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Resumen: Diferentes enfermedades pulmonares como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) y el dafio pulmonar agudo ocasionado por endotoxemia, se caracterizan por tener
un proceso inflamatorio asociado, el cual contribuye a la disfuncidn de las vias aéreas. Actualmente,
el tratamiento del asma se basa principalmente en la administracion de corticosteroides inhalados
Jjunto con agonistas B, adrenérgicos. En el caso de la EPOC, diversos ensayos clinicos han mostrado
la ineficacia de estos grupos farmacoldgicos y alin no existe una terapia adecuada para su trata-
miento; ademas, son de sobra conocidos los numerosos efectos secundarios que puede ocasionar
el tratamiento crénico con corticosteroides. Por ello, existe un creciente interés en la busqueda de
nuevos farmacos antiinflamatorios para estas enfermedades. Desde hace algunos afios, nuestro grupo
de investigacion se ha centrado en el estudio del efecto de los inhibidores de la fosfodiesterasa-4
(PDE4), de los antagonistas de algunas moléculas de adhesion y de los macrdlidos sobre la acumula-
cién leucocitaria. Mediante microscopia intravital, técnica que permite evaluar in vivo los procesos de
infiltracion leucocitaria, junto con estudios inmunohistoquimicos y citometria de flujo, hemos podido
investigar parte del mecanismo por el cual estos grupos farmacoldgicos podrian mejorar la disfuncién
de las vias aéreas. Recientemente, en nuestro laboratorio hemos puesto a punto una técnica in vitro,
la camara de flujo, que nos permite evaluar el efecto de diversos farmacos en las mismas circunstan-
cias que estudia la microscopia intravital, pero utilizando endotelio y leucocitos humanos.

Palabras clave: Leucocito — Endotelio — Vias aéreas — Microscopia intravital — Moléculas de adhe-
sion.

Introduccién

Diversas enfermedades pulmonares, como
el asma, la enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica (EPOC) y el dafio pulmonar agudo
ocasionado por endotoxemia, se caracterizan
por tener un proceso inflamatorio asociado,
el cual contribuye a la disfuncién de las vias
aéreas. En el asma existen numerosas evi-
dencias que sugieren la participacién directa
de los eosindfilos infiltrados en el exceso de
secrecion mucosa y la disfuncién de las vias

aéreas asociada a esta enfermedad, mediante
la secrecion de proteinas téxicas contenidas
en sus granulos y de diferentes mediadores
inflamatorios.! Asi, existe una acumulacion
peribronquial de leucocitos, principalmente
eosinofilos y linfocitos; estos dltimos, con la
produccién de citocinas Th2, como las inter-
leucinas (IL) 4, 5y 13, median la acumula-
cién y la activacién de los eosinofilos.?

Por otro lado, una de las caracteristicas co-
munes entre los pacientes sépticos y los mo-
delos animales de sepsis es que, independien-
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temente del érgano en que se origine la sepsis,
son los pulmones los primeros en fallar.® El se-
cuestro de neutréfilos por la microcirculacion
pulmonar y su activacién parecen constituir un
evento clave en el dafio pulmonar agudo. En
este caso son los neutréfilos, cuando se acti-
van, la fuente de proteasas, especies reactivas
de oxigeno (ROS) y mediadores inflamatorios
que pueden contribuir al dafio tanto del endo-
telio como del epitelio alveolar.*

Finalmente, la EPOC también se caracte-
riza por una progresiva e irreversible disminu-
cién de la funcién pulmonar asociada a una
anormal respuesta inflamatoria de las vias res-
piratorias ante particulas nocivas. En general,
los pacientes presentan como caracteristica
dominante bronquitis crénica o enfisema debi-
do a la destruccién y el colapso de los alvéolos
terminales. En la actualidad se considera a la
EPOC como una enfermedad inflamatoria pul-
monar de tipo neutrofilico, que se perpetua, en
gran parte, por los macréfagos, las células epi-
teliales y posiblemente los linfocitos T CD8+,
por lo que es completamente diferente a la in-
flamacién que se observa en los asmaticos.®

El endotelio vascular forma una barrera acti-
va entre el torrente sanguineo y el espacio extra-
vascular, el cual participa en la regulacién del
trafico leucocitario y en el transporte de macro-
moléculas hacia el compartimiento extravascu-
lar.68 Una de las primeras etapas del proceso
inflamatorio la constituye la interaccién de los
leucocitos y el endotelio inducida por diferen-
tes estimulos, que da lugar a la extravasacion
leucocitaria hasta el foco inflamado. Estas inte-
racciones son particularmente importantes en
la microcirculacién pulmonar, ya que el pulmén
es considerado un érgano muy sensible al dafio
que se produce como consecuencia de estos
procesos.’ Tales acontecimientos estan media-
dos por la interaccién, de manera concertada,
de las moléculas de adhesion (MAC) presentes
en el endotelio vascular con sus correspondien-
tes ligandos en la célula leucocitaria.®1%!! El
proceso se inicia por una interacciéon débil y
transitoria denominada rodamiento; el roda-
miento y la liberacién de factores quimiotac-
ticos provoca la activacién leucocitaria, a con-
tinuacién se produce la adhesion firme al en-
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dotelio y, finalmente, la migracién leucocitaria,
que puede ser paracelular o transcelular.®811.12
Las MAC se dividen en varias subfamilias en
funcién de su estructura; entre las que parti-
cipan en las interacciones leucocito-endotelio
encontramos a las selectinas, las integrinas, las
sialomucinas y las tipo inmunoglobulina.®&1!!

Por consiguiente, un posible blanco de ac-
tuacion para inhibir o detener el desarrollo de
la disfuncién de las vias aéreas pasa por en-
tender el proceso inflamatorio asociado a cada
una de estas enfermedades. De esta forma, si
se controla el proceso inflamatorio en los es-
tadios iniciales de la enfermedad, impidiendo
la acumulacién de las principales células leu-
cocitarias implicadas, se podran llevar a cabo
nuevas estrategias terapéuticas. Ademas, en el
caso de la EPOC, diversos ensayos clinicos han
mostrado la ineficacia de los corticosteroides
y alin no existe un tratamiento adecuado para
ella,'31® y por otro lado son de sobra conocidos
los numerosos efectos secundarios que puede
ocasionar la administracién crénica de corti-
costeroides. Por ello, existe un creciente inte-
rés en la busqueda de nuevos farmacos antiin-
flamatorios para el tratamiento de la patologia
pulmonar. Desde hace algunos afios, nuestro
grupo de investigacién se ha centrado en el es-
tudio y el mecanismo de accién de la actividad
antiinflamatoria de los inhibidores de la fosfo-
diesterasa-4 (PDE4), de los antagonistas de
algunas moléculas de adhesién y de los macré-
lidos como posibles alternativas terapéuticas
para la disfuncién de las vias aéreas asociada
a diversas enfermedades pulmonares.l”2° En
este capitulo describiremos algunos de los nue-
vos modelos funcionales, tanto in vivo como in
vitro, que hemos empleado para tal fin.

Material y métodos

Modelos in vivo: microscopia intravital

Las preparaciones experimentales utilizadas
en estos estudios son similares a las descritas
previamente!”?! para el estudio de la infiltra-
cion leucocitaria en la microcirculaciéon mesen-
térica de la rata o en el cremaster del ratén.
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Los animales son anestesiados y sus arterias
carétidas derechas canuladas para monitorizar
la presion arterial media (PAM) con un trans-
ductor de presién. Un segundo catéter se in-
troduce en la vena yugular izquierda para per-
mitir la administracién intravenosa de distintas
sustancias (anestesia, farmacos o anticuerpos
monoclonales). Segln el caso, una porcién de
la microcirculacién mesentérica de la rata o del
cremaster del raton se exterioriza sobre un so-
porte y se coloca en un pedestal transparente
que permite la transiluminacion de un éarea de
2 cm? de tejido. El territorio vascular expuesto
es perfundido continuamente con una solucién
tampon bicarbonatada a 37 °C y a un pH de
7,4. La preparacion se observa con un micros-
copio ortostatico, y con la ayuda de una cama-
ra de video montada sobre él se proyectan las
imagenes en un monitor a color y se graban en
un magnetoscopio para su analisis posterior.

Para realizar el estudio se seleccionan vé-
nulas de 25 a 40 pm de diametro. Para la
medida del didmetro vascular se emplea un
video caliper, y la velocidad de los glébulos ro-
jos (V, ) en el torrente sanguineo se determina
utilizando un optical Doppler velocimeter. El
flujo sanguineo medio se determina mediante
la aplicacién de diversos célculos matemati-
cos, al igual que el shear rate.

El numero de leucocitos en fase de roda-
miento, adheridos y emigrados se determina
posteriormente mediante andlisis de las ima-
genes grabadas en video. Se define un leuco-
cito en fase de rodamiento cuando se mueve
a una velocidad menor que la de los eritroci-
tos en el torrente circulatorio. La velocidad de
rodamiento (V,, ) se determina calculando el
tiempo requerido por un leucocito en fase de
rodamiento para recorrer 100 pm de micro-
vaso, y se expresa en pm/s. El flujo de leuco-
citos en fase de rodamiento se calcula deter-
minando el ndmero de leucocitos que cruzan
un punto de referencia en el vaso durante un
minuto. Un leucocito se define como adherido
al endotelio vascular si permanece estaciona-
do durante 30 segundos o mas. La adhesién
leucocitaria se expresa como el nimero de
leucocitos adheridos por 100 pm de vaso, y
la migracién leucocitaria como el nimero de

glébulos blancos emigrados por campo visual
rodeando la vénula en estudio.

MEDIDA DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR

Con la microscopia intravital también se
puede medir la extravasaciéon plasmatica en
las vénulas poscapilares del mesenterio de
la rata o del creméaster del ratén.?® Median-
te la administracién intravenosa de albumina
bovina marcada con FITC (25 mg/kg) y utili-
zando una camara de fluorescencia se puede
determinar la fluorescencia tanto en el espa-
cio intravascular como en el extravascular. La
imagenes se analizan posteriormente con un
sistema de andlisis de imagenes. El indice de
alblimina extravasada, expresado en porcenta-
je, se determina mediante el siguiente célculo
matematico: indice de permeabilidad =(media
de la fluorescencia en el intersticio — ruido de
fondo)/(media de la fluorescencia en el vaso
— ruido de fondo ) x 100%.

HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

La arcada del mesenterio o del cremaster
en que se han realizado las diferentes me-
didas puede fijarse con paraformaldehido u
otros reactivos, incluirse en parafina y seccio-
nar muestras de 4 uym de espesor. Se puede
realizar un estudio histolégico, mediante tin-
cién con hematoxilina/eosina, encaminado a
determinar el subtipo de leucocito que inte-
racciona con el endotelio, o bien se pueden
realizar estudios inmunohistoquimicos utili-
zando anticuerpos especificos, encaminados
a determinar la expresion de moléculas de ad-
hesion, citocinas y quimiocinas por la accién
de diferentes estimulos.

Modelos in vitro

ESTUDIOS CON CELULAS ENDOTELIALES OBTENIDAS
A PARTIR DE VENA DE CORDON UMBILICAL HUMANO
(HUVEC)

1) Obtencién de HUVEC
Para la obtencién de HUVEC se emplean
cordones umbilicales de menos de 12 ho-
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ras desde el parto, siguiendo un protoco-
lo previamente descrito.2’ En el momento
en que llegan a confluencia, tras el primer
pase, ya estan preparadas para realizar los
diferentes protocolos experimentales.

2) Medida de la expresién de MAC en HUVEC
Las células son incubadas con medio
(control) o con diferentes estimulos a di-
ferentes concentraciones y durante distin-
tos tiempos. En algunos experimentos, las
células se emplean para la extraccién de
RNA mensajero (RNAm) y se determina
la expresion de éste en las distintas MAC
en estudio por técnicas de RT-PCR semi-
cuantitativa.?® Para la determinacién del
aumento de expresion de la proteina, los
cultivos de HUVEC se dejan crecer hasta la
confluencia en placas de 96 pocillos. Tras
aplicar los diversos estimulos en presencia
0 ausencia de los farmacos en estudio, la
expresion en la superficie celular de la MAC
se realiza por ELISA siguiendo un protocolo
descrito previamente.?°

3) Medida de la adhesién estética de leucoci-
tos a HUVEC
El subtipo de leucocito en estudio, neu-
tréfilo, eosinéfilo o mononuclear, es aislado
de sangre periférica humana segln proto-
colos ampliamente utilizados.?%2223  Por
otro lado, las HUVEC se cultivan en mono-
capa y se incuban con distintos estimulos
en presencia o ausencia de los farmacos en
estudio. Los leucocitos se afiaden a las cé-
lulas y, transcurridos 30 minutos, se lavan
los pocillos para eliminar los leucocitos no
adheridos. Las células adheridas se lisan
y se cuantifican determinando la actividad
mieloperoxidasa (MPQO) para neutréfilos y
mononucleares, o epoperoxidasa (EPO) si
se trata de eosindfilos. EI nimero de leu-
cocitos adheridos por mm? de monocapa
de HUVEC se calcula por extrapolacién a
partir de una curva patrén.20.24

4) Medida de la interaccion leucocito-endote-
lio mediante un modelo dinamico in vitro

Las células endoteliales se dejan crecer

hasta la confluencia tras un solo pase, se
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tripsinizan y, de nuevo, se dejan crecer du-
rante 24-48 horas en una placa de 35 mm
de didmetro sobre una base de fibronectina.
Tras la estimulacién de las HUVEC en pre-
sencia o ausencia de los farmacos en estu-
dio y por el tiempo establecido, se sigue un
proceso similar al descrito previamente.??
Brevemente, la camara de flujo Glycotech
se ensambla y se dispone sobre un mi-
croscopio invertido de contraste de fases,
el cual permitird observar la monocapa de
células endoteliales. Seguidamente se pro-
cede a la perfusién de una suspensién de
leucocitos, previamente aislados, o de san-
gre entera durante 5 minutos, gracias a una
jeringa conectada a una bomba Harvard
que permite regular la velocidad de flujo,
pudiendo mimetizar las condiciones del
territorio vascular en estudio. Transcurrido
este tiempo, con ayuda de una cdmara de
video conectada a un monitor, se procede
a la determinacion del nimero de leucoci-
tos en fase de rodamiento, adheridos y, en
algunos casos, emigrados. Posteriormente,
si se perfunde sangre entera, la placa se
seca, fija y tifie para realizar el recuento
diferencial del subtipo de leucocito que
ha interaccionado con el cultivo celular.
El nimero de células se expresa por mm?
de monocapa de HUVEC. Esta técnica es
mucho mas adecuada que la descrita con
anterioridad, ya que reproduce mas ade-
cuadamente las condiciones fisiolégicas.

MEDIDA DE LA EXPRESION DE MAC EN LA SUPERFICIE
LEUCOCITARIA POR CITOMETRIA DE FLUJO

La expresion de MAC en la superficie
leucocitaria se realiza en sangre entera. Las
muestras de sangre citratada (100 pl) se incu-
ban con los farmacos en estudio a la concen-
traciéon deseada durante 20 minutos a 37 °C.
Posteriormente se aplica el estimulo durante
el tiempo establecido y a continuacion se afia-
de el anticuerpo monoclonal frente a la MAC a
determinar, marcado con un determinado fluo-
rocromo, y se incuba durante otros 20 minutos
mas en hielo y a oscuras. Transcurrido este
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tiempo, los gldbulos rojos se lisan y la muestra
se fija en un sistema EPICS Q-PREP (Coulter
Electronics). Posteriormente, todos los anali-
sis se realizan en un citémetro de flujo EPICS
XL-MCL (Beckman-Coulter), tal como se ha
descrito previamente.!?:20

Resultados

En este apartado mostraremos algunos de
los resultados obtenidos con los modelos de
inflamacién descritos.

Efecto de TR14035 sobre la inflamacion
pulmonar inducida por ovoalbumina en rata

TR14035 es un antagonista de dos molé-
culas de adhesion, o, y o, y su efecto fue

evaluado en un modelo experimental de asma
alérgica en ratas Brown Norway (BN). Los
animales fueron sensibilizados (SZ) o no (NS)
con ovoalbimina (OVA) y 21 dias después ex-
puestos al antigeno o a salino y divididos en
cuatro grupos: control negativo (vehiculo +
salino; NS), control positivo (vehiculo + anti-
geno inhalado; SZ) y tratados con el farmaco
(NS + TR14035y SZ + TR14035). TR14035
(3 mg/kg) se administrd por via oral una hora
antes y cuatro horas después de la exposicién
al antigeno o a solucién salina fisiolégica. Los
animales SZ no tratados mostraron un claro
incremento en la hiperreactividad pulmonar a
la 5-hidroxitriptamina (5-HT) respecto al gru-
po NS y no tratado (Fig. 1A). Ademés, no se
hallaron diferencias en este parametro entre
los grupos NS tratados o no con TR14035.
Sin embargo, la administracién de este farma-
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Figura 1. Efecto de TR14035 sobre (A) la hiperreactividad pulmonar (Rp) a la 5-hidroxitriptamina (5-HT), (B)
la infiltracion eosinofilica en el lavado broncoalveolar (BAL), (C) la actividad epoperoxidasa en el BAL (EPO),
(D) la infiltracidn linfocitaria en el BAL y (E) la concentracion de IL-4 en el BAL de ratas no sensibilizadas (NS)
y sensibilizadas (SZ), sometidas a exposicion al antigeno. Los resultados se expresan como media + ESM, n =
7 animales por grupo. *p <0.05 relativo a ratas NS; *p <0.05 relativo a ratas SZ. (F) Efecto de TR14035 sobre
la adhesion leucocitaria en las vénulas poscapilares mesentéricas de la rata inducida por IL-4. Los resultados
se presentan como media + ESM, n = 7-8 animales por grupo. **p <0.01 relativo al grupo de solucién salina;

*p <0.01 relativo al grupo que recibié IL-4.
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co a ratas SZ redujo la hiperreactividad pul-
monar a la b-HT a los valores encontrados en
los animales NS (Fig. 1A). Seguidamente se
procedi6é al recuento leucocitario diferencial
en el lavado broncoalveolar (BAL) de los dis-
tintos grupos a las 24 horas de la exposicién
al antigeno. Se observaron aumentos signi-
ficativos en el nimero de eosindfilos, EPO y
linfocitos en el grupo de animales SZ no tra-
tados respecto al grupo NS (Fig. 1B, C y D).
La administracién de TR14035 a animales SZ
redujo estos parametros en un 64%, 69% y
88%, respectivamente (Fig. 1B, C y D). Ade-
mas, los animales SZ no tratados mostraron
un incremento significativo del contenido de
IL-4 en el BAL, que no se redujo significativa-
mente tras la administracion del farmaco (Fig.
1E). Debido a que la actividad antiinflamato-
ria mostrada por TR14035 probablemente es
consecuencia de la inhibicién de la interac-

cién de las integrinas o, con la VCAM-1 (vas-
cular cell adhesién molecule-1), procedimos a
evaluar con microscopia intravital el efecto de
este farmaco en la microcirculacién mesen-
térica de la rata. La IL-4 induce un aumento
selectivo de la expresion de VCAM-1 en el en-
dotelio, y también de la P-selectina mediante
un mecanismo transcripcional.?® La inyeccién
intraperitoneal de IL-4 (0,2 pg/ml) causé un
aumento significativo en la adhesién leucoci-
taria a las 24 horas de su administracion (Fig.
1F). El tratamiento con TR14035 redujo esta
respuesta a valores basales (Fig. 1F).

Efecto de distintos inhibidores de la PDE4
sobre la adhesion leucocitaria y la expresion
de distintas MAC

En otro trabajo realizado por nuestro grupo
de investigacién, llevamos a cabo una serie de
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Figura 2. Efecto de distintos inhibidores de la PDE4 (roflumilast, roflumilast N-6xido, rolipram y cilomilast)
sobre la adhesién de neutrdfilos humanos a HUVEC estimuladas con TNF-o. (A), aumento de RNAm de E-
selectina (B) y E-selectina (C) en HUVEC estimuladas con TNF-o. en presencia de un inhibidor de la PDE3
(motapizona), y sobre el aumento de la integrina CD11b en neutrdfilos humanos estimulados con fMLP (D).
Los resultados se presentan como media + ESM, n = 4-6 muestras por grupo.
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estudios in vitro con células humanas. En pri-
mer lugar comparamos la potencia de distin-
tos inhibidores de la PDE4 en la adhesion de
neutréfilos a HUVEC estimuladas con TNF-o.
(0,3 ng/ml) durante 3 horas. Como podemos
observar en la Fig. 2A, todos los inhibidores
de la PDE4 inhibieron, de forma dependien-
te de la concentracién, la adhesién de neu-
tréfilos @ HUVEC estimuladas con TNF-o. El
roflumilast N-éxido fue tan potente como el
roflumilast, pero mas potente que el rolipramy
el cilomilast (Fig. 2A). Seguidamente procedi-
mos a evaluar el efecto del roflumilast N-éxido
sobre el aumento del RNAm de la E-selectina
inducido por el TNF-o (30 pg/ml). Compro-
bamos que inhibia dicho aumento de forma
dependiente de la concentracion en presencia
de un inhibidor de la PDE3 como la motapi-
zona (10 uM) (Fig. 2B). Cuando se compard
el efecto de los cuatro inhibidores de la PDE4
sobre el aumento de la expresién de E-selecti-
na en las HUVEC estimuladas con TNF-q, tan-
to el roflumilast como el roflumilast N-6xido
fueron mas potentes que el rolipram y el ci-
lomilast (Fig. 2C). Finalmente, investigamos
el efecto de estos farmacos sobre el aumento
de la expresién de la integrina CD11b en neu-
tréfilos humanos estimulados con fMLP en un
protocolo con sangre entera. Al igual que en
los casos anteriores, todos los inhibidores de
la PDE4 probados inhibieron este pardmetro
de forma dependiente de la concentracién, y
todos resultaron equieficaces, ya que la maxi-
ma inhibicién de esta respuesta oscilé entre
el 65% y el 75% (Fig. 2D). En este caso, el
roflumilast, el roflumilast N-éxido y el rolipram
mostraron una potencia similar, muy superior
a la del cilomilast (Fig. 2D).

Discusion

Diversos estudios ya demostraron que la
administraciéon de anticuerpos neutralizantes
de la integrina o, mejoraban diversos aspectos
de la fase tardia de la respuesta alérgica de las
vias aéreas, como la infiltracién de células in-
flamatorias o la hiperreactividad bronquial,?-?”
haciendo de la interacciéon a,,/VCAM-1 una

atractiva diana terapéutica para el desarro-
llo de nuevos farmacos antiasmaticos. En
un primer estudio comprobamos que la ad-
ministracién oral del compuesto TR14035,
antagonista de bajo peso molecular y dual de
las integrinas o, y o, tanto en humanos
como en roedores, mejoraba claramente los
signos de disfuncién pulmonar en un modelo
experimental de asma alérgica. Los animales
SZ expuestos al antigeno mostraron un per-
sistente incremento de la hiperreactividad
pulmonar a la 5-HT y de la acumulacién de
eosinofilos, neutrofilos y linfocitos en el BAL a
las 24 horas de la exposicién al antigeno. La
administracion oral de TR14035 a estos ani-
males suprimié la hiperreactividad pulmonary
el nimero de eosinéfilos, neutréfilos y linfoci-
tos, asi como la actividad EPO. Sin embrago,
no afectd al incremento de la IL-4 en el BAL.
Ademas, TR14035 no afecté a la hiperreac-
tividad pulmonar basal, lo cual indica que no
parece comportarse como un relajante de la
musculatura lisa bronquial. Por otro lado, el
hecho de que no se inhiba totalmente la in-
filtraciéon eosinofilica puede explicarse por la
existencia de relaciones entre otras MAC dife-
rentes a la interaccion a,B,/VCAM-1, como la
de las integrinas B, con la ICAM-1. Otro inte-
resente hallazgo de este estudio fue la capa-
cidad de TR14035 de disminuir el contenido
de EPO en el BAL de los animales SZ, lo que
sugiere que este compuesto también podria
reducir la actividad eosinofilica. Por ultimo,
se empled microscopia intravital para exami-
nar el flujo leucocitario en la microcirculacion
mesentérica de la rata a las 24 horas de la
administraciéon de IL-4, ya que las interaccio-
nes leucocito-endotelio preceden a la acumu-
lacién de leucocitos que se puede detectar en
el BAL. Aunque lo mas correcto hubiese sido
efectuar estos experimentos en la microcircu-
lacién pulmonar, esta técnica aun no ha podi-
do ser desarrollada para la realizaciéon de este
estudio, por lo que en su lugar se seleccioné el
lecho mesentérico. Tampoco los modelos de
exposicién antigénica por inyeccion intraperi-
toneal son adecuados, ya que darian lugar a
una reaccioén anafilactica sistémica. A pesar
de ello, hoy dia se puede aplicar esta técnica
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con este tipo de protocolo si se realiza la expo-
sicién antigénica localmente, en el cremaéster
del ratén sensibilizado. Debido a que el anta-
gonista dual de las integrinas o3, /0,0, carecio
de efecto sobre el aumento en el contenido de
IL-4 en los animales SZ, y a que esta citocina
provoca un aumento selectivo de la VCAM-1
en el endotelio,?®> comprobamos que la admi-
nistracién oral de TR14035 podia inhibir la
adhesién y la migracién leucocitaria inducida
por IL-4. Los resultados de este trabajo su-
gieren claramente que el mecanismo adhesivo
gue involucra a las integrinas o, participa en
las respuestas fisiopatolégicas asociadas a la
inflamacién, la cual se desarrolla tras la expo-
sicién al antigeno en el modelo de asma alér-
gica en la rata Brown Norway.

En el segundo trabajo comprobamos, utili-
zando microscopia intravital, que la adminis-
tracién de un inhibidor de la PDE4 como el
roflumilast inhibia de manera dependiente de
la dosis las interacciones leucocito-endotelio a
las cuatro horas de la administracion de LPS y
la extravasacion plasmatica inducida por his-
tamina. Asimismo, observamos que el roflumi-
last inhibia in vivo el aumento de la expresion
de las selectinas P y E inducido por LPS. Con
el fin de poder extrapolar estos estudios a hu-
manos y comparar su potencia con la de otros
inhibidores de la PDE4, realizamos una serie
de experimentos complementarios in vitro con
HUVEC, neutroéfilos y sangre entera. El prin-
cipal metabolito de roflumilast, el roflumilast
N-éxido, redujo la adhesion de neutroéfilos a
las HUVEC, el aumento de la expresion de
CD11b en neutrofilos, la expresién endotelial
de E-selectina y el aumento de la permeabi-
lidad endotelial de forma dependiente de la
concentracién. Estos resultados sugieren que
la inhibicién de la adhesién de neutréfilos a
HUVEC estimuladas durante tres horas con
TNF-o parece deberse tanto a la disminucién
de la expresién endotelial de E-selectina como
de integrinas B, en la superficie leucocitaria.
La expresion de P-selectina en las HUVEC no
se puede medir adecuadamente, ya que se
pierde tras la realizacién del segundo pase
y en el primero su expresion es erratica. Por
otro lado, en células endoteliales, la actividad
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hidrolitica del AMPc reside fundamentalmente
en dos isoenzimas, PDE3 y PDE4, y por ello en
ocasiones hay que inhibir ambas para observar
el efecto sobre la funcién investigada. Esta es
la razén por la cual muchos de estos estudios
in vitro se han llevado a cabo en presencia de
motapizona, inhibidor selectivo de la PDE3,
que por si misma carece de efecto sobre la
adhesién de los neutréfilos a las HUVEC esti-
muladas con TNF-a, pero aumenta la eficacia
de los inhibidores de la PDE4. En general, el
roflumilast N-éxido y el roflumilast han resul-
tado mas potentes que el rolipram y el cilomi-
last en la mayoria de los estudios realizados
in vitro. Por consiguiente, el presente trabajo
demuestra la capacidad de los inhibidores de
la PDE4 para suprimir, tanto in vivo como in
vitro, las interacciones leucocito-endotelio y la
permeabilidad endotelial, procesos caracteris-
ticos de la respuesta inflamatoria crénica.
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DISCUSION

A. Bapia: ;Qué posible alternativa terapéutica
tendria una mayor aplicabilidad para perso-
nas con afecciones pulmonares?

M.J. Sanz: Para el tratamiento del asma y la
EPQOC, el roflumilast, un inhibidor de la fos-
fodiesterasa-4 que ya esta en fase Ill.

A.M. PLanas: Has mencionado que la IL-4 pro-
voca un aumento de VCAM-1; en cambio, yo
asociaba la IL-4 con la respuesta inflamato-
ria Th2.

M.J. Sanz: En una inflamacién neutrofilica, la
IL-4 es antiinflamatoria y equivalente a la
IL-10. En una inflamacion de tipo alérgico
es proinflamatoria, de modo que atrae eosi-
néfilos y mononucleares.

A.M. PLanas: Al contrario de lo que sucede en
el cerebro, en el caso que has expuesto los
eosindfilos desempefian un papel relevante y
supongo que provocan alguna respuesta en
la infiltracién de las demas células. ;jEs asi?

M.J. Sanz: No. En el asma, los primeros que
acuden son los neutréfilos. A diferencia de
lo que ocurre en el cerebro, los siguientes
son los linfocitos Th2, los cuales liberan
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IL-4 y IL-5, promoviendo la movilizacién de
eosindfilos desde la médula ésea hasta los
pulmones. Finalmente, los leucotrienos, las
proteinas catidnicas, entre otros, al ser libe-
rados de los eosinofilos, producen dafio en
las vias aéreas y broncoconstriccion.

A.M. Puanas: jEI endotelio puede responder
de forma distinta en funcién del érgano?

M.J. Sanz: Si, en las interacciones leucocito-
endotelio por angiotensina Il se acumulan
neutréfilos en el endotelio venular, mientras
que en el arteriolar sélo se han observado
mononucleares. En el caso del frans-resve-
ratrol, a dosis bajas inhibe la infiltracién leu-
cocitaria venular, pero no sucede lo mismo
en las arteriolas. Es necesario aumentar la
dosis para conseguir efectos antiaterégenos.
Incluso se han observado diferencias en las
quimiocinas, de modo que a dosis altas se
inhiben también aquellas quimiocinas que
afectan a la quimiotaxis de los leucocitos
mononucleares.

A.M. Puanas: Es un tema muy interesante,
porque cuando hay una dosis establecida
tendemos a utilizarla para otras aplicacio-
nes, y creo que deberiamos revisarlo.



