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El proceso de extravasacion leucocitaria, un paso cru-
cial de la respuesta inflamatoria, implica la migracion de
los leucocitos desde la corriente sanguinea hasta los te-
jidos diana donde ejercen su funcién efectora. La extra-
vasacion de los leucocitos esta orquestada por la acciéon
conjunta de receptores de adhesion celular y factores
quimiotacticos, e implica cambios morfolégicos drasticos
tanto en leucocitos como en células endoteliales. De este
modo, constituye un proceso activo para ambos tipos
celulares que promueve la rapida y eficiente llegada de
los leucocitos a los focos inflamatorios sin comprometer
la integridad de la barrera endotelial.

Este articulo revisa la extravasacion leucocitaria, con
especial hincapié en los hallazgos mas recientes en este
campo, tanto desde el punto de vista molecular como
mecanistico. Incluye la descripcidn de nuevos pasos en
la cascada de adhesién tales como el enlentecimien-
to del rodamiento, la locomociéon intraluminal o la ruta
alternativa de migracion transcelular, asi como el papel
funcional de nuevos receptores de adhesién, la organiza-
cién espaciotemporal de los receptores en la membrana
plasmatica y las rutas de sefializacion que controlan los
diferentes estadios del proceso de extravasacion.
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Molecular Basis of Leukocyte-Endothelium
Interactions During the Inflammatory Response

The process of leukocyte extravasation, a critical step
in the inflammatory response, involves the migration of
leukocytes from the bloodstream towards target tissues,
where they exert their effector function. Leukocyte extra-
vasation is orchestrated by the combined action of cellular
adhesion receptors and chemotactic factors, and involves
radical morphological changes in both leukocytes and en-
dothelial cells. Thus, it constitutes an active process for
both cell types and promotes the rapid and efficient influx
of leukocytes to inflammatory foci without compromising
the integrity of the endothelial barrier. This article provides
a review of leukocyte extravasation from both molecular
and mechanical points of view, with a particular empha-
sis on the most recent findings on the topic. It includes a
description of newly revealed steps in the adhesion cas-
cade, such as slow rolling motion, intraluminal crawling
and alternative pathways for transcellular migration, and
discusses the functional role of novel adhesion receptors,
the spatiotemporal organization of receptors at the plas-
ma membrane and the signaling pathways that control di-
fferent phases of the extravasation process.
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Los receptores de adhesion desempefian una fun-
cion esencial en el mantenimiento fisioldgico de la
integridad tisular regulando numerosos procesos,
tales como activacion, migracion, crecimiento, dife-
renciacién y muerte celulares'?, mediante la trans-
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duccidn directa de sefales y la modulacion de otras
cascadas de sefializacion intracelular desencade-
nadas por diferentes factores de crecimiento’. Las
interacciones celulares son esenciales para la regula-
cion de la hematopoyesis*® y la respuesta
inflamatoria®’. Por ello, las moléculas de adhesion
estan particularmente implicadas en una gran va-
riedad de trastornos cardiovasculares que cursan
con inflamacién, como los procesos de aterogénesis
y progresion de la placa aterosclerotica, el infarto
de miocardio, el dafio por isquemia-reperfusion o el
rechazo de trasplantes, y en menor medida en la es-
tenosis valvular y la cardiomiopatia.

El funcionamiento coordinado de los receptores
de adhesion, el citoesqueleto y las moléculas de se-
falizacion es crucial para la extravasacion leucoci-
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Fig. 1. La cascada de adhesion. La imagen de microscopio
electronico de barrido muestra una monocapa endotelial
humana tratada con estimulos proinflamatorios en la que se 5
han perfundido linfocitos y monocitos humanos de sangre
periférica con flujo fisioldgico (1,8 din/cm?). Varios leucocitos
no polarizados han establecido contacto con el endotelio y
han sido captados durante el proceso de rodamiento. Tam-
bién se muestra un linfocito que ha conseguido adherirse
firmemente al endotelio y ha cambiado drasticamente su
morfologia de redondeada a polarizada.

taria, un proceso central en la respuesta inmuni-
taria. Asi, la correcta integracion de sefales «del
exterior al interior» y «del interior al exterior» en
leucocitos y endotelio durante cada paso de la ex-
travasacion es fundamental para permitir la conse-
cucion de este fenomeno, el llamado paradigma
multisecuencial®® (fig. 1). La extravasacion leucoci-
taria tiene lugar no sélo durante la respuesta infla-
matoria, sino también durante la recirculacion de
los linfocitos a los organos linfoides secundarios,
pero este ultimo proceso no sera objeto de analisis
en esta revision.

INTERACCIONES INICIALES ENTRE
LEUCOCITOS CIRCULANTES Y EL
ENDOTELIO: CAPTURA Y RODAMIENTO
MEDIADO POR SELECTINAS Y SUS
LIGANDOS

Los leucocitos circulantes en el torrente san-
guineo deben establecer contacto con la pared vas-
cular y adherirse a ella soportando fuerzas de ciza-
llamiento para iniciar la respuesta inflamatoria. El
contacto (tethering) y el rodamiento de los leuco-
citos sobre el endotelio activado son los primeros
pasos del proceso secuencial de extravasacion, se-
guidos de la adhesion firme y la migracion transen-
dotelial. Estos contactos iniciales estan mediados
esencialmente por selectinas y sus ligandos, y re-
quieren que haya flujo para ser eficientes’. Aunque
las selectinas y sus ligandos tienden a interaccionar
con afinidad variable, la elevada frecuencia de aso-
ciacion-disociacion de sus interacciones les permite
mediar contactos labiles y transitorios entre leuco-
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citos y endotelio'®!!. Estos contactos producen la

disminucion de velocidad de los leucocitos y per-
miten su rodamiento sobre la superficie endotelial,
favorecen las ulteriores interacciones mediadas por
integrinas y sus ligandos aumentando la adherencia
de los leucocitos, lo que finalmente los detiene en la
pared vascular!'?,

Las selectinas (P, E y L) son glucoproteinas
transmembrana de tipo I que se unen a hidratos de
carbono fucosilados y sialilados presentes en sus li-
gandos, de forma dependiente de Ca®*. La selectina
L se expresa en la mayoria de los leucocitos, mien-
tras que la E y la P se expresan en células endote-
liales activadas por estimulos proinflamatorios, y
en el caso de la selectina P también es expresada
por plaquetas activadas (revisado por Barreiro et
al®). Aparte de la interaccion de la selectina L leu-
cocitaria con la selectinas P y E endoteliales, la pro-
teina PSGLI1 tiene un papel dominante como li-
gando de las tres selectinas. De hecho, la unién de
PSGLI1 a las selectinas E y P promueve la interac-
cion de los leucocitos con el endotelio, mientras que
la unidén de PSGLI1 a la selectina L permite la inte-
raccion entre leucocitos, por la cual los leucocitos
adheridos facilitan la captura de otros leucocitos
circulantes en zonas de endotelio inflamado, inde-
pendientemente de que éstos expresen ligandos para
las selectinas endoteliales'¥, proceso denominado
reclutamiento secundario. Aparte de PSGLI, las se-
lectinas también pueden unirse a otras glucopro-
teinas, como CD44 o ESL1 en el caso de la selectina
E. Cada ligando parece desempenar un papel dife-
rencial durante el proceso de captura de neutroéfilos.
Asi, PSGLI es el principal ligando implicado en la
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captura inicial de los leucocitos, mientras que ESL1
es necesario para convertir las uniones transitorias
iniciales en un rodamiento mas lento y estable. Por
ultimo, CD44 controla la velocidad de rodamiento
e interviene en la polarizacién de PSGL1 y selectina
L, probablemente para permitir el reclutamiento se-
cundario®. Las plaquetas también pueden actuar
como reclutadores secundarios de leucocitos debido
a su capacidad de interaccionar con ellos y con el
endotelio simultaneamente. Ademas, son capaces
de secretar quimiocinas que se inmovilizan en la su-
perficie luminal endotelial favoreciendo el proceso
de adhesion'®,

Aparte de las selectinas y sus ligandos, las inte-
grinas a4fB1 y a4p7 —a través de su interaccion con
VCAM-1 y MAdCAM-1 respectivamente— pueden
mediar de manera independiente estos contactos
iniciales!™"°, Por otra parte, la interaccién LFA-1/
ICAM-1 coopera con la funcion de la selectina L
estabilizando la fase de contacto transitorio y dis-
minuyendo la velocidad de rodamiento?-2!.

La localizacion topografica de los receptores de
adhesion es necesaria para su correcto funciona-
miento durante el trafico leucocitario®?. Por ello, las
selectinas, sus ligandos y las integrinas a4 se en-
cuentran agrupadas en los extremos de los microvilli
de los leucocitos. Por otra parte, el anclaje de las se-
lectinas al citoesqueleto de actina mediante pro-
teinas como alpha-actinina o ERM es necesario
para su adecuado funcionamiento?-2¢.

Se ha demostrado que la selectinas activan multi-
ples rutas de sefializacion, que conectan con pro-
cesos como la reorganizacion del citoesqueleto de
actina, tales como la cascada de MAPK, p56lck,
Ras o Rac2 (revisado por Barreiro et al'®). Por otra
parte, PSGL-1 activa también diferentes rutas de
sefalizacioén intracelular que tienen un efecto in-
ductor de la activacion de los leucocitos aumen-
tando la expresion de diferentes moléculas que
estan implicadas en los pasos siguientes del proceso
de extravasacion y en funciones efectoras, asi como
un papel inesperado en la induccion de funciones
tolerogénicas en células dendriticas® .

PAPEL CENTRAL DE LAS INTEGRINAS
LEUCOCITARIAS Y SUS LIGANDOS
ENDOTELIALES EN LOS PROCESOS DE
ACTIVACION, PARADA, ADHESION FIRME Y
LOCOMOCION

El trafico de los leucocitos a través de los dife-
rentes tejidos y organos y su interaccion posterior
con otras células inmunitarias son esenciales para el
desarrollo de las inmunidades innata y adquirida’'.
Las integrinas son moléculas fundamentales en la
migracion celular que controlan las interacciones
intercelulares y célula-matriz extracelular durante la
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recirculacion y la inflamacion. Una de sus caracte-
risticas mas importantes estriba en la regulacion de
su actividad adherente, independientemente de su
grado de expresion en membrana®?. Asi, los leuco-
citos circulantes en sangre mantienen sus integrinas
en conformacioén inactiva para evitar contactos
inespecificos con paredes vasculares no inflamadas,
pero cuando encuentran un foco inflamatorio, se
produce una rapida activacion in situ de sus inte-
grinas®. Como en el caso de las selectinas, la distri-
bucién espacial de las integrinas y sus ligandos en
estructuras de membrana especializadas es esencial
para su funcionamiento adecuado. Esta organiza-
cion topografica requiere una precisa regulacion del
citoesqueleto para permitir el reclutamiento de in-
termediarios de sefializacion y segundos mensajeros
que desencadenen la activacion celular’3s,

Las integrinas constituyen una familia de 24 re-
ceptores heterodiméricos, compuesto cada uno de
ellos por una subunidad a y otra f. Son moléculas
que regulan dinamicamente sus propiedades adhe-
sivas mediante cambios conformacionales (afi-
nidad), asi como por redistribucion espacial en la
superficie celular (avidez)®. Las observaciones re-
cientes predicen la existencia de tres estados confor-
macionales (plegado con baja afinidad, extendido
con afinidad intermedia y extendido con alta
afinidad)’*. Las integrinas mas relevantes para la
adhesion leucocitaria al endotelio son miembros de
la subfamilia B2, particularmente LFA-1 (CD11a/
CDI18 o alpB2) y la integrina especifica de linaje
mieloide Mac-1 (CD11b/CD18 o aMf32), asi como
las integrinas a4 VLA-4 (04p1) y a4B7. La mayoria
de sus ligandos son proteinas transmembrana que
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobu-
linas. LFA-1 puede unirse a cinco moléculas de ad-
hesion intercelular (ICAM-1 a ICAM-5), aunque
las mas relevantes son ICAM-1 e ICAM-3%.
ICAM-1 se expresa en leucocitos, células dendri-
ticas y células epiteliales. Ademas, su expresion es
baja en células endoteliales quiescentes y aumenta
con estimulos proinflamatorios®. ICAM-3 se ex-
presa constitutivamente en todos los leucocitos*.
Un ligando adicional de LFA-1 es la molécula de
adhesion de uniones intercelulares JAM-A, que se
concentra selectivamente en la regidén apical de las
uniones estrechas endoteliales y se redistribuye par-
cialmente a la cara apical del endotelio con ciertos
estimulos proinflamatorios*>. Por otra parte, Mac-1
interacciona con ICAM-1, JAM-C y el receptor
RAGE®*, La integrina VLA-4 interacciona con
VCAM-1%, que es una molécula de adhesion que se
expresa de novo tras la activacion endotelial*® y tam-
bién se une a JAM-B*. Ademas, VLA-4 interac-
ciona con ADAM-28, fibronectina, osteopontina,
trombospondina, el factor de coagulacion von
Willebrand y la proteina bacteriana invasina®.



Finalmente, la integrina a4p7, aparte de interac-
cionar con VCAM-1 y fibronectina, reconoce espe-
cificamente MAdCAM-1, un receptor expresado en
los tejidos linfoides de las mucosas'.

Modulacién de la actividad de las integrinas
mediada por quimiocinas

Durante el establecimiento de los contactos ini-
ciales con el endotelio vascular, los leucocitos dis-
minuyen su velocidad de rodamiento y se activan al
encontrar quimiocinas inmovilizadas y ligandos de
integrinas expuestos en la superficie apical endote-
lial. Este paso de activacion permite la parada y la
adhesion firme de los leucocitos al endotelio en con-
diciones de flujo fisiologico® . La activacion del
leucocito implica un marcado cambio morfologico:
la célula redondeada circulante se transforma en
una célula promigratoria con morfologia polari-
zada, en la cual se distinguen al menos dos regiones,
el frente de avance y el uropodo®'. La polarizacion
del leucocito permite a la célula la coordinacién de
las fuerzas intracelulares para producir la locomo-
cion celular necesaria durante el proceso de extra-
vasacion®.

Las quimiocinas unidas a los glucosaminoglu-
canos de la membrana apical endotelial actiian se-
falizando a través de receptores acoplados a pro-
teinas G (GPCR) localizados en los microvilli del
leucocito, induciendo una gran variedad de sefales
«del interior al exterior» en fracciones de segundo,
que conducen a multiples cambios conformacio-
nales en las integrinas®*3. La complejidad y el corto
margen de tiempo de los mecanismos de sefaliza-
cion inducidos por las quimiocinas que controlan la
activacion de integrinas son compatibles con la
existencia de redes proteinicas compartimentadas y
preformadas («sefialosomas») en los leucocitos®.
La presencia de quimiocinas especificas en dife-
rentes lechos vasculares contribuye a orquestar el
reclutamiento selectivo de las diferentes subpobla-
ciones leucocitarias a los focos inflamatorios o a los
organos linfoides secundarios®’. Ademas, las qui-
miocinas pueden producir un efecto diferencial en
integrinas especificas dentro del mismo microam-
biente’®.

Modulacién de la afinidad de las integrinas
mediada por sus ligandos

Tras la activacion inducida por las quimiocinas,
la conformacion de las integrinas cambia de manera
reversible de inactiva (plegada) a extendida con afi-
nidad intermedia. Este evento prepara a la integrina
para unirse a su ligando endotelial. Las integrinas
que contienen un dominio I insertado en sus subu-
nidades o sufren un ulterior cambio conforma-
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cional tras la union a ligando, que culmina en la ac-
tivacion total de la integrina y la parada del
leucocito®-%!. Por lo tanto, el estado conformacional
de alta afinidad para la parada inmediata del leuco-
cito en el endotelio requiere de las quimiocinas in-
movilizadas y los ligandos de integrinas una induc-
cidon bidireccional’>®2. Sin embargo, las integrinas
o, que contienen un dominio /-/ike en sus cadenas
B, pueden interaccionar espontaneamente con sus
ligandos endoteliales sin estimulacién quimiotactica
previal’.

La sefializacion inducida por la unién a ligando
conlleva la separacion de las regiones citoplasmicas
de las subunidades de la integrina, lo que favorece
su asociacion con el citoesqueleto cortical de actina.
Las integrinas o, se asocian fundamentalmente a
través de paxilina y las B, a través de talina, fila-
mina y otras moléculas estructurales. Ademas, la
union al ligando aumenta el reclutamiento de inte-
grinas adicionales para incrementar la adhesion
firme del leucocito en condiciones de estrés de
flujo®. Este agrupamiento de integrinas depende de
la liberacion de su anclaje al citoesqueleto de actina,
que esta mediada por la proteincinasa C (PKC) y
calpaina, para aumentar su movilidad lateral en la
membrana®. Ademas, se ha descrito recientemente
el papel de Rap-1 y su activador CalDAG-GEFI,
asi como la accion coordinada de kindlina-3 con ta-
lina en la activacion de integrinas para mediar la
adhesion firme leucocitaria en diferentes tipos celu-
lares hematopoyéticos®>%, En relacion con la orga-
nizacién espacial de las integrinas, se ha sefialado la
existencia de nanoagrupamientos de LFA-1 no
unidos a ligando en la membrana plasmatica de los
leucocitos, que promueven la formacion eficiente de
los microagrupamientos inducidos por unién a
ligando®”68,

Por otra parte, varios estudios indican que el es-
trés de flujo también regula las integrinas refor-
zando sus enlaces e incluso aumentando su
afinidad® ™, La integracion de la sefalizacion deri-
vada de las quimiocinas y las fuerzas externas para
favorecer la transmigracién se ha definido como el
fenomeno de quimiorreotaxis’'.

Regulacién de la locomocion de los
leucocitos por integrinas

Las senales implicadas en la adhesion firme de los
leucocitos al endotelio mediadas por integrinas
deben ser atenuadas y debilitar los contactos origi-
nales lo suficiente para permitir la migracion del
leucocito hacia un sitio apropiado para iniciar el
proceso de transmigracién endotelial. Las inte-
grinas 3, parecen tener una implicaciéon importante
en este proceso de locomocion, ya que su bloqueo o
el de sus ligandos genera migracion al azar, fallo de
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Estructura endotelial
de anclaje

Fig. 2. Papel activo del endotelio durante la extravasacion.
La imagen de microscopio electronico de barrido muestra
la organizacion de los receptores de adhesion endotelial en
nanoagrupamientos en la membrana apical (plataformas
endoteliales de adhesion; la tincion corresponde a ICAM-1
usando anticuerpos acoplados a oro coloidal). Cuando un
leucocito establece contacto con el endotelio, los recepto-
res endoteliales de adhesion se concentran en la llamada
estructura de anclaje endotelial, que mantiene el leucocito
firmemente adherido e impide que se separe por la fuerza
del flujo que ha de soportar.

posicionamiento en las uniones interendoteliales y
diapedesis defectuosa”. Los estudios in vivo utili-
zando ratones genéticamente modificados defi-
cientes en LFA-1 o Mac-1 claramente delinearon
mecanismos fundamentalmente diferentes para cada
una de estas integrinas J3,. Mientras la adhesion
firme esta mediada por LFA-1, la locomocion de-
pende de Mac-1; ambos procesos contribuyen a una
eficiente migracion’. Tras su activacion por unién a
ligando, las integrinas regulan diferentes efectores
de contractilidad de miosina, GTPasas remodela-
doras de actina y moléculas implicadas en la regula-
cion de la red de microtibulos tanto en el frente de
avance como en el uréopodo. Asi, la integracion de
sefiales generadas en ambos polos celulares conduce
a un movimiento coordinado del leucocito*.

Papel funcional de las moléculas de adhesiéon
endoteliales VCAM-1 e ICAM-1 en la captura
de leucocitos

Las moléculas VCAM-1 e ICAM-1, miembros de
la superfamilia de las inmunoglobulinas, son las
principales moléculas de adhesion endotelial impli-
cadas en la unidn a las integrinas VLA-4 y LFA-1,
respectivamente*>™. Solamente ICAM-1 se expresa
escasamente en el endotelio quiescente, mientras
que se induce la expresion de ambas moléculas tras
la activacion celular por citocinas proinflamatorias
tales como la interleucina (IL) 1 y el factor de ne-
crosis tumoral (TNF) alfa***, Ademas, se ha des-
crito la unién de VCAM-1 e ICAM-1 al citoesque-
leto de actina a través de dos miembros de la familia
ERM, ezrina y moesina’™’¢. Estas moléculas fun-
cionan como conectores de la membrana con el ci-
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toesqueleto de actina regulando la morfogénesis
cortical y la adhesion celular.

Se ha estudiado la dinamica de VCAM-1 e
ICAM-1 en células HUVEC (células primarias de
vena de cordon umbilical) activadas con TNF du-
rante el proceso de interaccion leucocito-endotelio.
Se ha observado que, tras la parada de los leuco-
citos en el endotelio, la union de VCAM-1 e
ICAM-1 con sus ligandos desencadena la reorgani-
zacion del citoesqueleto cortical endotelial de actina
y genera una estructura tridimensional de anclaje
que rodea el leucocito y previene la desunion de los
leucocitos adheridos en condiciones de flujo fisiold-
gico. Dicha estructura contiene gran acumulacién
de dichos receptores de adhesion, asi como las pro-
teinas ezrina y moesina activadas. La estructura en-
dotelial de anclaje se sostiene por el citoesqueleto de
actina, proteinas entrecruzantes de actina tales
como alpha-actinina, proteinas tipicas de adhe-
siones focales como talina, paxilina y vinculina y
proteinas nucleadoras de actina. También, se-
gundos mensajeros tales como PI(4,5)P2 o la ruta
de sefializacion Rho/160ROCK son importantes
para la generacion y el mantenimiento de la estruc-
tura endotelial de anclaje” (fig. 2). Ademas, ambos
receptores, ICAM-1y VCAM-1, se agrupan de ma-
nera conjunta en la estructura endotelial de anclaje,
aunque uno de ellos no se encuentre unido a su co-
rrespondiente ligando. Este reclutamiento conjunto
también es independiente del anclaje del citoesque-
leto de actina y de la formacion de heterodimeros
ICAM-1/VCAM-1, ya que se debe a la inclusion de
VCAM-1 ¢ ICAM-1 en microdominios ricos en te-
traspaninas, que actuan como plataformas endote-
liales de adhesion especializadas’ (fig. 2). Las te-



traspaninas son pequefias proteinas que atraviesan
cuatro veces la membrana y se asocian lateralmente
a través de su segundo dominio extracelular con
otras proteinas integrales de membrana, regulan su
funcion y forman dominios multiproteinicos en la
membrana plasmatica. Se les ha implicado en varias
funciones celulares, entre otras migracion, adhesion
intercelular homotipica y heterotipica, asi como
presentacion antigénica, infeccion viral y fusion de
gametos’82,

Mediante el empleo de técnicas de microscopia
analitica innovadoras, se han caracterizado las pro-
piedades difusivas, la organizacién a escala nano-
métrica y las interacciones moleculares especificas
dentro de los microdominios en células endoteliales
primarias vivas. Este analisis ha proporcionado evi-
dencias convincentes sobre la existencia de las pla-
taformas endoteliales de adhesion como entidades
fisicas en la membrana plasmatica distintas de las
balsas lipidicas”. La microscopia electronica de ba-
rrido en muestras tratadas con un péptido blo-
queador especifico de las tetraspaninas pone de ma-
nifiesto el nanoagrupamiento o avidez de VCAM-1
e ICAM-1 inducido por las plataformas endote-
liales de adhesién como un nuevo mecanismo de or-
ganizaciéon supramolecular que regula la eficiente
capacidad adhesiva de ambos receptores endote-
liales de adhesion a sus receptores, las integrinas
leucocitarias’. La relevancia funcional de la inclu-
sion de ICAM-1 y VCAM-1 en microdominios de
tetraspaninas en las células endoteliales se ha de-
mostrado mediante el uso de una estrategia experi-
mental con ARN interferente frente a las tetraspa-
ninas CD9 y CDI151 en células endoteliales
humanas primarias y mediante el bloqueo por com-
peticion con péptidos de fusion GST que contienen
la segunda region extracelular de CD9%. Por lo
tanto, la inclusion de ICAM-1 y VCAM-1 en domi-
nios de tetraspaninas es necesaria para su adecuado
funcionamiento en condiciones dindmicas estrictas
como el estrés de flujo. No solamente VCAM-1 e
ICAM-1 interaccionan con microdominios de te-
traspaninas, sino también otros receptores de adhe-
sion tales como JAM-A, PECAM-1, ICAM-2 o
CD44. Asi pues, podria postularse que los microdo-
minos de tetraspaninas actuarian como plataformas
especializadas que organizarian de manera consti-
tutiva en la membrana los receptores de adhesion
apropiados para la rapida cinética y eficiente conse-
cucion del proceso de extravasacion leucocitaria’.

Los receptores endoteliales de adhesion VCAM-1
e ICAM-1 son capaces de transmitir sefiales tras su
unién con el ligando. La molécula VCAM-1 esta
implicada en la apertura de las uniones interendote-
liales para facilitar la extravasacion de los leuco-
citos. De hecho, VCAM-1 induce la activacidén de la
NADPH oxidasa (NOX2 posiblemente) y la pro-
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duccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) de
manera dependiente de la GTPasa Rac, con la con-
siguiente activacion de metaloproteinasas de matriz
y pérdida de la adhesién mediada por VE-cadherina
debido a la fosforilacién de beta-catenina por
Pyk-28%_ 1o que favorece el proceso de extravasa-
cion. Por otra parte, VCAM-1 e ICAM-1 son ca-
paces de inducir un rapido incremento de las con-
centraciones de Ca?' intracelular, produciendo la
activacion de Src cinasa y la consecuente fosforila-
cion de cortactina®-, ICAM-1 también puede ac-
tivar RhoA induciendo la formacién de fibras de
estrés y la fosforilacion de FAK, paxilina y
pl30Cas, que a su vez estan implicados en rutas de
sefializacion que implican a JNK y p38%+%7, que in-
crementan la permeabilidad endotelial y conllevan
un aumento de la migracion transendotelial leuco-
citaria. También se ha descrito la induccién de la
transcripciéon de c-fos y rhoA via ICAM-1%.
Finalmente, ICAM-1 también puede inducir su
propia expresion y la de VCAM-1, actuando como
un mecanismo de regulacién para facilitar la trans-
migracion leucocitaria®®.

INTEGRINAS Y SUS LIGANDOS DURANTE LA
TRANSMIGRACION ENDOTELIAL

Durante la transmigracién endotelial (TEM), las
uniones endoteliales se deshacen parcialmente evi-
tando el dafio de la monocapa o importantes cam-
bios de permeabilidad. Asi, las membranas del leuco-
cito y el endotelio se mantienen en estrecho contacto
durante la diapedesis y, posteriormente, las mem-
branas endoteliales vuelven a sellar sus conexiones.

Una vez que los leucocitos encuentran un sitio
apropiado para transmigrar (preferentemente en las
uniones intercelulares), extienden seudopodos ex-
ploratorios entre dos células endoteliales adya-
centes. A continuacién, los seudopodos evolu-
cionan a una lamela que va atravesando el espacio
abierto en la monocapa. Durante este proceso, la
molécula LFA-1 es la integrina que tiene el papel
preponderante. Esta molécula se relocaliza rapida-
mente, formando un agrupamiento en forma de
anillo en la interfaz de contacto entre leucocito y
endotelio, donde interacciona con ICAM-1” y, en
algunos otros modelos celulares, con JAM-A!%,
Cuando el proceso de transmigracion concluye,
LFA-1 se concentra finalmente en el urépodo!.
Otras proteinas implicadas en el proceso de trans-
migraciéon son ICAM-2, JAM-B, JAM-C,
PECAM-1 (CD31), ESAM, CD99, etc. Muchas de
ellas son capaces de interaccionar homofilica y he-
terofilicamente manteniendo las uniones interendo-
teliales o las interacciones leucocito-endotelio!?1%,

En el proceso de la transmigracioén leucocitaria,
ademas de la ruta clasica de diapedesis, en la que

Rev Esp Cardiol. 2009;62(5):552-62 557



Barreiro O et al. Interacciones leucocito-endotelio en la inflamacién

los leucocitos cruzan a través de uniones interendo-
teliales (ruta paracelular), cada vez hay mas indicios
de que habria una ruta alternativa, en la que los
leucocitos podrian migrar a través de células endo-
teliales individuales (ruta transcelular) sin perturbar
las uniones interendoteliales. Este proceso tiene
lugar preferencialmente en la microvasculatura, la
barrera hematoencefalica o en vénulas de endotelio
alto de los 6rganos linfoides secundarios, por con-
traposicion a la macrovasculatura!®-'®, Las obser-
vaciones recientes sobre el mecanismo de este pro-
ceso de migracion transcelular indican que
inicialmente los leucocitos generan podosomas in-
vasivos dependientes de la actividad de Src cinasa y
de WASP para palpar la superficie endotelial, que
después evolucionan para formar el poro transce-
lular. En el endotelio es necesaria la fusion de mem-
branas regulada por calcio y complejos que con-
tienen SNARE, asi como el aporte necesario de
membrana mediado por organulos vacuolovesicu-
lares!®®, También se ha descrito la translocacion de
ICAM-1 a caveolas tras la adhesion leucocitaria y
la posterior formacion de una especie de canal mul-
tivesicular, que contiene ICAM-1 y caveolina-1, al-
rededor del seudépodo leucocitario que penetra a
través de la célula endotelial. Ambas proteinas,
ICAM-1 y caveolina, siguen el paso de todo el leu-
cocito moviéndose hacia la membrana endotelial
basal'®. Ademas, la proteina de filamentos interme-
dios vimentina también parece tener un papel im-
portante en la ruta transcelular!!®, Recientemente se
ha descrito la existencia in vivo de estructuras endo-
teliales en forma de cupula que cubren al leucocito
durante la migracion transendotelial'!!. Estas obser-
vaciones parecen indicar que las estructuras endote-
liales de anclaje podrian llegar a ser cipulas que en-
volvieran totalmente los leucocitos en la cara
luminal del endotelio, lo que permitiria la rotura de
la membrana basolateral sin poner en peligro la
funcion de barrera endotelial.

LAS TERAPIAS BASADAS
EN LA ANTIADHESION

Los avances en nuestro conocimiento de los me-
canismos moleculares que subyacen a la migracion
celular y la cascada de la extravasacion han dado
lugar a la identificacion de moléculas diana para te-
rapias antiadhesion para inflamacion. Asi, los anti-
cuerpos monoclonales contra las cadenas o, y o
han mostrado un efecto beneficioso muy claro en
diferentes modelos animales de estados inflamato-
rios y autoinmunitarios, asi como en enfermedades
humanas como la esclerosis multiple, la enfermedad
inflamatoria del colon y la psoriasis. Resultados si-
milares se han obtenido en modelos animales con
diferentes péptidos sintéticos de VLA-4.
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Los prometedores resultados obtenidos en estos
estudios con animales han llevado a diferentes
grupos y empresas farmacéuticas dedicadas al desa-
rrollo de nuevos farmacos a la realizacion de en-
sayos clinicos. A este respecto, un anticuerpo mo-
noclonal humanizado anti-VLA4 ha mostrado un
claro efecto terapéutico en las recidivas de la escle-
rosis multiple'? y la enfermedad de Crohn'"3. Otros
usos potenciales de este tipo de anticuerpos mono-
clonales terapéuticos serian en enfermedades infla-
matorias y/o autoinmunitarias de gran incidencia
en la poblacién general, como la artritis reuma-
toide, el asma y la diabetes mellitus tipo 1!4115,
Como en el caso de VLA-4, se ha observado que el
anticuerpo monoclonal anti-LFA-1 tiene un efecto
terapéutico significativo en humanos, ya que un
monoclonal anti-o; humanizado ha sido aprobado
para la terapia de formas de psoriasis de moderadas
a graves'!S,

No hay duda de que los anticuerpos monoclo-
nales terapéuticos dirigidos contra las moléculas de
adhesion o coestimuladoras representan un gran
paso en la terapia de la inflamacién y las enferme-
dades autoinmunes. Sin embargo, estos agentes bio-
logicos, tales como los anticuerpos monoclonales
contra las cadenas a, y o, de integrinas leucocita-
rias estan dirigidos contra receptores con multiples
funciones biologicas diferentes: la generacion de
una respuesta inmunitaria, la diferenciacion de los
linfocitos a Th1/Th2!", la fase efectora de las cé-
lulas inmunitarias y la extravasacion de los leuco-
citos a los focos inflamatorios, entre otras. Ademas,
es evidente que algunos anticuerpos monoclonales
pueden actuar como moléculas agonistas, con lo
que se generan sefales intracelulares tras la unién a
su antigeno. De esta manera, la administracion a
largo plazo de este tipo de farmacos terapéuticos
podria tener consecuencias inesperadas ¢ incluso in-
deseadas. Seria muy importante tener en cuenta
toda la informacién derivada tanto de los estudios
basicos como de los trabajos preclinicos para guiar
adecuadamente los ensayos clinicos futuros con este
tipo de agentes bioldgicos (revisado por Gonzalez
Amaro et al''®).

Por otra parte, también se han probado nume-
rosas terapias antiinflamatorias contra distintas
moléculas diana en el endotelio. Se ha demostrado
la eficacia del bloqueo de la selectina P contra el
dafio producido durante procesos de isquemia-re-
perfusidén (trasplante, trombosis, ictus, etc.), asi
como los efectos beneficiosos de anticuerpos anti-
ICAM-1 para prevenir lesiones reestenoticas en
modelos animales, que emergen como posibles tera-
pias en humanos!!*!?, También existen numerosos
estudios de enfermedades autoinmunes o inflama-
torias crdnicas en los que se aplicaron terapias ba-
sadas en anticuerpos anti-TNF, anti-VCAM-1 o



anti-ICAM-1. Nuestras investigaciones apuntan a
las tetraspaninas y, concretamente, a CD9 como
una potencial diana antiinflamatoria general, que
podria regular la funcidén adhesiva de multiples re-
ceptores de adhesion y resultar mas efectiva que la
inhibicion individualizada de cada uno de ellos. Sin
embargo, la tetraspanina CD9 tiene una expresion
ubicua en el organismo, por lo que la liberacion de
farmacos bloqueadores dirigidos contra CD9 de-
beria realizarse de manera localizada y restringida a
la zona de inflamacion. Es necesario llevar a cabo
estudios previos utilizando ratones modificados ge-
néticamente y carentes de la expresion de CD9 y
otras tetraspaninas para esclarecer si esta hipotesis
es plausible. En este sentido, se ha descrito reciente-
mente el papel de la tetraspanina CD81 endotelial
como posible marcador diagndstico y terapéutico
de aterogénesis en humanos. La expresion de CD81
en la cara luminal del endotelio aumenta en los es-
tadios iniciales de la enfermedad, por lo que podria
desempenar un papel crucial en la formacion de la
placa aterosclerdtica al favorecer la adhesion de

monocitos en una etapa anterior al estallido de la

respuesta inflamatoria!?!,
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