Tabla 6. Valores de las moleculas de adhesion endoteliales solubles en la angina
inestabley el infarto agudo de miocardio al diagnostico y 10 dias después.

Moléculas de Angina inestable . .
Adhesion Controles Infarto agudo de miocardio
les

(ng/ml) norma . ] .

Admision 10 dias despucs Admision 10 dias después
VCAM-1 15.3+6.1 34.6 £ 19.8**+ 24.4+ 13.2*t 24.3+ 14.1** 25.3 £ 14.4**
E-selectina 32+14 5924 5.0 +24*f 3.8+ 1.6*% 3.2+ 1.1%
ICAM-1 18.5+6.9 26.6+ 21.1 249+ 10.6 27.7 £ 12.4*** 29.4 + 8.8***

Los valores expresan la media + DE (ng/ml)

*p<0.05, **p<0.01,*** p<0.001, cuando ambos grupos de pacientes se compararon con los controles';
1 p<0.05, cuando los pacientes con angina se compararon en el momento de la admision y 10 dias despues;

I p<0.05, cuando ambos grupos de pacientes se compararon al momento de la admision y 10 dias después.
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Niveles de VCAM-1
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Figura 11. Concentraciones de VCAM-1 en el momento del ingreso y a los
10 dias.
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E-selectina (ng/ml)

Niveles de E-selectina
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Figura 12. Concentraciones de E-selectina en el momento del
ingreso y a los 10 dias



Niveles de ICAM-1
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Figura 13. Concentraciones de ICAM-1 en el momento del ingreso y a los
10 dias.



Tabla 7. Comparacion de los valores de moléculas de adhesion endoteliales y

el estado electrocardiografico de la onda Q en el infarto agudo de miocardio

Infarto agudo de miocardio

Con alteracién de la onda Q

Sin alteracion de la onda Q

Moléculas de Adhesion (n=22) (n=10)
(ng/ml) —_— ; . Y . .
Diagndstico 10 dias después Diagndstico 10 dias después
VCAM-1 225+133 24.7+15.2 30.8 +16.2 27.7 £10.9
E-selectina 3.8+1.6 3.2+11 3.5%1.5 3.3+1.3
ICAM-1 27.0£12.5 29.6 +9.2 30.2+12.5 28.5 8.1

Los valores expresan la media + DE (ng/ml)
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Tabla 8. Comparacion entre los valores de las moléculas de adhesidn endoteliales

y los resultados de las enzimas cardiacas en la angina inestable

Angina inestable

Moléculas de
adhesion (ng/ml)

Transaminasa glutamico-oxalacética

Elevadas (n=2)

Normales (n=9)

Elevadas (n=2)

CK-MB

Normales (n=9)

Diagnostico 10 dias Diagnéstico 10 dias
Diagnostico 10 dias Diagnéstico 10 dias
VCAM-1 36.71£13.4 33.8+9.3 34.6+£19.8 24.4+13.2 | 36.7+13.4 33.8+9.3 34.6+19.8 24.4+13.2
E-selectina
4.4+0.7 3.9+0.3 5.9+2.4 5.0£2.4 | 4.4+0.7 3.9+0.3 5.9+2.4 5.0£2.4
ICAM-1
22.2+8.4 23.542.2 26.6+3.4 24.9+10.6 |22.2+8.4 23.5+2.2 26.6+21.1 24.9+10.6

Los valores expresan la media + DE (ng/ml)
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Tabla 9. Comparacion entre los valores de moléculas de adhesion endoteliales solubles
y los resultados de las enzimas cardiacas en el infarto agudo de miocardio

Infarto agudo de miocardio

Elevadas (n=20)

Moléculas de

Transaminasa glutamico-oxalacética

Normales (n=12)

CK -MB

Elevadas (n=24) Normales (n=8)

. Diagndstico 10 dias Diagndstico 10 dias Diagndstico 10 dias  Diagndstico 10 dias
adhesion
(ng/ml)
VCAM-1 24.0+14.3 25.6+4.7 21.3+13.6  23.7+13.2 23.4+14.4 25.0+14.7 23.7+13.5 24.9+12.8
E-selectina 3.911.6 3.2+1.1 3.611.4 3.241.2 3.8+1.6 3.1+1.1 3.4+1.1 3.241.2
ICAM-1 27.5+12.3  30+9.1 26.849.2 30.6+8.7 27.4+121 29.8+9.0 27.1£10.6 29.0+8.0

Los valores expresan la media + DE (ng/ml)
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4.3 Estudio de las moléculas de adhesion en la AD

Las CMN de los pacientes con AD en estado basal y con CVOD mostraron una disminucion significativa (p < 0.05) de la expresion de las
moléculas LFA-1 (CD11a/CD18) y VLA-4 (CD49d/CD29) y un aumento de la molécula ICAM-1 (CD54) en relacion con los controles (Tabla
10); los enfermos en estado basal presentaron una disminucion de la expresion en CMN de la L-selectina (Tabla 10). En los dos estados
clinicos de la enfermedad se observaron diferencias significativas (p < 0.05), en el aumento de la expresién en CMN de CD18 y la
disminucion de la expresion de CD29 (Tabla 10). En las CVOD también se observé una disminucion de los linfocitos T totales CD3+ y un
incremento de las células NK CD57+ (Tabla 10).

En los neutrofilos de los pacientes en estado basal existe una disminucion significativa (p < 0.05) en la expresion de las moléculas LFA-1 y
L-selectina en relacion con los sujetos sanos (Tabla 11), no asi en los pacientes con CVOD, que mostraron un aumento significativo (p <
0.05) de la molécula ICAM-1 (Tabla 11). Entre los dos estados de la enfermedad se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en el
aumento de la expresion en los neutrofilos de los pacientes con CVOD de las moléculas LFA-1, ICAM-1 y L-selectina (Tabla 11).

Al comparar la presencia en SP de los marcadores de activacion endotelial CD34 y VCAM-1, normalmente ausentes en los leucocitos, se
observé un incremento significativo de ambos marcadores en los dos grupos de enfermos, pero sélo VCAM-1 fue significativamente
superior en los pacientes con crisis en relaciéon con los basales (Tabla 12).

Se observd un aumento significativo de la molécula VLA-4 (cadena CD49d) en la fraccion rica en reticulocitos dentro del grupo de
pacientes en estado basal y de la molécula Lu en la fraccién rica en reticulocitos en ambos grupos (p< 0.05). Sin embargo al comparar
estas moléculas entre ambos grupos de enfermos no se demostraron diferencias significativas (Tabla 13).

Las diferencias en la cuantificacién de los leucocitos totales y valores relativos de linfocitos y neutrdéfilos, entre los controles, el grupo en
estado basal y el grupo con CVOD, reflejaron incremento significativo de los leucocitos totales en ambos grupos de pacientes en relacion
con los controles y una neutrofilia significativa en los pacientes con CVOD (Tabla 14). Sin embargo, en el analisis comparativo de los
valores absolutos de linfocitos y neutréfilos entre los tres grupos estudiados, se observéd un incremento de los linfocitos en ambos grupos
de enfermos en relacion a los controles, sin diferencias entre ellos y un incremento significativo de los neutréfilos en ambos estados

clinicos con relacioén a los controles y en los pacientes con CVOD en relacién a los pacientes en estado basal (Tabla 14).
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Tabla 10. Expresion de moléculas de adhesion en células mononucleares de controles
normales, enfermos con anemia drepanocitica en estado basal y en crisis vasooclusiva

dolorosa (CVOD).
Conjuntos de diferenciacion (CD)
cD3 CcD19 CD57 CD11a CcD18 CD49d CD29 CD54 CD62L
Porcentaje de expresion (%) ,
Controles
65.24 +7.43 | 16.91+6.43 | 29.39 +13.95 93.28 +4.41 93.73 +7.74 60.85+14.78 40.52+17.67 1.60 +2.62 25.08+9.76
normales
Enfermos 62.26 +10.79 | 16.73+6.96 | 37.6517.71
81.44£16.35 | 7930+ 25.39 | 37.21£26.19 | 27.55213.85~ | 7.23£10.79 17.67+12.48
en estado
basal
*x *x ** *kk *k o
58.88 +10.82 | 14.83 +6.24 | 44.65+18.18 87.71+ 8.01 95.36+5.38 38.04+24.66 16.67+ 15.24 10.19 +21.47 23.90+ 20.92
Enfermos
en CVOD

Los valores se expresan en media + DE

* p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en estado basal

** p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en CVOD

*kk

p< 0.05, cuando se compararon ambos grupos de enfermos
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Tabla 11. Expresion de moléculas de adhesion en neutréfilos de controles normales, enfermos

con anemia drepanocitica en estado basal y en crisis vasooclusiva dolorosa (CVOD).

Conjuntos de diferenciacion (CD)

CD11a

CD49d

Enfermos en

CVOD

CD18 CD29 CD54 CD62L
Porcentaje de expresion (%)
Controles
92.47+6.88 94.69 £5.09 11.18+£12.09 15.04+12.09 1.78 £2.67 36.64+ 11.07
normales
* * *
Enfermos en
74.12+28.42 79.89+ 22.92 10.89+20.56 14.97+11.84 2.77 +1.35 8.7+8.3
estado basal
95.47+6.88 97.3714.16 17.93+28.40 24.73% 28.91 22.37+34.48 53.34+ 38.86

*p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en estado basal

Los valores se expresan en media + DE

** p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en CVOD

*kk

p< 0.05, cuando se compararon ambos grupos de enfermos
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Tabla 12. Expresion de las moléculas de adhesion CD34 y VCAM-1 (CD106) en
sangre periférica de controles normales, enfermos con anemia drepanocitica en
estado basal y en crisis vasooclusiva dolorosa (CVOD).

Conjuntos de diferenciacion (CD)

CD 34 CD 106
Porcentaje de  expresion (%)
Controles
normales 2.38 £2.99 2.81 £1.81
Enfermos il =
en estado 11.37 £13.57 4.25 +4.36
basal

*k Kk kKK

Enfermos en

CvOD 24.40 +33.23 10.75 +10.38

Los valores se expresan en media + DE
* p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en estado basal
** p< 0.05, cuando se compararon controles y enfermos en CVOD

*** p< 0.05, cuando se compararon ambos grupos de enfermos
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Tabla 13. Expresion de las moléculas de adhesion VLA-4 y Lutheran en hematies de
enfermos con anemia drepanocitica en estado basal y en crisis vasooclusiva dolorosa
(CVOD).

Conjuntos de diferenciacion (CD)

CD49d R CD49d D Lutheran R Lutheran D

Porcentaje de expresién (%)

Enfermos en

estado basal 1.45 +1 59* 0.63+0.68* 35.42 +10.35*

42.91 £10.92*

Enfermos en

CvOD

1.79 £2 3.72+6.98 32.06 +9.12*
40.79 £12.58*

Los valores se expresan en media + DE
*p< 0.05, cuando se compararon la fraccion R y D para cada CD
R: hematies de la fraccién rica en reticulocitos (menos densos)

D. hematies de la fraccién mas densa
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Tabla 14. Cuantificacion de leucocitos totales, linfocitos y neutrofilos en controles normales,

enfermos con anemia drepanocitica en estado basal y con crisis vasooclusivas dolorosas

Leucocitos totales(10%L) Linfocitos (%) Neutrofilos (%) Linfocitos (10°/L) Neutrdfilos (10°/L)
Controles 6.23 £0.9 3245 +6.77 52.75 £9.17 2.01+£0.49 3.27+ 0.66
normales
Enfermos en
9.50 + 3.32 38.5+13.9 50.25 £13.83 3.46 +1.37 492 +249
estado basal
Enfermos en
12.13 +4.84 30.83 £12.54 61.83 £14.57 3.45 +1.45 7.74 + 4.36

CvOD

Los valores se expresan en media + DE

*p <0.001 cuando se compararon enfermos en estado basal y controles

**p <0.05 cuando se compararon enfermos en CVOD y controles

p <0.05 cuando se compararon ambos grupos de enfermos
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Capitulo 5. DISCUSION

5.1 Estudio de la expresion y actividad funcional de las B2 integrinas y molécula VLA-4 en las células NK
en diferentes estados de activacion

Los resultados de nuestro estudio han demostrado una elevada expresion de los heterodimeros LFA-1 y VLA- 4
en células NK, que se incrementa por la accion de la IL2r. Las células NK humanas expresan la cadena 3 del
receptor para IL2 (p75 IL2r) lo que le confiere la capacidad de responder “in vitro” a altas concentraciones de esta
interleucina. La IL2 induce la sintesis de la p55 (cadena a del IL2 R) y del receptor de alta afinidad (213). Asi, la
activacion de las células NK origina un cambio de la expresion de sus caracteristicas fenotipicas y funcionales y
por tanto, esto se traduce en un incremento de la expresién de los heterodimeros CD49d / CD29 y CD11a/

CD18 y la modulacion de la expresion de las cadenas CD11b y CD11c (cadenas a de las moléculas Mac-1 y p

150/95 respectivamente).

Nuestros resultados demuestran que la agregacién inducida por la IL-2r sobre las células NK activadas fue
mediada por la via de adhesion LFA-1/ICAM-1. Esto es conocido para la agregacion inducida en las células U937
por el acetato miristato de forbol (PMA) y otros AcMos (subunidad anti LFA-1 y anti sialoforina) que median una
interaccion leucocitaria homotipica (208).

Al evaluar el posible papel de la integrina VLA-4 en la adhesion celular homotipica se probaron los efectos
funcionales de los AcMos sobre la induccion o el bloqueo de la agregacion de las células NK. La ausencia de
induccion de agregacioén en las células NK frescas en presencia de algunos AcMos anti cadena ou sugiere que
las mismas expresan una forma no funcional de la molécula VLA-4. Sin embargo, los AcMos HP1/7 y HP2/4
inducen agregaciéon homotipica sobre las células NK activadas, lo cual se relaciona directamente con la
activacion celular. Las caracteristicas de esta agregacion celular sugieren que VLA-4 constituye una nueva via de
adhesion celular para las células NK independiente de la via de adhesion LFA-1/ICAM-1. Por lo tanto la
agregacion celular homotipica puede ser inducida por estos AcMos a través de 2 epitopes diferentes de la
cadena ayde VLA (Tabla 4).

La agregacion sobre las células activadas por estos AcMos puede ser el resultado de un incremento en la
expresion de la molécula VLA-4. La activacion de las células NK podria inducir un cambio conformacional o
transcripcional en una region de la molécula involucrada en la agregacion celular homotipica (la region N
terminal de 100 aa de la cadena ou humana) y llevar a estas de un estado no funcional a un estado funcional
(214-216).Este hecho es conocido para otras moléculas integrinas de las familias 2 y B3 (217-220)

Estos datos sugieren que la citocina IL-2 puede actuar como un regulador directo de los mecanismos adhesivos,
asi como la IL-4 y el TNF actian sobre otros tipos celulares (221).Sin embargo, las capacidades

adhesivas de la integrina VLA-4 no se alteran después del tratamiento con tripsina, pero si se modifican las
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formas a4 por el tratamiento con altas dosis de pronasa (222). También el proceso de activacion de VLA-4 podria
inducir la sintesis de una nueva molécula funcional u otras proteinas asociadas con VLA-4. Todas las hipotesis
anteriores son posibles.

Los linfocitos B aunque incapaces de unirse a la FN, pueden agregar en presencia de algunos AcMos anti
cadena cu (210). Los presentes resultados demuestran que las células NK frescas con una alta expresion de la
cadena cu pueden unirse a la FN y no agregan en presencia de los AcMos anti aqa diferencia de las células NK
activadas, que se unen también a la FN y si agregan en presencia de los AcMos HP1/7 y HP2/4. La adhesién de
estas células a la FN es mediada por la molécula VLA-4, lo cual se ha demostrado porque la misma se inhibe
mediante el bloqueo del epitope B1 por el AcMo HP2/1 (anti VLA-4), asi como por la incubacion previa de las
células con el fragmento CS1 (fragmento peptidico LDV de la FN) ligando especifico para la molécula VLA-4, lo
cual se corrobora por la no inhibicién de esta adhesién por el fragmento CS2, que no constituye un ligando para
VLA-4 y el AcMo PID6 (antiVLA-5) debido a que la molécula VLA-5 no se expresa en las células NK. Este AcMo
fue utilizado como AcMo irrelevante en nuestro estudio y nos permitié corroborar que no existe induccién de la
expresion de VLA-5 en las células NK activadas. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de una regulacion
funcional diferente por las células que expresan VLA-4 en diferentes estados de activacion, en la expresion de
sus epitopes A y B y su capacidad de interactuar con sus ligandos (223-227). Se conoce que los AcMos que
inducen agregacion homotipica interaccionan con los 100 aa de la region N terminal de la cadena a,humana y
que los AcMos que bloquean la adhesiéon de VLA-4 y VCAM-1 a la FN interaccionan con los 52 aa presentes
entre los residuos 152 y 203 de la cadena ayhumana respectivamente (214,215).

Estos estudios brindan nuevas evidencias de como las células NK en diferentes estados de activacion
mantienen diferentes niveles de la actividad a4b1 integrina y como la actividad de b1 integrinas puede ser
modulada por activadores de la adhesion celular.

Sin embargo, consideramos necesario ampliar estos estudios para poder precisar si los AcMos anti o pueden
inducir algin cambio conformacional o si realmente existe una regulacion diferente de la interaccién mediada por
VLA-4 en su adhesién a la FN y la agregacion homotipica intercelular.

A pesar de la elevada expresién de las moléculas LFA-1 y VLA-4 demostrada en las células NK frescas y
cultivadas con células Daudi, no se observaron efectos inmunorreguladores de los AcMos especificos anti P2
integrinas y VLA-4 sobre la proliferacion celular en 72 horas de cultivo, lo que sugiere que los epitopes de los
receptores de adhesion estudiados, por si solos, no se encuentran asociados a mecanismos de activacion

inductores de la proliferacién en las células NK, o que se necesita de la accion sinérgica de receptores de
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activacion o el bloqueo de los receptores inhibitorios asociados al reconocimiento o interaccion de las moléculas
de adhesion para potenciar este proceso activo como se ha descrito para la accion citotoxica de estas células
(47), o que las condiciones de estimulacion en que realizamos nuestro estudio no son suficientes para lograr una
inmunorregulacién por esta via. Estas hipotesis pueden ser posibles.

Las células LAK muestran una actividad litica incrementada contra las células blanco (228-230). Como
esperabamos, nuestro estudio ha comprobado la inhibicion de la actividad citotoxica de las células LAK por los
AcMos anti CD11a y anti CD18 (cadena a y B de la molécula LFA-1, respectivamente). Estos resultados
confirman lo descrito por otros investigadores (47,48,57,57). Las células NK expresan algunas moléculas de

adhesion asociadas con subunidades transmisoras de sefiales, llamadas homodimeros o heterodimeros que

involucran a la cadena ¢, del complejo formado por el receptor de las células T (complejo TCR) o de la cadena y
del receptor FC (FcRy) las cuales contienen ITAMs. Estas vias intracelulares que median estas respuestas son
posiblemente similares a aquellas que median la activacion de las células T a través del complejo TCR
(43,52,53).

Springer y otros investigadores, han demostrado que el mecanismo regulatorio de adhesion/desadhesién entre
las moléculas LFA-1/ICAM-1 es esencial para la funciéon de las células T citotoxicas (1,10,12). El
entrecruzamiento del receptor de las células T incrementa la fuerza del mecanismo de adhesién entre LFA-1 e
ICAM-1 (24). Este incremento en la avidez, el cual es rapido y transitorio provee un mecanismo dinamico para la
regulacion antigeno-especifica de la adhesion y readhesion linfocitaria. La activacion de las células T induce un
cambio en la conformacion del dominio extracelular de LFA-1 lo cual permite incrementar el area de contacto, la
fuerza de adhesion y la reorientacion del aparato secretor proteico hacia el sitio de unién con las células
blanco.Por lo tanto el bloqueo con AcMo anti CD11 a inhibe la actividad citotdxica de los LTC (1,10, 12). La
activacion de las células NK por IL2r pudiera provocar cambios conformacionales en la region extracelular de la
molécula LFA- 1, lo cual provocaria un aumento de la avidez en la interaccién receptor- ligando LFA-1/
ICAM-1, que seria de gran importancia en el contacto célula efectora / célula blanco, lo que ha sido descrito en
linfocitos T (12), por lo que consideramos que un bloqueo de esta molécula puede inhibir de manera similar
la citotoxicidad de las células Daudi por las células NK.

Otros investigadores han demostrado, en concordancia con nuestros resultados, la inhibicién de la actividad
citotdxica de células LAK con AcMos anti LFA-1 y anti-ICAM-1 in vivo en ratas provocando el crecimiento de un
histiocitoma (57) y que la elevada actividad citolitica de la linea celular NK-92 requiere la expresion de la
molécula ICAM-1 en las células blanco (231). La lisis de las células blanco por las células NK puede

estar bloqueada por anticuerpos dirigidos contra las moléculas b2 integrinas e ICAM-2 (48,55).
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Los conceptos de adhesién celular en las interacciones leucocitarias son aplicables a diferentes sistemas y
contrariamente a lo esperado, a pesar de la alta expresion de la molécula VLA-4 en estas células activadas, los
AcMos anticadena a, HP1/7, HP2/1 y HP2/4 y anti CD29 no inhiben la actividad citotdxica de las células LAK
contra las células Daudi. Este resultado corrobora que la via de interaccion intercelular LFA-1/ICAM-1 es de gran
importancia en la citdlisis de las células blanco por las células LAK. Sin embargo, la ausencia del efecto de estos
AcMos anti VLA-4 no se ha reportado con anterioridad.

Estos resultados son muy interesantes porque los cambios metabdlicos inducidos en las células LAK
indirectamente promueven una Optima interaccion LFA-1/ICAM-1 (47,48,57,58,228) que no es igualmente
aplicable para la interaccion VLA-4 / ligando en estas mismas células, lo que permite sugerir que la molécula
VLA-4 no participa en los mecanismos citoliticos de las células NK activadas lo cual no ha sido adecuadamente
esclarecido. Lo anterior demuestra una diferente regulacion funcional de las moléculas LFA-1 y VLA-4 en la
interaccion célula-célula que media la actividad citolitica en las células NK.

Una nueva interrogante surge de estos resultados; ¢ la interaccién VLA-4/ligando no participa en el mecanismo
utilizado en la exocitosis de los granulos citotoxicos cuando el receptor de las células NK es inhibido por el
reconocimiento de su receptor antigénico? Esta respuesta es desconocida. Es necesario realizar estudios
adicionales con diferentes células blanco y en diferentes condiciones experimentales para determinar si los
AcMos anti-ou pueden inducir algun cambio conformacional y si los epitopes VLA-4-a no participan en la

adhesion efectora/célula blanco en el proceso citolitico.

5.2 Estudio de las moléculas de adhesion endoteliales ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina en el SCA

Nuestros resultados muestran niveles elevados de ICAM-1 y VCAM-1 solubles en pacientes con 1AM a
la admisién y 10 dias después. Se observé un patron caracteristico de liberacion de estas moléculas de
adhesion: inicialmente estas moléculas se elevaron en la fase aguda del dafio isquémico miocardico,
momento en que el flujo sanguineo coronario esta disminuido. Sin embargo, el patron de E-selectina
durante el seguimiento longitudinal difirid del patron anteriormente descrito para las moléculas ICAM-1 y
VCAM-1, ya que no mostro diferencias significativas comparado con los valores normales al momento de la
admisién y 10 dias después a pesar de la persistencia de los valores incrementados de ICAM-1 vy
VCAM-1. En los pacientes con AIN se obtuvieron niveles elevados de VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina a la
admisién y 10 dias después pero los valores obtenidos de ICAM-1 no mostraron diferencias significativas

comparados con los controles normales y pacientes con IAM .
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ICAM-1

Niveles elevados de ICAM-1 han sido previamente reportados en el IAM (95,96,232) y en la AIN (97,233-235). En
un estudio reciente se comunicé que pacientes con IAM mostraron niveles elevados de ICAM-1 y E- selectina en
la circulacién periférica, pero los niveles de E-selectina alcanzaron sus valores maximos entre las 4 y 6 horas
posteriores a la admision retornando a sus niveles basales a las 24 horas (95). Los estudios in vitro también han
demostrado diferencias en la cinética de la expresion endotelial de la E-selectina e ICAM-1 (236). Sin

embargo, otras investigaciones no han evidenciado incremento de la E-selectina en el 1AM (96,97).

La activacion de la microcirculacion es el principal componente de la respuesta inflamatoria. El endotelio
vascular desarrolla y expresa moléculas que inician la inmigraciéon local de leucocitos (237,238). La

molécula ICAM-1 puede ser liberada por un incremento en su expresién a nivel del endotelio vascular y
también por el tejido dafiado o inflamado como consecuencia de una protedlisis inespecifica (239). Estas
observaciones podrian explicar los niveles elevados de ICAM-1 en pacientes con sindrome coronario agudo y

sus valores mas elevados en el IAM.

VCAM-1

VCAM-1 es expresada por el endotelio arterial en las lesiones ateroscleréticas tempranas en un
modelo experimental de ateroesclerosis en conejo (conejo Watanabe) y podria ser responsable de la
atraccion de las células mononucleares que desarrollan la lesion aterosclerética (92). Otros autores han
mostrado previamente que VCAM-1 es expresada ampliamente sobre células endoteliales de arterias ocluidas
durante la ateroesclerosis acelerada (240). La aterosclerosis coronaria es la causa mas frecuente de
enfermedad cardiaca por isquemia y la ruptura de las placas por trombosis es la principal causa de los
sindromes coronarios agudos como la AIN, IAM y muerte subita (241). Estas observaciones podrian
explicar la elevada concentracion de VCAM-1 en los sindromes coronarios agudos y por qué existe una
sigraéilsitmalisminucion en las concentraciones séricas de esta molécula 10 dias después en la AIN cuando el

flujo sanguineo coronario ha mejorado.

Nuestros resultados demuestran un significativo incremento de la concentracion de E-selectina en el grupo de
pacientes con AIN a la admision y 10 dias después. La E-selectina es particularmente interesante a causa de que
esta molécula se encuentra solamente en el endotelio activado en contraste con otras moléculas de adhesion las
cuales tienen una distribucion tisular mas amplia. La demostracion de E-selectina soluble en la sangre se puede
considerar por tanto como una evidencia concluyente de activacion endotelial. Esta molécula de adhesion es

biolégicamente activa mediando la adhesion de neutrdfilos a la superficie endotelial, asi como
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la de monocitos, eosindfilos, basodfilos y células NK (242, 243). La E-selectina facilita la fase temprana de
adhesion de los polimorfonucleares a la célula endotelial constituyendo un marcador sérico temprano de la
respuesta inflamatoria promoviendo el dafio celular por isquemia (244,245). Episodios de isquemia breve durante
la angioplastia coronaria permiten el estimulo soluble capaz de inducir la expresion de integrinas en el neutrdfilo
(246,247) y también se ha observado en estudios realizados en pacientes con AIN que la aparicion del dolor
toracico después de las 48 horas de la angiografia coronaria esta relacionado con valores significativamente mas
altos de activacion del neutrdfilo, sugiriendo que el grado de activacion esta relacionado con préximos episodios
de angina en reposo (246).

Por otro parte, las concentraciones de interleucina-1 beta (IL-1 b) se han encontrado elevadas en los pacientes
con enfermedad cardiaca isquémica en particular en aquellos con enfermedad arterial coronaria minima y
angina (248). La funcion precisa de la IL-1b en la enfermedad arterial coronaria permanece indeterminada, pero
durante la respuesta inflamatoria las células endoteliales expresan E-selectina en respuesta a la IL-1
(248,249).Teniendo en cuenta estas evidencias, los episodios isquémicos podrian actuar como
desencadenantes de un mecanismo secuencial representado por la activacion endotelial con expresiéon de E-
selectina y su liberacion a la sangre, niveles incrementados de IL-1 (3 que promueven la expresion de E-
selectina por las células endoteliales y activacion de los neutrofilos por la E-selectina soluble, provocando
dafio celular isquémico y consecuentemente mas liberacion de E-selectina por la célula endotelial activada
(figura 14). Probablemente estas reacciones integradas podrian explicar por qué la E-selectina se comporta
de una manera diferente a la reportada en el IAM por algunos autores (95).

Diferentes hallazgos encontrados por otros autores facilitan la comprension de nuestros resultados si
consideramos que el IAM tiene asociado una respuesta inflamatoria mayor que la AIN (94, 96,97,250-252) y que
la AIN se asocia a un mecanismo inflamatorio no relacionado con la presencia de necrosis ni con la extension de

las lesiones coronarias (88).
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Figura 14: Mecanismo secuencial en el que se observa como una reaccion de activacion endotelial podria

prolongar los altos valores de E-Selectina soluble en la sangre.
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Relacién con el grado de dafio miocardico

En nuestro estudio, no se pudo demostrar relacion entre los niveles incrementados de las moléculas de adhesién y
los resultados de las enzimas cardiacas y los cambios electrocardiograficos. Esto sugiere que los altos niveles de
las moléculas de adhesién no estan asociados con la severidad del dafio miocardico medido al menos por estos
parametros en el sindrome coronario agudo, lo que concuerda con lo sefalado por otros autores para otros
marcadores séricos relacionados con el diagnostico y prondéstico del mismo (88,252) y con la evidencia de que
elevaciones especificas de tos niveles de E-selectina podrian indicar activacion o dafio del endotelio como

componente particular de una patologia determinada (243).

5.3 Estudio de las moléculas de adhesion en la AD

La oclusién vascular es el factor esencial en la morbilidad y mortalidad de los enfermos con AD lo cual se encuentra
relacionado directamente con la heterogeneidad o subpoblaciones de tos hematies circulantes en estos
enfermos. En la actualidad se ha corroborado por diferentes estudios moleculares que la interaccion
endotelio-eritrocito es mediada por moléculas de adhesién expresadas tanto en tos hematies como en la
membrana endotelial (fundamentalmente por la interaccion VLA-4/ VCAM-1) y que existe un incremento de la
expresion e induccion de las moléculas que se expresan en la superficie eritrocitaria (VLA-4 y Lutheran) y
leucocitaria (ICAM-1), asi como en la membrana endotelial (VCAM-1, ICAM-1 y CD34) de tos enfermos con
AD (176-182). Aun cuando la oclusion vascular es la consecuencia de la polimerizacion de la hemoglobina S, se
han implicado otros procesos que incluyen las interacciones entre hematies, leucocitos, proteinas plasmaticas y
componentes de la pared vascular lo que desencadena isquemia, dafo tisular e inflamacion en diferentes tejidos
y organos (28,29,30-32).

Los enfermos con AD tienen frecuentemente leucocitosis, altos niveles de citocinas circulantes y
frecuentes infecciones (28,31,106,107). En nuestro estudio se demostré un aumento de tos leucocitos totales en
ambos grupos de enfermos, del porcentaje de neutrdfilos en tos pacientes con CVOD con relacién a tos individuos
sanos, asi como de tos valores absolutos de neutrdéfilos en tos pacientes en estado basal con un aumento aun
mayor (significativo) en el grupo con CVOD. Esto se puede relacionar con la reduccién o ausencia de la funcion
esplénica que deriva un aumento del nimero de plaquetas y leucocitos, con el estado de inflamacién subyacente,
tos episodios isquémicos subclinicos y la liberacion de citocinas debido a la continua vasooclusion en tejidos
periféricos que caracteriza a la enfermedad. Esto se ha corroborado por otros autores que encontraron reactantes
de fase aguda como proteina C reactiva, amilasa A sérica, factor sérico amiloide, fibrindgeno y leucotrieno
C4, que provocan una estimulaciéon constante de la medula 6sea con incremento en la produccion de leucocitos

(143-151).
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Al estudiar la expresion de las moléculas de adhesion se observd que los pacientes en crisis presentaron una
disminucién de los linfocitos T totales ya que muestran valores de CD3 disminuidos en relacidén con los individuos
sanos, lo que se corresponde con lo descrito por otros autores (159,160).

En ambos grupos de enfermos estudiados, en estado basal y con CVOD, se observé en relacion con el grupo
control una disminucion significativa en la expresion en las CMN de las moléculas LFA-1 (cadena alfa CD11a) y
VLA-4 (CD49d / CD29), asi como una disminuciéon de LFA-1 en los neutréfilos de los pacientes en estado basal y
una disminucion de la expresion de la molécula L-selectina en CMN y neutréfilos de pacientes en estado basal lo
que corresponde con lo anteriormente descrito (29,198). Todo esto pudiera explicarse por el hecho de que en los
pacientes con AD se han descrito alteraciones variables tanto cuantitativas como cualitativas del sistema inmune
celular que demuestran cierto grado de inmunodeficiencia (159-163,168) y la expresion disminuida de estas
moléculas de adhesion, pudiera ser otra manifestacion de inmunodeficiencia secundaria en una enfermedad crénica
debido a las infecciones recurrentes, por el uso de terapia transfusional inmunosupresora y las alteraciones de la
inmunorregulacion demostradas en la misma (164- 165).

En nuestro estudio se observaron diferencias significativas en la mayor expresién de las moléculas LFA-1, L-
selectina e ICAM-1 en los neutrofilos de los enfermos con CVOD, lo que se corresponde con lo encontrado por otros
autores en enfermos con complicaciones (28) en oposicién a otros que no encontraron incremento de la molécula L-
selectina en los neutréfilos durante las crisis (155). El aumento de la expresion de la L-selectina en los neutréfilos de
los enfermos con CVOD es de gran importancia para la comprension de la fisiopatogenia de las crisis. Se conoce
que en condiciones de éstasis eritrocitario existe un efecto proactivatorio de la L-selectina en la adhesion celular y
una accion sinérgica fisioldgica de la IL-8 en la estimulacion de la expresion de esta molécula, lo que favorece la
adhesion celular y la migracién transendotelial (11). Ademas la estimulacion de la L-selectina favorece el rodamiento
y reclutamiento de los neutrdfilos, estimulando la cadena respiratoria (11). Lo anterior es de interés porque la
molécula L-selectina se encuentra disminuida en los neutréfilos en estado basal de acuerdo a nuestros resultados y
los de otros autores (29) y su incremento en las CVOD asociado a la neutrofilia indica la mayor activaciéon de estas
células durante los fendmenos de vasooclusiéon que hacen que conjuntamente con los mecanismos mediados por
los hematies faciliten la oclusion vascular de estos pacientes (28,31,155). Los PMN no inician la vasooclusion pero
contribuyen a que culmine la misma, ya que por su poder oxidativo destruyen las células endoteliales, exponiendo la
membrana basal lo que favorece la adhesion plaquetaria (31). Los neutrofilos de pacientes con AD son mas
adherentes a la FN que los de los individuos normales, los drepanocitos se adhieren a los PMN provocando el
estallido respiratorio y se han observado PMN asociados a las células eritrocitarias, a plaquetas y trombos de fibrina
ocluyendo los sitios involucrados (31), lo cual es ain mas importante si consideramos que en experimentos

realizados en ratas se
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ha observado que el bloqueo de la unién eritrocito-endotelio a través de la via de interaccion VLA-4/VCAM-1 con
AcMo anti VLA-4 a nivel endotelial, ha mostrado que la FN es un contrarreceptor para la molécula VLA-4 eritrocitaria
(31). Lo anterior puede sugerir interaccion de ambos tipos celulares, PMN activados y eritrocitos, durante el
fenédmeno vasooclusivo que involucren a la molécula VLA-4 u otro receptor relacionado.

En nuestro estudio asociado a los niveles elevados de neutréfilos en las CVOD, encontramos también niveles
elevados de la molécula ICAM-1, lo que corresponde con lo referido por otros autores (31). Esta molécula puede
inducirse a nivel del endotelio por el factor de crecimiento del endotelio vascular y otras citocinas y es responsable
de la firme adhesién de los mismos en la transmigracion endotelial, favoreciendo el reclutamiento leucocitario
durante el proceso inflamatorio en las CVOD (31). La adhesiéon de reticulocitos al endotelio causa éstasis
leucocitario y cambios en el patrén del flujo sanguineo favoreciendo la adhesion firme de los leucocitos al endotelio a
través de sus contrarreceptores endoteliales como ICAM-1 (180).

El incremento de la molécula CD57 (marcador de las células NK) en las CVOD se puede explicar por la respuesta
del sistema inmune natural frente a un proceso inflamatorio, asi como a la liberacién de INFy por linfocitos y células
NK durante las CVOD (31), lo que provocaria un mecanismo de retroalimentacion positivo en el nimero de estas
células. Lo anterior asociado con el porcentaje elevado de células NK que se adhieren al endotelio (18,63,64); el
incremento de su capacidad de adhesién al ser estimuladas por citocinas por las vias de interaccion LFA-1 y VLA4
(18,63,64); el incremento de la expresion de ambas moléculas en estas células activadas, su capacidad de adherirse
a la FN y de agregar entre ellas por la via de la molécula VLA-4, segun hemos demostrado en este trabajo, nos
permite sugerir que este tipo celular esta implicado en las CVOD lo cual no ha sido referido anteriormente. La via de
interaccion fundamental de estas células con el endotelio es VLA-4A/CAM-1, la cual corresponde con la utilizada por
los eritrocitos, lo que sugiere que exista interaccion entre ambos tipos celulares de la misma forma que existe
interaccion entre los neutréfilos, monocitos y plaquetas con los eritrocitos durante las CVOD en el mecanismo
fisiopatoldgico de la AD.

El aumento de las moléculas ICAM-1 (CD54), CD34 y VCAM-1 (CD106) en las CMN y sangre periférica de los
pacientes en estado basal en relacion con los controles sanos, demuestran la presencia de un estado de activacion
leucocitario y endotelial permanente determinado por la continua inflamacién subclinica existente en el estado basal
(25), y el incremento significativo de ICAM-1, CD34 y VCAM-1 en la sangre periférica de los pacientes en crisis en
relacién con los pacientes en estado basal reflejan la activacidon de monocitos, linfocitos, neutréfilos y de células
endoteliales durante las CVOD, vy la liberacién de estas Ultimas a la periferia como se ha descrito por algunos
autores (83,184,185).

El incremento de la molécula VCAM-1 en ambos estados clinicos y su incremento significativo en las CVOD es de
gran importancia si se considera que esta molécula es indispensable en la progresion de las crisis en la uniéon con su

contrarreceptor VLA-4 en la membrana de los hematies y en la adherencia de los neutrdfilos,
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linfocitos B, T y monocitos a la membrana endotelial activada en el proceso inflamatorio provocado por la
vasooclusion (31). El incremento de la expresion de VCAM-1 en el endotelio vascular de la retina se asocia con una
infiltracion 20 veces mayor de PMN en la misma (31) lo que contribuye a la retinopatia existente en estos enfermos y
cuyo conocimiento pudiera contribuir a la utilizacion de medidas preventivas y terapéuticas teniendo en cuenta
el desarrollo de nuevos medicamentos que pueden disminuir esta adhesion.

Recientemente se han descrito variantes en el gen VCAM-1 y existen evidencias preliminares de que el alelo
VCAM-1 G1238C podria estar asociado con una menor posibilidad de derrame cerebral en el paciente con AD,
lo cual confirma que las variantes genéticas de VCAM-1 pueden influir en el prondstico de estos enfermos y
quizas la cuantificacion de los efectos acumulativos de todas las variantes de este locus permitan dilucidar la
patogénesis de eventos cerebrovasculares en la enfermedad. Esto nos permitiria identificar los enfermos
susceptibles de tratamientos preventivos (253,254)

Nuestros resultados mostraron un incremento significativo de la molécula CD18 en CMN de los pacientes con
CVOD en relacién con los pacientes en estado basal lo que se puede explicar por la activacion de los
monocitos en el fenomeno vasooclusivo. Esta afirmacion se basa en que no se encontraron diferencias
significativas en la expresion en CMN de la cadena CD11a de la molécula LFA-1 entre pacientes en estado basal
y en CVOD; la cadena CD18 sélo se expresa en las moléculas LFA-1 (que se expresa en linfocitos y monocitos),
Mac-1 (CD11b/ CD18) y p150/95 (CD11c/CD18) presentes en los monocitos; la poblacion celular seleccionada
para el analisis por citometria de flujo (CMN) incluye a este tipo celular y el nimero de células analizadas es
suficiente para evaluar estos resultados. Los monocitos son activados en la AD y esta activacién puede ocurrir
por un incremento de la eritrofagocitosis de eritrocitos senescentes, por microparticulas eritrocitarias que
activan la respuesta inflamatoria, por la hemoglobina liberada de los hematies y oxidantes derivados de grupos
hemo, asi como por la accién de las citocinas (30). Las plaquetas se adhieren a los monocitos a través de la
interaccion Gplib/llla plaquetaria/trombospondina (11).

Una expresion elevada de la molécula VLA-4 se ha observado en los precursores eritroides de enfermos
con hemoglobina SC y SS (25,31,203,255). El incremento significativo de la expresién de la molécula VLA-4
en la fraccion rica en reticulocitos dentro del grupo de pacientes en estado basal, se debe a la presencia de la
misma en hematies mas inmaduros 0 menos densos, lo que concuerda con lo descrito por otros autores (256). El
incremento de la expresion de la molécula Lu en la fraccion rica en reticulocitos en ambos grupos de pacientes en
estado basal y en crisis también concuerda con lo descrito por otros investigadores (177,178,203). El
significado de este incremento no ha sido bien estudiado aunque datos recientes muestran que en la AD, esta
molécula se une a VLA-4 y a aV integrinas sugiriendo que desempefa un importante papel en la vasooclusion

(177-178). Probablemente la mayor expresion de la molécula Lu, receptor para la laminina
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en los hematies menos densos, esté relacionada con la mayor participacion de los mismos en la adherencia de los
eritrocitos al endotelio vascular durante el fenédmeno vasooclusivo.

Sin embargo, al comparar ambas moléculas entre los grupos de pacientes en estado basal y con CVOD no se
observaron diferencias significativas lo cual puede deberse a que nuestro estudio se realizd en sangre periférica y
no fue posible la exacta cuantificacion de los reticulocitos que tienen una mayor expresion de estas moléculas, pues
estos se encuentran en su mayor parte atrapados a nivel de la microcirculacion durante la CVOD. Otra posible
explicacion seria que al separar por gradiente de densidad con Percoll ambas fracciones de hematies, en la fraccion
mas densa quedaran reticulocitos, lo cual ha sido descrito por otros autores (257), y no permitiria cuantificar una
diferencia real de expresion entre ambos grupos. Sin embargo, si se observd un ligero incremento en la expresion
de la molécula VLA-4 en ambas fracciones de los pacientes con CVOD en relaciéon con los basales.

Kaul y colaboradores han descrito que la adherencia de los hematies menos densos inicia el proceso vasooclusivo
pero las células mas densas son atrapadas posteriormente en los sitios de adherencia de los reticulocitos (180,
257). También se ha encontrado que la interaccion VLA-4 A/CAM-1 es responsable de la interaccion in vitro de la
adherencia de células densas vy reticulocitos al endotelio macrovascular y microvascular (178, 256). Se debe
considerar por tanto que la fraccion mas densa de hematies de pacientes en CVOD que expresan también VLA-4,
no se detectaron en su totalidad en nuestro estudio en sangre periférica por encontrarse también atrapados en la
microcirculacion.

Es importante sefalar que los valores de los marcadores que reflejan fundamentalmente activacion endotelial como
ICAM-1, CD34 y VCAM-1, asi como la expresion de VLA-4 en los hematies, mostraron diferencias interindividuales
marcadas que afectan las comparaciones estadisticas y los niveles de significaciéon por la gran dispersién de las DE.
Esto puede explicarse por el hecho de que la expresion fenotipica en esta enfermedad varia entre pacientes y
longitudinalmente en un mismo paciente por la influencia de diferentes factores (26).

En este estudio no se incluyeron enfermos con signos de infeccién, ni infecciones en los tres meses anteriores al
mismo, por lo que los resultados obtenidos no tienen como base fundamental las infecciones recurrentes o
subclinicas generando un proceso inflamatorio secundario, sino la inflamacién vascular caracteristica de la
enfermedad producto de las alteraciones generadas por los drepanocitos. Un mecanismo importante por el cual la
inflamaciodn vascular contribuiria a las crisis vasooclusivas es a través de una expresion elevada del factor tisular y la
activacion del sistema de la coagulacion. El factor tisular se encuentra elevado en las células endoteliales circulantes
de los pacientes con AD y aun es mayor en los enfermos con CVOD (30).

Si se consideran una serie de factores asociados como son: adherencia de los eritrocitos a los grandes y pequefios

vasos a través de las moléculas de adhesion eritrocitarias, la liberacién y efectos de las citocinas en
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la activacion celular, los niveles elevados de factor tisular en las células activadas, la activacion del sistema de la
coagulacion, la activacion de linfocitos, monocitos, neutrdéfilos, células NK y células endoteliales, la adherencia de
plaquetas a neutréfilos, monocitos y células endoteliales de la misma forma que en el SCA, la inflamacién vascular
con destruccion endotelial, el dafio de los tejidos y el incremento del proceso inflamatorio, podriamos considerar que
en la AD existen multiples factores asociados que provocan efectos polifuncionales en el fendmeno vasooclusivo y
la fisiopatogenia de la enfermedad, donde las moléculas de adhesion reguladas por diferentes citocinas tienen una
importancia fundamental como via de comunicacion entre diferentes tipos celulares. Estas observaciones nos llevan
a reflexionar sobre ¢La inflamacién vascular precede a la vasooclusién o la vasooclusién con su consecuente
isquemia precede a la inflamacién?; quizas existen dos diferentes vias funcionales en la fisiopatogenia de la
enfermedad generando mecanismos de retroalimentacién entre ambas (figura15), con predominio de una u otra via
en los diferentes estados de la misma que por su estrecha interrelacion conformen un sistema de activacion
secuencial o en cascada.

Por sus manifestaciones clinicas y el aumento de los marcadores séricos caracteristicos de la inflamacién como la
proteina C reactiva y los niveles elevados de las moléculas de adhesion endoteliales; y sus manifestaciones en
diferentes tejidos y érganos, la AD puede considerarse una enfermedad sistémica, y los conocimientos adquiridos
sobre su fisiopatogenia en el que intervienen diversas células hematopoyéticas y subpoblaciones celulares del
sistema inmune, asi como la accién de diversas citocinas y quimocinas nos hacen plantear que en el orden funcional
es una enfermedad mucho mas compleja, y que durante las CVOD puede llegar a generarse una avalancha cito-
hemato-inmunolégica. Estas observaciones abren nuevos caminos para una politerapia integrada y racional futura

que permita controlar los principales factores desencadenantes del proceso inflamatorio-oclusivo vascular de la AD.

87



INFLAMACION VASCULAR OCLUSION VASCULAR
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i Liberacion de citocinas Interaccion eritrocito/endotelio
VLA-4/VCAM-1
lT CD36/trombospondina/CD36/VNR
=> Activacion endotelial €= GPlIbllla/factor von Willebrand/VNR
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Figura 15: Vias funcionales de inflamacion y oclusion vascular en

la fisiopatogenia de la anemia drepanocitica.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES

1.

Se demostré por primera vez que la activacion de las células NK humanas con la IL-2r incrementa la
expresion de las moléculas LFA-1 y VLA-4, induce agregacion homotipica intercelular en las células NK
activadas mediada por la via de interaccion LFA-1/ICAM-1 y por la molécula VLA-4 de una forma
epitope especifica e isotipo y Fc independiente que se relaciona con el grado de activacion
celular.Estos resultados corroboran la importancia de estas dos moléculas en la actividad funcional de

este tipo celular en la respuesta inmune.

Se demostré que las células NK frescas presentan una forma no funcional de la molécula VLA-4 para la
agregacion intercelular homotipica y que tanto estas como las células NK activadas se adhieren a la FN
a través de la molécula VLA-4 lo que indica que existen diferentes niveles de la actividad de adhesion

a4b1 integrina en este tipo celular.

Se demostrd que la actividad citotéxica de las células LAK contra las células Daudi no esta asociada a
la molécula VLA-4, por lo que existe una regulacién funcional diferente para la expresion de epitopes de
las moléculas LFA-1 y VLA-4 en las células LAK y su capacidad de interactuar con sus ligandos en la

actividad citolitica.

Se demostrd por primera vez que los niveles elevados de la molécula de adhesién endotelial E-
selectina medida en el momento del ingreso y dias mas tarde podria ser un marcador sérico en el
diagndstico para la Al, de utilidad en el diagnéstico diferencial con el IAM para complementar la

informacion de las pruebas convencionales.

5. Se demostré que en los enfermos con AD en estado basal existe un aumento en la expresion de las
moléculas ICAM-1 (CD54), CD34 y VCAM-1 (CD106) lo que indica la presencia de un estado de
activacion leucocitario y endotelial permanente, determinado por la continua inflamacién subclinica, y

en ambas formas clinicas (estado basal y CVOD) existe una disminucién de la expresion de las

moléculas LFA-1 y VLA-4 en CMN que pudiera estar relacionada con las alteraciones de la

inmunorregulacion descritas en esta enfermedad.
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Se evidencid que en los enfermos con AD y CVOD tenian una mayor expresion en los neutréfilos de las
moléculas LFA-1, L-selectina e ICAM-1, un aumento significativo de las moléculas ICAM-1 y CD18 en
CMN, y de CD34 y VCAM-1 en sangre periférica, lo que confirma la activaciéon de monocitos, linfocitos,
neutréfilos y del endotelio, la liberacidon de células endoteliales activadas a la circulacion y la

participacion de estos diferentes tipos celulares en la oclusién vascular y el dafio endotelial.

Se demostrd que existe un aumento significativo de la expresidén de la molécula VLA-4 en la fraccion
rica en reticulocitos de los pacientes en estado basal y de la molécula Lutheran tanto en estado basal
como en las CVOD, lo que favorece la adhesion de los hematies mas inmaduros o menos densos al

endotelio vascular por las vias VLA-4A/CAM-1, Lu/laminina y Lu/aV integrina.

Se evidencié por primera vez el incremento de las células NK en las CVOD de la AD vy la importancia
de la adhesién al endotelio vascular de estas células activadas por la via de interaccion VLA-4A/CAM-1
durante el proceso inflamatorio, lo que amplia los conocimientos sobre la patogenia de los fendmenos

vasooclusivos en esta enfermedad.
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Capitulo 7. RECOMENDACIONES

1. Ampliar los estudios sobre los mecanismos involucrados en la regulaciéon funcional diferente de los
epitopes de la cadena cu en las células NK en diferentes estados de activacion y estudiar en otros
sistemas de ensayos, en presencia de AcMos anti receptores inhibitorios de las células NK, la
participacion de la molécula VLA-4 en la actividad citolitica de las células LAK que nos permita

correlacionar el papel de esta molécula con los mismos.

2. Realizar otros estudios que permitan correlacionar los niveles incrementados de E-selectina con otros
marcadores séricos de conocido valor en el diagnéstico del SCA, como la proteina C reactiva y la
troponina T, en el diagndstico de la Al y su diagnéstico diferencial con el IAM para precisar el valor de
este marcador sérico en el diagnostico y prondstico de los pacientes con enfermedad isquémica

coronaria.

3. Profundizar en el estudio de la interrelacion entre las células NK activadas y los eritrocitos en su

adhesion al endotelio vascular mediante la interaccion VLA-4A/CAM-1 en las CVOD de la AD.

4. Desarrollar estudios longitudinales en los pacientes con AD en ambas formas clinicas y otras
complicaciones que permitan confirmar la modulacion de las moléculas de adhesion estudiadas

controlando de este modo la influencia de la variabilidad individual caracteristica de esta enfermedad.

5. Desarrollar modelos experimentales en animales caracterizados por inflamacion y activacion del
endotelio vascular mediante isquemia y oclusion que permitan estudiar la asociacion entre los

hallazgos histopatolégicos y la adhesion celular a nivel tisular.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Moléculas de adhesion

VLA-4; antigeno 4 de activacion tardia

LFA-1; antigeno 1 de funcién leucocitaria

Mac-1; molécula de citoadhesién celular 1 de monocitos y macréfagos ICAM-1; molécula
de adhesion intercelular 1 VCAM-1; molécula de citoadhesion vascular 1 Lu; Lutheran
NCAM-1; molécula de citoadhesion neural 1

PECAM-1; molécula de citoadhesién endotelial plaquetaria

MadCAM-1; molécula de citoadhesion adresina mucosal 1

ELAM-1; molécula de adhesion leucocitaria endotelial 1 (corresponde con L-selectina)
GlyCAM-1; molécula de citoadhesién celular glicoproteica 1

PSGL-1; ligando glicoproteico especifico de P-selectina

ESL-1; ligando especifico de E-selectina

VAP-1; proteina de adhesion vascular 1

CLA-1; antigeno linfocitario cutaneo 1

JAM; molécula de adhesion de unién humana

INCAM-110; molécula de adhesiéon celular inducible 110 (corresponde con VCAM-1)

IgSF; superfamilia de las inmunoglobulinas

Otros receptores y ligandos

IL2R; receptor de interleucina 2

CS1y CS2; fragmentos peptidicos de la fibronectina

FN; fibronectina

VNR, receptor de la vitronectina

RCT; receptor de las células T

KIRs; receptores similares a las inmunoglobulinas de las células citotoxicas
LIRs; receptores leucocitarios similares a las inmunoglobulinas

ITIMs; motivos inhibitorios de tirosina en inmunorreceptores

ITAMs; motivos activadores de tirosina en inmunorreceptores

NCRs; receptores de citotoxicidad natural
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Tipos celulares

NK; células citotdxicas naturales o espontaneas
LAK; células citotoxicas activadas por linfocinas

TIL; linfocitos infiltrantes de tumores

Mediadores solubles

IL; interleucina

IL2r; interleucina 2 recombinante

PAF; factor de activacion plaquetario

MCP-1; proteina quimiotactica del macréfago 1

EDREF; factor relajante derivado del endotelio

PDGF; factor de crecimiento derivado de plaquetas

MCSF; factor estimulador de colonias de macréfagos

TGF; factor de crecimiento transformante

GM-CSF; factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos
TNF; factor de necrosis tumoral

INF; interferén

Otras

AcMos; anticuerpos monoclonales

IAM; infarto agudo de miocardio

Al; angina inestable

SP; sangre periférica

CVOD; crisis vasooclusivas dolorosas

SCA; sindrome coronario agudo

AD; anemia drepanocitica

SPH; sistema principal de histocompatibilidad
TH; células T auxiliadoras o cooperadoras
LDL; lipoproteinas de baja densidad

C3bj; componente C3b del complemento inactivado
PKC; proteina kinasa C

VEH; vénulas endoteliales altas

HP; Hospital de la Princesa (Madrid, Espafia)
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SFB; suero fetal bovino
CMN; células mononucleares
CK; enzima creatin kinasa
CK-MB; isoenzima de la CK

TGO; enzima transaminasa glutamico-oxalacética
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ANEXO 1

CONSTANCIA DE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

El que suscribe:
esta de

acuerdo con ser incluido en el estudio de ANEMIA DREPANOCITICA Y MOLECULAS DE ADHESION.
Asi mismo estoy de acuerdo que se me practiquen las investigaciones clinicas, de laboratorio y la toma de
muestras que se requiera. Para dar este consentimiento he recibido una explicacién amplia del

médico: que me ha informado lo siguiente:

La anemia drepanocitica o sicklemia, es una enfermedad, que se caracteriza por anemia hemolitica crénica que
evoluciona por crisis y por multiples complicaciones sistémicas, siendo la oclusién vascular el factor esencial en la
enfermedad y la mortalidad de quienes la padecen. Se me explicé que si se diagnostica en un individuo y se le
pone tratamiento, éste puede mejorar sus sintomas pero sin llegar a curarse de esta enfermedad y que es de
interés profundizar en el estudio de la misma, lo cual pudiera determinar un nuevo rumbo en la evolucién y

tratamiento habitual.

De igual forma se me explicé que para el estudio es necesario realizar una extraccién de sangre en la consulta de
seguimiento de mi enfermedad o en el cuerpo de guardia del Instituto de Hematologia e Inmunologia si presento

una crisis vasooclusiva.

He conocido que de mi participacion en este estudio no obtendré ventaja alguna, excepto la de un posible
diagndstico de la presencia de la crisis y un tratamiento especifico posterior a ello. Tengo ademas el derecho de

conocer los resultados que se obtengan en la investigacion.

Es mi deber informar a los investigadores de este proyecto cualquier cambio en mi estado de salud por

insignificante que parezca o cualquier tratamiento que reciba.

Mi consentimiento es absolutamente voluntario y el hecho de no aceptar no tendria consecuencia alguna en mis
relaciones con el hospital o con los médicos que me atienden, los que continuaran asisti€ndome segun las normas

de conducta habitual de esta instalacion hospitalaria y de nuestra sociedad.


Mercedes
Texto escrito a máquina


En cualquier momento puedo retirarme del estudio, sin que sea necesario explicar las causas y esto tampoco

afectara mi relacion con los médicos del hospital.

Y para que asi conste y por mi libre voluntad, firmo el presente consentimiento a los --------------- dias del mes de
del

Nombre del paciente:

Firma:




ANEXO 2
CONSTANCIA DE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

El que suscribe:

esta de

acuerdo con ser incluido en el estudio de CARDIOPATIA ISQUEMICA'Y MOLECULAS DE ADHESION.
Asi mismo estoy de acuerdo que se me practiquen las investigaciones clinicas, de laboratorio y la toma de
muestras que se requiera. Para dar este consentimiento he recibido una explicacién amplia del

médico: que me ha informado lo siguiente:

La cardiopatia isquémica, es una enfermedad que presenta diferentes formas de manifestacion clinica como son la
angina estable, inestable y en algunos casos puede llegar al infarto agudo de miocardio, por lo que el seguimiento
del tratamiento indicado por el médico de asistencia es esencial en la evolucién de la enfermedad y la mortalidad
de quienes la padecen. Se me explico que si se diagnostica en un individuo y se le pone tratamiento, éste puede
mejorar sus sintomas pero sin llegar a curarse de esta enfermedad y que es de interés profundizar en el estudio de

la misma, lo cual pudiera determinar un nuevo rumbo en la evolucion y tratamiento habitual.

De igual forma se me explicé que para el estudio es necesario realizar una extraccion de sangre de acudir al
cuerpo de guardia del Instituto de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular con angina inestable o infarto agudo de

miocardio en el momento del diagndstico y 10 dias después.

He conocido que de mi participacion en este estudio no obtendré ventaja alguna inmediata, excepto la del
diagnéstico y un tratamiento especifico posterior a ello. Tengo ademas el derecho de conocer los resultados que

se obtengan en la investigacion.

Es mi deber informar a los investigadores de este proyecto cualquier cambio en mi estado de salud por

insignificante que parezca o cualquier tratamiento que reciba.

Mi consentimiento es absolutamente voluntario y el hecho de no aceptar no tendria consecuencia alguna en mis
relaciones con el hospital o con los médicos que me atienden, los que continuaran asistiéendome segun las normas

de conducta habitual de esta instalacién hospitalaria y de nuestra sociedad.



En cualquier momento puedo retirarme del estudio, sin que sea necesario explicar las causas y esto tampoco

afectara mi relacion con los médicos del hospital.

Y para que asi conste y por mi libre voluntad, firmo el presente consentimiento a los--------------- dias del mes de
del

Nombre del paciente:

Firma:
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Expression and functional activity of the very late activation antigen-4 molecule on human
natural killer cells in different states of activation

C.MACIAS, J. M. BALLESTER & P. HERNANDEZ Immunology Department, Institute of Hematology and Immunology,
Habana, Cuba

SUMMARY

In the present study we describe the expression and functional activity of the x»Pi heterodimer molecule on
human natural killer (NK) cells. Flow cytometric analyses showed that fresh and activated NK cells expressed
high levels of very late activation antigen-4 (VLA-4) molecules. These cells bound to fibronectin (FN) and to
its 38 000-MW proteolytic fragment through the VLA-4 integrin that was blocked with HP2/L anti-a,
monoclonal antibodies (mAbs) and with the pegtlde fra%mer]t S1. No inhibitory effects were observed in
the presence of anti-a; mAD, FN peptide fragment CS2 or other irrelevant mAb. Fresh NK cells were unable to
agﬁregate, deane their expression of VLA-4, and only activated écultured and lymphocyte-activated killer
cells) NK cells showed homotypic aggregation with HP 1/7 and HP2/4 anti-a, mAb Telated to cellular
activation. These results underline new evidence of how NK cells in different states of activation maintain
different constitutive levels of a,Pi integrin activity, and highlight the possibility of a different functional
|r_egul(e}tmn by the cells bearing VLA-4, in the expression of these epitopes and their ability to interact with their
igands.

INTRODUCTION

Discovery of several cell-surface receptors involved in cell-cell, eell-
substrate, or cell-soluble ligand binding has been a key factor in
understandmg the mechanisms underlying inflammatory and immune
phenomena.”® _ .

¥ Ihe mte%nn family of adhesion receptors includes at least 16
different 7.(1 heterodimers divided into three subfamilies, In general,
integring in the Pi subfamilies (very late activation antqen p/l._A]
proteins) and p, subfamilies have been found to mediate cell adhesion
10 extracellular matrix components such as fibronectin SE_N), collagen
and laminin. In contrast to other Pi integrins, VLA-4 exhibits cell-cell
adhesion function®”

VLA-4 molecules exist in multiple structural forms that are not
seen in other integrins.® Hence, the VLA-4 structural variations and
functional diversity are currently under investigation. In lymphocytes,
VLA-4 has been shown to mediate cell-cell interactions, homotypic
aggregation, heterotypic cellular interaction, and to be a homing
receptor. Thus, VLA-4 has been shown previously to be involved in
effector tarlqet cell association .durm(}; cytolytic - T-lymphocyte-
mediated killing based on the inhibitory effect exerted by anti VLA-4
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monoclonal antibody (mAb) on this activity. Similarly, anti VLA-4
mADb was also suggested to block heterotypic interaction hetween
helper and suppressor cells®  mAbs specific for the lymphocyte
function-associated antigen (LFA)-1 a-subunit and VLA-4 a-epitopes
have heen shown to trigger homotypic leucocyte interactions."*

Although VLA-4 15 lgnown 10 be expressed by activated human
natural Killer RNK) cells,™ as far as we know, data are not available
that compare the expression and function of VLA-4 in resting and
activated human NK cells. In this current study we present our results
from investigation of these matters.

MATERIALS AND METHODS

Monoclonal antibodies _ o

B73.1 (anti-CD 16) (kmdlK provided by Dr Perussia, Kimmel Cancer
Institute, Philadelphia, PA); Leu-19 (anti-CD56) and Bl (anti-B)
grom Becton Dickinson Corp., Mountain View, CA) were used. The
ollowing mAbs, culture supernatants and ascitic fluid were also used:
3B1 (ant-Kp43) (kindly provided by Prof. Lopez-Botet, La Princesa
Hospital, Madrid, Spain): SPV-T3b (anti-CD % TS2/18 Eanu-CDZ ;
HP2/1, HP1/7 and HP2/4 (anti-CD49d): TS2/16 (anti-CD29); W6/32
fanu-human leucocyte antigen [anti- LA& A,Bf; TSU/11 (anti-CDI
a); TS1/18 (anti-C ,18%; RR1/L (anti-CD54); P1D6 (anti-a;) (kindly
Brgwded by Prof. Sénchez-Madrid, Department of Immunology, La
rincesa Hospital, Madrid, Spain); and P3-
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X63

Anti-CD3

Anti-CD16

Anti-Kp43

Anti-CD56

Anti-CD2

Fi%ure 1. Flow cytometry histograms of purified human fresh natural killer (NK) (a) and cultured NK cells

before {b and after
Killer [ K{ cells) fa

ant-CD56 (Leul9) (10 ng/ml) and anti-CD2 (T

ic?) Incubation with Interleukin-2 (IL-2) (20-50 U/ml) for 3 days (lymphocyte-activated
. labelled with P3-X63 immunoglobulin G1 (IgGI) myeloma culture (10 (i /mI? as a
negative control, anti-CD3 (SPV-T30) (10 Sglmlg, ant-CD16 (B?3.1i ?

. . . 2/18) (10 pg/ml).

histogram is shown in the upper left corner and the percen

(10 |ig§//mlg, anti-Kp43 (3B1) (10| lel%,
he mean fluorescence intensity of eac
age of positive cells is shown in the upper right

comer. The x-axis represents the log fluorescence intensity and the y-axis represents cell number.

X63 1gGI myeloma culture supernatant, which was included as a
negative control. — o N
The anti-VLA-4 HP antibodies used in this study were originally
reEorted to recognize distinct epitopes of a novel association within
VLA-4* Further detailed comparative biochemical and cell
distribution studies of HP mAb, with respect to other anti VLA-4
reagents of the IV Leukocyte Differentiation Antlggen Works_hop, have
demonstrated their specificity for the VLA-4 (CD49d) integrin.

Cell line

The Daudi B’-\I/?{mphoblastojd cell line (LCL) was maintained in
culture in RPMi-1640 medium supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) (Flow Laboratories, Rockville, MD).

Cells
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from
heparinized venous blood of 10 normal volunteers by

density-glradient centrifugation using Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Sweden). _ _

Fresh NK cell populations were obtained following removal of
adherent cells on plastic flasks (Costar, Cambridge, UK()] at 37° for 1
hr, depletion of B cells through a nylon-wool column and further
depletion of CD3" lymphocytes with anti-CD3 mAb plus rabbit
complement éBehrmg, Marburg, Germany). _

Activated NK cells were prepared as previously described by
Perussia et al.® Briefly, pengheral blood lymphocytes SPBL) were
cultured with the irradiated _GQ Daudi LCL for 7- 10 days $3:1,
PBL:Daudi; 7-5xI0° PBL/mI in RPMI- 1640+10% FCS in"a final
volume of 2 ml) in 24-well tissue- culture plates (Costar, Cambridge,
MAg, in a 5% CO, humidified atmosphere, and further depleted of
CD3 * lymphocytes with anti-CD3 mAb + rabbit complement (Behr-
mg&.4 These culfured cells were maintained in culture for 3 days in
RPMI-1640 containing recombinant interleukin-2 (rIL-2) (20-50
Ulml) (LAK cells) (activated NK cells). The purity of

© 2000 Blackwell Science Ltd, Immunology, 100, 77-83
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2.40% || 92-33 91.91% || 112.93 B
9.83% |[108-12| 98.39% || 123.59 97.28
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Figure 2. Flow cytometry histograms of purified human natural killer (NK) cells labelled with anti-oia
HP2/1 (10 Hy/ml), anti-Pi TS2/ 16 (10 (ig/ml) monoclonal antibodies (mAbs) and P3-X63 immunoglobulin

Killer [LAK] cells). The mean fluorescence intensity of each

G1 (I9GI) myeloma culture (10 ng/ml) as a negative control. Fresh (@) and cultured NK cells before (b) and
after (c) incubation in the presence of interleukin-2 (IL-2) %0—50 Ulml) for 3 days (lymphocyte-activated
istogram is shown in the upper left corner and

the percentage of positive cells is shown in the upper right corner. The x-axis corresponds the logarithmic

fluorescence intensity and the 7-axis represents to cell number.

each cell preparation (fresh, cultured and LAK cells) was checked
separately by flow cytometric analyses.

Flow cytometry _ _ _
Phenotygmg of cell populations was performed usm% the _followmq
mAbs; B73.1 ganu- D16), Leu 19 @mu-CDSG), BI (anti-B), 3B
(anti-Kp43), TS2/18 (ant|-CD23 and SPV-T3h (anti-CD3), and the
expression of CDA49d and CD29 chains was studied in purified fresh
and activated NK cells using the following mAbs: HP2/1, HP1/7,
HP2/4 and TS2/16, with indirect immunofluorescence determined by
flow c,x\ometnc analyses on an EPICS-C cytofluorjmeter E}Coulter
Scientific, Harpender, UK) as described previously;” and P3 x 63
immunoglobulin G1 (IgGI) myeloma culture superiatant, which was
included as a negative control.

Fluorescence data were collected on a log scale and were
converted to a linear scale for quantitative_ estimation. Specific
relative fluorescence was obtained by subtracting hackground linear
fluorescence #)rod_u_ced b;{ the ne?atlve control myeloma P3 x 63. The
percentage of positive cells was taken as the value obtained follov_vmg
subtraction of the percentage of control X63 from the value obtaine
with every specific marker.

Aggregation assays _ o '
To examing the possible role of VLA-4 in homotypic NK interactions,
we assaYed_an extensive [)an'el of anti-VLA- 4 mAD to evaluate their
ability to induce homotypic cell aggregation. The induction of
homatypic cell _aggre&at|on was assayed using a suspension of NK
cells washed twice with RPMI-1640 +10% FCS and resuspended to a
concentration of 2x 10° cells/iml. Fifty microlitres of cell suspension
was added to each well of a flat-bottomed microtitre plate % ostar).
Fresh NK and activated (cultured and LAKE cells were incubated in
the presence of 500 U/ml and 10 U/ml of IL-2, respecnvel}/,
Then, 10 pl of apgropnate mAb culture supernatant, puritied mAb or
its corresponding F(ab'), and Fab fragments were

© 2000 Blackwell Science Ltd, Immunology, 100, 77-83

added to give a final concentration of 10 pg/ml. Finally, wells were
filled with _comglete medium to a final volume of 100 ul per well,
Cells were incubated for 72 hr at 37° in a humidified atmosphere of
5% C0,. The aggregation was determined at 4, 24 and 48 hr by at least
two _independent. obsgrvers using an inverted microscope, as
previously described.” For quantitative measurement of cell
aggregation, a modification of the method described by Keizer et al}
was used. Cells were seeded in flat-bottomed microtitre plates as
described above. The number of free cells was counted by using a
special mask, consisting of sguares (0-5 mm) under the plate.* Within
each well, at least five randomly chosen areas were counted, after
which the mean and the total number of free cells in each well were
calcutllated. Per cent aggregation was determined using the following
equation:
%9 Aggregation = 100 x [L — (no. of free cells?/(total number of
cqlls)? The experiments were carried out in duplicate and the SD
within each experiment was always < 10%. Cell homotypic
aggregation on NK cells (fresh and activated NK cells) during culture
was considered to have occurred when the cellular aggre%atlon Was >
20%, which represented an evident aqﬂregatmn. To ascertain whether
cell a re%a,tmn in the presence of rL-2"was functionally related to
the LFA-Ifintracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) molecular
adhesion pathway, cross-blocking cell-adhesion_experiments were
carried out by usm%, as inhibitors, mAbs specific for the LFA-1
complex (TSI/11, anti-CD 1 la; TS1/18, anti-CD18; and RR1/1, anti-
ICAM-1) and to ascertain whether the VLA-4 molecule induced
homotypic cell aggregation, VLA-4 HP antibodies, HP2/1, HP2/4 and
HPL/T &nt|-oc4) were added to each well using, as inhibitors, mAbs
sEec!ﬂc for the LFA-1 complex. The mAb against Fc fragment IgG
(10 |ig/ml) was included as an inhibitor for cross-linking mAbs.

Cell attachment assays
As VLA-4 has been previously reported to act as a receptor for
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Figure 3. Lymphocyte-activated killer (LAK) cells (30% aggregation) in the Fresence_of interleukin-2 (IL-2) (10
Ulml) after4 hr (a). Non-aggregated LAK cells in the presence of monoclonal antibodies (mAbs) directed against
the Iymﬁhoc te function-associated antlgen-l_‘LFA-l) complex %CDI la + CDls) (10 (ig/ml) and IL-2 (10 U/ml)
after'4 fr (b). Non-aggregated fresh natural killer BN}@ cells in the presence of anti-a, mAb (HP 1/7) (10 |ig/ml),
inhibitor mAbs for the LFA-1 complex and IL-2 (500 Ufml) after 4 hr (c). Cell aggregation (60%) induced on LA
cells by anti-o., mAb (HPL/7) (10 n?/ml) in the presence of mADs directed against the LFA-1 complex (anti-CDI
la+ anfl-CD18) and IL-2 (10 U/ml) after 4 hr (d). Cell aggregation (70%) induced on cultured cells by anti-c., mAb
SHPZ/@ (10 ng/ml) in the presence of mAbs directed against the LFA-1 complex (anti-CD la + anti-CD 18) and IL-

(10 Ufml) after 4 hr (ez_. Non-a?gregate_d LAK cells {15% aggregation) in the presence of mAbs directed against
the LFA-1 complex (anti- CDI la + anti-CD18), non-aggregating very late activation antigen-4 (VLA-4) mAb
(HP2/1) (10E /ml) and IL-2 (10 U/ml) after 4 hr (). Non-aggregated LAK cells in the presence of mAbs directed
against the LFA-1 complex& D1 la+ CD18) (10 |ig/ml), non-binding isotype-control antibody and L-2 (10 U/mH
after 4 hr (g). A mAb against Fc fragment IgG (10 ng/ml) was included as an inhibitor for cross-linking mAbs. Ce
homotypic aﬁgregatlon on NK cells Sfresh and activated NK cells) during culture was considered to have occurred
when the ceflufar a?giregatlon was >20%, which represented an evident aggregation. Photomicrographs were taken
4 hr after the start of the assay. Bar, 250 UM

© 2000 Blackwell Science Ltd, Immunology,

100, 77-83
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Table 1. Effect of different anti-very late activation antigen-4 (anti-VLA-4) (CD49d) monoclonal antibodies (mAbs) on natural killer (NK)

homotypic aggregation

mAD CD Isotype [nhibition of cell Induction of cell VLA-4

aggregation* aggregation epitopet
HPL/T CD49d l9Gl _ + A
HP2/1 CDA49d oGl ' ' Bl
HP2/4 CD49d oGl + B2
152/16 CD29 el '
TS1/11 CDIla oGl +
TS1/18 CD18 el +
RRIN CD54 el +

“TnRidition or ingucti
previously described,

FN, 69186

we studied the interaction of fresh and activated NK

cells with 50 pg/ml of whole FN and a 38 000-MW _purified
proteolytic fragment (provided by Prof. F. Sanchez-Madrid), both
containing the CS1 domain (VLA-4 molecule ligand). The plastic
adhesion was used as positive control and the albumin was included
a5a negLatNe control. In brief, 96-well flat- bottomed microtitre plates
(Titertek; Flow Laboratories, Irvine UK? were coated for 8 hr at 4°
and 2 hr at 37° with 100 ||f of differen proteins dissolved in 01
NaHCO0,. Thereafter, plates were washed gently with medium and 10°
cellshwell were added and incubated for 20 min in an atmosphere of
5% CO0,. After incubation, plates were washed several times and
examined in an inverted microscope by at least two different
observers. Each condition was performed in duplicate. Within each
well, cells from at least three difrerent fields were counted.

To ascertain whether the bmdm& of NK cells to FN was
specifically mediated through the VLA-4 integrin, we assa){ed the
effects of ‘a panel of mAbs: P1D6, anti VLA-5 (a molecule with
known FN-binding ability), HP2/1 (anti-CD49d), W6/32 (specific for
a monomorphic determinant on HLA-A, B molecules) directed to
non-adhesion molecules, and FN

[ Fresh NK cells [l Activated NK cells

ttachment (%)

Cell a

0 ’—'—Ir T T T

i

1T of cell"aggreqafion was estimated after 48 T of culfure at 37°, as described in the Materials and methods. TVLA-Z-C<Z epitopes are &
based on cross-blocking assays.

peptide fragments CS1 and CS2 (provided by Prof. F. Sdnchez-
Madrid). = o .

For inhibition assays, cells were prewousla/ incubated with
25 (xI of kh/bndoma culture supernatant ﬁ (|(TJ_/mI) using W6/32,
P1D6 and HP2/1 mAbs, and 20 ng/ml of FN peptide fragments (CS1
and CS2), for 30 min at 4°,

RESULTS

The purity of each cell preparation (fresh, cultured and LAK cells1
was demonstrated separatel?/ by flow cytometric analyses. All cel
reparations showed the following henotm(e: CD3 CD16" CD56+
p43" CD2+ (Fig. 13. The majority of NK cells, both fresh and
activated Sculture and LAK), expressed high levels of both chains of
the VLA- heterodimer, and this expression was increased after being
stimulated with rIL-2 (Fig. 2). _
rIL-2 induced the formation of aE%re ates (30% of aggregation)
on activated NK cells (cultured and cells) after 4 hr (Fig. 3a).
Anti-p,-integrin mAbs, anti-CDIla and anti-CD54, and anti-CDlla +
anti- D18 on activated NK cells, inhibited the cell aggregation
induced by rIL-2 (Fig. 3p).

10

Plastic Albumin Fibronectin  W6&/32* P1D&6" HP2/1*

CSs1* cse-

Figure 4. Percentages of attachment of fresh and lymphocyte-activated killer (LAK) cells to fibronectin (FN) (50

in
ng/ml), P1D6 (L0 |ig/ml) and HP2/1 (10 |ig/ml) monaclonal anti

[x%/_m_l)_. The plastic adhesion was used as positive control and the albumin was included as a negative control. *In
ibition assays, the cells were previously incubated with 25 EI of hybridoma culture supernatant using W6/32 (10
{ odies (mAbs) and 20 [J.g/ml of FN peptide fragments

CS1and CS2, for 30 min at 4°. Binding was blocked when natural killer (NK) cells were incubated with HP2/1 (anti-a,)

mAb and FN peptide fragment CSL.

© 2000 Blackwell Science Ltd, Immunology, 100, 77-83
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The homotypic cell aggregation on activated NK cells stimulated by

rlL-2 was dependent on the LFA-I/ICAM-1 adhesion pathway.
To evaluate the possible role of the VLA-4 integrin in homotwa
cell adhesion, we tested the functional effects of mAbs on”the
induction or blockade of NK cell aggregation. Anti-oc, mAbs did not
induce aggregates of fresh NK cells 810/0 of agngreﬂanon after 4 hr of
incubation in the ﬂresence of anti- a, mAb (HPL/7) (10 jig/ml)
inhibitor mAbs for the LFA-1 complex and IL-2 (500 U/ml) (Fig. 3c).
However, after 4 hr, anti-a, HP 1/7 (recognizing epitope A) and
HP2/4 (recognizing epitope B) mADs induced the formation of
aggregates on activated NK cells (which comprised 60-70% of
aggregated cells) usmE_mmbltor mAbs specific for the LFA-/ICAM-
1 adhesion pathway (Fig. §d 3e, respectively). VLA oc4-eP|topes are
as previously described,™ based on cross-blocking cell- binding
assays with anti-VLA a, mAb. _ s _

_ Anti-oc, mAb HP2/L, directed against a non-inducing aggregation
epitope B of VLA-4,Z did not trl%ger homotypic adhesion on LAK
cells (15% of aggregation) after 4 hr of incubation in the presence of
mADs directed against the LFA-1 complex (anti-CDI 1 a + anti-CD
18) and IL-2 ((10 Ulml) m)g 3f) compared with the homotypic
aggregation induced by HPL7 and HP2/4 mAbs (60-70% of
aggregation). Therefore, the homotypic cell aggregation can he
triggered bP/ mADb specific for two different epitopes on the VLA a,-
chain (Table 1). Non-bmdm? isotype-control antibody did not induce
aggregatgon on LAK cells after 4°hr of incubation in'the presence of
mAbs- directed agamst the LFA-1 complex (CDIla + CD18) (10
ng/m_l) and 1L-2 (10 Ufml) (Fig, 3g?)._A mAb against Fc fragment IgG
(10 ||g/tnl) was included as an inhibitor for cross-linking mAbs. Cell
adhesion was rapidly induced in the presence of anti-VLA-4 mAb on
activated cells and the intercellular aggregation was dependent on
cellular activation. The study of the characteristics of this cell
ag&regaﬂon suggests that VLA-4 may constitute a NK cell- adhesion

athway that is mdep_endent of the LFA-I/ICAM-1 adhesion pathway.

he effect of the anti-VLA-4 mAb on cell aggreganon IS isotype and
Fc independent, as well as epitope specific, Decause it is selectively
induced by mAD to specific antigen sites (Table 1). :

~ As expected, the maionty of fresh and activated NK cells with
high levels of the VVLA-4 molecule were bound to FN. Binding was
blocked when NK cells were incubated with HP2/1 (anti-0") mAb
and peptide fra?ment CSL, but no_|nh|b|tor% effects were observed in
th?\ é)E?:s_enES of CS2, P1D6 (anti-a5) mAD and W6/32 (anti-HLA)
mAD (Fig. 4).

%

DISCUSSION

The results of our study have shown a high expression of the VLA-4
heterodimer in human NK cells that is increased by riL- 2. As human
NK cells constitutively express the (3-chain of the'IL-2 receptor gp75
IL-2R), this confers on them the capacity of in vitro response to |gh
concentrations of this lymphokine. IL- 2 Induces synthess of the paoa
subunit of the IL-2R and thus the high-affinity IL-2R.“* Hence, 1L-2
activation of NK cells resylts in a major shift in their phenotypic and
functional characteristics,” and there is an increased expression of the
a,Pi heterodimer. _ _
Our results demonstrated that rlL-2 induced aggregation on

activated NK cells and that aggregation was mediated by LFA-
[/ICAM-1 pathway adhesion. This fact is well known bY phorhol
mh/nstate acetate {PMA{-mduce_d aggregation on U937 cells and for
other mAbs (anti-LFA-1 subunit and anti- syalophorin) that mediate
homotypic leticocyte interaction.™ _

The failure of fresh NK cells to a greg%ate in the presence of some
mADbS against the a,-chain suggests that fresh NK cells bear a non-
functional form of \7LA-4..NevertheI.ess, the HPL/7 and HP2/4 mAhs
induce homotypic aggregation on activated NK cells, which is related
to cellular activation. The aggregation on activated but not resting NK
cells could be a result of increased levels of VLA-4 expression. The
activation of NK cells could induce either a conformational or a
transcriptional change in a region of VLA-4 involved in homotypic
cell aggret[]anon (the most N-terminal 100 amino acids of the human
a4-chg|n) 0 alter these cells from a nonfunctional to a functional
state.* This fact s well known for other mte?rm molecules from the
b, and p, families.® * These data suggest that the cytokine IL-2 can
act as a direct regulator of adhesive mechanisms as well as the
cytokines interleukin-4 (IL-4) and tumour necrosis factor-a (T_NF-a%
act on other cell types. However, the different adhesive capacities 0
the VLA- 4 integrin were found not be altered on cells upon mild
trypsin treatment, but were algered on a, forms generated by high-dose
pronase treatment of cells.’ AIternaﬂver, e activation process
could induce the synthesis of a new functional VLA- 4 molecule or
othe[brirotems associated with VLA-4. All these explanations might be
POSSIDIE. N .

Peripheral blood B lymphocytes, although inefficient at hinding
FN, are able to aggre?ate in the presence of some mAbs a%amst the
a,-chain.* The present results demonstrate that fresh NK cells with a
high expression of the a,-chain can bind FN and not aggregate in the
presence of anti-a, mAbs, but the activated NK cells also bind FN and
aggregate in the _B[e_sence of HPL/7 and HP2/4 mAbs. These fmdmﬂs
suggest the possibility of a different functional regulation by the cells
bearing VLA-4 in diferent states of activation, in the expression of
these epitopes recognized by epitope A and eEnope B mADbs and their
ability to interact with their ligands.*** It is known that mAbs which
induce homotypic aggregation map to the most N-terminal 100 amino
acids of the human a,-chain, and mAbs that block adhesion of ot,P! to
VCAM-1 and FN map to a 52-amino gmd region between residues
152 and 203 of human o, respectively.” » I

These studies provide new evidence of how NK cells in different
states of activation maintain different constitutive levels of a,p|-
integrin activity, and how the activity of Pi-integrins can be
modulated by activators of cell adhesion. = ,

Further Studies are required to determing whether anti-a, mAhs
can induce some conformational changes or if a differential requlation
of cell-matrix and homotypic cell -cell VVLA-4-mediated interaction
exists on NK cells in different states of activation.
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CARDIOPATIA ISQUEMICA

Moléculas de adhesion endoteliales ICAM-1, VCAM-1y E-
selectina en pacientes con sindrome coronario agudo

Consuelo Macias3, Rinaldo ViIIaescusa3, Lazaro del Valle3, Victor Boffilb, Girelda Cordero3, Alberto

Hernéndezb, Porfirio Hernandez® y José Manuel Ballesteé

“Departamento de Inmunologia. Instituto de Hematologia e Inmunologia. La Habana. Cuba. "Instituto de Cardiologia y

Cirugia Cardiovascular. La Habana. Cuba.

Introduccidon y objetivos. La respuesta inflamatoria
aguda es un importante fendmeno en la patogenia del dafio
miocardico durante el sindrome coronario agudo, y se ha
demostrado la existencia de disfuncion endotelial con
resultados controvertidos. El propodsito de este estudio fue
determinar los valores de las moléculas de adhesion
endoteliales solubles ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina en
pacientes con angina inestable e infarto, comparar los
resultados en ambos grupos y analizar su relacion con el
grado de dafio miocardico.

Método. Las concentraciones séricas de estas moléculas
se estudiaron en 37 controles sanos y 43 pacientes, 32 con
infarto de miocardio y 11 con angina inestable, en el
momento del diagnoéstico y 10 dias mas tarde, utilizando
enzimoinmunoanalisis (ELISA) mediante estuches co-
merciales (R&D Systems, Reino Unido).

Resultados. Se observo un incremento significativo de la
E-selectina (p < 0,05) en los pacientes con angina inestable
en el momento del diagnéstico y 10 dias mas tarde. Sin
embargo, en los pacientes con infarto de miocardio no se
observaron diferencias significativas de las concentraciones
de E- selectina en el momento de la admision y 10 dias
después, al compararlos con el grupo control. Se demostro
un incremento significativo de los valores de VCAM-1 en
ambos grupos de pacientes y de los de ICAM-1 en el infarto
de miocardio en relacion con el grupo control, pero las
concentraciones de VCAM-1 e ICAM-1 entre ambos grupos
de pacientes en el momento de la admision y 10 dias mas
tarde no reveld diferencias significativas. No hubo
correlacion entre los valores de las moléculas de adhesion
endoteliales solubles y la severidad del dafio miocardico,
estimado por  enzimas cardiacas y  cambios
electrocardiograficos.

Conclusion. Este estudio indica que los valores séricos
de la E-selectina, medidos en el momento de la admisién y
10 dias mas tarde, podrian ser un marcador para la angina
inestable y en el diagnéstico diferencial con el infarto agudo
de miocardio.

Palabras clave: Angina inestable. Infarto de miocardio.
Isquemia. Endotelio.
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Endothelial Adhesion Molecules ICAM-1, VCAM-1 and E-
Selectin in Patients with Acute Coronary Syndrome

Introduction and objectives. The acute inflammatory
response is an important phenomenon in the pathogenesis
of myocardial damage during acute coronary syndrome.
Endothelial dysfunction has been found in unstable angina
and acute myocardial infarction, although the results are
controversial. The purpose of this study was to determine
the levels of the soluble endothelial adhesion molecules
ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin, in patients with unstable
angina and acute myocardial infarction, compare the results
in both groups, and analyze their relation with the degree of
myocardial injury.

Method. Serum concentrations of ICAM-1, VCAM-1, and
E-selectin were measured in 37 control subjects and 43
patients (32 with acute myocardial infarction and 11 with
unstable angina). Measurements were made at the time of
admission and ten days later using commercial enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA) kits (R&D Systems,
UK).

Results. There was a significant increase in E-selectin (p
< 0.05) in patients with unstable angina at admission and
ten days later. In contrast, patients with acute myocardial
infarction showed no significant differences in E- selectin
compared with the control group at admission or ten days
later. A significant increase in VCAM-1 levels was
demonstrated in both groups of patients and ICAM-1 levels
in acute myocardial infarction, but the concentrations of
VCAM-1 and ICAM-1 in both groups of patients at
admission and ten days later did not differ significantly.
There was no relation between soluble endothelial adhesion
molecule levels and the severity of myocardial damage
estimated by cardiac enzymes or electrocardiographic
changes.

Conclusion. This study indicates that serum levels of E-
selectin, measured at time of admission and ten days later,
could be a marker for unstable angina and might be useful
in the differential diagnosis with myocardial infarction.

Key words: Unstable angina. Myocardial infarction.
Ischemia. Endothelium.
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INTRODUCCION

En 1985, Bevilacqua et al' demostraron que las citocinas
estimulaban el endotelio, que se hacia mas adhesivo para los
leucocitos. Esta observacion desarrollé una revolucion en el
entendimiento de la patogenia de la inflamacion?, y estudios
posteriores corroboraron que el endotelio es el centro de los
acontecimientos que permiten el desarrollo de la lesion
inflamatoria®®.

La adhesién de los leucocitos circulantes al endotelio
vascular es el paso fundamental para su extravasacion du-
rante la inflamacion. Este proceso esta mediado por la
molécula de adhesiéon E-selectina. La unién firme y la mi-
gracion transendotelial dependen de la interaccion entre la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), la molécula de
citoadhesion vascular-1 (VCAM-1) y las integrinas antigeno
de funcién linfocitaria-1 (LFA-1, CDlla/ CD 18) y antigeno de
activacion tardia-4 (VLA-4, CD49/ CD29) sobre los
leucocitos*®. Las moléculas de adhesién endoteliales pueden
desprenderse de la superficie celular a la circulacion y sus
valores solubles pueden reflejar su expresién sobre la
superficie endotelial’. La respuesta inflamatoria aguda es un
importante componente en la patogenia del dafio miocardico
durante el sindrome coronario agudo™® y la disfuncién
endotelial estd especialmente relacionada con el
reclutamiento de los leucocitos durante la formacion de la
lesién aterosclerdtica’'®. En la practica clinica se ha
demostrado la utilidad de la deteccion sérica de diferentes
marcadores de la inflamacion, como la proteina C reactiva, el
amiloide A, la troponina T y las citoci- nas, como las
interleucinas (IL) 1 y 6 asociadas a la patogenia del sindrome
coronario agudo y su diagnostico diferencial, por lo que
algunos de ellos se han utilizado como marcadores
diagnosticos y prondsticos®'. En este sindrome también se
han evaluado los valores de las moléculas de adhesion
endoteliales solubles, como marcadores séricos
caracteristicos de la disfuncién endotelial e inflamacion, con
resultados controvertidos™"’. Por todo lo anterior, el
proposito de este estudio fue determinar los valores de las
moléculas de adhesion endoteliales ICAM- 1, VCAM-1 y E-
selectina en pacientes con angina inestable (Al) e infarto
agudo de miocardio (IAM) en el momento del diagndstico
(admisién) y 10 dias mas tarde. También se han comparado
los resultados obtenidos en ambas enfermedades y se ha
analizado su relacién con el dafio miocardico. Asimismo, se
ha determinado la participacion de estos marcadores séricos
y los posibles mecanismos inmunoldgicos asociados en la
respuesta inflamatoria del sindrome coronario agudo, asi
como su probable papel en el diagndstico y prondstico de
esta enfermedad en sus diferentes formas clinicas.

PACIENTES Y METODO Pacientes y

grupos de estudios
Fueron incluidos en el estudio 43 pacientes diagnosticados
y tratados en el Instituto de Cardiologia y

138 Rev Esp Cardiol 2003;56(2):137-44

Cirugia Cardiovascular de La Habana, 31 varones y 12
mujeres (edad media, 66,4 afnos), 32 con IAM tipico, 11 con
Al y 37 sujetos sanos. Los pacientes con IAM fueron
diagnosticados por historia de dolor toracico debido a
isquemia prolongada (mas de 30 min), cambios
caracteristicos en el electrocardiograma (alteraciones
caracteristicas de los segmentos T y ST y presencia de onda
Q patolégica [anchura 0,04 s]) y elevacion de las enzimas:
creatincinasa (CK total > 130 U), isoenzima MB de la CK (CK-
MB) (6% de la actividad total) y transaminasa glutamico
oxalacética (TGO > 29 U). El diagnéstico de Al se baso en
historia de dolor toracico prolongado con alteracion de la
onda T o depresién del segmento ST y elevacion de CK, CK-
MB y TGO.

Criterios de exclusion

No se incluyé en el estudio a aquellos pacientes con
historia anterior de hipertension arterial, diabetes me- llitus,

dolor precordial u otro signo de isquemia cardiaca,
alteraciones  electrocardiograficas o  diagndstico de
cardiopatia isquémica, pacientes con enfermedades

asociadas que pudieran provocar alteraciones del sistema
inmunoldgico, pacientes que en un periodo de 3 meses
anterior al estudio hubieran recibido tratamiento con
medicamentos antiinflamatorios o inmuno- moduladores, asi
como aquellos que en el momento del diagndstico
presentaran signos y sintomas de infeccién u otra posible
enfermedad aguda asociada.

Los individuos supuestamente sanos (donantes de
sangre), sin historia de infeccién reciente ni tratamientos con
inmunomoduladores u otros con efecto sobre el sistema
inmunoldgico, fueron seleccionados con caracteristicas
similares a la muestra de pacientes, en el Banco de Sangre
del Instituto de Hematologia e Inmunologia.

Caracteristicas de la muestra

Todos los enfermos incluidos en el estudio se encontraban
en un rango de edad y distribucion por sexo similar al del
grupo control, y los factores de riesgo comunes fueron el
habito tabaquico y la hiperlipide- mia. El tratamiento médico
de ambas formas clinicas del sindrome coronario agudo se
bas6 en la administracion de bloqueadores beta,
bloqueadores de los canales del calcio, nitritos y aspirina. No
se llevaron a cabo técnicas invasivas, como angioplastia e
implantacion de stent, ni se administré a los pacientes trata-
miento fibrinolitico o antitrombatico con IAM.

Medicién de las moléculas de adhesion solubles y
enzimas

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion
de la vena anticubital en el momento de la ad-
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TABLA 1. Valores de las moléculas de adhesion endoteliales solubles en la angina inestable y el infarto agudo de miocardio

en el momento del diagnéstico y 10 dias después

Moléculas de adhesion

Angina inestable

Infarto agudo de miocardio

Sujetos control Admision 10 dias después Admision 10 dias después
VCAM-1 15,3 16,1 34,6 £19,8" 24,4%13,2% 243 141" 2531447
E-selectina 3,2+1,4 59 %2,4™ 5,0%2,4% 3,8%1,6° 3,2+1,1"
ICAM-1 18,5 6,9 26,6 +21,1 24,9+10,6 27,7+12,4" 29,4 +8,8"
Los valores expresan la media * DE (ng/ml).
*p < 0,05.°p < 0,01. °p < 0,001, cuando ambos grupos de pacientes se compararon con los controles. %p < 0,05, cuando los pacientes con angina se aron en el to de la

dmision y 10 dias después. °p < 0,05, do ambos grupos de paci se

aron en el

de la admision y 10 dias despué

misién, antes del inicio del tratamiento y 10 dias después, y
depositadas en tubos de cristal sin anticoagulantes. El
estudio longitudinal se realizé a los 10 dias teniendo en
cuenta que las citocinas plasmaticas tienen una vida media
corta, que los valores de expresion de las moléculas de
adhesion endoteliales solubles dependen del grado de
activacion del endotelio por accién de las mismas, y que la
evolucién de la Al es generalmente rapida y satisfactoria.
Este periodo de tiempo permitid evaluar los valores de las
moléculas de adhesién endoteliales solubles en el momento
del diagnéstico y después de 10 dias en caso de que exis-
tiera recuperacion del flujo sanguineo coronario.

La evolucion rapida y satisfactoria de los enfermos con Al
que requerian las mediciones de estas moléculas a los 10
dias de evolucion, asi como los criterios de exclusion
necesarios para este estudio, determinaron que sélo 11
enfermos con diagnostico de Al fueran incluidos en el
estudio.

Esta investigacion fue aprobada por los comités de ética de
ambas instituciones participantes, de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki'®.

El suero fue separado por centrifugacion y almacenado a -
80 °C. No se utilizaron muestras lipémicas, hemolizadas o
turbias ni previamente descongeladas. Las concentraciones
séricas de ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina se midieron
mediante estuches comerciales de enzimoinmunoanalisis
(ELISA, R&D Systems, Reino Unido) y se llevaron a cabo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ensayo se
realizd por triplicado para cada muestra. Los 6 estandares y
el suero control se midieron por duplicado. La sensibilidad fue
2 ng/ml (10 ng/ml) a una dilucion de 1/50;

0. 35 ng/ml (7 ng/ml) y 0,1 ng/ml (2 ng/ml) a una dilucién
de 1/20 para VCAM-1, ICAM-1 vy E-selectina,
respectivamente. La precision intraensayo tuvo un coeficiente
de variacion de 4,6, 4,9y 4,7% para ICAM-

1, VCAM-1 y E-selectina, respectivamente. La precision
interensayo tuvo un coeficiente de variaciéon de 7,4, 8,9 y
7,4% para ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina, respectivamente.

Las concentraciones séricas de CK, CK-MB y TGO se
midieron mediante estuches comerciales (Laboratory
Biomedical S.A. de C.V. LABISA,
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Tecnodiagnostics) de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes.

Analisis estadistico

Todos los valores fueron expresados en media *
desviacion estandar (X + DE). La evaluaciéon estadistica de
las diferencias entre ambos grupos de pacientes y entre cada
uno de los grupos con los controles se realizd mediante el
test de la t de Student para datos no apareados. El estudio
longitudinal (concentraciones en el momento de la admision y
10 dias después) en ambos grupos de pacientes se
analizaron mediante el test de la t de Student para datos
apareados.

Las comparaciones de los valores de las moléculas de
adhesion endoteliales de los pacientes con concentraciones
normales y elevadas de las enzimas cardiacas, y de los
valores de las moléculas con los cambios
electrocardiograficos en pacientes con IAM sin y con
alteraciones de la onda Q, se efectuaron también mediate el
test de la t de Student para datos no apareados. Las
correlaciones entre las concentraciones de CK- MB y de TGO
y las moléculas de adhesion fueron analizadas mediante un
analisis de regresion lineal por el método de coeficientes de
correlacién de Pearson y Spearman para los pacientes con
IAM y pacientes con Al, respectivamente.

RESULTADOS

En el IAM se observé un significativo incremento de ICAM-
1 y VCAM-1 en el momento de la admision y 10 dias
después, comparado con los controles normales. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de E-selectina respecto a los sujetos sanos.
Por otro lado, los pacientes con Al presentaron un incremento
significativo de las concentraciones solubles de E-selectina y
VCAM-1 en el momento de la admisién y 10 dias después.
También se observaron valores elevados de la concentracion
de ICAM-1, pero los valores no revelaron diferencias
significativas en relaciéon con los sujetos control (tabla 1; figs.
1-3).
El estudio longitudinal de los pacientes con IAM no puso de
manifiesto diferencias significativas. En los
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pacientes con Al se aprecié una disminucién significativa en
la concentracion de VCAM-1 después de los 10 dias de
admisién, pero no se encontraron modificaciones
significativas en las concentraciones de E-selectina e ICAM-1
(tabla 1).

La comparacion entre ambos grupos de pacientes reveld que
las concentraciones de VCAM-1 e ICAM-1, tanto en el
momento de la admision como 10 dias

el momento del ingreso y a los 10 dias.

después, no presentaban diferencias significativas, pero si
existid un significativo incremento en la concentracién de la
molécula de E-selectina en los pacientes con Al en el
momento de la admisién y 10 dias después respecto a los
pacientes con IAM (tabla 1).

No se aprecid ninguna relacion entre los valores de las
moléculas de adhesién endoteliales, las alteracio-
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Fig. 3. Concentraciones de ICAM-1 en el \
momento del ingreso y a los 10 — )
dias.
TABLA 2. Comparacién de los valores de moléculas de
adhesion endoteliales y el estado electrocardiografico de ;
DISCUSION

la onda Q en el infarto agudo de miocardio
Infarto agudo de miocardio

Con alteracion de la onda Q

Moléculas de Sin alteracién de laonda Q (n =

adhesion (n=22) 10)
Diagnéstico 10 dias Diagnéstico 10 dfas
VCAM-1 22,5%13,3 24,7 £15,2 30,8 £16,2 27,7%10,9
E-selectina  3,8%1,6 3,2+1,1 3,51,5 3,313
ICAM-1 27,0 12,5 29,6 £9,2 30,2 £12,5 28,5 8,1

Los valores expresan la media * DE (ng/ml).

nes de las enzimas cardiacas (CK-MB y TGO) y los cambios
electrocardiograficos (tablas 2-4).

Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de
valores elevados de ICAM-1 y VCAM-1 soluble en pacientes
con IAM, tanto en el momento de la admisién como 10 dias
después. Se observo un patrén caracteristico de liberacion de
estas moléculas de adhesion: inicialmente estas moléculas se
elevaron en la fase aguda del dafo isquémico miocardico,
momento en que el flujo sanguineo coronario esta disminuido.
Sin embargo, el patron de E-selectina durante el seguimiento
longitudinal difiri6 del patréon anteriormente descrito para las
moléculas ICAM-1 y VCAM-1, ya que no revel6 diferencias
significativas comparado con los valores normales en el
momento de la admision y 10 dias después, a pesar de la
persistencia de los valores incrementados de ICAM-1 y
VCAM-1. En los pacientes con Al se obtuvieron valores
elevados de

TABLA 3. Comparacion entre los valores de las moléculas de adhesion endoteliales y los resultados de las enzimas

cardiacas en la angina inestable

Moléculas de adhesion

Angina inestable

Transaminasa glutamicooxalacética CK-MB
Elevadas (n = 2) Normales (n = 9) Elevadas (n = 2) Normales (n » 9)
Diagnéstico 10 dfas Diagnéstico 10 dias Diagnéstico 10 dfas Diagnéstico 10 dfas
VCAM-1 36,7+13,4 33,8%9,3 34,6+19,8 24,4 ¥13,2 36,7 £13,4 33,8%9,3 34,6+19,8 24,4%13,2
E-selectina 4,4%0,7 3,9%0,3 59%24 50%24 4,4 20,7 39%0,3 59%24 5,024
ICAM-1 222+84 235%22 26,6 £3,4 24,9%10,6 222+8,4 235%22 26,6 £21,1 24,9 £10,6

Los valores expresan la media * DE (ng/ml).
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TABLA 4. Comparacion entre los valores de moléculas de adhesion endoteliales solubles y los resultados de las enzimas

cardiacas en el infarto agudo de miocardio

Moléculas de adhesitn

Infarto agudo de miocardio

Transaminasa glutamicooxalacética CK-MB
Elevadas (n - 20) Normales (n = 12) Elevadas (n = 24) Normales (n = 8)
Diagnéstico 10 dias Diagnéstico 10 dfas Diagnéstico 10 dias Diagnéstico 10 dias
VCAM-1 24,0143 25,6 4,7 21,3+13,6 23,7 13,2 23,4144 25,0 14,7 23,72 13,5 2491238
E-selectina 3,9%1,6 3,2#1,1 3614 3,2%1,2 3,8%1,6 31%1,1 34%1,1 3,2%1,2
ICAM-1 27,5123 30,0£9,1 26,8+9,2 30,6 £8,7 27,4121 29,8+9,0 27,1£10,6 29,0 £8,0

Los valores expresan la media * DE (ng/ml).

VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina en el momento de la admision
y 10 dias después, pero los valores obtenidos de ICAM-1 no
demostraron diferencias significativas respecto a los
controles normales y a los pacientes con IM.

ICAM-1

Con anterioridad se ha comunicado la existencia de
valores elevados de ICAM-1 en el IAM™'®"° y en la Aji?,20-22
dn un estudio reciente se comunicé que pacientes con IAM
presentaron concentraciones elevadas de ICAM-1 y E-
selectina en la circulacion periférica, pero los valores de E-
selectina alcanzaron sus valores maximos entre las 4 y las 6
h posteriores a la admision, retomando a sus valores basales
alas 24 h'. Los estudios in vitro también han demostrado
diferencias en la cinética de la expresion endotelial de la E-
selecti- na e ICAM-1%. Sin embargo, otros estudios no han
encontrado un incremento de la E-selectina en el IAM'®"".

La activaciéon de la microcirculacion es el principal
componente de la respuesta inflamatoria. El endotelio
vascular desarrolla y expresa moléculas que inician la
inmigracion local de leucocitos®-?*. La molécula ICAM-1
puede ser liberada (especifica e inespecifica- mente) por el
tejido dafiado o inflamado, como consecuencia de una
proteolisis inespecifica®®. Esta observacion podria explicar los
valores elevados de ICAM-1 en pacientes con sindrome
coronario agudo y sus concentraciones mas elevadas en el
IAM.

VCAM-1

VCAM-1 es expresada por el endotelio arterial en las
lesiones ateroscleréticas tempranas en un modelo
experimental de aterosclerosis en conejo (conejo Watanabe),
y podria ser responsable de la atraccién de las células
mononucleares que desarrollan la lesién aterosclerdtica'.
Otros autores han demostrado con anterioridad que VCAM-1
es expresada ampliamente sobre células endoteliales de
arterias ocluidas durante la aterosclerosis acelerada®. La
aterosclerosis coronaria es la causa mas frecuente de
enfermedad cardiaca

142 Rev Esp Cardiol 2003;56(2):137-44

por isquemia y la rotura de las placas por trombosis es la
principal causa de los sindromes coronarios agudos, como
Al, 1AM y muerte subita®®. Estas observaciones podrian
explicar la elevada concentracion de VCAM-1 en los
sindromes coronarios agudos y la existencia de una
significativa disminucién en las concentraciones séricas de
esta molécula 10 dias después en la Al, cuando el flujo
sanguineo coronario ha mejorado.

E-selectina

Nuestros resultados demuestran un significativo in-
cremento de la concentracién de E-selectina en el grupo de
pacientes con Al en el momento de la admisién y 10 dias
después. La E-selectina es particularmente interesante
debido a que se encuentra soélo en el endotelio activado, en
contraste con otras moléculas de adhesién, que tienen una
distribucion tisular mas amplia. La demostracion de E-
selectina soluble en la sangre se puede considerar, por tanto,
una evidencia concluyente de activacion endotelial. Esta
molécula de adhesion es biolégicamente activa mediando la
adhesion de neutréfilos a la superficie endotelial, asi como de
monoacitos, eosindfilos, basdfilos y células natural-killer®-%. La
E-selectina facilita la fase temprana de adhesion de los
polimorfonucleares a la célula endotelial, constituyendo un
marcador sérico temprano de la respuesta inflamatoria y
promoviendo el dafio celular por isquemia®®®'. Episodios de
isquemia breve durante la angio- plastia coronaria permiten el
estimulo soluble capaz de inducir la expresion de integrinas
en el neutréfilo®®®, y también se ha observado en estudios
realizados en pacientes con Al que la aparicion del dolor
toracico después de las 48 h de la angiografia coronaria esta
relacionada con valores significativamente mas altos de
activacion del neutrdéfilo, sugiriendo que el grado de
activacion esta relacionado con proximos episodios de angina
en reposo’.

Por otra parte, las concentraciones de interleucina-1 beta
(IL-IB) se han encontrado elevadas en los pacientes con
enfermedad cardiaca isquémica, en particular en aquellos
con enfermedad arterial coronaria minima y angina*. La
funcién precisa de la IL-1( en la enfer-
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autores para otros marcadores séricos relacionados con
el diagndstico y prondstico del mismo®*® y con la evidencia
de que elevaciones especificas de los valores de E-
selectina podrian indicar activacién o dafio del endotelio
como componente particular de un proceso patologico
determinado®.

ENDOTELIO

Flujo sanguineo disminuido

CIRCULACION
Respuesta inflamatoria |

] 4 | ¢ |
v vl
Acontecimiento isquémico o——* Activacion endotelial CONCLUSIONES
| I [ [, Nuestro estudio sugiere que los valores elevados de la
| - PMN activacior | . .. . . .

pcHvacion molécula de adhesién endotelial E-selectina medida en el
v ‘ momento de la admisién y dias mas tarde podria ser un
Sobreexpresion de marcador para la Al y ser util en el diagnéstico diferencial con

Liberacion de E-selectina

E-selectina en
en la circulacion

. células endoteliales el IAM para complementar la informacion de las pruebas
| t convencionales. No obstante, se requieren otros estudios
t—— Incremento de IL-1p ——— . .

’ que proporcionen una mayor claridad sobre el valor real de

- J las concentraciones incrementadas de E-selectina en el
diagndstico de la Al y su diagnéstico diferencial con el 1AM,
asi como su correlacién con otros marcadores séricos de
conocido valor en el diagndstico del sindrome coronario
agudo, como la PCR y la troponina T, lo que podria propor-
cionar de un instrumento de valor en el prondstico de los

pacientes con enfermedades coronarias.

Fig. 4. Mecanismo secuencial en el que se observa como una reac-
cion de activacion endotelial podria prolongar los elevados valores
de E-selectina soluble en la sangre.

medad arterial coronaria permanece indeterminada, pero
durante la respuesta inflamatoria, las células endoteliales
expresan E-selectina en respuesta a la IL-1**-%. Teniendo
en cuenta estas evidencias, los episodios isquémicos
podrian actuar como desencadenantes de un mecanismo
secuencial representado por la activacion endotelial con
expresion de E-selectina y su liberacién a la sangre,
valores incrementados de IL-1 p que promueven la
expresion de E-selectina por las células endoteliales y
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