las moléculas implicadas en el proce-
so de adhesion entre estos dos tipos celulares en modelos
experimentales de enfermedad inflamatoria intestinal, te-
nemos mucha menos informacién del papel que cada una
de estas moléculas desempefia en la fisiopatologia de la
inflamacion en el ser humano. Son diversas las etapas del
proceso de reclutamiento de leucocitos hacia un tejido
que son susceptibles de ser moduladas farmacoldgica-
mente, pero las limitaciones derivadas de una alteracién
del proceso fisioldgico de recirculacién leucocitaria en el
intestino o de la inmunosupresién son significativas. Es-
tas limitaciones podrian ser superadas si la investigacion
logra identificar mecanismos del proceso de adhesion leu-
cocito-endotelio que se activen de forma exclusiva en la
enfermedad inflamatoria, ya sea por activacién de recep-
tores, sintesis o funcion de las moléculas de adhesion. El
desarrollo de farmacos eficaces y seguros que modulen
estos componentes moleculares de la respuesta inflamato-
ria puede conllevar el desarrollo de nuevas formas de tra-
tamiento con mayor potencial curativo y menores efectos
secundarios que las actualmente utilizadas.
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