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RESUMEN: 

Muchos procesos que cursan con una respuesta inflamatoria anómala tienen en 
común una alteración de la regulación del sistema inmune y de las vías del stress. 
Dos vías de stress, el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal y el sistema nervioso simpá-
tico regulan la respuesta inmune a través de la liberación de glucocorticoides y nore-
pinefrina, respectivamente. La norepinefrina interacciona con receptores adrenérgicos 
(receptores α y β1) expresados en la superficie de las células implicadas en la res-
puesta inflamatoria. Sin embargo, la implicación real de la señalización por estos re-
ceptores, los subtipos comprometidos y los mecanismos a través de los cuales las 
catecolaminas son capaces de influenciar la respuesta inflamatoria, no han sido escla-
recidos. Datos preliminares de nuestro grupo evidencian que  agonistas α2 inhiben in 
vivo la acumulación de neutrófilos en un foco de inflamación, lo que sugiere que estos 
adrenoreceptores modulan la respuesta inflamatoria aguda. Durante el desarrollo de 
esta investigación se estudió la presencia de receptores α2 adrenérgicos en neutrófi-
los humanos y células endoteliales. Se determinó el efecto de los agonistas α2  sobre 
la respuesta inflamatoria in vivo mediante modelos animales. En modelos  in vitro se 
estudió  el efecto de los agonistas  adrenérgicos α2  sobre los  mecanismos molecula-
res que intervienen en las diferentes fases de la respuesta inflamatoria.  

En este trabajo presentamos datos que muestran que los PMN humanos expresan 
de forma constitutiva la subunidad α2A y las células endoteliales la α2B  de los recepto-
res adrenérgicos α2. Además, estos receptores adrenérgicos parecen jugar un papel 
importante en los procesos iniciales de la cascada de adhesión. Nuestros datos sugie-
ren  que la estimulación de los receptores adrenérgicos α2 hace a los neutrófilos me-
nos sensibles a la activación por citoquinas y quimioquinas, previniendo la disminución 
en superficie de selectina-L y el movimiento de CD11b, y a nivel endotelial, la activa-
ción del receptor adrenérgico α2  reduce la capacidad para sobreexpresar ICAM-1 en 
respuesta a TNF-α.  

Nuestros datos sugieren que los agonistas adrenérgicos α2  aumentan las interac-
ciones intercelulares en las HUVEC, pudiendo interferir en los procesos de extravasa-
ción de PMN que requieren, en su última fase, la relajación de las uniones interendote-
liales para permitir el paso de los leucocitos al foco inflamatorio.  Esperamos que este 
trabajo aporte los datos experimentales básicos para el desarrollo de nuevos fármacos 
agonistas α2 que puedan ser utilizados para la modulación de la respuesta inflamato-
ria patológica en humanos.  
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Abreviaturas: 

 

aa Aminoácidos. 

AINE Antiinflamatorio no esteroideo. 

AR Artritis reumatoide. 

ARN Ácido ribonucleico. 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero. 

ATP Adenosina  trifosfato. 

BSA Albúmina sérica bovina. 

CE Células endoteliales 

COX Ciclooxigenasa. 

DMSO                      Dimetil sulfóxido.  

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético. 

EGF Factor de crecimiento epidérmico. 

EGTA Ácido tetraacético etilen glicol (agente quelante). 

ELAM-1 Molécula de adhesión endotelio-leucocitaria. 

ES Error estándar. 

FCS Suero de ternero fetal. 

FITC Isotiocianato de fluoresceína. 

fMLP Péptido formil-metionil-leucil-fenilalanina 

G-CSF Factor estimulador de colonias granulocíticas. 

GDP Guanosina difosfato. 

GM-CSF   Factor estimulador de colonias granulocítico-macrofágicas. 

GTP Guanosina trifosfato. 

HBSS Hank´s buffered salt solution. 

HEPES (4 (2-hydroxyethyl) - ácido 1-piperazineethanesulfónico). 

HUVEC Células endotelial de vena de cordón umbilical humana. 

IC Intracardiaca. 

ICAM-1 Molécula de adhesión intercelular-1. 

ICAM-2 Moléculas de adhesión intercelular-2. 

IF Inmunofluorescencia. 

IFMr Intensidad de fluorescencia media relativa. 

IgG2 Inmunoglobulina 2. 

IL-8 Interleuquina-8. 

IM Intramuscular. 

IP Intraperitoneal. 

JAM Junctional adhesión molecules. 

LECAM-1 Molécula de adhesión de leucocitos (selectina-L). 
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LPS Lipopolisacárido. 

MAC Molécula de adhesión celular. 

MadCAM1 Molécula de adhesión de células de la mucosa. 

ML Músculo liso. 

PBS Tampón fosfato. 

PECAM-1 Molécula de adhesión entre plaqueta y endotelio. 

PMA Miristato acetato de forbol. 

PMN Polimorfonucleares. 

PSGL-1 Ligando glicoprotéico-1 de la P-selectina. 

Sel-L L-selectina. 

TNF-α Factor de necrosis tumoral-α. 

VCAM-1 Molécula de adhesión a célula vascular-1. 

VLA-4 Receptores de activación muy tardía de linfocitos. 
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1.  Antecedentes.   

Desde su origen el hombre ha padecido dolencias inflamatorias, que ha in-

tentado paliar utilizando múltiples alternativas terapéuticas. En el papiro de 

Ebers (1550  a. C.), uno de los papiros Egipcios más importantes que tratan 

temas médicos, se describen numerosas enfermedades, entre ellas las infla-

matorias, y a las que designa con el término “hinchazón”. En este texto se des-

criben signos típicos de los procesos inflamatorios, como la producción de se-

creciones purulentas.  Generalmente, los antiguos egipcios no tocaban ciertas 

“hinchazones” por considerar que contenían el “demonio” causante de la en-

fermedad [1], y las que se decidían a tratar lo hacían empleando remedios na-

turales a base de corteza de  Salix alba (sauce blanco) [2]  o Glycyrrhiza gla-

bra, conocida también como raíz dulce, entre otros. Los efectos antiinflamato-

rios de estas plantas han sido también empleados desde antiguo por la medi-

cina tradicional china [3]. 

En los pueblos del antiguo Oriente la medicina estaba vinculada en gran 

medida a la religión. De ahí que una visión menos terrenal de la inflamación se 

puede encontrar en los textos bíblicos: ...Jehová te herirá de tisis, de fiebre, de 

inflamación y de ardor… (Deuteronomio, 28:22)...,…Y cuando en la piel de la 

carne hubiere divieso, y se sanare, y en lugar del divieso hubiera una hin-

chazón, o una mancha blanca rojiza, será mostrado al sacerdote… (Levítico, 

13:18-19). 

En muchas culturas antiguas, principalmente en la griega y en toda la medi-

cina precientífica previa al siglo XVIII, se consideró al proceso inflamatorio co-

mo propio de una enfermedad específica. Consideraban que la persona tenía 

el mal de la inflamación y su principal tratamiento y prevención eran las sangr-

ías [4].  En la Grecia de Hipócrates se hicieron importantes observaciones so-

bre las manifestaciones externas de la inflamación, algunas de las cuales con-

tinúan siendo válidas; el término “erisipela”,  literalmente enrojecimiento de la 

piel, y “edema”, en alusión a la acumulación de líquido [5].  Durante  esa  épo-

ca  la  escuela médica de Praxágoras de Cos utilizaba infusiones de corteza de 

sauce para el tratamiento de la fiebre y el dolor [6].  Las propiedades de esta 

planta también fueron empleadas para calmar el dolor por los discípulos de 
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Aristóteles [2, 7]. Así, la medicina natural comenzó a adquirir un carácter cientí-

fico; el ácido salicílico, principio activo de la corteza del sauce y base química 

de la aspirina, es probablemente uno de los pocos medicamentos cuyos pre-

cedentes se remontan hasta los mismos orígenes de la historia de la humani-

dad.  

 Durante la Edad Media y hasta bien entrado el siglo XVIII, el poder analgé-

sico de la corteza de sauce cayó en un olvido relativo, cediendo terreno ante el 

opio [7, 8]. No fue hasta el año 1763 en el que el reverendo Edward Stone pre-

sentó en la Real Sociedad de Medicina Inglesa un informe en el que detallaba 

el éxito obtenido en 50 pacientes donde había empleado la corteza del sauce 

blanco para reducir la fiebre [2]. 

 En el siglo XIX se hicieron importantes aportaciones que contribuyeron al 

conocimiento del proceso inflamatorio. Julius Cohnheim en 1867 realizó la pri-

mera descripción microscópica revelando el fenómeno de la vasodilatación, los 

cambios de flujo sanguíneo, la migración leucocitaria a través de las paredes 

de la microvasculatura y su influencia en la producción de edema  [9, 10]. En 

ese mismo marco histórico, también fueron importantes las investigaciones 

desarrolladas por Rudolf Virchow respecto a la pérdida de la función en el 

miembro afectado por la inflamación [10, 11]. Metchnikoff, destacó el papel de 

la fagocitosis (teoría celular), Paul Ehrlich, fue el máximo defensor de la teoría 

humoral, y Thomas Lewis estableció un postulado del papel mediador  de las 

diversas sustancias inducidas localmente por la lesión, las cuales tenían como 

consecuencia  los cambios vasculares en la inflamación [10]. En 1898, un jo-

ven químico alemán que trabajaba para la casa farmacéutica Bayer en Alema-

nia, Felix Hoffman, describió y patentó un método fiable para acetilar el ácido 

salicílico, dando lugar al primer antiinflamatorio no esteroideo (AINE), la aspiri-

na. Los precursores de los AINE  actuales, tal como ha ocurrido en los casos 

de otros muchos medicamentos, comenzaron utilizándose en la clínica a partir 

de evidencias puramente empíricas, hasta que se llegó a conocer una primera 

vía específica de acción metabólica que promovía la analgesia. En 1971, John 

Vane propuso como mecanismo de acción de la aspirina el efecto inhibidor de 

la síntesis de prostaglandinas a partir del ácido araquidónico por inhibición de 

la acción de la ciclooxigenasa (COX) [7, 12, 13], descubrimiento por el que fue 
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galardonado con el Premio Nobel de Medicina. También por la década de los 

70, Smith y Willis, demuestran que el ácido acetil salicílico bloquea de forma 

irreversible la producción de tromboxano en las plaquetas humanas [14]. Hoy 

en día está bien establecido que la mayoría de los AINE son capaces de inhibir 

la síntesis de prostaglandinas y que este parece ser su principal mecanismo de 

acción antiinflamatoria [15]. Sin embargo, se han descrito múltiples acciones 

de estos compuestos no relacionadas con la inhibición de las COX que pueden 

participar en la explicación de su acción antiinflamatoria.  

En la investigación médica moderna sobre inflamación se prioriza la obten-

ción de compuestos similares a biológicos que bloqueen selectivamente pasos 

esenciales de la respuesta inflamatoria  prevaleciendo la seguridad. 

  Aunque los principios básicos del fenómeno de la inflamación estaban en-

tendidos  ya a finales del siglo XIX, sin embargo, la plena comprensión de los 

mecanismos implicados en la regulación de la respuesta inflamatoria continúa 

sin conseguirse aun en nuestros días.  

 

2.   Introducción a la respuesta inflamatoria. 

La inflamación es una respuesta fisiológica al daño tisular exclusiva de los 

organismos pluricelulares e imprescindible para su supervivencia. El objetivo 

fundamental de este mecanismo de defensa es eliminar el agente causante del 

perjuicio y reparar el tejido dañado.  

La respuesta inflamatoria es un proceso complejo en el que participan de 

forma coordinada diversos tipos celulares, moléculas de adhesión y mediado-

res químicos. Para que una respuesta inflamatoria sea eficaz deben acumular-

se en el tejido dañado leucocitos que se encuentran circulando por el torrente 

sanguíneo. En este proceso el endotelio vascular juega un papel esencial de-

limitando la zona de inflamación regulando las etapas tempranas y tardías de 

la respuesta inflamatoria. Todo el proceso está mediado por un grupo de molé-

culas de superficie celular que pertenecen fundamentalmente a tres familias de 

receptores de adhesión: 1) diversos miembros de la superfamilia de las inmu-

noglobulinas, 2) las selectinas y 3) las integrinas [16]. Otros autores plantean la 

importancia que tienen otras moléculas como 4) las VE-cadherinas y 5) muci-

nas [17, 18].  Estas moléculas interactúan de forma coordinada y secuencial 
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permitiendo que los leucocitos abandonen el torrente sanguíneos en zonas de 

daño tisular mediante un mecanismo denominado cascada de adhesión. 

La respuesta inflamatoria se puede clasificar como aguda o crónica, depen-

diendo del tiempo de evolución y del tipo de células que se acumulen en los 

focos inflamatorios. En la respuesta aguda los polimorfonucleares (PMN) son 

las células que casi en exclusividad acuden al foco inflamatorio, mientras que 

en los procesos inflamatorios crónicos un porcentaje elevado de las células 

que infiltran los tejidos son linfocitos y macrófagos.  

La respuesta inflamatoria no siempre es beneficiosa y puede llegar a causar 

daños irreparables en los tejidos cuando no se consigue eliminar el agente 

agresor, o cuando los mecanismos de regulación de la inflamación fracasan y 

esta se cronifica [19]. Múltiples enfermedades que tienden a acortar la espe-

ranza de vida generando discapacidades severas en el ser humano tienen co-

mo base una alteración de la respuesta inflamatoria que ataca tejidos y órga-

nos específicos de forma anómala y mantenida. Enfermedades como la colitis 

ulcerosa, la artritis reumatoide o la esclerosis múltiples son procesos de natu-

raleza autoinmune en los que se produce una inflamación crónica en el intesti-

no, la membrana sinovial o en el tejido neuronal. Esto justifica que uno de los 

retos actuales de la investigación biomédica sea el desarrollo de compuestos 

que permitan un mejor control del proceso inflamatorio.  

 

2.1  Células que intervienen en el proceso inflamatorio. 

El organismo de casi todos los mamíferos tiene un sistema especial para 

combatir  los diferentes agentes infecciosos y tóxicos. Dicho sistema está 

compuesto de  leucocitos sanguíneos  (glóbulos blancos de la sangre) y  de 

células derivadas, (Figura 1). Para evitar las enfermedades, todas ellas traba-

jan conjuntamente de dos formas: a) destruyendo directamente a los agentes 

invasores mediante fagocitosis y  b) formando linfocitos sensibilizados y anti-

cuerpos, que generalmente destruyen o inactivan al invasor. 

Fue  Paul Ehrlich en el año 1876 quien  descubrió las diferencias de afinidad 

tintorial de los granulocitos, asignándoles el nombre de neutrófilos (colorantes 

neutros), eosinófilos (colorantes ácidos) y basófilos (colorantes básicos),  esta-

bleciendo de esta manera las bases de la hematología moderna [10, 20]. Las 
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proporciones aproximadas de estas células en sangre son: Neutrófilos polimor-

fonucleares,  62%; Linfocitos, 30%; resto de células, 8%. La vida de los granu-

locitos es de  4 a 8 h circulando en la sangre y de 4 a 5 días en los tejidos. En 

los momentos de infección grave, este período se acorta a solo unas horas 

[21].   

 
Figura 1. Leucocitos presentes en la sangre. 

 

3.  Polimorfonucleares neutrófilos (PMN).  

Los neutrófilos  son el tipo de leucocitos más abundante en la sangre perifé-

rica. Su  origen es postmitótico, derivan de células pluripotenciales de la médu-

la ósea y miden entre 12 y 18 µm [21]. 

 La diferenciación de los PMN está controlada por citoquinas y factores de 

crecimiento hematopoyéticos [22]. Específicamente el G-CSF (factor estimula-

dor de colonias granulocíticas) interviene en la maduración de los granulocitos 

y regula su supervivencia  al influir sobre la frecuencia de apoptosis [23].  

 La importancia de los PMN  es vital como línea de defensa,  pero sus res-

puestas efectoras pueden dañar los tejidos del huésped y contribuir a la pato-

genia de múltiples enfermedades no infecciosas [10, 24].  

Es indiscutible su  importante papel como barrera contra las infecciones,  
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poniéndose  de  manifiesto de forma dramática las consecuencias clínicas que 

su déficit funcional tiene en el organismo, sobre todo en los casos de inmuno-

depresión o trastornos de la médula ósea.  

                             
Figura 2. Estructura de un PMN. Núcleo multilobulado y gránulos citoplasmáticos. 

 

3.1 Morfología. 

Los PMN presentan un núcleo con cromatina compacta segmentada con 2 a 

5 lóbulos conectados por delgados puentes. En neutrófilos inmaduros el núcleo 

se presenta sin segmentar.  Su citoplasma contiene abundantes gránulos finos 

con cuantiosas enzimas (Figura 2). 

3.2  Función.  

Los PMN son células altamente especializadas y su función más importante 

es la  fagocitosis, que realizan a la par que los  macrófagos. La ingestión pue-

de ser tanto de elementos exógenos (cuerpos extraños, microorganismos) co-

mo endógenos (detritus tisulares) que puedan ser perjudiciales o inservibles 

para el organismo [23]. Se estima que un solo neutrófilo puede fagocitar de 3 a 

20 bacterias antes de inactivarse y morir [21]. En la membrana contienen un 

grupo movilizable de proteínas de superficie que intervienen en la regulación 

de la respuesta inflamatoria [25].  

Se conoce que una vez que los PMN están en el foco inflamatorio se pone 

en marcha un mecanismo de muerte programada. Además,  se producen cam-

bios en la superficie celular que los hace susceptibles a ser fagocitados por las 

células mononucleadas, contribuyendo a que el contenido celular se degrade 

sin que se lesione el medio interno. Estos procesos pueden verse alterados 



Implicación de receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                  Introducción. 
 

22 

 

retardando la apoptosis de los PMN, prolongando así su permanencia en la 

respuesta  inflamatoria y contribuyendo parcialmente a su carácter crónico.  

El paso de los neutrófilos desde los vasos sanguíneos al tejido está condi-

cionado por la liberación de histamina (liberada por mastocitos) y TNF-α (libe-

rada por macrófagos), las cuales actúan sobre las células del endotelio vascu-

lar, haciendo que se active y expresen moléculas  que puedan ser reconocidas 

por los leucocitos circulantes.  

Los neutrófilos que entran en los tejidos, son ya células maduras que pue-

den comenzar la fagocitosis de inmediato, proceso al que se hará referencia 

más adelante. Los neutrófilos contienen agentes bactericidas, como la fagociti-

na,  que destruyen la mayor parte de las bacterias incluso  cuando las enzimas 

lisosomales no las digieren [21, 23].  

 

3.3 Clasificación.  

Teniendo en cuenta sus características, los neutrófilos se clasifican en:       

tipo I y tipo II, Tabla 1 [26].   

TABLA 1: Clasificación de los neutrófilos. 

 

Se pueden distinguir tres tipos de gránulos en los PMN, según la morfología 

y la tinción histoquímica que se emplee:  

a) Gránulos primarios o azurófilos: Estos gránulos son ovales o redon-

dos y varían en tamaño. Contienen bactericidas como la mieloperoxidasa y 

agentes  antifúngicos [25]. 
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b) Gránulos secundarios o específicos: No contienen peroxidasa pero sí 

lisozima, colagenasa, lactoferrina y otras enzimas [27].  

c)  Gránulos terciarios o gelatinasa: Son idénticos en tamaño a los 

gránulos específicos y poseen algunas proteínas en común con ellos, sin em-

bargo, es significativa su alta cantidad de gelatinasa, una enzima con alta ca-

pacidad de destrucción de tejido [28].  

d)  Vesículas secretoras: Contienen en su superficie fosfatasa alcalina, 

proteínas plasmáticas derivadas de la endocitosis y su membrana es el princi-

pal reservorio de glicoproteínas de superficie [29].  

 

3.4  Papel de los PMN en el proceso inflamatorio. 

Como ya hemos comentado, una respuesta inflamatoria apropiada requiere 

de la acumulación de células efectoras (leucocitos) en los tejidos. Dicho proce-

so se puede dividir en funciones tempranas y tardías [30].  

Los eventos tempranos son aquellos en los que el neutrófilo es reclutado a 

los sitios de inflamación incluyendo los procesos de adhesión, diapédesis y 

quimiotaxis. Se consideran eventos tardíos la: fagocitosis, degranulación, libe-

ración de radicales libres y la producción de mediadores inflamatorios, los cua-

les están referidos a la activación neutrofílica.  

El papel esencial de los PMN en la respuesta inflamatoria es 1) destruir los 

agentes causales y 2) el detritus celular. Sentando  las bases para la restitutio 

ad integrum. 

 

4. Moléculas de adhesión que intervienen en el proceso inflamatorio. 

Eventos tempranos. 

El endotelio vascular de los vasos del tejido dañado es el responsable de 

señalar las zonas de inflamación. En estado de activación las células endote-

liales dirigen la migración leucocitaria hacia el foco inflamatorio, proceso en el 

que juegan un papel esencial diversas moléculas de adhesión celular  y me-

diadores solubles.  La interacción física de los leucocitos circulantes con las 

células endoteliales (CE) de las vénulas poscapilares de los tejidos lesionados, 

ocurre gracias a la acción de moléculas de adhesión: las inmunoglobulinas, las 

selectinas, las integrinas, las cadherina y mucinas [17, 18] Figura 3.  
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Figura 3. Familias de moléculas de adhesión. 

 

Las moléculas de adhesión son proteínas que se expresan en la superficie 

de los leucocitos y de las células endoteliales; todas presentan una región que 

atraviesa la membrana celular y un dominio intracitoplasmático. Con frecuencia 

el dominio intercelular interacciona o conecta con el citoesqueleto de las célu-

las activadas, formando un complejo multimolecular.  Permiten la interacción 

de las células entre sí y de estas, con la matriz extracelular. Sus ligandos son 

otras moléculas de adhesión, o ciertos carbohidratos de las células con las que 

interaccionan, o bien proteínas de la matriz extracelular normal o inflamada 

[23] ver Figura 4. 

Endotelio
 

Figura 4. Unión firme de un leucocito al endotelio mediado por  moléculas de adhesión. 

 

Además de intervenir en la migración celular desde el torrente sanguíneo  

hacia los tejidos, las moléculas implicadas en la adhesión participan en varios 
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procesos.  Juegan un papel  esencial en los cambios de integridad del endote-

lio, en la reabsorción ósea,  en la permanencia de las células inmunocompe-

tentes   en los tejidos, así como en las interacciones de las células involucra-

das en la actividad inmune. 

 Aunque el fenómeno de acumulación y extravasación de leucocitos se co-

noce hace más de un siglo, no ha sido hasta las últimas dos décadas que se 

ha reconocido el papel activo del endotelio vascular. En 1987, Lawrence y col. 

estudiaron la adhesión de neutrófilos a células endoteliales en condiciones de 

flujo bien definidas, previa estimulación por citoquinas  [23]. La adhesión celu-

lar no sólo controla la localización física de las células, sino que también influye 

en sus funciones, modificando los programas celulares de expresión de genes, 

regulando la proliferación celular, o mediando la transmigración de señales al 

interior de la célula [28].   

 

4.1  La Superfamilia de las Inmunoglobulinas. 

Los miembros de esta familia de receptores se caracterizan por poseer do-

minios de inmunoglobulinas. Estos dominios los conforman estructuras de en-

tre 90 y 100 amino ácidos plegados a modo de lazo y estabilizados gracias a la 

presencia de un puente disulfuro interno Figura 5. Reconocidas inicialmente 

en las inmunoglobulinas [31] y posteriormente en el receptor del linfocito T, 

estos dominios están ampliamente representados tanto en el sistema inmune, 

como son los antígenos de histocompatibilidad (clase I y II), el CD4, el CD2 y el 

LFA-3 o CD58 [32] y fuera del sistema inmune, como es el caso del NCAM o 

CD56, presente en células del sistema nervioso. Los anticuerpos y el receptor 

de los linfocitos T parecen haber evolucionado de un gen ancestral con domi-

nio tipo inmunoglobulina.  
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Figura 5. Estructura de las Inmunoglobulinas. 

 

Varios miembros de esta familia de receptores se expresan en las células 

del endotelio y participan en la adhesión de los leucocitos como son: las molé-

culas de adhesión intercelular (ICAM-1 ó CD54 e ICAM-2 ó CD102), la molécu-

la de adhesión vascular-1 (VCAM-1 ó CD106), y la adresina de mucosa-1 

(MadCAM-1). Otros miembros de esta familia que se localizan en los bordes 

laterales de las células endoteliales y participan en el proceso de transmigra-

ción son la familia JAM (junctional adhesion molecule), -A, -B y –C, la molécula 

de adhesión entre plaqueta y endotelio-1 (PECAM-1 ó CD31) y el CD99.  

Los receptores pertenecientes a la Superfamilia de la Inmunoglobulinas son 

capaces de unirse entre ellos para conectar células entre sí, así por ejemplo, el 

CD4 de los linfocitos T se une con las moléculas clase II del complejo mayor 

de histocompatibilidad expresadas por las células presentadoras de antígeno o 

el LFA-3 que se une con el CD2, participando en los procesos de adhesión 

intercelular. Además, como se comentará más adelante, los miembros de esta 

familia de receptores también pueden unirse a miembros de otras familias de 

receptores de adhesión, así el LFA-1, una integrina β2, se une con ICAM-1 [33] 

e ICAM-2 [34] y con miembros de la familia JAM [35] y el VLA-4, una integrina 

β1, con el VCAM-1 [36].  
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Tabla 2. Familia de moléculas de adhesión (Inmunoglobulinas). 

Moléculas 

de Adhesión 
 

Localización 

 

Expresión 

 

Ligando 

 

Función 

 

Regulación 

  
 

Constitutiva 

 

Inducida 
   

 
ICAM-1 (CD54) 

Endotelio 
Fibroblastos 
Linfocitos 
Células 
Sinoviales, 
dendríticas. 

 
Sí 

 
Sí 

CD11a/CD18 
(αLβ2) 

CD11b (αMβ2 ) 
CD43 

Adhesión 
Migración 

Aumenta por 
IL-1, TNF-α, 
IFN-γ, LPS. 
Disminuye por 
IL-6. 

 
VCAM-1 (CD106) 

Endotelio 
Monocitos 
Células 
dendríticas, 
fibroblastos. 

 
Sí 

 
Sí 

 
α4β1 (VLA-4) 
α4β7(LPAM-2) 

 
Adhesión 
Migración 

Aumenta por 
IL-1, TNF-α, 
IL-4, IL-13, 
LPS. 

 
MAdCAM-1 

 
Endotelio 
intestinal 

 
Sí 

 
Sí 

 
α4β7(LPAM-2) 
L-selectina 

 
Adhesión 
Migración 

Aumenta por 
IL-1, TNF-α, 
IFN-γ. 

 
CD31 (PECAM-1) 

 
Endotelio 
Leucocitos 
Plaquetas 

 
Sí 

 
No 

 
CD31 
αVβ3 
(CD51/CD61) 

 
Adhesión 
Migración 

 
Expresión 
constitutiva. 
 

 
CD99 

Endotelio 
Leucocitos 
 

Sí No 
CD99 
Algunas inte-
grinas. 

Migración 
  

Expresión 
constitutiva. 

 

4.2  La familia de las Selectinas. 

Esta familia de receptores de adhesión interviene en las interacciones inicia-

les entre los leucocitos, las plaquetas y las células endoteliales [37]. Las selec-

tinas son las responsables de establecer uniones lábiles entre las células circu-

lantes y el endotelio, permitiendo que los leucocitos rueden sobre las paredes 

de los vasos en la dirección del flujo sanguíneo [38]. De esta forma, estos re-

ceptores juegan un papel esencial en la primera fase de la respuesta inflamato-

ria. Las tres selectinas conocidas hasta ahora, fueron descritas originariamente 

en plaquetas, leucocitos y en células endoteliales y se denominan con las le-

tras P, L y E respectivamente. Estos receptores fueron identificados por inves-

tigadores que estudiaban los cambios que la activación celular causaba en la 

superficie de las plaquetas (selectina-P o CD62P), los leucocitos (selectina-L o 

CD62L) y las células endoteliales (selectina-E, ELAM-1 o CD62E). Los miem-

bros de esta familia de receptores se expresan de forma diferencial según las 

diferentes estirpes celulares. La selectina-P está constitutivamente presente en 

gránulos intracelulares de las plaquetas (gránulos α) y de las células endotelia-
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les (cuerpos de Weibel-Palade) y solo se expresa en la superficie celular tras la 

acción de estímulos específicos [39]. La expresión de la selectina-E se restrin-

ge a las células del endotelio y se expresa, con una vida media corta, unas 

pocas horas [40], en su superficie después de la acción de ciertas citoquinas 

[41]. Las selectinas-E y -P regulan la interacción inicial de los neutrófilos, mo-

nocitos y algunas subpoblaciones de linfocitos con el endotelio [37]. La selecti-

na-L está presente de forma constitutiva en la mayoría de los leucocitos [42] 

liberándose rápidamente de la superficie celular tras la activación leucocitaria 

tanto in vitro [43] como in vivo [44]. La selectina-L está implicada en la ad-

hesión inicial de neutrófilos con las células endoteliales. 

                               
Figura 6. Estructura de las selectinas. 

 

Cada una de las selectinas conocidas es una proteína transmembrana cons-

tituida por la repetición de tres tipos de dominios; un número variable de domi-

nios tipo proteína reguladora del complemento, un dominio tipo factor de cre-

cimiento epidérmico y un dominio tipo lectina [45] (ver Figura 6). El dominio 

tipo lectina (capaz de unir azúcares) es una estructura de interés especial ya 

que los carbohidratos juegan un papel importante como ligandos de la familia 

de las selectinas. De hecho, todas las selectinas reconocen carbohidratos siali-

lados estrechamente relacionados con el tetrasacárido Sialyl-Lewisx y con su 

isómero Sialyl-Lewisa [46]. Estos determinantes glucosilados están presentes 

en moléculas de superficie tipo mucina, que se expresan tanto en las células 

endoteliales como en los leucocitos. Hasta hoy se conocen cuatro moléculas 

tipo mucina que portan ligandos para los miembros de la familia de las selecti-
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nas [47]: GlyCAM-1, CD34 y MadCAM-1 para la selectina-L y PSGL-1 para la 

selectina-P y -E. Además,   se ha descrito una proteína (ESL-1) con homología 

al factor de crecimiento de fibroblastos que actúa como un ligando adicional 

para la selectina-E. La actividad funcional de las selectinas parece estar con-

trolada principalmente por su presencia o ausencia de la superficie de las célu-

las. A este respecto, se han descrito formas circulantes en plasma de las tres 

selectinas conocidas y lo que resulta más interesante, que a concentraciones 

fisiológicas, estas formas solubles son capaces de bloquear la adhesión de los 

leucocitos al endotelio activado por citoquinas [48]. De estos datos se des-

prende que la función de las selectinas depende del balance entre las formas 

expresadas en la superficie celular, que favorecen la adhesión, y la concentra-

ción de las formas solubles, que la inhibe. Además de la liberación al medio 

[49], otros factores como la localización topográfica en la membrana celular y 

la relación con el citoesqueleto de actina juegan un papel en la adhesión entre 

selectinas y sus ligandos.  

 

Tabla 3. Familia de moléculas de adhesión (Selectinas). 
Moléculas 

de Adhesión 

 

Localización 

 

Expresión 

 

Ligando 

 

Función 

 

Regulación 

   

Constitutiva 

 

Inducible 

  

 

 

 
L-Selectina 

 
(CD62-L) 

 
(90-100 kD) 

 
Todos los 
leucocitos en 
reposo. 

 
Sí 

 
No 

Sialil-Lewis x 
Sialil-Lewis a 
selectina-P 
selectina-E 
GlyCAM-1 
CD34 
MAdCAM-1 
PSGL-1 
PCLP-1 

Rodamiento de 
leucocitos. 
Interacción 
Leucocito-
Endotelio. 
Tráfico y reti-
culación de 
linfocitos. 
 

Aumenta rápi-
damente y es 
liberada me-
diante corte 
proteolítico 
después de la 
activación. 

 
E-Selectina 

 
(CD62-E) 

 
(115 kD) 

 
Células endo-
teliales activa-
das. 

 
No 

 
Sí 

 
Sialil-Lewis x 
Sialil-Lewis a 
PSGL-1 
ESL-1 
selectina-L 

 
Rodamiento de 
leucocitos. 
 

 
Expresión 
aumentada por 
IL-1, TNF-α,  
IL-4, LPS. 

 
P-selectina 

 
(CD62-P) 

 
(140 kD) 

 
Endotelio 
activado 
(gránulos de 
Weibel-
Palade) Pla-
quetas activa-
das (gránulos 
α) 
 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sialil-Lewis x 
Sialil-Lewis a 
Monosacáridos 
y Polisacáridos 
fosforilados. 
selectina-L 
PSGL-1 
 

 
Rodamiento  
leucocitario 
temprano. 
Interacción 
entre plaque-
tas activadas y 
leucocitos. 
Tráfico de 
linfocitos B en 
placas de 
Peyer. 

 
Expresión 
aumentada por 
trombina, 
histamina, 
LPS, ROIs. 
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4.3  La familia de las Integrinas 

Las integrinas forman la familia de receptores de adhesión con una distribu-

ción más amplia y más numerosa. Prácticamente todas las células eucariotas 

expresan algún miembro de esta familia de receptores. Las integrinas median 

tanto las interacciones adhesivas de células entre sí como de estas con proteí-

nas de la matriz extracelular. Del estudio de las deficiencias en la expresión de 

integrinas se ha establecido su papel esencial en procesos tan importantes 

como la respuesta inflamatoria [50], la hemostasia [51] y en el desarrollo em-

brionario [52]. Además, las integrinas juegan un papel central en la integridad 

del endotelio [16].  

 
Figura 7. Estructura de las Integrinas. 

Las integrinas contienen dos subunidades, α y β  (Figura 7), que se unen 

por enlaces no covalentes. Cada subunidad es una proteína transmembrana 

producto de un gen independiente. Las regiones extracelulares participan co-

ordinadamente en la unión del ligando y se unen a un segmento transmembra-

na que conecta con una región citoplasmática que interacciona físicamente con 

proteínas del citoesqueleto celular. De esta forma, las integrinas constituyen un 

puente de unión entre el medio extracelular y el esqueleto de la célula (Figura 

7). Las integrinas no sólo median fenómenos de adhesión celular sino que 

también están implicadas directamente en la modulación del crecimiento celu-

lar [53] y en el control de la expresión de genes específicos. La familia de las 
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integrinas se clasifica en diferentes subfamilias dependiendo de la cadena 

β que contengan [54]. Las subunidades β se numeran del 1 al 11, y las α del 1 

al 9 para los miembros de la familia β1. La subfamilia β1 se describió origina-

riamente en linfocitos como receptores de activación muy tardía o antigénica 

VLA [55]. Las otras subunidades α se denominan con diferentes letras, con la 

excepción de αIIb que se describió inicialmente como glicoproteína plaquetaria 

IIb (GPIIb). 

 
Figura 8. Familia de las integrinas y sus ligandos. Combinaciones entre  las cadenas α y β. 

 

La figura 8 resume las asociaciones conocidas de las diferentes cadenas 

α y β, así como los ligandos demostrados de cada integrina. Como ya se men-

cionó, todas las integrinas son heterodímeros constituidos por dos subunida-

des, α y β. Algunas de las subunidades β (por ejemplo, β1) pueden asociarse 

con numerosas subunidades α, y recíprocamente, varias α (por ejemplo αv) 

pueden formar heterodímeros con numerosas subunidades β. Ciertas integri-

nas parecen tener un grado relativamente alto de especificidad por el ligando. 

Así por ejemplo, α1β1 reconoce sólo colágeno y laminina. Sin embargo, otras 

parecen ser altamente inespecíficas como la integrina αIIbβ3, que reconoce 
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hasta cinco ligandos diferentes [56]. Recíprocamente, ciertos ligandos parecen 

ser sólo reconocidos por un número limitado de integrinas como ICAM-2 o 

C3bi, mientras que otros, como la fibronectina, son reconocidos por una gran 

diversidad de integrinas (ver figura 8). Muchos de los ligandos de las integri-

nas son componentes de la matriz extracelular, como el colágeno, la fibronec-

tina o la laminina. Sin embargo, varias integrinas reconocen proteínas presen-

tes en la superficie de otras células, específicamente a miembros de la super-

familia de las inmunoglobulinas, como VCAM-1 e ICAM-1,-2,-3 [32, 34, 57]. 

Además, algunas integrinas pueden reconocer tanto proteínas de matriz como 

receptores de superficie; por ejemplo, las integrinas α4β1 y α4β7 reconocen 

tanto fibronectina como VCAM-1 [58]. 

Tabla 4. Familia de moléculas de adhesión (Integrinas). 

 

Cada estirpe celular tiene un repertorio característico de integrinas el cual 

puede variar dependiendo del estado de maduración celular [59], de la res-

puesta a la acción de citoquinas [60] o por transformación neoplásica [61]. El 

cambio en el repertorio de las integrinas constituye un elemento regulador im-

portante para la capacidad adherente de las células. Algunas integrinas son 

exclusivas de un tipo celular determinado. Así, por ejemplo, las integrinas β2 

son específicas de los leucocitos y la integrina αIIb solo se encuentra en pla-

 

Moléculas 

de Adhesión 

 

Localización 

 

Expresión 

 

Ligando 

 

Función 

 

Regulación 

  Constitutiva Inducible    

αLβ2 

(CD11a/CD18, 
LFA-1) 

Todos los 
leucocitos. 
Timocitos. 

 
Sí 

 
No 

ICAM-1 
ICAM-2 
ICAM-3 

Adhesión 
Migración 

Expresión     
constitutiva. 

αMβ2 

(CD11b, 
MAC-1) 

 
Granulocitos 
Monocitos 

 
Sí 

 
Sí 

 
ICAM-1 
Factor X 

 
Adhesión 
Migración 

Expresión 
aumentada 
por IL-1, 
TNF-α. 

 
αXβ2 

(CD11c/CD18) 

 
Granulocitos 
Monocitos 

 
Sí 

 
Sí 

 
Fibrinógeno 
IC3b 

 
Activación 
Adhesión 

Expresión 
aumentada 
por IL-1, 
TNF-α. 

α4β1 
(VLA-4, 

CD49d /CD29) 

Linfocitos 
Monolitos 
Granulocitos 
activados. 

 
Sí 

 
Sí 

 
VCAM-1 
Fibronectina 

 
Adhesión 

Expresión 
aumentada 
por IL-1, 
TNF-α. 

 
 α4β7 (LPAM-2) 

 
Linfocitos 
 

 
Sí 

 
No 

MAdCAM-1 
VCAM-1 
Fibronectina 

 
Rolling 
Adhesión 

 
Expresión 
constitutiva. 
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quetas y en sus progenitores, los megacariocitos [62]. Por el contrario, otras 

integrinas tienen una amplia distribución como las integrinas β1 que están pre-

sentes prácticamente en todos los tipos celulares. 

 

4.4 La familia de las Cadherinas.    

4.4.1  Características y función de las cadherina. 

  Las cadherina son glicoproteínas transmembrana, constituidas por una so-

la cadena de dominios de cadherina (Figura 9). Sus uniones entre las células 

pueden ser  homofílicas (cadherina iguales) o heterofílicas (diferentes cadheri-

na) [63]. Esta función es dependiente de temperatura y calcio [64, 65]. 

 
Figura 9: Esquema de la disposición intercelular de las Cadherina. 

S: péptido para la localización celular de membrana, P: propéptido clivable,  CAD1- 5: domi-

nios cadherina, TD: dominio de transmembrana, CD: dominio citoplasmático conservado. 

 

Las cadherinas se clasifican en clásicas y desmosomales, las más conoci-

das dentro del grupo de clásicas son: E-epitelio, N-neural, P-placentaria, R-

retina, B-cerebro y VE-vena endotelial. Las desmosomales son las desmogleí-

nas y democolinas. Podemos encontrar más de un tipo de cadherina en un 

mismo tipo celular [63, 64, 66]. 

 
Figura 10: Localización de las cadherina. 

 

Algunos autores plantean que la adhesión de los PMN a las CE desencadena 

una serie de acciones que tienen como consecuencia la disociación de las VE-
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Cadherinas. Este proceso facilita el paso de los PMN a través de las uniones 

paralelas entre las células endoteliales [63, 64]. 

Las VE-Cadherinas son de vital importancia para el mantenimiento y control 

de los contactos entre las células endoteliales. Regulan mecanismos como la 

permeabilidad vascular y  extravasación leucocitaria. Sus funciones están re-

partidas entre el establecimiento de uniones laterales entre células  (Figura 10) 

y la morfogénesis  y desarrollo de los epitelios [67]. Además, es importante se-

ñalar su función en el desarrollo y crecimiento embrionario, así como la implan-

tación de los blastómeros. Además de sus funciones adhesivas, las VE-

Cadherinas regulan diversos procesos celulares como, la proliferación, apopto-

sis  y angiogénesis.  Ratones deficientes de VE-Cadherina murieron a mitad de 

periodo gestacional por malformaciones vasculares [68]. Ha sido aceptado por 

muchos años la vinculación entre cadherina y el citoesqueleto de actina a 

través de Cateninas, mecanismo que favorece la adhesión entre las células 

endoteliales [64].  

 
4.5.   La familia de las Mucinas. 

La familia de las mucinas posee una estructura extendida y muy glicosilada 

en residuos de serina y treonina (Figura 11). Intervienen en la formación de 

epitelio y parecen modular las interacciones de adhesión y antiadhesión. 

 

 
Figura 11. Estructura de las mucinas. 

 

Dentro del grupo de las mucinas encontramos moléculas que participan en 

interacción con la familia de las selectinas, ellas son: GlyCAM-1 (Glycosylated-
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dependent Cell Adhesion Molecule-1), CD34, MadCAM-1 (Mucosal addressin 

Cell Adhesion Molecule-1) y PSGL-1.  

El GlyCAM-1 se expresa en las células endoteliales cuboidales de las vénu-

las, en los ganglios linfáticos.  No posee una región transmembranal y una 

proporción significativa de la misma puede que sea secretada al medio extra-

celular. El CD34 se encuentra en células hematopoyéticas inmaduras y células 

endoteliales. Su presencia no está restringida al endotelio, por lo que podemos 

encontrarla tanto en las células planas como en las cuboidales de diversos te-

jidos y órganos. Es un antígeno de diferenciación leucocitaria y su función de 

ligando depende de su glicosilación y grado de sulfatación. La molécula PSGL-

1 se detecta principalmente en granulocitos y otras células mieloides; corres-

ponde a una molécula homodimérica transmembrana que interacciona con afi-

nidad con la selectina-P. La molécula MadCAM-1 posee una región tipo muci-

na y tres dominios tipo inmunoglobulina, por lo que puede ser considerada co-

mo miembro de la superfamilia de las Inmunoglobulina. Se expresa en el endo-

telio cuboidal de los vasos sanguíneos de las placas de Peyer en el intestino 

delgado, y una variante de la misma se detecta en las células endoteliales de 

los ganglios linfáticos mesentéricos. 

Se han identificado otras mucinas como ligandos de selectinas, entre los 

que se encuentra la molécula CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) expresa-

da en una subpoblación de linfocitos. Los carbohidratos que posee, que son 

semejantes a la forma sializada de Lex, son identificados con el anticuerpo 

HECA-452. Dicha molécula interacciona con la selectina-E y se detecta en 

forma preferencial en algunos linfocitos T de memoria inmunológica, que por 

su función específica podrían jugar un papel importante en la evolución de una 

inflamación desde aguda a crónica [35, 69]. 

 

5. Eventos tardíos del proceso inflamatorio (fagocitosis y degranulación). 

La fagocitosis es un proceso activo que requiere consumo de energía.  Al 

acercarse el PMN a la partícula que va a fagocitar, primero se une a ella y 

después proyecta pseudópodos en todas las direcciones para envolverla. Es-

tos pseudópodos se encuentran unos con otros en el otro extremo  y se fun-

den, creando una cámara cerrada que contiene la partícula fagocitada. Luego  
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la cámara se invagina hacia el citoplasma y se separa de la membrana celular 

externa, conservando un fragmento membranoso que la envuelve y aísla del 

citosol, formándose así una vesícula fagocítica (también llamada fagosoma) 

que flota libremente en el citoplasma [70] Figura 12.  

 

 
Figura 12. Proceso de fagocitosis y degranulación. 

 

La degranulación generalmente ocurre luego del proceso de fagocitosis, pe-

ro puede suceder en ausencia del mismo. Transcurre  una vez los PMN son 

estimulados y se funde el fagosoma con los gránulos lisosomales, formándose 

el fagolisosoma, el cual contiene enzimas y proteínas antimicrobianas, para 

finalmente verter el contenido en el espacio extracelular (exocitosis). Además 

de la degranulación, los estímulos que activan a los PMN producen la libera-

ción de prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y la generación de radica-

les libres de oxígeno que contribuyen a la destrucción de los tejidos [24].   

 

6. Cascada inflamatoria. Cambios hemodinámicos y activación endote-

lial. 

Independientemente del agente  etiológico que ocasiona la respuesta infla-

matoria, este proceso es exclusivo de los tejidos vascularizados. Las células 

endoteliales son la primera diana de cualquier cambio que ocurre en la circula-
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ción por encontrarse en la interfase entre la sangre y los tejidos.   

Los signos locales de la inflamación aguda provienen de la modificación del 

tejido afectado a nivel del lecho microvascular. Se puede apreciar la dilatación 

capilar con sus manifestaciones de calor y rubor características, producto de 

los mediadores inflamatorios. Como consecuencia, se produce un aumento de 

la permeabilidad vascular y la salida de plasma hacia los espacios extravascu-

lares, originándose el tumor  y el consecuente dolor.  Hasta mediados del siglo 

pasado se pensaba que el endotelio tenía una función pasiva [71]. No fue has-

ta 1966 que Cliff  planteó la hipótesis del papel activo del endotelio en el pro-

ceso migratorio de los leucocitos.  Hoy día se conoce que es el propio endote-

lio estimulado quien tutela la migración organizada hacia el foco inflamatorio, 

regulado por las moléculas de adhesión expresadas en ambos tipos celulares 

[17, 72, 73]. Este proceso ha sido estudiado detalladamente utilizando modelos 

in vivo mediante técnicas de microscopía intravital [9].  

La interacción secuencial leucocito-célula endotelial ha sido descrita por va-

rios autores. Unos las dividen en tres etapas, rodamiento, adhesión y extrava-

sación o diapédesis [17, 18]. Otros autores son más extensos y las clasifican 

en cinco, contactos aleatorios, rodamiento, adhesión, diapédesis y quimiotaxis 

[74]. 

Desde el punto de vista molecular y mecanístico se han descrito nuevos pa-

sos en la cascada de adhesión, como son, enlentecimiento del rodamiento, 

locomoción intraluminal o la ruta alternativa de migración transcelular [75, 76]. 

 

6.1  Rodamiento y activación de leucocitos. 

Los leucocitos se mueven siguiendo  líneas de flujo sanguíneo. Durante su 

tránsito, se producen contactos esporádicos pero continuados con las paredes 

de los vasos; de tal manera, se puede decir que las paredes están siendo ex-

ploradas perennemente por las células circulantes. No obstante, sin la media-

ción de estímulos extravasculares esos contactos eventuales entre los leucoci-

tos y el endotelio no implican migración. Sólo cuando se produce una lesión las 

células endoteliales de los vasos cercanos se activan por la acción de estímu-

los, como las citoquinas y aminas vasoactivas,  las cuales, a su vez, han sido 

liberadas en células próximas al daño tisular e inducen la expresión de molécu-
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las específicas de superficie (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Migración de los PMN al foco inflamatorio. 

 

Estas moléculas son reconocidas por la selectina-L que se encuentra expre-

sada constitutivamente en la mayoría de los leucocitos y que se unirá a sus 

respectivos ligandos en el endotelio, como la mucina PSGL-1.  La actividad de 

las selectinas es crucial porque determina la velocidad de circulación del leu-

cocito,  siendo la selectina-L la que media el rodamiento rápido, la selectina-E  

el más lento [77, 78], y se plantea que la selectina-P ocupa rangos intermedios 

entre ambas. En esta parte del proceso se frena a los leucocitos, que comien-

zan un rodamiento más lento a lo largo de la superficie del endotelio [79].  

 

6.2  Adhesión firme al endotelio.  

La activación de la molécula Mac-1 (CD11b) permite una adhesión más 

fuerte y estable del PMN a las CE a través de la unión de su ligando, ICAM-1. 

Además, se activan integrinas como la β2 y aumenta la afinidad por los ligan-

dos [80].    
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6.3  Extravasación o diapédesis hacia el foco de la lesión.  

 Es la etapa final de la cadena, en la que los leucocitos adheridos firmemente 

se abren paso entre las células del endotelio. Es posible gracias a la unión firme 

y definitiva de moléculas como LFA-1/ICAM-1 [81]. Una vez rebasada la barrera 

endotelial, los PMN se dirigen al foco de la lesión debido a estímulos quimiotác-

ticos. Tal desplazamiento lo realizan mediante movimientos ameboideos que 

ejecutan a diferentes velocidades, de hasta 40 µm/min, para finalmente cumplir 

su función de eliminar el agente lesivo infiltrado en los espacios intersticiales 

[82]. Moléculas como el CD31, CD99 y miembros de la familia JAM expresados 

a nivel de las uniones intercelulares endoteliales, han demostrado un papel fun-

cional en esta parte final de la extravasación de leucocitos durante la respuesta 

inflamatoria [83, 84]. Para la extravasación final del leucocito, el ICAM-1 expre-

sado por el endotelio, junto con el CD31 [85] y el CD99 [84], expresados tanto 

por el endotelio como por los leucocitos, parecen tener un papel esencial. 

 

7.  Receptores adrenérgicos. Características generales. 

Los receptores adrenérgicos o adrenoceptores son una familia de proteínas 

que se expresan en la superficie de diversos tipos celulares y que reconocen a 

los neurotransmisores adrenérgicos (catecolaminas). Su estudio se remonta al 

año 1893 cuando Oliver y Schafer demostraron que extractos de glándula su-

prarrenal producían aumento de la presión arterial [86]. Sin embargo, los pri-

meros intentos de clasificación farmacológica de los adrenoceptores en dife-

rentes grupos (α y β ), no se realizan hasta 1948 por Raymond P. Ahlquist [87, 

88]. A partir de 1970 y durante las dos décadas siguientes, se hacen contribu-

ciones en este campo, dándose a conocer una clasificación detallada de los 

adrenoceptores que se representa en la Figura 14 [87-89].   

Existen dos grandes tipos de receptores adrenérgicos los α  y los β . Los re-

ceptores α se subclasifican en α1 (α1A, α1B y α1D) y α2 (α2A, α2B y α2C), [90-

92]. Se ha descrito que la estimulación de receptores α1 incrementa la produc-

ción  de IL-6, así como el número de linfocitos B y T en el bazo [93]. Respecto 

a los receptores α2, los subtipos α2A  y α2B  participan en el control de la con-

tracción arterial, y α2C es el responsable de la contracción venosa [90]. Estu-
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dios realizados en ratones con deficiencia genética muestran que la ausencia 

de las tres subunidades de α2 no es compatible con la vida. Los embriones 

que carecen de estos receptores α2, mueren a mitad de la gestación al ser 

esenciales para el desarrollo del sistema vascular de la placenta durante el 

desarrollo prenatal [92, 94, 95].  

 

Figura 14. Clasificación de los adrenoceptores.  

 

Dentro de los β adrenérgicos existen tres tipos, los β1, β2 y β3 con función 

inhibitoria (vasodilatación, relajación de la musculatura urinaria, broncodilata-

ción), además de una importante función excitatoria a nivel cardiaco  [87]. Prin-

cipalmente se expresan en PMN, basófilos, eosinófilos y timocitos [93, 96].  

El tamaño de los receptores adrenérgicos es de 64 a 68 kD. Forman cade-

nas de 402-525 aa que se inician en la parte extracelular y pasan a través de la 

membrana, conformando una secuencia zigzagueante de siete segmentos 

hidrofóbicos que terminan finalmente en la región intracelular. En los segmen-

tos transmembrana  se localizan los sitios de unión para los ligandos [97] Figu-

ra 15. 
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Figura 15. Segmentos transmembrana. 

 

Los receptores adrenérgicos α2 pertenecen a la superfamilia de receptores 

que se acoplan a proteínas G, generalmente Gi, inhibidoras [91, 97-104]. Estos 

receptores α2  inhiben la adenilatociclasa y, como consecuencia, disminuyen la 

formación de AMPc  [101] (Figura 16).  Sin embargo, se ha mostrado que el 

uso de UK 14304, un agonista sintético   adrenérgico α2 aumenta el AMPc en 

PMN de rata [105].  

 
Figura 16. La adrenalina se une a su receptor, este se asocia a una proteína G heterotrimé-

rica. Luego se une a la  adenilato ciclasa la cual convierte ATP en AMPc iniciando una trans-

ducción de señales intracelulares. 



Implicación de receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                  Introducción. 
 

42 

 

La estimulación de los receptores adrenérgicos α1 provoca la salida del cal-

cio almacenado en el retículo endoplasmático, por lo que la concentración del 

mismo aumenta en la célula, activándose el mecanismo de contracción [102].  

La acción más relevante por la presencia de agonistas α2 es la que ocurre a 

nivel de la musculatura vascular, lo que trae como consecuencia la disminución 

de la distensibilidad vascular, aumento de la presión venosa central y conside-

rable incremento de la resistencia periférica [100].  

 

 7.1  Estructura de algunos agonistas adrenérgicos αααα2. 

 
Figura 17: Estructuras químicas de algunos ligandos de agonistas adrenérgicos α2  em-

pleados en este trabajo [97, 104, 106]. 

 

7.2 Distribución celular y función de receptores adrenérgicos αααα2. 

Los receptores adrenérgicos α2 se localizan a nivel pre y postsináptico     

dentro y fuera del sistema nervioso central, tanto sobre estructuras nerviosas 

como no nerviosas y pueden generar efectos tanto de inhibición como de exci-

tación [100];[95]. Está ampliamente probada la presencia de receptores 

adrenérgicos α2 en plaquetas  con un importante papel mediador de la agrega-

ción y secreción plaquetaria [96]. Además, su ubicación en la superficie de las 

células (hepáticas, músculo liso de los vasos, terminaciones nerviosas, mono-

citos y linfocitos [93], así como en células HUVEC [107], hace que tengan la 

capacidad de reconocer al ligando (catecolaminas circulantes) y transmitir se-

ñales al interior de las célula para que se genere la respuesta específica.  

 Existen referencias sobre la presencia de receptores adrenérgicos α2 en la 

membrana de leucocitos [108] y en neutrófilos humanos [109, 110] aunque 

existen datos contradictorios en esta última estirpe celular [111, 112]. Un mis-

mo órgano puede tener más de un subtipo de receptor adrenérgico y la res-
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puesta será según el receptor que tengan en mayor proporción, además, pue-

den desacoplarse de las proteínas G si el tiempo de exposición frente a los 

agonistas es prolongado [100]. Se ha comprobado que la cantidad de recepto-

res en las células no está asociado a hábitos como el tabaco, alcohol, café, ni 

tampoco la edad o el sexo [96].  

Debido a la importancia que tienen los agonistas α2  en los últimos años se 

han llevado a cabo muchos trabajos de investigación, algunos de ellos relacio-

nados con el control de la presión arterial [97, 104, 113], y la presión intraocu-

lar [95]. Además, se ha estudiado el efecto que tienen los agonistas adrenérgi-

cos α2 sobre diferentes grupos celulares; habiéndose comprobado que el pro-

ceso de diferenciación de las células hematopoyéticas está mediado por recep-

tores α1  y, en menor medida, por α2  [93].  

Se ha sugerido que las tres subunidades  de adrenoceptores α2  están invo-

lucradas en la regulación de la percepción del dolor en ratones  [95] y no tienen 

ningún efecto en procesos como la quimiotaxis, fagocitosis o la liberación de 

superóxido en PMN humanos [109]. Se han realizado estudios con agonistas 

adrenérgicos α2   en procesos como la apoptosis de células mesenquimales 

[114],  la vasodilatación y vasoconstricción en células endoteliales porcinas y 

de ratón. En ambos estudios se empleó el UK 14.304 como agonista adrenér-

gico α2  [115-117]. También se ha descrito el uso de agonistas adrenérgicos 

α2 en células HUVEC para el estudio de la angiogénesis [107], la hipertensión, 

el feocromocitoma (tumor de la glándula suprarrenal), así como bajo otras con-

diciones fisiopatológicas [118]. Otras investigaciones en las que se han em-

pleado ratones y fármacos agonista adrenérgicos α2 (UK 14.304) y antagonis-

ta  (RX 821002), han demostrado la acumulación de PMN en pulmón [119] así 

como en células dendríticas de cerebro [120] y el análisis dosis dependiente 

del nivel de glucosa en sangre [121]. Otro agonista adrenérgico α2, la Dexme-

detomidina, tiene acción inhibitoria de la hiperalgesia térmica en ratas con mo-

noartritis [122]. La Clonidina (agonista adrenérgico α2), es un fármaco anti-

hipertensivo central efectivo para prevenir el déficit de memoria y la atención 

visual en ratas [123]. Además, se plantea que el uso de antagonistas  α2,  por 

su capacidad de aumentar la actividad noradrenérgica, podría tener beneficios 
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terapéuticos para el tratamiento de la fibromialgia y el síndrome de fatiga cróni-

ca [93]. Otros usos terapéuticos de estos agonistas α2  son: analgésico [124], 

antipirético [90, 125], depresión, ansiedad y obesidad [97], así como procesos 

migrañosos [126]. 

 

7.3  Los receptores adrenérgicos en la respuesta inflamatoria. 

Todos los procesos que incluyen respuestas inflamatorias tienen en común 

una alteración de la regulación del sistema inmune y de las vías del stress 

[127, 128]. Dos vías del stress, el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal y el siste-

ma nervioso simpático regulan la respuesta inmune a través de la liberación de 

glucocorticoides y noradrenalina (norepinefrina), respectivamente. La noradre-

nalina reconoce receptores de membrana (α y β1 adrenérgicos) expresados 

por las células implicadas en la respuesta inflamatoria [129]. 

Las células endoteliales responden a la estimulación con agonistas 

adrenérgicos α2 aumentando la producción de óxido nítrico, molécula que 

atenúa la interacción del PMN con el endotelio vascular [130]. Este efecto no 

es exclusivo de los receptores α  de las células endoteliales, ya que también 

estas células responden a estímulos con β  adrenérgicos in vitro con iguales 

resultados [131]. Los receptores α2, pero no los α1,  inhiben  la producción de 

citoquinas proinflamatorias en modelos animales de inflamación pulmonar 

[119]. 

Existen otras referencias que aluden a la relación de los agonistas adrenér-

gicos con la respuesta inflamatoria. El asma bronquial es una de las enferme-

dades inflamatorias en las que se ha demostrado que la combinación de este-

roides y agonistas β2 locales, es clínicamente más efectiva que cada uno de 

ellos por separado [96, 132]. Los agonistas adrenérgico β2 combinados con 

corticoesteroides tiene efecto antiobstructivo de las vías respiratorias [133]. Lo 

anterior parece deberse al incremento y estabilización de la señalización por 

AMPc que producen los esteroides [134]. 

Las catecolaminas son consideradas potentes estimuladores de citoquinas 

proinflamatorias [135]. La cooperatividad entre la producción de cortisol y no-

reprinefrina produce citoquinas proinflamatorias en tejido sinovial. [133]. El con-
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trol de la producción de citoquinas proinflamatorias y la agregación plaquetaria 

como resultado de la estimulación de PMN humanos  por adrenoceptores α2,  

es de vital importancia en pacientes en estado crítico que cursan con trombosis 

y procesos inflamatorios [136]. En ratas adrenalectomizadas el uso de cortico-

esteroides incrementa la COX-1 gástrica mediante estímulo de receptores α2, 

y disminuye la COX-2 por estímulo de receptores  β2  [137]. 

  La pérdida de funcionalidad de los adrenoreceptores se ha relacionado en 

varias ocasiones con la muerte celular, al menos se ha comprobado que el uso 

de agonistas adrenérgicos α2 acelera la apoptosis en PMN humanos [110], así 

como en células mesenquimales de ratón [114]. 

 

8. Modelos animales de inflamación. 

Humanos y animales hemos estado  muy entrelazados desde el comienzo 

de la civilización.  Al principio los segundos eran sólo fuente de alimento, pos-

teriormente los que se podían domesticar pasaban a ser animales de compañ-

ía.   Debido a la estrecha relación  que durante años se ha establecido con los 

animales,  es coherente que desarrollemos  sentimientos encontrados sobre 

usarlos  en la investigación biomédica.  

El uso de animales para la investigación  se remonta al antiguo Egipto y 

Grecia. Con más repercusión mediática  tenemos los experimentos llevados a 

cabo por Louis Pasteur empleando perros para el estudio de la rabia, así como 

los llevados a cabo por Robert Koch  a finales del siglo XIX,  en los que inyectó 

sangre de vacas infectadas por ántrax a ratones que posteriormente desarro-

llaron la enfermedad.  Los animales empleados  para desarrollar un modelo en 

investigación se seleccionan sólo  si comparten características con los huma-

nos,  así como  si existe una  justificación real de ser la única vía para conocer  

la fisiopatología de la enfermedad [138].     

El  hombre es vulnerable a múltiples enfermedades y  susceptible a ser 

afectado por los mismos parásitos, virus y bacterias que infectan a los anima-

les. Compartimos  65 tipos de enfermedades infecciosas con los perros, 50 con 

el ganado, 46 con las ovejas y cabras, 42 con los cerdos, 35 con los caballos y 

26 con las aves de corral, además, desarrollamos de manera muy similar en-
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fermedades como la epilepsia, hemofilia y diabetes. Todo ello hace que el uso 

de animales en la investigación facilite información de cómo se desarrollan di-

versas enfermedades en humanos [138] es decir, cómo las patologías se pro-

ducen, evolucionan, los rasgos de su fisiopatología y, sobre todo, cómo pue-

den ser tratadas. 

Primero se intenta reproducir en el animal la enfermedad objeto de estudio, 

de forma que se manifieste de manera similar a como lo hace en el hombre, lo 

cual constituye una ventaja fundamental frente a los modelos in vitro. Por otra 

parte, en los modelos animales se aplican técnicas de análisis que no serían 

posibles en la especie humana por razones éticas [139]. Por último, la aplica-

ción de posibles medidas terapéuticas para aliviar o curar la enfermedad  per-

mite calibrar su eficacia, o sus peligros, antes de probarlas en la especie 

humana. 

 

8.1  Modelos animales de inflamación aguda. 

Los modelos animales de inflamación permiten recrear  in vivo cómo ocurre 

el proceso inflamatorio que se pretende estudiar, siendo el modelo de Air 

Pouch  [140-142]  y la Peritonitis por Tioglicolato [143, 144] algunos de los me-

nos agresivos con el animal.  

Existen otros modelos de inflamación para estudiar la cascada de adhesión, 

entre ellos encontramos el estudio de la lesión pulmonar aguda [145], induc-

ción de inflamación por carragenina en zona plantar de ratas [146], colitis indu-

cida por dextrano y ácido acético e ileítis crónica [73, 147]. Además se han rea-

lizado estudios donde se relacionan las enfermedades reumáticas con lesiones 

intestinales [148]. Induciendo inflamación con carragenina en articulaciones de 

ratones, se ha estudiado el efecto antiinflamatorio de diversos productos, como 

el GCSB-5 compuesto por 6 hierbas de origen oriental [149]. Además, la esti-

mulación del nervio vago inhibe la respuesta inflamatoria en modelos de artritis 

murina inducida por carragenina [128]. 

Para contribuir al desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento del  as-

ma bronquial,  se han empleado desde hace más de 100 años los conejillos de 

india como modelo animal [139, 150]. En este trabajo se emplearon ratones de 

cepa CD1 (Swiss) Figura 18. 
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Figura 18: Ratones de cepa  CD-1 (Swiss). 
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    HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis de trabajo: Los agonistas adrenérgicos α2 interfieren en algunas 

de las fases de la cascada de adhesión, inhibiendo la capacidad de los leu-

cocitos de acumularse en los focos inflamatorios.   

 

 

 Objetivos:     

1)     Estudiar la presencia de los subtipos de receptores adrenérgicos α2 

en neutrófilos humanos y HUVEC, así como conocer su capacidad fun-

cional.  

2)     Determinar el efecto de la estimulación de receptores adrenérgicos 

α2 sobre la respuesta inflamatoria mediante modelos animales. 

3)     Estudiar in vitro,  el efecto de la estimulación de receptores adrenérgi-

cos α2 sobre los mecanismos  que intervienen en las diferentes fases 

de la respuesta inflamatoria.  
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

1. Células primarias: 

1.1   Células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC).  

Los cordones umbilicales fueron donados por el Servicio de Ginecología del 

Hospital Universitario de Canarias previo consentimiento de los donantes. 

Las células endoteliales se extrajeron por disgregación enzimática de las pa-

red de la vena  de los cordones umbilicales (ver Figura 1), y se cultivaron co-

mo una monocapa adherente, característica de las HUVEC. 

 

 
         Figura 1: Proceso de extracción de HUVEC. 

Este tipo de cultivo permite su propagación, aumentando notablemente su 

número a lo largo de 4-5 pases viables.  

Las HUVEC se  obtuvieron a partir de cordones donados mantenidos a 4ºC 

hasta 24h después del parto, y se consideraron viables hasta el séptimo día. 

En primer lugar, se limpian externamente con suero fisiológico y gasas para 

eliminar la sangre externa que puedan contener. Posteriormente, se procede al 

canulado de la vena principal con una aguja roma (Hamilton) que se fija  con 

una pinza (Hoffman). A continuación se conecta la aguja con una llave de 3 

pasos (B. Braun Melsungen AG) en posición cerrada y se coloca la abrazadera 

(Extrudan) en posición abierta en el extremo del cordón que no está canulado. 

A la llave de 3 pasos se conectó una jeringa (BD Perfusión) con suero fisiológi-

co (B. Braun Medical S.A) para lavar la vena y así eliminar restos de sangre. 

Seguidamente, se infundió 0,5 mg/ml de Colagenasa P (1ml/min) y se incuba-

ron en una estufa de cultivo a  37ºC y 5% de CO2 durante 20 min.  Pasado el 
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periodo de incubación se realizó un corte con un bisturí estéril y se extrajo el 

contenido con las células en suspensión en tubos de 50 ml. A continuación, se 

centrifugó la suspensión celular el tubo a 1200 rpm durante 10 min y se resus-

pendió  en 5-7 ml de medio 199 con 10% de suero  sin factores. Estas células 

se siembran en un T25, sin sustrato (gelatina) y se incuba durante 24 h. Poste-

riormente, se lavó el frasco con PBS 1× o HBSS estéril 2-3 veces para eliminar 

restos de hematíes y se añadió medio de cultivo nuevo. Aproximadamente en 

72h. alcanzan la  confluencia y se pueden pasar a un T75 (preincubado con 

gelatina 0,5 % (Sigma) en suero fisiológico a 37ºC durante 1h) en medio 199 

(PAA) + 20% de suero (PAA) +1% de Hepes  (PAA) +1% de Penicili-

na/Streptomicina (PAA).+ 50µg/ml de ECGF (BD Bioscience) + 5% de heparina 

(Chiesi, España S.A). 

 

1.2  Células polimorfonucleares (PMN) humanas y murinas. 

Los neutrófilos humanos se obtuvieron de sangre periférica de donantes sa-

nos, previo consentimiento, en el Laboratorio Central del Hospital Universitario 

de Canarias. 

La separación celular se realizó por centrifugación en gradiente de densidad 

en Ficoll (Biochrom AG, Berlin) a 1800 r.p.m durante 30 min. Luego se realizó 

una sedimentación a 1G en dextrano 1.3% (Sigma Chemical Co) durante 20 

min a temperatura ambiente. La fracción en la que se encuentran los neutrófilos 

se centrifugó a 1200 rpm y posteriormente se realizó un choque osmótico para 

eliminar los eritrocitos, dando una pureza mayor al 95% (positivos en citometría 

de flujo para CD11b). 

Para el aislamiento de PMN murinos, se emplearon ratones de cepa CD-1. 

Se extrajo aproximadamente 1ml de sangre por vía intracardiaca, y se aislaron   

aproximadamente 2x106 de PMN, siguiendo el mismo procedimiento que se 

describió para los PMN humanos. 

 

2.       Reactivos químicos. 

2.1     Anticuerpos. 

Para el marcaje de moléculas de superficie de las células que se analizaron 

por citometría de flujo se emplearon los siguientes anticuerpos monoclonales:  
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I. Las Inmunoglobulinas (IgG1) de sobrenadantes monoclonales, proce-
dentes del Laboratorio de Inmunología del Hospital Universitario de La 
Princesa. Se utilizaron: anticuerpo anti-CD11b (clon bear-1), anticuerpo 
anti-CD45 (clon D3/5) y como control negativo P3X63 [151]. 

II. El clon Leu-8 (Anticuerpo monoclonal anti-selectina-L) se obtuvo en 
Becton Dickinson (Mountain View, CA).  

III. Como anticuerpo secundario se utilizó la inmunoglobulina de conejo 
anti-ratón F(ab´)2  marcado con FITC (isotiocianato de fluoresceína) de 
DakoCytomation (Dinamarca A/S).  

IV. EL clon-SK11, anti- selectina-L de ratón (CD62L/Mel-14), BD Pharmin-
gen. 

V. La Inmunoglobulina (IgG2a) monoclonal, Integrina αL clon-M17/4 rata-
anti ratón. (Santa Cruz, Biotechnology).  

VI. La Inmunoglobulina (IgG2α) Isotipo control de rata, clon R35-95 (BD 
Pharmingen). 

VII. Anti CD11b FITC antiratón, clon M1/70.15 (Immunotools). 
 

2.2      Otros reactivos. 

I. Lipopolisacárido (LPS), 1µg/ml, Sigma-Aldrich. 
II. Factor de necrosis tumoral   (TNFα), 20ng/ml, Immunotools.   

III. Phorbol myristate acetate (PMA), 20ng/ml, Sigma–Aldrich. 
IV. Dimetil sulfóxido (DMSO), 10%, Sigma–Aldrich. 
V. Fibronectina (Sigma-Aldrich). 

VI. BSA (Fluka). 
VII. IL-8 (Immunotools). 

 

3.   Experimento con agonistas y antagonista adrenérgicos αααα2. 

Para los experimentos con agonistas adrenérgicos α2, se emplearon UK 

14.304, Clonidina y Xilacina disueltos al 0,1% de DMSO en PBS. Como anta-

gonista α2 se empleó RX 821002, todos ellos obtenidos de Sigma-Aldrich 

Chemical Co (Figura 2). 

En los modelos in vivo las dosis empleadas de agonistas adrenérgicos α2 

fueron desde 0,5 a 16mg/Kg y del antagonista α2, 5mg/Kg, ambos durante 4h, 

según protocolo. En los experimentos in vitro los neutrófilos se preincubaron 

con agonistas y antagonista adrenérgicos α2 a concentraciones comprendidas 

entre 0,1µM y 100µM a 37ºC durante 20 min. Las HUVEC fueron tratadas entre 

6 y 12h a 37ºC con 100µM de agonistas y antagonista α2. 

 Finalmente, la dosis respuesta realizada con agonistas y antagonista α2 

permitió determinar que la dosis óptima de trabajo in vitro  con PMN humanos, 

de ratón y HUVEC era de 100µM. 
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Agonistas αααα2. 

 

        Antagonista αααα2. 

 
Figura 2: Estructura de los agonistas y antagonista α2 empleados. 

 

 4. Modelos animales de inflamación aguda. 

Los ratones empleados fueron de la cepa CD-1 (Swiss), machos (para evitar 

las fluctuaciones hormonales de las hembras), no consanguíneos, con un peso 

aproximado de 30g y de 5 a 6 semanas de edad (Laboratorio Jackson). 

Para el estudio in vivo de la inflamación aguda se utilizaron los modelos 

animales de  Air Pouch (bolsa de aire) y Peritonitis por Tioglicolato. 

 

4.1  Modelo Air Pouch (Bolsa de Aire). 

El fundamento de este modelo [140, 141, 152-154] (ver Figura 3) consiste 

en crear una cavidad de aire estéril en el dorso de los ratones. Esta cavidad 

puede usarse para estudiar la respuesta migratoria de PMN y otras células ante 

estímulos quimioatrayentes en la inflamación aguda. Utilizándose como control 

negativo de migración de neutrófilos (PBS 1x + EDTA 3mM)  o quimioatrayen-

te, que sería el control positivo. Para este modelo se empleo como quimioatra-

yente el Zymosán A (células de levadura).  
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Figura 3: Modelo de inflamación aguda  Air Pouch. 

 

4.1.1 Material para desarrollar el modelo Air Pouch. 

Los materiales empleados para el desarrollo de esta técnica son los que se 

describen a continuación: 

� Ratones machos, no consanguíneos, de cepa CD-1 (Swiss), peso 30g,   

5-6 semanas de edad. (Laboratorio Jackson). 

� Tampón PBS 1x + EDTA 3mM. 

� Ketolar 50mg/ml (Ketamina). Uso: 85mg/Kg. (Pfizer) 

� Rompun 2%, (Xilacina). Uso: 16mg/Kg (Bayer). 

� Zymosán A. (Sigma). Uso: 1% (50mg/5ml PBS + EDTA 3mM) 

� Jeringuillas de 0,5ml (BD Micro-Fine). 

� Jeringuillas de 5 ml (BD Discardit). 

� Agujas de 25G (BD Microlance). 

� Filtros de 0,22µm (Millipore). 

� Tubos de polipropileno (Falcon Labware, Oxnard, C.A). 

� Fluorosferas  (Beckman Coulter). 

� Citómetro de flujo Epics XL (Coulter). 

 

4.1.2 Método: 

En primer lugar, los animales se colocaron en jaulas individuales para evitar 

agresiones entre ellos y contribuir así, a su buen estado físico. Estos se anes-
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tesiaron con una combinación 85mg/Kg de Ketolar y 16mg/Kg Rompun. Poste-

riormente, se colocaron los ratones en posición horizontal y se les realizó una 

inyección subcutánea de  5 ml de aire estéril en la zona dorsal. Trascurridas 

72h. se vuelven a anestesiar los ratones y se procede a rellenar las bolsas dor-

sales con 3 ml de aire estéril. Al sexto día de iniciar el protocolo se realiza el 

tratamiento intramuscular (IM) con los diferentes productos y fármacos a estu-

diar.  Éste se realizó aproximadamente 10 min  antes de introducir en la cáma-

ra de aire el quimioatrayente a utilizar en este modelo, 1% Zymosán A en 

50mg/5ml PBS + EDTA 3mM. Trascurridas  4h. (tiempo en el que el 90% de las 

células migradas deben ser neutrófilos) se sacrificaron los animales por dislo-

cación cervical. Se procedió al lavado de la bolsa con 5 ml de tampón PBS 1× 

+ EDTA 3mM. La extracción de la muestra (líquido de la bolsa), se realizó 

haciendo una única punción en la bolsa. Para ello es importante colocar el ani-

mal de lado, lo que facilita el proceso. Posteriormente se coloca la muestra ex-

traída en tubos de polipropileno inmersos en hielo y finalmente se analiza por 

citometría de flujo Epics XL (Coulter) con fluorosferas (Beckman Coulter) como 

control.  

 

4.2  Modelo Peritonitis por Tioglicolato. 

 

 
Figura 4: Modelo de inflamación aguda Peritonitis por Tioglicolato. 

 

    El modelo de peritonitis por Tioglicolato (ver Figura 4), se realizó con ra-

tones idénticos al del modelo explicado anteriormente y el protocolo aplicado 

ha sido descrito previamente por otros autores [155-157].  
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4.2.1  Material para desarrollar el modelo Peritonitis por Tioglicolato. 

� Ratones machos no consanguíneos de cepa CD-1 (Swiss), peso 30g,   

5-6 semanas de edad. (Laboratorio Jackson). 

� Tampón PBS 1× + EDTA 3mM. 

� Ketolar 50mg/ml (Ketamina). Uso: 85mg/Kg. (Pfizer). 

� Rompun 2%, (Xilacina). Uso: 16mg/Kg (Bayer). 

� Tioglicolato. Uso: 3%, 3g/100ml H2Od, 500µl por ratón (Oxoid). 

� Jeringuillas de 0,5ml (BD Micro-Fine). 

� Jeringuillas de 10 ml (BD Discardit). 

� Agujas de 21G (BD Microlance). 

� Agujas de 25G (BD Microlance). 

� Tubos de polipropileno (Falcon Labware, Oxnard, C.A). 

� Fluorosferas  (Beckman Coulter). 

� Citómetro de flujo Epics XL (Coulter). 

 

4.2.2  Método: 

Los animales se colocaron en jaulas individuales para mantenerlos en un 

buen estado físico. Se anestesiaron los ratones con una combinación de Keto-

lar (85mg/Kg) y Rompun (16mg/Kg). Posteriormente, se realizó el tratamiento 

IM con los diferentes productos y fármacos a estudiar, aproximadamente 10 

min antes de inocular el quimioatrayente. Posteriormente, estos animales se 

colocaron boca arriba y se administró tioglicolato como quimioatrayente reali-

zando una punción vía  intraperitoneal (IP). Transcurridas  4 h., se procedió a 

sacrificar los animales por dislocación cervical. Seguidamente, se realizó un 

pequeño corte en la piel del abdomen y se tiró en ambos sentidos, quedando 

expuesto el peritoneo. Posteriormente, se lavó con 10ml de PBS + EDTA 3mM, 

se extrajo la muestra (líquido intraperitoneal) tomando precauciones de no to-

car las asas intestinales y se colocó  en tubos de polipropileno en hielo. Final-

mente, se analizó por citometría de flujo con fluorosferas como control.  

 

5.  Western blot. 

Es una técnica inmunoenzimática, en la cual se separan las proteínas en 

función de su peso molecular mediante una electroforesis en condiciones des-
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naturalizantes, y una detección posterior con anticuerpos específicos contra la 

proteína que se desea detectar.  

Esta técnica se empleó para estudiar la expresión de proteínas de las sub-

unidades A, B y C de los receptores α2, así como la VE-Cadherina. 

Como material biológico experimental se emplearon HUVEC y PMN huma-

nos. Las HUVEC, (2×106 células/punto, se lisaron con 0,25% de Tritón x-100 

(Sigma-Aldrich) a 4ºC durante 15 min, resuspendiendo cada 5 min. Se emplea-

ron aproximadamente 20×106 neutrófilos/punto, procedentes de sangre periféri-

ca humana.  

Las proteínas se separaron mediante gel de acrilamida con SDS-12%.  Se 

realizó la electroforesis y posteriormente se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa.  Se bloquearon las uniones a sitios inespecíficos con  5% de le-

che en polvo desnatada en tampón TBSt (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM de 

NaCl, 0.05% Tween 20).  

Las membranas se incubaron toda la noche a 4ºC, o 90 min a temperatura 

ambiente con los siguientes anticuerpos diluidos en TBSt con 0,5% de leche 

desnatada:  

 

Anticuerpos primarios usados: 

I.Anti- α2A-AR C-19 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, INC). 

II.Anti- α2B-AR C-19 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, INC). 

III.Anti- α2C-AR C-20 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, INC). 

IV.Anti-α-tubulina ratón 1:2000 (Sigma T6074). 

V. Anti-β actina ratón anti humano 1:2000 0,5 µg/ml (Sigma). 

VI. Anti-VE-Cadherina 1/1/2 (Sobrenadante). 

 

Anticuerpos secundários usados: 

 I. HRP  cabra anti-conejo (Dako, Denmark) 1:2000. 

II. HRP cabra anti-ratón (Dako, Denmark) 1:2000. 
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Los anticuerpos secundarios se incubaron 60 min a temperatura ambiente en 

agitación. 

Una vez marcadas las membranas con los diferentes anticuerpos objeto de 

estudio, se revelaron con ECL Western Bloting Substrate (Pierce, Rockford, 

USA). Posteriormente,  se obtuvieron las bandas de proteína mediante una 

cámara de captación de imágenes (Kodax, Rochester, NY). 

 

6.  Citometría de flujo. 

La Citometría de Flujo (CMF) es una técnica de análisis celular multiparamé-

trica, cuyo fundamento consiste  en hacer pasar una suspensión de partículas 

(generalmente células) alineadas de una en una por delante de un haz de rayo 

láser. Se utiliza para el análisis de diferentes tipos celulares, mediante la cuan-

tificación de las características individuales, como puede ser el tamaño y la 

complejidad.  

La CMF se empleó para el análisis de la expresión de moléculas de superfi-

cie de las células estudiadas como los neutrófilos humanos, neutrófilos de ratón 

y HUVEC; así como para cuantificar el número de PMN en las suspensiones 

biológicas obtenidas de los modelos animales de inflamación aguda.  

Las células se conservaron en tubos de polipropileno a 4ºC, resuspendidas 

en 250µl de tampón PBS o HBSS, hasta su análisis. Se estudiaron 5×103  célu-

las/punto en el citómetro de flujo Epics XL (Coulter) y los datos se representa-

ron en escala logarítmica, luego se procesaron los datos con el software 

WinMDI 2.9. La fluorescencia producida por el anticuerpo secundario o por los 

controles de isotipo correspondientes se consideró como control negativo. Los 

datos se normalizaron para expresar la intensidad de fluorescencia media rela-

tiva (IFMr). 

La cuantificación de PMN se llevó a cabo usando fluorosferas (Flow-Check, 

Beckman Coulter) empleadas para el calibrado de citómetros de flujo. Se toma-

ron como control por sus características estándar de tamaño, complejidad y 

fluorescencia. Previamente se contaron para determinar la cantidad de fluoros-

feras /µl de que se disponía. Se fijó el volumen de muestra en 250µl, también 

se fijó el volumen de fluorosferas en 30µl, lo que nos permitía saber exacta-
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mente cuántas fluorosferas habían en el volumen final de 280µl. Pasados los 

5×103  eventos  totales por punto, se puede determinar separando por regio-

nes, cuántos eventos corresponden a fluorosferas y cuántos a células. Por re-

gla de tres, se puede determinar con el dato de las fluorosferas, cuántos µl tota-

les han pasado. Luego, el dato de la región de células se divide entre  los µl 

totales que han pasado y podemos calcular cuántas células/µl tenemos en la 

muestra. 

  

7. Estudio de la expresión génica mediante RT-PCR 

Se realizó la extracción de RNA  siguiendo las instrucciones del fabricante 

con el kit RNAsay Midikit (Qiagen). Las muestras HUVEC y PMN se trataron 

con DNAsa para eliminar genómico. Posteriormente se realizó la retrotranscrip-

ción empleando Superscrip III (Invitrogen) con hexámeros al azar. Las secuen-

cias de oligos que se utilizaron para la PCR fueron: 

 
Adra2a  FW: 5’GCTGGCCAACGAGGTCAT  3’ 

             RW: 5’CGCCCTTCTTCTCGATGGA 3’ 

Amplicón:260pb 

 
Adra2b FW:  5’ GCCATCACCTTCCTCATTCTCT 3’ 
             RW: 5’ ACGATGGACGAGGTGCAGA 3’ 

Amplicón:251pb 

 
Adra2c FW: 5’ TGGTGGGCTTCCTCATCGTC 3’ 
            RW: 5’ CACCACACCTGCCCGAAGTA 3’  

Amplicón:202pb 

 

Se empleó una pareja de oligos de β2 microglobulina como control de carga 

con secuencia: FW: 5’GCAGCATCATGGAGGTTTGAA 3’  

                    RW: 5’CATGGAGACAGCACTCAAAGTAGAA 3’ 

Amplicón:181pb 

 
Las condiciones de la PCR  en el termociclador ( Applied Biosystems) fue-

ron: 1 ciclo de 3 min a 92ºC, 40 ciclos de 94ºC durante 45 segundos, 58ºC 

durante 1 min, 72ºC durante 40 segundos, posteriormente 1 ciclo de 7min a 

72ºC  y 1 ciclo de 4ºC. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 

1,8% teñido con bromuro de etidio. Posteriormente el gel  se analizó emplea-

do un Transiluminador de ultravioleta (Vilber Lourmat). 
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8. Estudio del movimiento de Calcio en PMN humanos. 

Se aislaron los PMN según se ha descrito en (ver 1.2) y se utilizó un Sorter 

BD FacsAria II. El  fluorocromo INDO-1 se utilizó para medidas ratiométricas de 

Ca2+ intracelular. La excitación se produce por un láser UV de 355nm; en au-

sencia de calcio la emisión es azul (500nm) y en presencia de calcio se pierde 

la emisión azul y pasa a violeta (400nm).  

 

Materiales: 

• Sorter BD FacsAria II. 

• INDO-1 AM (Invitrogen) 10µg/ml en DMSO. 

• Tampón: PBS o HBSS 1X (10mM HEPES, 1mM CaCl, 1mM MgOS4, 1% 

FBS). 

• Yoduro de Propidio (Sigma-Aldrich) 0.05% en agua. 

• Ionomicina (Invitrogen). 

• Ácido Plurónico F-127 al 0,02% (Molecular Probes). 

 

Método: 

Se aíslan PMN como se ha descrito anteriormente, dejándolos a una con-

centración de 10x106 células en 500µl de tampón. Posteriormente preparar 

500µl de tampón con la sonda (INDO-1) + 0,02% de Ac. plurónico, precalentar 

5min y mezclar las células con sonda agitando suavemente. Incubar durante 

30min a 30ºC en oscuridad y proceder a lavar las células con tampón. Luego 

se incuba  15min a temperatura ambiente y se añade el Yoduro de propidio a 

concentración final 0,001%.  

Analizar en el Sorter: Precalentar las muestras antes de adquirir a 37ºC. Se 

realizaron medidas durante 5-10 min  empezando con la línea base (sin estímu-

los) y pausando la adquisición para añadir estímulos. Finalmente pausar y aña-

dir Ionomicina como control de carga. El programa de análisis que se empleó 

fue FlowJo. 
 

9. Estudio de apoptosis en PMN humanos. 

Se emplearon PMN obtenidos de donantes sanos, 5x106 células/ml en pre-

sencia del agonista adrenérgico α2  UK 14.304 (100µM), con o sin el  antago-

nista α2 RX 821002 (100µM). Los controles fueron células en HBSS  conte-

niendo DMSO (0,1%) o LPS (1µg/ml) como inhibidor de apoptosis.  Fueron cul-

tivadas en medio RPMI-1640 (Invitrogen) sin suero del paciente durante 24 h a 

37ºC con movimiento.  
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Finalizado el periodo de incubación, las células fueron lavadas y resuspendi-

das en 5 ml de tampón  hipotónico (10 mM HEPES, 140mM NaCl, 2,5mM CaCl 

y pH 7,4) al que se le añadieron 50µg/ml de ioduro de propidio en el momento 

de analizar por citómetro de flujo Epics XL (Coulter) el porcentaje de células 

con el ADN en estado hipodiploide. 
 

10.  Estudio in vitro de resistencia eléctrica, permeabilidad y  resistencia a 

la migración celular de endotelio vascular.   

Mediante estos estudios se analizó el efecto de los agonistas y antagonistas  

adrenérgicos α2 sobre los cambios de permeabilidad endotelial al paso de io-

nes, de macromoléculas y de células.   

 

10.1  Resistencia eléctrica del endotelio vascular  

Los experimentos de resistencia eléctrica endotelial se llevaron a cabo en 

medio estéril (campana de flujo laminar). Se empleó el  Amplificador DVC-1000 

con electrodos de Ag/AgCl (World Precision Instruments). Los electrodos fue-

ron sumergidos 5min en lejía y posteriormente lavados con tampón PBS estéril. 

Se procede a compensar la diferencia de potencial de los electrodos usando un 

pocillo que no tenga células, será el cero (0) de referencia. Con los parámetros 

de compensación establecidos, se procede a medir la diferencia de potencial 

en los pocillos con células HUVEC solo con medio y HUVEC con agonista y 

antagonista adrenérgico α2. Del circuito abierto pasamos a voltaje-clamp para 

comenzar la mediciones imponiendo un potencial de +/- 10-20 mV.  

La corriente necesaria para imponer el voltaje se expresa en µA, este dato, y 

el diámetro de los pocillos de la placa de cultivo empleada (0,33 cm2), nos per-

miten realizar  los  cálculos según la Ley de Ohm. 

 

1º µA/0,33cm2= µA/cm2 

2º mV/µA/cm2= KΩcm2 (*1000) = Ωcm2 

 

10.2  Estudio de la resistencia del endotelio al paso de macromoléculas.  

Sobre una aproximación experimental igual a la descrita en el apartado ante-

rior, se emplearon placas de 24 pocillos con filtros de 0,4µm (Costar. Corning 
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Incorporated). Se añadió en el compartimiento superior de la placa empleada 

dextrano FITC 70.000MW (Invitrogen) 0,5 mg/ml y se incubó a 37ºC durante 60 

min. Transcurrido este tiempo, se recogió todo el contenido del compartimiento 

inferior de la placa y se midió la intensidad de fluorescencia con una longitud de 

onda de excitación de 490 nm y emisión de 520 nm, cada 3 min durante 30 min 

en un fluorímetro (Spectrafluor Genios, Tecan, Austria). 

 

10.3  Migración estática de PMN. 

El estudio de la migración de PMN en condiciones estáticas se realizó si-

guiendo el protocolo previamente descrito [158-161] según el modelo de la figu-

ra 5. 

 
Figura 5: Esquema del sistema para estudiar la migración celular. 

 

 

10.3.1     Materiales. 

El conjunto de elementos  necesarios para el desarrollo de la técnica (Figura 

5) se describe a continuación: 

� Placa de 24 pocillos con filtros de 5µm (Costar Corning Incorporated). 

� Fibronectina 20µg/ml (Sigma). 

� BSA 1% (Fluka). 

� IL-8 1µg/ml (Immunotools). 

� TNFα 20ng/ml (Immunotools). 

� HUVEC (ver 1.1). 

� Medio completo para HUVEC (ver 1.1). 

� Medio para PMN solo 0,05% de suero. 
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� Amplificador DVC-1000 con electrodos de Ag/AgCl (World Precision 

         Instruments).  

� Citómetro de flujo modelo: Epics XL, Coulter. 

 

10.3.2  Método: 

 En primer lugar, se tapizó el compartimiento superior de la placa con 

20µg/ml de fibronectina a 37ºC durante 60 min. Transcurrido el periodo de in-

cubación, se procede a retirarla y lavar 2 ó 3 veces con PBS 1×. Posteriormen-

te, se sembraron las HUVEC en el compartimiento superior a una concentra-

ción de 10x104 células/pocillo y se incubaron durante 96h a 37ºC, 5% de CO2. 

Luego las células fueron activadas con 20ng/ml de TNF-α durante 6 h. Inmedia-

tamente después se trataron con los diferentes fármacos: agonista α2 UK 

14.304, 100 µM y antagonista α2 RX 821002, 100 µM, durante 30 min a 37ºC.  

Posteriormente, empleando el amplificador DVC-1000 se midió la diferencia 

de potencial entre  ambos compartimientos, este paso se puede hacer antes y 

después del tratamiento, según objetivos. El compartimiento inferior del pocillo 

se bloqueó con 1% de BSA  a 37ºC durante  60 min. Simultáneamente, se ais-

laron los PMN (ver 1.2) y se resuspendieron en medio con 0,05% de suero a 

una concentración de 2×105  /100µl. Posteriormente, se añadió en el comparti-

miento inferior 600µl del medio con  22,5 ng/ml de IL-8 y posteriormente, se 

colocó el compartimiento superior en los pocillos de la placa y  se añadió al 

mismo 100µl de suspensión de PMN (2×105). A continuación, se incuba la pla-

ca a 37ºC durante 30 min. Transcurrido este tiempo se recogió todo el conteni-

do del compartimiento inferior y se  procedió a cuantificar en el citómetro de 

flujo utilizando fluorosferas como control. 

 

11.     Ensayos de interacción dinámica endotelio-neutrófilo en cámara de  

          flujo. 

Los ensayos de interacción dinámica se llevaron a cabo in vitro simulando el 

flujo sanguíneo, permitiendo de esta manera el estudio de las vías que intervie-

nen en la cascada de adhesión.  
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11.1      Materiales. 

11.1.1  Tampones. 

� Tampón HBSS: Tampón con Ca++ y Mg++ a temperatura ambiente y a 

4º C. 

� Tampón HBSS + 0,5%  BSA (albúmina de suero bovino). 

 

11.1.2    Componentes del sistema. 

En las  Figuras 6 y 7 se muestran algunos de los componentes del sistema 

para el ensayo de migración dinámica. A continuación de desglosan cada uno 

de los componentes  del sistema. 

� Fibronectina 20µg/ml (Sigma). 

� Placas de 35mm estériles, Nunc (Denmark). 

� Jeringuillas de 20ml (B/Braun). 

� Bomba de succión, Harvard apparatus, 70-2211 (0,84 ml/min lo que su-

pone una presión de 4 dinas/cm2  simulando el flujo sanguíneo). 

� Equipo calefactor ( Warner Instrument Corporation, TC-344B). 

� Microscopio invertido de contraste de fases de fluorescencia (Zeiss, 

Axiovert S10TV) con objetivos de 10× y 20×. 

� Mangueras. 

� Bomba de vacío. 

� Cámara digital (Hamamatsu, Orca, Japón). 

� La captura de imágenes se realizó con el programa (Wasabi). 

� El análisis se llevó a cabo con el Software Hamamatsu C4742-95.   

� La cámara de flujo empleada fue de Glycotech. (0,25 mm altura 5mm 

ancho x largo).  

� Sello de silicona de 5mm de espesor con canal de 0,25mm. 

� Llaves de 3 pasos (Braun, Switzerland). 
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Figura 6: Algunos materiales empleados (Interacción dinámica). 

1. Equipo calefactor; 2. Sello de silicona; 3.Cables para temperatura a la placa; 4.Placa cale-

factora; 5. Placa de 35mm conectada en cámara calefactora con cables de temperatura y man-

gueras; 6. Pie con jeringuillas; 7. Bomba de infusión-perfusión y elevador; 8. Microscopio inver-

tido; 9. Cámara de fotos; 10. Ordenador para procesar las imágenes. 
 

11.1.3  Método. 

Las HUVEC se obtuvieron como se ha descrito previamente (ver  1.1). Se 

incubaron en placas de 35mm con fibronectina, a una concentración de 20 

µg/ml en PBS 1× a 37ºC durante 1h. Posteriormente, se sembraron 3×105 célu-

las/placa, suficiente para la confluencia en 24h. Las células fueron activadas 

con 20ng/ml de TNF-α 10min antes de añadir los diferentes fármacos: agonista 

α2 UK 14.304, 100µM y antagonista α2 RX 821002, 100µM, posteriormente se 

incubaron durante 6h a 37ºC, 5% de CO2. Paralelamente, se aíslan los PMN 

procedentes de sangre periférica (ver 1.2) y se resuspendieron en 10 ml de 

HBSS+0,5 % de BSA a 4ºC a una concentración de 1×106 células/ml. A conti-

nuación se preparó la cámara de flujo con las mangueras y el sello de silicona 

que facilita su adherencia a la placa de 35mm donde se encuentran sembradas 

las HUVEC (Fig. 6, Nº 2, 4, 5). Las condiciones del flujo son 20ml de volumen y 
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4 dinas/cm2 de presión. Se realizaron videos a 10x de 3 min a 20Hz (20 imáge-

nes/segundo) en diferentes campos de 1mm2 cada uno. Para observar la tras-

migración de los neutrófilos a través del endotelio se realizan videos, en los 

cuales dejamos fluir HBBS sin células, con el objetivo de 20×××× durante 10min a 

1Hz (1 imagen/segundo). 

 
Figura 7: Elementos que componen el sistema de flujo. 

 

11.1.4  Análisis de imágenes. 

Para analizar los resultados se empleó el programa Metamorph con el cual 

se calculó el número de PMN que ruedan/mm2/min, la distancia, el tiempo y la 

velocidad con que lo hacen por encima de las células endoteliales. La transmi-

gración celular se analizó mediante inspección directa de los videos. 

 

12.   Inmunofluorescencia. 

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica que emplea anticuerpos conju-

gados a fluorocromos. Nos permitió estudiar la intensidad de las uniones endo-

teliales mediante microscopía confocal.  

Los experimentos de (IF) se realizaron con HUVEC sembradas en cámaras 

de cultivo de 8 pocillos (Nalgene Nunc, Rochester) cubiertos con fibronectina, 

20µg/ml a 37ºC durante 60min. Una vez las células estuvieron confluentes, fue-
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ron activadas con 20ng/ml de TNF-α durante 6h, e inmediatamente después se 

trataron con los diferentes fármacos: agonista α2 UK 14.304, 100µM y antago-

nista α2 RX 821002, 100µM, durante 30min a 37ºC. Posteriormente se lavaron 

y fijaron con 2% de paraformaldehído (Panreac, Barcelona, España) a tempera-

tura ambiente durante 3min. Se permeabilizaron con 0.2% Tritón x-100 (Sigma-

Aldrich) a temperatura ambiente durante 5min. Los lugares de uniones ines-

pecíficas se bloquearon con suero de cabra (Sigma-Aldrich) al 1% a temperatu-

ra ambiente durante  60min. Luego, las células se incubaron a temperatura 

ambiente durante 30min con el anticuerpo primario diluido en tampón PBS con 

suero de cabra al 1%. Después de cinco lavados con PBS, las células se incu-

baron con el anticuerpo secundario Alexa 488 cabra anti-ratón (Molecular Pro-

bes, Oregon, USA) a temperatura ambiente durante 45min. Posteriormente, las 

células se lavaron y se les añadió medio de montaje con Dapi (Testog Inc, Chi-

cago, USA). Se colocó un cubreobjetos  que se selló con laca para evitar la 

evaporación de la muestra. Finalmente se procedió a la observación de la mo-

nocapa celular con un microscopio confocal (Olympus, Hamburgo, Alemania).  

Con el fin de cuantificar la fluorescencia de las células marcadas con el anti-

cuerpo anti VE-Cadherina se procedió primero a estimar la señal de fondo (se-

ñal no proveniente del marcaje con los anticuerpos) en las inmediaciones de la 

membrana plasmática. Para ello se delimitaron 5 regiones de área constante 

en cada una de las células y se calculó su valor medio y desviación estándar. 

La fluorescencia proveniente de las células marcadas con anti VE-Cadherina 

se analizó seleccionando regiones de la membrana celular considerando valo-

res positivos de fluorescencia aquellos que eran igual o superior a la media 

más tres veces la desviación estándar del fondo.  

 

13. Análisis Estadístico. 

Los resultados se expresaron como medias aritméticas ± SE. Para determi-

nar las diferencias significativas entre las medias, se utilizaron los test de Wil-

coxon y Pearson para datos  pareados. 
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RESULTADOS: 
1.- Expresión y funcionalidad de los receptores adrenérgico     αααα2  en PMN y 

HUVEC.  

Diferentes trabajos han descrito la presencia de receptores α2 adrenérgicos 

en células humanas de diferentes estirpes, como plaquetas [96], células hepáti-

cas, células de la musculatura vascular,  terminaciones nerviosas, monocitos, 

linfocitos [93] y en células endoteliales incluyendo HUVEC [107]. Sin embargo, 

la presencia de estos receptores en PMN humanos ha sido debatida existiendo 

en la literatura datos contradictorios; algunos autores afirman que han compro-

bado la presencia de receptores α2 adrenérgico en PMN Humanos [108-110, 

162], sin embargo otros están en desacuerdo al no obtener respuesta ante di-

versos estímulos [112] o no detectarlos por medio de ligandos marcados con 

radiactividad [111]. 

 Como paso previo al estudio de las implicaciones de los receptores α2 

adrenérgicos en la respuesta inflamatoria, decidimos estudiar su presencia en 

PMN humanos y en HUVEC. Mediante RT-PCR se estudió la presencia de 

transcritos de las tres subunidades descritas del receptor α2 adrenérgico en 

ambas estirpes celulares en condiciones de reposo. Los resultados presenta-

dos en la Figura 1A muestran que los PMN humanos y las HUVEC expresan 

ARNm de los tres subtipos de receptores α2. Para caracterizar mejor la pre-

sencia de estos receptores, se estudio la expresión de proteína de las tres sub-

unidades mediante Western Blot (Figura 1B). Se observó proteína inmunoreac-

tiva de la subunidad α2A en PMN y de α2B en HUVEC, sin que fuese posible 

constatar la expresión de α2C en ninguno de estos dos tipos celulares.   

 Los receptores α2 adrenérgicos están unidos a proteínas G y el reconoci-

miento de su ligando induce cambios en la concentración de calcio intracelular 

[102]. Este hecho está bien definido en HUVEC. Sin embargo, en PMN existen 

datos contradictorios según el subtipo de receptor adrenérgico estimulado. Se 

realizaron experimentos para determinar la capacidad funcional de los recepto-

res agonistas α2  de movilizar calcio en PMN humanos mediante citometría de 

flujo según se describe en la sección de Material y Métodos. La Figura 1C 

muestra los movimientos de calcio en linfocitos, monocitos y PMN humanos 
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cargados con INDO3 (ver Material y Métodos) en respuesta a UK 14.304. Los 

PMN muestran un modesto, pero consistente incremento del 20%, de la con-

centración de calcio intracelular al ser incubados con un  agonista α2. Este dato 

es respecto a la liberación de calcio que experimentaron los PMN frente al 

ionóforo (Ionomicina). Los linfocitos y monocitos no mostraron esta respuesta.  

Estos resultados demuestran que los PMN humanos expresan de forma consti-

tutiva la subunidad α2A de los receptores adrenérgicos α2 y que estos recepto-

res son capaces de movilizar calcio, al parecer, por una vía alternativa a la que 

caracteriza a los receptores adrenérgicos α2 de inhibir la síntesis de AMPc.     

                                     

FIGURA 1 
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B)      
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          C)      

 

 

Figura 1: Expresión y función de las subunidades del receptor αααα2 adrenérgico en PMN 
y HUVEC.  A) Foto de un gel de agarosa al 1,8% teñido con bromuro de etidio del producto de 
RT-PCR aislado de células HUVEC y PMN humanos en condiciones de reposo.  Referencia de 
los carriles: M. Marcador de 100 pares de bases, 1,4 y 7 controles con agua para PCR de cada 
subunidad α2. 2 Receptor α2A, en PMN 3 Receptor  α2A en HUVEC, 5 Receptor α2B en PMN, 6 
Receptor α2B  en HUVEC, 8 Receptores α2C en PMN, 9 Receptores α2C en HUVEC, 11 y 12 
control de carga ββββ2µµµµGlobulina  en PMN y HUVEC respectivamente. Se muestra un experimen-
to representativo de 3. B) Western blot de proteína aislada de HUVEC y PMN con tubulina co-
mo control de carga. Observamos proteína de α2A en PMN, α2B en HUVEC y de α2C no obtu-
vimos resultados positivos para ninguno de los dos grupos celulares estudiados. C) Graficas 
que representan los movimientos de calcio en leucocitos en respuesta a UK 14.304 mediante 
citometría de flujo. El dotplot muestra la distribución celular por tamaño y complejidad de las 
tres poblaciones estudiadas. Los histograma representan la relación de fluorescencia viole-
ta/azul (ratio V/B) de linfocitos, monocitos y PMN cargados con INDO1 a lo largo del tiempo en 
segundos. La zona sombreada en verde corresponde al incremento de la concentración basal 
de calcio intracelular en respuesta a UK 14.304. La zona sombreada en violeta es el pico de 
calcio que produce un ionóforo. Se muestra un experimento representativo de 3.    
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2.- Implicación de los receptores adrenérgicos αααα2 en la extravasación de 

PMN en modelos animales de inflamación aguda.  

Basándonos en los resultados anteriores, donde se evidenció la presencia 

en PMN de, al menos, la subunidad α2A se decidió estudiar la posible implica-

ción de los receptores α2 sobre la respuesta inflamatoria. Los modelos anima-

les de inflamación permiten simular el proceso inflamatorio de  una forma expe-

rimentalmente manipulable y, al mismo tiempo, remedan las condiciones natu-

rales en las que se lleva a cabo la respuesta vegetativa del organismo a situa-

ciones de stress. Los modelos utilizados en éste trabajo fueron el Air Pouch  

[140-142] y Peritonitis por Tioglicolato [155-157]. En ambos modelos la migra-

ción de los PMN disminuyó significativamente en los animales pretratados por 

vía parenteral con los agonistas α2 Xilacina (16mg/Kg) y UK 14.304  (1mg/Kg); 

efecto que fue bloqueado por la administración previa del antagonista α2, RX 

821002 (5mg/Kg)  (Figura 2A y 2B). 

Ha sido descrito que los agonistas α2 adrenérgicos tienen efecto hipotermi-

zante [90, 125, 163]. Para descartar el efecto potencial de la hipotermia en la 

reducción de la migración de los PMN al foco inflamatorio que habíamos obser-

vado, se repitieron los experimentos en un grupo de ratones tratados con 16 

mg/kg de Xilacina cuya temperatura corporal se mantuvo controlada con una 

fuente externa de calor. En estas condiciones, la temperatura rectal de los ra-

tones expuestos a la fuente de calor y pretratados con  Xilacina era muy similar 

a la de los controles. Sin embargo, en los ratones que estuvieron bajo los efec-

tos del agonista adrenérgico α2 en condiciones de temperatura ambiente, la 

temperatura corporal, tal y como se esperaba, disminuyó de forma relevante 

Figura 2C [90, 125]. El análisis en estas condiciones de la migración de PMN 

al foco inflamatorio pone de manifiesto que, incluso cuando se controla la tem-

peratura corporal, la activación de los receptores adrenérgicos α2 continúa 

produciendo in vivo una reducción significativa de la acumulación de PMN en el 

foco inflamatorio (Figura 2D).   

Estos resultados sugieren que los receptores adrenérgicos α2 juegan un pa-

pel importante en la respuesta inflamatoria, interfiriendo en la acumulación de 



Implicación  de  receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                   Resultados 
 

74 

 

los PMN en el foco inflamatorio, mediante un mecanismo independiente del 

descenso de la temperatura corporal.          

FIGURA 2 

A)                                       B)             

                                             

 

      

 

 

 

 

 

C)                                                            D)                   
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Figura 2: Efecto de los agonistas adrenérgicos αααα2  sobre la migración de PMN en el 
modelo Air Pouch y Peritonitis por Tioglicolato.  A) Modelo Air Pouch donde la máxima 
migración de PMN se observó en los ratones tratados con vehículo (����) que fueron considera-
dos como control. La administración IM de los agonistas  adrenérgicos α2, UK 14.304, 1 mg/Kg 
y Xilacina, 16mg/Kg, causó una disminución significativa de la migración de PMN al foco infla-
matorio (�). Cuando los animales fueron pretratados con el antagonista RX 821002, 5mg/Kg  
el efecto de ambos agonistas adrenérgicos fue bloqueado. Los datos representan la media±ES 
en cifras absolutas del número de PMN en la bolsa dorsal de 5 experimentos independientes 
en grupos de 3 animales por condición experimental. **p<0.01 mediante el test de Wilcoxon.  
B) Modelo Peritonitis por Tioglicolato donde se observó disminución de la migración de PMN al 
peritoneo en aquellos animales que fueron tratados con Xilacina como agonista  adrenérgico 
α2 respecto a los considerados como control. n=3 **p<0.01 mediante el test de Wilcoxon. C) 
Variación respecto al tiempo de la temperatura rectal de los ratones tratados con Xilacina, 
(16mg/Kg),  con (∇∇∇∇) o sin (����) fuente externa de calor  respecto a animales mantenidos a tem-
peratura ambiente (�) sin tratamiento. Se muestra un experimento representativo de 2 inde-
pendientes. D) Efecto de la temperatura sobre la migración leucocitaria en ratones tratados con 
Xilacina, (16mg/Kg). Los animales fueron tratados con el agonista  adrenérgico α2 y fueron 
mantenidos a temperatura ambiente (�) o en condiciones de control de temperatura  (�). Co-
mo control de migración se utilizó un grupo de animales tratados con vehículo mantenidos a 
temperatura ambiente (����). Los datos representan la media±ES de 3 experimentos indepen-
dientes con 3 animales cada grupo  del número relativo de PMN en la bolsa respecto a los 
animales controles que fueron tratados sólo con el vehículo y mantenidos a temperatura am-
biente, que fue considerada 100%. **p<0.01 mediante el test de Wilcoxon. 
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3.- Efecto de los agonistas adrenérgicos αααα2 sobre la expresión de molécu-

las de adhesión en PMN humanos. 

Las moléculas de adhesión juegan un papel esencial en la respuesta infla-

matoria. Las selectinas [164] y las integrinas de la familia β2, en especial el 

CD11b [165], participan de forma secuencial en el proceso de extravasación de 

PMN al foco inflamatorio [72]. La selectina-L se expresa constitutivamente en la 

superficie de los PMN y se procesa enzimáticamente, liberando al medio su 

dominio extracelular en respuesta a múltiples estímulos [72]. Por otra parte, el 

CD11b también se expresa de forma constitutiva en PMN;  pudiendo aumentar 

su expresión en membrana de forma muy marcada bajo determinados estímu-

los al producirse la fusión de los gránulos terciarios en cuya membrana se al-

macenan preformados [165].  Debido a la importancia de estas dos moléculas 

en el proceso de extravasación de PMN durante la respuesta inflamatoria, deci-

dimos estudiar cuál era el efecto que causaban los agonistas α2 sobre su nivel 

de expresión en neutrófilos humanos.  

Neutrófilos humanos procedentes de donantes sanos fueron aislados y culti-

vados en tubos de polipropileno con HBSS en presencia o ausencia de agonis-

tas adrenérgicos α2, según se describe en la sección de Material y Métodos. 

Tras 20 min a 37ºC con los diferentes tratamientos, se analizó por citometría de 

flujo la expresión en la superficie celular de la selectina-L y el CD11b. La Figu-

ra 3A muestra el efecto de UK 14.304 100µM en la expresión de selectina-L en 

PMN cultivados en medio solo o en presencia de IL-8. La presencia del agonis-

ta α2 previno de forma significativa la pérdida de selectina-L inducida por IL-8 

en neutrófilos. El incremento de CD11b en presencia de IL-8 también parecía 

ser modificado por el UK 14.304 (Figura 3B).  

La acción de la selectina-L durante las fases iniciales de la respuesta infla-

matoria depende fundamentalmente de su nivel de expresión en la superficie 

de los neutrófilos [164].  Sin embargo, las integrinas no dependen solo de su 

nivel de expresión para realizar su función adhesiva y son capaces de modular 

dinámicamente su capacidad de unirse a su ligando al sufrir cambios confor-

macionales en su estructura cuaternaria [30]. Por este motivo decidimos anali-

zar la posibilidad de que los agonistas α2 pudieran modificar la afinidad del 
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CD11b por su ligando endotelial alterando los cambios conformacionales que 

producen los activadores. El CBRM1/5, es un anticuerpo monoclonal que reco-

noce un epítopo de activación específico del CD11b humano que no se expre-

sa en el CD11b de PMN en reposo. El epítopo reconocido por este anticuerpo 

monoclonal se localiza en el dominio de la cadena α de Mac-1 muy cerca del 

sitio de unión del ligando [166]. Nuestros datos demuestran que el UK14.304 

no es capaz de modificar los cambios conformacionales que produce la IL-8 en 

el CD11b de los PMN humanos medidos por el CBRM1/5 (Figuras 3C). 

Estos datos demuestran que la estimulación de los receptores  adrenérgicos 

α2 hace a los neutrófilos menos sensibles a la activación por citoquinas y qui-

mioquinas previniendo la disminución de selectina-L y el movimiento de CD11b. 

Estos compuestos  tampoco interfieren en los cambios conformacionales que 

sufre el CD11b en respuesta a estímulos. Los cambios en las moléculas de 

adhesión que hemos estudiado sugieren que los agonistas adrenérgicos α2, 

podrían actuar interfiriendo con alguno de los pasos más avanzados de la cas-

cada de adhesión: la adhesión firme o la extravasación, pero no sobre el rolling.  

FIGURA 3 
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3B)                                                        3C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Efecto de los agonistas adrenérgicos αααα2 sobre la expresión de selectina-L y 
CD11b en PMN humanos.  A) Diagrama de barras mostrando la variación en la expresión de 
selectina-L en neutrófilos humanos tras 20 min de incubación a 37ºC con IL-8 20ng/ml (�) en 
presencia o ausencia de UK 14.304 100µM (�) respecto a células mantenidas en medio con 
vehículo (����). Los datos representan la media±ES de la IFMr de cinco experimentos indepen-
dientes respecto de las células mantenidas en medio que se consideró 100%. El inserto mues-
tra un histograma representativo de citometría de flujo en PMN, donde el perfil no sombreado 
muestra la expresión basal de selectina-L en presencia del vehículo, el sombreado, la expre-
sión en presencia de IL-8, el de trazos discontinuos la expresión de selectina-L en células pre-
tratadas con UK 14.304 y activadas con IL-8. El histograma punteado representa la fluorescen-
cia del clon P3X63 que fue considerado como control negativo. *p<0,05 por el test de Wilcoxon. 
B) Diagrama de barras mostrando la variación en la expresión de CD11b en neutrófilos huma-
nos manejados de la misma forma que en la figura A. Los datos representan la media±ES de la 
IFMr de cinco experimentos independientes respecto de las células mantenidas en medio que 
se consideró 100%. El inserto muestra un histograma representativo de citometría de flujo en 
PMN, donde el histograma no sombreado muestra la expresión basal de CD11b en presencia 
del vehículo, el histograma sombreado la expresión en presencia de IL-8, el histograma en 
trazos la expresión de CD11b en células pretratadas con UK 14.304 y activadas con IL-8. El 
histograma punteado representa la fluorescencia del clon P3X63 que fue considerado como 
control negativo. C) Diagrama de barras mostrando la variación de la activación de CD11b me-
dida por el AcM CBRM1/5 en neutrófilos humanos manejados de la misma forma que en la 
figura A. Los datos representan la media±ES de la IFMr de tres experimentos independientes 
respecto de las células mantenidas en medio que se consideró 100%. El inserto muestra un 
histograma representativo de la expresión en superficie de CD11b medido por el AcM 
CBRM1/5 en PMN. El histograma no sombreado muestra la expresión basal en PMN manteni-
do en medio conteniendo el vehículo, el histograma sombreado, la fluorescencia que produce 
este AcM en células activadas con IL-8, el histograma en trazos, las células pretratadas con UK 
14.302 y estimuladas con IL-8. El histograma punteado representa el control negativo de fluo-
rescencia.  
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4.- Efecto de los agonistas adrenérgicos αααα2 sobre la expresión de molécu-

las de adhesión en HUVEC.    

El ICAM-1 es una molécula de adhesión de la familia de las inmunoglobuli-

nas que reconoce a las integrinas de la familia β2. Se expresa constitutivamen-

te en múltiples estirpes celulares, incluyendo las células endoteliales, donde 

aumenta su nivel basal de expresión cuando son estimuladas, principalmente 

por citoquinas proinflamatorias [167, 168]. Por el contrario, el VCAM-1, ligando 

de la integrina β1 VLA-4, no se expresa en las células endoteliales en reposo, y 

solo tras la acción de factores proinflamatorios aparece en su superficie [169, 

170]. Ambas moléculas de adhesión intervienen en el reconocimiento de leuco-

citos por parte del endotelio [168, 171], y juegan un papel esencial en la casca-

da de adhesión durante la respuesta inflamatoria. Teniendo en cuenta las refe-

rencias que existen de la presencia de receptores adrenérgicos α2  en HUVEC 

[107, 118, 172], así como los datos anteriormente mostrados de expresión de 

proteínas de al menos una subunidad, la α2B  en las células endoteliales, deci-

dimos estudiar la implicación de los receptores adrenérgicos α2 sobre la expre-

sión de ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC en respuesta a estímulos proinflamato-

rios.  

Las HUVEC fueron cultivadas durante 12h con TNF-α 20ng/ml en presencia 

o ausencia de dosis crecientes de Xilacina (0,008-0,8µM) como agonista α2. La 

expresión en superficie de ICAM-1 y VCAM-1 fue evaluada por citometría de 

flujo. La Xilacina mostró capacidad para reducir significativamente la sobreex-

presión de ICAM-1 en HUVEC activadas con TNF-α de forma dosis dependien-

te (Figura 4A). Sin embargo, el efecto del agonista α2 no fue consistente sobre 

las variaciones de expresión de VCAM-1 en células endoteliales activadas con 

TNF-α (Figura 4B).  

Estos datos sugieren que la activación del receptor adrenérgico α2  reduce 

la capacidad para sobreexpresar ICAM-1 en las células endoteliales en res-

puesta a TNF-α. Este efecto puede traducirse en una acción antiinflamatoria a 

nivel endotelial,  reduciendo la capacidad de adhesión firme de los PMN duran-

te la cascada de adhesión.   
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                                                                                               FIGURA 4 

A)                                                             B)                  

 

     

 

 

 

      

 

                     

                             

Figura 4: Acción de agonistas adrenérgicos αααα2  sobre la expresión de ICAM-1 y VCAM-
1 en HUVEC. A) Diagrama de barras que representa la variación de la expresión de ICAM-1 en 
células endoteliales mantenidas en medio solo (����) o activadas con TNF-α en presencia o au-
sencia de diferentes dosis de  Xilacina, 0,008µM (�), 0,08µM (�), 0,8µM (�). Los datos re-
presentan la media±ES de la IMFr de ICAM-1 de seis experimentos independientes respecto de 
la expresión basal de células mantenidas en medio que fue considerada 100%. *p<0.05 me-
diante el test de Wilcoxon. En el inserto el histograma representa la expresión en superficie de 
ICAM-1 en HUVEC. Las células endoteliales fueron cultivadas durante 12h a 37ºC. El histo-
grama no sombreado muestra la expresión basal de ICAM-1 en HUVEC mantenidas en medio, 
el histograma sombreado representa la expresión de esta molécula en HUVEC cultivadas con 
TNF-α, el histograma en trazos, las células pretratadas con Xilacina 0,8µM y estimuladas con 
TNF-α. El histograma punteado representa el control negativo de fluorescencia. B) Diagrama 
de barras que representa la variación de la expresión de VCAM-1 en células endoteliales man-
tenidas en medio (����) o activadas con TNF-α en presencia o ausencia de diferentes dosis de  
Xilacina (0,008-0,8µM) como agonista adrenérgico α2. Los datos representan la media±ES de 
la IMFr de VCAM-1 de seis experimentos independientes respecto de la expresión basal de 
células mantenidas en medio que fue considerada 100%. 
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 5.- Evaluación de la capacidad apoptótica de los  agonistas adrenérgicos 

αααα2 sobre PMN humanos. 

Los neutrófilos son esenciales para la defensa del huésped y su muerte por 

apoptosis es fundamental para la resolución de la inflamación [173]. Los ago-

nistas α2 adrenérgicos  facilitan la entrada de diversas estirpes celulares en el 

programa de muerte celular [110, 114]. Con el fin de intentar profundizar en los 

mecanismos responsables de la disminución  in vivo de la migración leucocita-

ria que producían los agonistas α2 en los modelos animales que estudiamos, 

se planteó la posibilidad de que la inducción de apoptosis en PMN pudiera es-

tar jugando algún papel. Se realizaron experimentos para estudiar la influencia 

de los agonistas α2 en la inducción de apoptosis en PMN humanos.   

Se emplearon PMN obtenidos de donantes sanos, 5x106 células/ml en pre-

sencia del agonista adrenérgico α2  UK 14.304 (100µM), con o sin el  antago-

nista α2 RX 821002 (100µM). Fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (Invitro-

gen) sin suero del paciente durante 24h a 37ºC con movimiento. Los controles 

fueron células en HBSS conteniendo DMSO (0,1%) o LPS (1µg/ml) como in-

hibidor de apoptosis. Se añadieron 50µg/ml de ioduro de propidio en el momen-

to de analizar por citómetro de flujo el porcentaje de células con el ADN en es-

tado hipodiploide. La Figura 5 muestra que la presencia del agonista α2 no 

influyó de manera significativa  en la viabilidad de los PMN, por lo que el efecto 

de la disminución de células que migran al foco inflamatorio por los agonistas 

α2 adrenérgicos no parece que pudiera ser explicado por la inducción de apop-

tosis en los PMN.   
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              FIGURA 5 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                            

   

     

 

 

Figura 5: Análisis de apoptosis en PMN humanos tratados con agonista adrenérgico 
αααα2.  El histograma de barras muestra el % de PMN con una carga de ADN con menos de 2N 
(hipodiploide). Se tomó como control basal de apoptosis, células cultivadas con medio solo 
(����). La presencia del vehículo DMSO 0,1%, UK 14.304 100µM (�), RX 821002 100µM y la 
combinación de estos dos últimos no parecía tener un efecto significativo en la inducción de 
apoptosis en PMN humanos ya que el porcentaje de células hipodiploides era similar entre 
ellos y con la condición basal Como se esperaba el LPS 1µg/ml previno la apoptosis de PMN. 
Los resultados representan la media±ES de los datos absolutos de porcentaje de células 
apoptóticas de 3 experimentos independientes, **p<0.01 mediante el test de Wilcoxon.   
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6.- Efecto de los agonistas adrenérgicos αααα2  sobre la resistencia eléctrica 

y el paso de macromoléculas a través de endotelio. 

Los datos experimentales que habíamos obtenido demostraban la participa-

ción de los receptores α2 adrenérgicos en la modulación de la respuesta infla-

matoria in vivo. La menor sensibilidad de los PMN y de las células endoteliales 

a cambiar su perfil basal de expresión de selectina-L y CD11b o ICAM-1 en 

respuesta a citoquinas proinflamatorias, tampoco parecía que pudiera explicar 

este efecto. Decidimos entonces investigar como afectaba la activación de los 

receptores adrenérgicos a la capacidad de barrera de las células endoteliales, 

estudiando las modificaciones que producían las agonistas α2 en la resistencia 

eléctrica y el paso de macromoléculas a través de una capa confluente de 

HUVEC. Como se describe en la sección de Materiales y Métodos, las HUVEC 

fueron cultivadas hasta confluencia sobre transwell  (Ø 0,4 µm). Luego fueron 

activadas con 20ng/ml de TNF-α durante 6h. Inmediatamente después se trata-

ron con los diferentes fármacos: agonista α2 UK 14.304, 100µM y antagonista 

α2 RX 821002, 100µM, durante 30min a 37ºC. Se evaluó la resistencia eléctri-

ca del endotelio para determinar la consistencia de la capa endotelial que se 

había constituido. Posteriormente se añadió a la cámara superior del transwell 

Dextrano fluorescente. Después de 1h a 37ºC la fluorescencia en la cámara 

inferior se determinó por fluorimetría. La presencia del agonista α2 UK 14.304 

aumentó la resistencia eléctrica de las células endoteliales y redujo la capaci-

dad de difusión del Dextrano, ambos de forma significativa respecto al control. 

La presencia del antagonista RX 821002 redujo la capacidad del UK 14.304 

tanto para aumentar la resistencia eléctrica como de impedir el paso del Dex-

trano a través de la barrera endotelial (Figura 6A y 6B). 

Estos datos sugieren que la ocupación de los receptores adrenérgicos α2 en 

las células endoteliales reduce la permeabilidad del endotelio al paso tanto de 

iones como de macromoléculas.  

 

 



Implicación  de  receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                   Resultados 
 

84 

 

FIGURA 6 

 

A)                                              B) 

 

 

                                               

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Efecto de la activación de los receptores adrenérgicos αααα2  sobre la resisten-
cia eléctrica y el paso de macromoléculas a través del endotelio vascular. A) Diagrama de 
barras del efecto de UK 14.304 100µM (�) sobre la resistencia eléctrica de una monocapa 
confluente de HUVEC activadas con 20ng/ml de TNF-α. Un grupo de neutrófilos fueron pretra-
tados con RX 821002 100µM y posteriormente estimulada con UK 14.304 y otro grupo de célu-
las fue mantenida en condiciones basales activadas solo con TNF-α. Los datos representan la 
media±ES del porcentaje de variación de la resistencia eléctrica respecto a células que perma-
necieron en medio y TNF-α  a la que se consideró 100%. n=6, **= p <0,01 mediante el test de 
Wilcoxon.  B) Diagrama de barras mostrando el paso de Dextrano fluorescente (70.000 MW) en 
las condiciones que se describen en el panel A. Los datos representan la media±ES del por-
centaje de fluorescencia en el compartimiento inferior respecto a las células que permanecieron 
en medio y TNF-α  a la que se consideró 100%. n=6, *= p <0,05 mediante el test de Wilcoxon.  
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7.- Efecto de la activación de receptores adrenérgicos αααα2 endoteliales so-

bre la transmigración de PMN. 

Los resultados previos demostraban que el agonista α2 UK 14.304 aumen-

taba la resistencia eléctrica del endotelio y reducía el paso de macromoléculas 

a través de células endoteliales confluentes. Nuestro siguiente paso fue evaluar 

el efecto de la activación de los receptores α2 adrenérgicos sobre la migración 

transendotelial de PMN humanos.  

Se cultivaron HUVEC hasta confluencia en transwells (5 µm Ø) y fueron acti-

vadas con 20ng/ml de TNF-α durante 6h. Inmediatamente después se trataron 

con los diferentes fármacos: agonista α2 UK 14.304, 100µM y antagonista α2 

RX 821002, 100µM, durante 30min a 37ºC. Tras tres lavados, se añadieron 

PMN no activados en la cámara superior del transwells y en la cámara inferior 

se colocó IL-8 (20ng/ml) que fue utilizada como quimioatrayente. Para compro-

bar la implicación de las moléculas endoteliales CD31 y VE-Cadherina en nues-

tra preparación, se emplearon anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-

CD31 (clon TP1/15.1)  y anti VE-Cadherina (clon TEA 1/31.1). La activación del 

endotelio con TNF-α incrementó de forma significativa la transmigración de los 

PMN. La presencia de UK 14.304 (100µM) redujo en casi un 50% respecto al 

control la migración de células a través del endotelio activado. Este efecto fue 

revertido por la preincubación del endotelio con el antagonista RX 821002. Los 

AcM anti-CD31 y anti-VE-Cadherina disminuyeron de forma significativa la mi-

gración de PMN mostrando la relevancia de las uniones interendoteliales en el 

proceso de migración leucocitaria [63, 85, 174, 175] en nuestras condiciones 

experimentales (Figura 7A).  

El siguiente paso fue tratar PMN con UK 14.304 (100µM) y RX 821002 + UK 

14.304, ambos a una concentración de 100µM durante 20min a 37ºC y tras dos 

lavados añadirlos a transwells tapizados con HUVEC activadas con TNF-α en 

las condiciones descritas anteriormente, pero que nunca habían sido cultivadas 

en presencia de agonistas α2. Tras 30min se determinó el número de PMN en 

el compartimento inferior. La Figura 7B muestra que la activación de los recep-

tores adrenérgicos α2  en PMN no varía la capacidad basal de las células para 

migrar a través de una monocapa de células endoteliales.    



Implicación  de  receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                   Resultados 
 

86 

 

Estos resultados demuestran que el tratamiento de las HUVEC con 

UK14.304 como agonista α2, pero no el de neutrófilos,  interfiere de manera 

significativa con la transmigración de los PMN en condiciones estáticas.  

    FIGURA 7 

A)                                                           B)         

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 7: Papel de los receptores   adrenérgicos αααα2 sobre la migración a través del en-
dotelio de PMN humanos en condiciones estáticas. A) Diagrama de barras que muestra la 
migración de PMN a través de endotelio activado con 20ng/ml de TNF-α. Una condición fue el 
tratamiento con agonista α2 UK 14.304 (�), otro grupo de células fue pretratada con RX 
821002 100µM y posteriormente estimulada con UK 14.304, otro punto fue mantenido en con-
diciones basales activadas solo con TNF-α  y un tercer grupo de células fueron tratadas con 
anticuerpos monoclonales anti-CD31 y anti-VE-Cadherina. El anticuerpo X63 (�) fue el control 
de anti-CD31 y anti-VE-Cadherina.  Los datos representan la media±ES del porcentaje de va-
riación de la migración de PMN respecto a células que permanecieron en medio y TNF-α  a la 
que se consideró 100%. n=3 *= p <0,05 mediante el test de Wilcoxon. B) Diagrama de barras 
que muestra la migración de PMN pretratados  con agonista α2  UK 14.304 (�) y pretratadas 
con RX 821002 como antagonista α2 por 20min a 37ºC. Las células endoteliales fueron activa-
das con 20ng/ml de TNF-α.  Los datos representan la media±ES del porcentaje de variación 
respecto a la migración basal, que fue considerado 100%. n=3. 
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8.- Implicación de los receptores adrenérgicos αααα2 en la transmigración de 

los PMN a través del endotelio en condiciones dinámicas.  

Los datos presentados en el apartado anterior sugieren que la ocupación de 

los receptores α2 por agonistas en las células endoteliales activadas reduce la 

capacidad de los PMN de migrar  a través del endotelio vascular  en un gra-

diente quimiotáctico. Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si este efecto de 

los agonistas α2 se reproducía en condiciones dinámicas, que remedan las 

presentes en las vénulas postcapilares durante la respuesta inflamatoria. Como 

se describe en la sección de Material y Métodos, la interacción dinámica de los 

neutrófilos con el endotelio se evaluó mediante una cámara de flujo.  

Se cultivaron HUVEC hasta confluencia en placas de 35mm Ø, fueron acti-

vadas con 20ng/ml de TNF-α 10min antes de añadir los diferentes fármacos: 

agonista α2 UK 14.304, 100µM y antagonista α2 RX 821002, 100µM, poste-

riormente se incubaron durante 6h a 37ºC, 5% de CO2. Tras tres lavados, se 

inyectaron los PMN no activados a 4 dinas/cm2 en la cámara de flujo. Al igual 

que en los experimentos de transmigración estáticos, este ensayo se controló 

con anticuerpos monoclonales anti-CD31 y anti-VE-Cadherina.  Se contabiliza-

ron los PMN que hacían rolling sobre el endotelio vascular durante 9min.  La  

Figura 8A muestra que el tratamiento de las HUVEC con el agonista UK14.304  

no afectó la capacidad  basal de hacer rolling  de los PMN. Cuando se trataron 

los PMN con el agonista α2 durante 20 min y tras dos lavados se introdujeron 

en la cámara de flujo, su habilidad para hacer rolling sobre HUVEC activadas, 

pero no tratadas con α2  adrenérgicos fue similar al de los controles. Como era 

de esperar, el AcM anti-selectina-L (Dreg56) impidió significativamente el  ro-

lling de PMN mientras que los anticuerpos anti CD31 y anti VE-Cadherina no 

mostraron ningún efecto significativo en esta fase inicial de la cascada de ad-

hesión (Figura 8B). Se observa que el tratamiento de los PMN y el endotelio 

con el agonista α2  no interfieren en la capacidad de los PMN para rodar sobre 

el endotelio vascular  

Después de estudiada la primera fase de la cascada de adhesión se analizó 

la capacidad de transmigración de los PMN adheridos al endotelio tras la fase 

de rolling. Se contabilizaron las células que hacían  diapédesis durante 7min 
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manteniendo la presión de flujo con tampón sin células. Se observó una  re-

ducción significativa en la capacidad de transmigración de los PMN en un 60%  

sobre el endotelio tratado con  agonista α2, efecto que se revertió con el anta-

gonista (Figura 8C). La presencia de anticuerpos anti CD31 y VE-Cadherina 

interfirió significativamente la transmigración de PMN en esta fase de la casca-

da de adhesión. Estos datos demuestran que los agonistas α2 son capaces de 

interferir  a nivel endotelial en la extravasación de los PMN durante las fases 

tardías de la cascada de adhesión.     

 

   FIGURA 8 

A)                                                       B)  
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C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Implicación de los receptores adrenérgicos αααα2 en la migración transendote-
lial de PMN humanos en condiciones dinámicas. A) Diagrama de barras donde se represen-
ta el efecto del tratamiento de PMN con agonista α2 UK 14.304 100µM (�) y antagonista RX 
821002 en su rodamiento sobre HUVEC activadas con 20ng/ml de TNF-α durante 6h a 37ºC. 
Los datos representan la media±ES del porcentaje de variación respecto al rolling con TNF, 
que fue considerado 100%. n=8. B) Diagrama de barras mostrando el efecto del tratamiento de 
HUVEC activado con 20ng/ml de TNF-α durante 6h a 37ºC con agonista α2 UK 14.304 100µM 
(�) sobre el rolling de PMN. AcM bloqueantes anti-selectina-L, anti-CD31 y anti-VE-Cadherina 
fueron usados como controles. Los datos representan la media±ES del porcentaje de variación 
respecto al rolling con TNF-α, que fue considerado 100%. n=4 **= p <0,01 mediante el test de 
Wilcoxon. C) Diagrama de barras mostrando el efecto endotelial de UK 14.304 100µM (�) y su 
combinación con el antagonista RX 821002 sobre la transmigración de PMN a través de 
HUVEC activadas como se describe en los apartados anteriores. AcM bloqueantes anti-
selectina-L, anti-CD31 y anti-VE-Cadherina  fueron usados como controles. Los datos repre-
sentan la media±ES del porcentaje de variación respecto a la migración con TNF, que fue con-
siderado 100%. n=3. *= p <0,05 mediante el test de Wilcoxon. 

 

T
N

F

X
63

C
D

31

V
E

-C
ad U
K

R
X

+U
K

P
M

N
 t
ra

n
sm

ig
ra

d
o
s 

(%
).

0

20

40

60

80

100

120

140

* *

TNF-αααα

     HUVEC



Implicación  de  receptores adrenérgicos y moléculas de adhesión…                   Resultados 
 

90 

 

9.- Efecto de los agonistas αααα2 sobre la expresión de VE-Cadherina en 

HUVEC. 

Los  datos de los experimentos de transmigración en cámara de flujo suger-

ían que la activación de los receptores  adrenérgicos α2 endoteliales interfería 

selectivamente con la última fase del proceso de transmigración, el proceso por 

el cual los PMN se abren paso entre las uniones laterales de las células endo-

teliales. Por este motivo se decidió estudiar si el UK 14.302 tenía algún efecto 

sobre las uniones intercelulares de las HUVEC. Se utilizó microscopia confocal 

para evaluar la expresión de la VE-Cadherina en los espacios interendoteliales.  

Las HUVEC fueron cultivadas hasta confluencia, posteriormente se activaron 

con 20ng/ml de TNF-α durante 6h. Inmediatamente después se trataron con los 

diferentes fármacos: agonista α2 UK 14.304, 100µM y antagonista α2 RX 

821002, 100µM, durante 30min a 37ºC. Las uniones intercelulares fueron mar-

cadas con TEA 1/31.1 AcM anti-VE-Cadherina y se evaluaron las zonas mar-

cadas con anticuerpo según se describe en el apartado de Material y Métodos. 

Respecto a las condiciones basales, las uniones laterales de las células trata-

das con UK 14.304 mostraron una mayor área positiva para VE-Cadherina (Fi-

gura 9A). La superficie de contacto intercelular que mostraba inmunorreactivi-

dad para VE-Cadherina se incrementó en un 50% en células cultivadas en pre-

sencia del agonista adrenérgico α2 UK 14.304. La presencia de RX 821002 

revirtió parcialmente este efecto (Figura 9B).  Estos datos apuntaban a que el 

agonista α2 adrenérgico aumentaba el nivel de expresión de VE-Cadherina de 

las HUVEC. Mediante Western Blot se confirmó este efecto (Figura 9C).   

Estos datos sugieren que los agonistas  adrenérgicos α2 aumentan las in-

teracciones intercelulares en las HUVEC, pudiendo interferir en los procesos de 

extravasación de PMN que requieren, en su última fase, la relajación de las 

uniones interendoteliales para permitir el paso de los leucocitos al foco inflama-

torio.     
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A)                                                                            FIGURA 9 
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C) 

 

Cuantificación: Porcentaje del volumen de pixeles. 

 Vehículo UK 

VE-Cadherina 18,16% 31,82% 

Actina 9,12% 11,92% 

Relación VE/Actina     2     3 

 

Figura 9.- Expresión de la VE-Cadherina en las uniones intercelulares de HUVEC trata-
das con un agonista adrenérgico αααα2. A) Foto representativa de inmunofluorescencia median-
te microscopia confocal (X400) donde se observa la tinción de VE-Cadherina en el eje Z de 
células HUVEC mantenidas en condicional basales y cultivadas con el agonista adrenérgico α2 
UK 14.304. Las flechas muestran las zonas sin tinción para VE-Cadherina. B) Diagrama de 
barras muestra la cuantificación de la superficie intercelular de las HUVEC positiva para VE-
Cadherina. Las células fueron cultivadas hasta confluencia y tratadas en presencia y ausencia 
de UK 14.304 100µM (�) o RX 821002 + UK 14.304 (ambos 100µM) durante 30min. Los datos 
representan la media±SE del porcentaje de variación en la superficie de las células positiva 
para la VE-Cadherina respecto al control, que fue considerado 100%. n=4  *=p <0,05.  C) Wes-
tern Blot de HUVEC crecidas hasta confluencia y tratadas con UK 14.304 (100µM) durante 30 
min a 37ºC. Como control se utilizaron HUVEC mantenidas en medio en presencia del vehícu-
lo. La tabla muestra la  cuantificación de las bandas respecto a la actina que se utilizó como 
control de carga.    
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DISCUSIÓN: 

 
Los principales hallazgos de esta tesis son: 1) los neutrófilos humanos ex-

presan de forma constitutiva receptores adrenérgicos funcionales del subtipo 

α2A, 2) los agonistas de los receptores adrenérgicos α2 tienen un efecto antiin-

flamatorio in vivo reduciendo la capacidad de los neutrófilos para acumularse 

en los focos de inflamación, 3) este efecto no parece deberse a una acción so-

bre los neutrófilos y por último, 4) los agonistas adrenérgicos α2  parecen ejer-

cer su efecto antiinflamatorio al aumentar la intensidad de las uniones laterales 

de las células endoteliales incrementando su resistencia al paso de los neutrófi-

los circulantes.  

Los receptores adrenérgicos α2 median una parte de los efectos biológicos 

que producen las catecolaminas endógenas.  

Debido a la ausencia de ligandos farmacológicos específicos para cada uno 

de los subtipos de receptores adrenérgicos α2 descritos hasta la actualidad, 

(α2A, α2B, α2C), hace que sus funciones biológicas sean poco conocidas. El 

estudio del fenotipo de animales deficientes en cada una de estas formas del 

receptor adrenérgico α2, ha permitido determinar, por ejemplo, que los recepto-

res α2A disminuyen la presión sanguínea, mientras que los α2B la aumentan, la 

inhibición del loop presináptico que regula la liberación de neurotransmisores 

en los nervios adrenérgicos requiere una acción sinérgica de los receptores α2A 

y α2C o que la nocicepción es controlada a diversos niveles por las tres isofor-

mas de α2 [176].  

Los tres subtipos de los receptores adrenérgicos α2, están ampliamente re-

presentados en el sistema nervioso central y en los tejidos periféricos [177, 

178], sin embargo la densidad de expresión y el subtipo predominante difieren 

ampliamente dentro de un mismo órgano o sistema. Se han descrito transcritos 

de los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos α2 en múltiples tejidos y 

estirpes celulares como en plaquetas [129], riñón [179] y estómago [180]. Des-

de el punto de vista farmacológico,  la presencia de receptores adrenérgicos α2  

ha sido ampliamente demostrada en vasos sanguíneos de diversos animales 

[181, 182].  En este trabajo comprobamos por RT-PCR que las HUVEC en cul-
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tivo contenían ARNm de cada una de las tres subunidades descritas de los re-

ceptores adrenérgicos α2. Sin embargo, a nivel de proteína, solo fuimos capa-

ces de detectar la subunidad α2B  en este tipo de células endoteliales. Aunque 

existen datos desde el punto de vista farmacológico que sugieren la presencia 

y capacidad funcional de receptores  adrenérgicos α2 en HUVEC [172], no hay 

referencias en la literatura de estudios a nivel de proteína sobre los subtipos de 

receptores que expresan las células endoteliales de cordón umbilical humano. 

Un trabajo realizado mediante estudios de respuesta farmacológica ha sugerido 

que el endotelio de los vasos mesentéricos de rata expresan selectivamente 

receptores α2A [183]. Estos experimentos difieren de los nuestros en la aproxi-

mación experimental, atribuyen selectividad a diversos agonistas adrenérgicos 

α2 y están realizados en un roedor, sin embargo, es posible que los diferentes 

tipos de células endoteliales existentes en el humano expresen diferentes sub-

tipos de receptores adrenérgicos α2 y muestren una respuesta biológica dife-

rencial a sus agonistas tanto naturales como sintéticos.   

A diferencia de la bien establecida presencia de receptores β adrenérgicos  

en los linfocitos, solo unos pocos estudios han descrito la presencia de recepto-

res α en células mononucleares de sangre periférica [184, 185]. La evidencias 

sobre la presencia de estos receptores en leucocitos son indirectas y se han 

basado, bien en estudios demostrando que los agonistas  adrenérgicos α2 

pueden inhibir determinadas acciones de las catecolaminas en estas células 

del sistema inmune [162, 186, 187], o en estudios de unión de agonistas mar-

cados con radioactividad [185]. En lo que respecta a las células polimorfonu-

cleadas, existen también referencias indirectas sobre la presencia de recepto-

res adrenérgicos α2 en la membrana de los neutrófilos humanos estudiando la 

unión de agonistas radiactivos [108]. Sin embargo, diversos autores rechazan 

la presencia de estos receptores al no observar efectos biológicos de agonistas  

adrenérgicos α2 en neutrófilos [109-112]. Los datos que presentamos en este 

trabajo demuestran que los neutrófilos humanos expresan constitutivamente 

receptores  adrenérgicos α2. Al igual que en las HUVEC, nuestros datos mues-

tran que los neutrófilos humanos presentan, de forma constitutiva transcritos de 

las tres subunidades descritas de los receptores α2, aunque, a nivel de proteí-
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na solo hemos sido capaces de detectar la subunidad α2A de los receptores 

adrenérgicos en estas células.  

La presencia de receptores α2 en neutrófilos es importante por sí misma, 

aunque demostrar la capacidad funcional de estos receptores incrementaría su 

relevancia biológica en estas células.  Es bien conocido que los receptores α 

adrenérgicos se acoplan a proteínas G para enviar señales al interior de las 

células. Los receptores α2 señalizan mediante el complejo Gi/Go que inhibe la 

adenilato ciclasa, reduce la concentración de AMPc y tiende a disminuir los ni-

veles de calcio intracitoplasmáticos [88]. Mediante el INDO1 estudiamos los 

posibles cambios de la concentración intracelular de calcio en leucocitos de 

sangre periférica de donantes sanos. Los linfocitos y monocitos humanos no 

mostraron cambios en la concentración basal de calcio intracelular en respues-

ta al agonista  adrenérgico α2, UK 14.304. Sin embargo, cuando estudiamos la 

población de neutrófilos en condiciones de no activación observamos que este 

agonista inducía un pequeño pero consistente incremento en la concentración 

de calcio intracelular respecto al ionóforo empleado. Este tipo de respuestas 

del calcio a agonistas α2 ya ha sido observada y parece deberse a movimien-

tos del pool intracelular de este ión de forma independiente de la inhibición de 

la adenilato ciclasa [188]. Incrementos de la concentración de calcio intracelular 

ha sido descrita utilizando adrenalina y dexmetomidina, un potente agonista 

adrenérgico α2, tanto en plaquetas [189], como en astrocitos [190] y en células 

de eritroleucemia  [188]. Interpretamos nuestros resultados de movimientos de 

calcio como una demostración de la existencia de receptores α2 adrenérgicos 

en neutrófilos humanos.    

Muchos procesos que cursan con una respuesta inflamatoria anómala tienen 

en común una alteración de la regulación del sistema inmune y de las vías del 

stress [127]. Dos vías de stress, el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal y el sis-

tema nervioso simpático regulan la respuesta inmune a través de la liberación 

de glucocorticoides y norepinefrina, respectivamente. La norepinefrina recono-

ce receptores de membrana (receptores α y β1 adrenérgicos) expresados por 

las células implicadas en la respuesta inflamatoria. Sin embargo, el efecto de 

los receptores adrenérgicos en la inflamación ha sido escasamente estudiado 
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respecto de sus acciones sobre el sistema nervioso y el cardiovascular. Está 

bien demostrado que el tratamiento combinado de esteroides y agonistas β1 es 

más efectivo que cada uno de ellos por separado en el control de los síntomas 

y la función pulmonar de los pacientes con asma [132]. Un efecto similar se ha 

descrito entre cortisol y norepinefrina en la producción de citoquinas proinfla-

matorias en sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide [133] y la estimu-

lación β-adrenérgica ha mostrado un efecto inhibidor de la interacción de 

neutrófilos humanos con HUVEC in vitro [131]. En lo que respecta a los recep-

tores α2 en la respuesta inflamatoria, se ha demostrado un efecto central anti-

inflamatorio tras la administración intratecal de la clonidina en el modelo animal 

de peritonitis por tioglicolato, a través de la activación de receptores muscaríni-

cos M2 espinales [191]. A nivel periférico, los agonistas α2, pero no los α1 son 

capaces de inhibir la producción de citoquinas proinflamatorias  en un modelo 

animal de inflamación pulmonar [119] y las células endoteliales responden a la 

estimulación α2 aumentando la producción de oxido nítrico [130], molécula que 

atenúa la interacción neutrófilo-endotelio. Sin embargo, la implicación real de la 

señalización por estos receptores, los subtipos comprometidos y los mecanis-

mos a través de los cuales los receptores α2 adrenérgicos ejercen un efecto 

antiinflamatorio a nivel periférico no han sido esclarecidos. Nuestros datos utili-

zando dos modelos animales de inflamación aguda, el air pouch y la peritonitis 

por tioglicolato, demuestran que la administración sistémica, por vía intramus-

cular de dos agonistas  adrenérgicos α2 como la xilacina y el UK 14.304 in-

hiben de forma significativa el reclutamiento y acumulación de neutrófilos en los 

focos de inflamación in vivo. El tratamiento de los animales con el antagonis-

ta α2 adrenérgico RX 821002 previno el efecto antiinflamatorio de la xilacina.  

Los agonistas α2 inducen hipotermia in vivo [125, 192] y apoptosis en 

neutrófilos [110], efectos que podrían explicar, al menos parcialmente el efecto 

antiinflamatorio [173] que habíamos observado. Nuestros datos mostraron que 

el control físico de la hipotermia que producen estos compuestos en los anima-

les no afectó significativamente la acción antiinflamatoria de la xilacina y que el 

UK 14.304 no indujo in vitro la apoptosis en neutrófilos. Estos resultados en 

conjunto sugieren, que la señalización por receptores α2 ejerce una acción an-
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tiinflamatoria interfiriendo en el reclutamiento de los neutrófilos en los focos de 

inflamación, posiblemente por una acción periférica directa sobre los neutrófilos 

circulantes y/o las células endoteliales de los vasos sanguíneos, ya que la dis-

minución del número de células que migraban al foco inflamatorio en los mode-

los animales empleados, no podría explicarse ni por hipotermia, ni por induc-

ción de apoptosis. Estos datos demuestran que los receptores  adrenérgicos α2 

fuera del sistema nervioso central son capaces de modular la respuesta infla-

matoria.  

Las células endoteliales posicionadas entre la sangre y los tejidos regulan la 

migración de los leucocitos circulantes hacia los tejidos mediante la modifica-

ción del repertorio de moléculas de adhesión de su superficie en respuesta a 

factores solubles proinflamatorios. Durante la respuesta inflamatoria se esta-

blecen entre leucocitos y células endoteliales una secuencia de eventos ad-

hesivos perfectamente orquestados en fases consecutivas que finalizan con la 

acumulación de leucocitos en los tejidos inflamados, a lo que se denomina cas-

cada de adhesión [32]. Durante la cascada de adhesión, la interacción inicial 

entre los neutrófilos circulantes y las células endoteliales está mediada por las 

selectinas. Estas interacciones causan que el neutrófilo reduzca su velocidad 

de circulación comenzando a rodar sobre el endotelio, rolling. A continuación, el 

Mac-1 (integrina αMβ2, CD11b) del PMN interacciona con el ICAM-1 (intercellu-

lar adhesión molecule-1) endotelial, lo que produce el fin del rolling y la ad-

hesión firme del neutrófilo al endotelio. En la última fase de la cascada, el PMN 

se abre paso entre las células endoteliales (diapédesis) migrando hacia el foco 

inflamatorio [54]. Esta última fase es regulada por moléculas como el CD31 

(PECAM-1, platelet-endothelial cell adhesión molecule 1), CD99, VE-Cadherina 

o miembros de las JAM (junctional adhesión molecules) [193]. Actualmente es 

posible analizar mediante ensayos sencillos y reproducibles el efecto funcional 

de nuevos fármacos sobre los diferentes pasos de la cascada de adhesión [13]. 

Cuando estudiamos el efecto del agonista UK 14.304 sobre el nivel de expre-

sión de selectina-L y CD11b en neutrófilos humanos, no observamos efecto 

relevante de este agonista α2 en la expresión basal de ambas moléculas de 

adhesión. Sin embargo, al activar a los neutrófilos con IL-8, una quimioquina 
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ampliamente implicada en la activación de neutrófilos durante la cascada de 

adhesión [194], en presencia de UK 14.304 se observó una menor sensibilidad 

de los neutrófilos a perder selectina-L e incrementar CD11b en respuesta a es-

ta quimioquina. Datos compatibles con estos, en términos de respuesta de se-

lectina-L y CD11b,  han sido obtenidos activando neutrófilos con N-formil-

metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) en presencia de epinefrina [136]. Cuando es-

tudiamos el efecto del agonista α2 sobre las variaciones del nivel de activación 

de CD11b, medido por el anticuerpo CBRM1/5, en respuesta a IL-8, también se 

observó una tendencia de los neutrófilos cultivados en presencia de UK 14.304 

a reducir el grado de activación de CD11b. Sin embargo, es posible que la me-

nor unión de CBRM1/5 a neutrófilos activados con IL-8 en presencia del ago-

nista α2 pudiera deberse a la menor expresión global de CD11b en estas con-

diciones, y no solo a un menor nivel de activación de la integrina. Estos datos 

sugieren que la señalización por receptores  adrenérgicos α2 hace a los neutró-

filos menos sensible a la activación por factores proinflamatorios. Un efecto 

similar de menor respuesta a citoquinas proinflamatorias por los neutrófilos ha 

sido descrito para algunos AINE como el piroxicam, la fenilbutazona o el me-

loxicam, atribuyéndosele a esta acción una parte de la responsabilidad en la 

actividad antiinflamatoria de estos compuestos [13]. 

El endotelio vascular participa de una forma decisiva en la respuesta infla-

matoria delimitando la zona en la que los leucocitos deben transmigrar hacia 

los tejidos. Esto lo hace regulando el nivel de expresión de ICAM-1 y VCAM-1 

en su cara endotelial en respuesta a factores proinflamatorios.  Sobre la induc-

ción de la expresión de VCAM-1 por TNF-α, ligando de la integrina β1, VLA-4 

[54], los agonistas α2, no mostraron ninguna acción relevante. ICAM-1 recono-

ce fuertemente a las integrinas β2, como el CD11b en los neutrófilos y es res-

ponsable de la adhesión firme de los leucocitos al endotelio durante la cascada 

de adhesión [54]. Nuestros datos muestran que la activación de los receptores 

adrenérgico α2 en las HUVEC reduce de forma dosis dependiente su capaci-

dad para sobreexpresar ICAM-1 en respuesta a TNF-α. Este efecto sobre la 

expresión de ICAM-1 en las células endoteliales junto a la menor respuesta de 

los neutrófilos a incrementar el CD11b, manteniendo la expresión de selectina-
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L, sugería que la acción antiinflamatoria de los agonistas  adrenérgicos α2 no 

se ejercía en la fase de rolling (dependiente de selectina-L), siendo más proba-

ble que estos receptores interfirieran con fases más tardía de la cascada de 

adhesión;  en la fase de adhesión firme o en la extravasación. Los datos obte-

nidos en experimentos estudiando la capacidad de UK 14.304 sobre la resis-

tencia eléctrica del endotelio y sobre su capacidad para permitir el paso de ma-

cromoléculas demostraron que la ocupación de los receptores adrenérgicos α2 

en células endoteliales causó un incremento de la resistencia del endotelio al 

paso tanto de iones, como de macromoléculas. En concordancia con estos re-

sultados, se ha demostrado que la clonidina reduce significativamente el trans-

porte paracelular de macromoléculas utilizando como modelo de epitelio célu-

las Caco-2 [195]. Estos resultados junto a los datos obtenidos durante los expe-

rimentos de migración transendotelial de neutrófilos en condiciones estáticas 

(transwells) o dinámicas (cámara de flujo) sugerían que era la célula endotelial 

y no los neutrófilos circulantes la principal diana del efecto antiinflamatorio que 

mostraban in vivo los agonistas adrenérgicos α2.  

La fase final de la cascada de adhesión requiere el paso transendotelial de 

los leucocitos para acumularse en los tejidos. Aunque se ha descrito que los 

leucocitos pueden abandonar el torrente sanguíneo directamente atravesando 

el cuerpo de las células endoteliales (transcelular) [196], mayoritariamente los 

leucocitos transmigran abriéndose paso entre las células del endotelio (parace-

lular). Ambos tipos de transmigración, trans y paracelular, son reguladas por 

moléculas de adhesión como el CD31, el CD99, las proteínas JAM y la VE-

cadherina. Esta última es expresada específicamente en las uniones entre las 

células endoteliales y juega un papel muy importante en la estabilidad endote-

lial estableciendo uniones homotípicas y heterofílicas que dependen de calcio 

[197]. Durante la migración de los leucocitos, la VE-cadherina desaparece 

transitoriamente de la membrana de la célula endotelial dejando un espacio a 

través del cual los leucocitos migran. Finalizada la migración celular, la VE-

cadherina aparece rápidamente reconstituyendo las uniones endoteliales [198].  

Esta regulación de la expresión de VE-cadherina se produce por fosforilación 

de su cola citoplasmática en respuesta a señales que se originan por el reco-
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nocimiento de ICAM-1 endotelial por su ligando en neutrófilos  [199]. Dado que 

la respuesta endotelial a los agonistas α2 que habíamos observado se centra-

ba en una menor expresión de ICAM-1, junto a que las cadherinas juegan un 

papel muy importante en la regulación de la extravasación leucocitaria [200], 

decidimos estudiar el efecto de estos agonistas sobre la expresión de VE-

cadherina por las células endoteliales. Mediante inmunofluorescencia y técni-

cas de Western blot observamos que las células endoteliales cultivadas en 

presencia de UK 14.304 expresaban mayor cantidad de VE-cadherina tanto en 

la superficie celular como en su contenido global, efecto que no ha sido descri-

to hasta la fecha.  

Como conclusión, nuestros datos sugieren que los agonistas adrenérgicos 

α2 son capaces de modular la respuesta inflamatoria a nivel endotelial. Estos 

compuestos interfieren con la fase final de la cascada de adhesión al incre-

mentar las uniones interendoteliales haciendo que el endotelio sea más resis-

tente al paso de los leucocitos durante la respuesta inflamatoria. Estos hallaz-

gos permiten señalar al endotelio vascular como una diana terapéutica viable 

para el desarrollo de agentes antiinflamatorios potencialmente útiles para el 

manejo de enfermedades inflamatorias en humanos.   
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CONCLUSIONES:  

 
1) Los PMN humanos expresan de forma constitutiva la subunidad α2A de los 

receptores adrenérgicos y las células endoteliales la subunidad α2B.   

2)  Los agonistas adrenérgicos α2 interfieren en la acumulación de los PMN 

en el foco inflamatorio de modelos in vivo, mediante un mecanismo inde-

pendiente del descenso de la temperatura corporal e  inducción de apopto-

sis.  Estos datos evidencian que los receptores  adrenérgicos α2 fuera del 

sistema nervioso central son capaces de modular la respuesta inflamatoria. 

3) La estimulación de los receptores adrenérgicos α2  hace a los neutrófilos 

menos sensibles a la activación por citoquinas. 

4) La activación de los receptores adrenérgico α2 reduce la capacidad para 

sobreexpresar ICAM-1 en las células endoteliales en respuesta a TNF-α. 

Este efecto puede traducirse en una acción antiinflamatoria a nivel endote-

lial reduciendo la fase de adhesión firme de la cascada de adhesión. 

5)  La ocupación de los receptores adrenérgico α2  en las células endoteliales 

reduce la permeabilidad del endotelio al paso tanto de iones como de ma-

cromoléculas. 

6)  El tratamiento de las HUVEC con agonistas α2, pero no el de PMN,  impi-

de de manera significativa la transmigración de los neutrófilos en condicio-

nes estáticas. Estos datos demuestran que los agonistas α2 son capaces 

de interferir  a nivel endotelial en la extravasación de los PMN. 

7) Los agonistas adrenérgicos α2 aumentan  la expresión de VE-cadherina en 

las HUVEC, interfiriendo en el proceso de extravasación de PMN. Estos da-

tos sugieren, que el endotelio vascular puede constituir una diana terapéu-

tica para el desarrollo de fármacos antiinflamatorios. 
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