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1. INTRODUCCIO

1.1 LA RECIRCULACIO LEUCOCITARIA

La proteccié dels organismes enfront agents externs potencialment patogens la duu a
terme el sistema immunologic constituit per una gran varietat de cél-lules i de molécules.
El sistema immunologic en els humans estad organitzat en diferents nivells en funcié de
I'especificitat de la resposta que desencadenen. En la immunitat innata, les barreres
anatomiques, el sistema del complement, les cél-lules NK i I‘activitat de cel-iuies
fagocitiques com macrofags, cél-lules dendritiques i leucocits polimorfonuclears juguen
un paper important donat que la resposta és independent de F'antigen que I'ha originada.
La immunitat adquirida, en canvi, és especifica d‘antigen i es duu a terme per les
cél-lules que expressen en la seva superficie cel-lular receptors que reconeixen un
antigen determinat (cél-lules T i B)'. Les cél-lules T son responsables de la immunitat
cel-lular mentre que les B ho son de la humoral, encara que la col-laboracié d'ambdues
és necessaria per a que tingui lloc una resposta completa. A diferéncia de la immunitat
innata, I'adquirida genera memoria immunologica.

Per tal de protegir eficientment ['organisme de les infeccions, els leucocits i els seus
precursors es mouen i circulen com a cel-lules no adherents per la sang i per la limfa on
resideixen de manera normal i sovint, després del reconeixement d'estimuls inflamatoris,
poden aturar-se, migrar cap els teixits diana de la resposta immunitaria i retornar al
torrent sanguini. Els circuits de localitzacio leucocitaria estan altament regulats per
proporcionar selectivament als diferents subgrups de cel-lules un microambient concret.
Encara que hi ha diverses molécules involucrades en la direccid dels leucocits al seu desti
final, s'ha demostrat que el paper de les molécules d’adhesid, les citocines i les
quimiocines és fonamental. Per tal de facilitar i d’agilitzar la lectura de! treball, aquestes
molécules seran descrites inicialment en els segiients apartats.

1.1.1 Molécules involucrades en la recirculacié limfocitaria i en
I'estructuracioé dels teixits limfoides

Es sabut que tots els limfocits no tenen la mateixa capacitat migratoria i, en general, es
pot distingir entre migracié diferencial de limfocits verges preimmunes (naive)/meméoria i
efectors/memoria. Aixi, els limfocits naive estan programats per migrar cap als organs
limfoides secundaris on esdevindran ceél-lules memaria, mentre que els memoria tenen
més capacitat d’arribada als organs limfoides terciaris?. Com a conseqiiéncia, el patré de
molécules expressades pels limfocits efectors no és el mateix que I'expressat pel limfocits
memoria®?*,

1.1.1.1 Molécules d’adhesio

La localitzacié (homing) dels leucocits té lloc en multiples passos seqiiencials i esta
regulada, entre d’altres, per les molécules d’adhesié cel-lular (CAMs) presents als
endotelis vasculars. Son proteines de membrana expressades constitutivament o
induides durant una resposta inflamatoria, la preséncia de les quals pot variar depenent
dels tipus cel-lulars presents en un microambient, del propi microambient i de les
relacions amb la matriu extracel-lular. Les moléecules d’adhesié poden induir-se en funcio
d’estimuls com citocines locals i s’expressen diferencialment en els limfocits en transit
cap als fol-licles limfoides secundaris i en els limfocits ja residents. Pel que fa als estimuls
inductors, una gran varietat d'estudis amb cél-lules endotelials cultivades indiquen que la
majoria de molécules d’adhesié (ICAM-1, VCAM-1, E-selectines i MadCAM-1) es poden
modular per citocines com IL-1, TNF i IL-4°5,

1.1.1.1.1 Classificacié de les molécules d’adhesié

Les molécules d'adhesié cel-lular involucrades en J'arribada i amb la interaccié dels
limfocits amb les vénules d’endoteli alt (HEVs) presents en els organs limfoides
secundaris (OL2™) i terciaris (OL3™) pertanyen a les segiients families’: selectines,
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molécules tipus mucina, integrines, superfamilia de les immunoglobulines (Igs) i
cadherines.

o Selectines: Glucoproteines de membrana tipus I dependents de Ca®* amb un
domini lectina distal que els permet interaccionar amb grups de carbohidrats sialitzats.
S’han descrit L-selectina, E-selectina i P-selectina. Estructuraiment estan formades per
un domini lectina NH,-terminal que juga un paper important en el reconeixement; un
domini EGF format per diversos dominis consens repetits; una zona transmembrana i
una petita cua citoplasmatica®. La diferéncia estructural entre elles és el nombre de
dominis CR.

- P-selectina (CD62P, PECAM-3) és una proteina de 140kDa present
constitutivament en granuls secretoris de plaquetes i endoteli, I'expressid de la qual
es pot regular positivament per IL-4, IL-13 i oncostatina M. Un cop present a la
superficie de I'endoteli, pot recircular per endocitosi. Els lligands que reconeix sén
PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) en cél-lules limfoides, mieloides i
dendritiques i CD34. )

- L-selectina (CD62L, LECAM-1) és present en la majoria de leucocits i és I’Gnica
selectina involucrada en el homing dels limfocits als teixits limfatics. Encara que
s‘expressa constitutivament, s’acumula en zones després de l‘activacié cel-lular i en
alguns models d’inflamacié es considera com un mediador important del
reclutament dels leucocits en estadis tardans de la resposta inflamatoria. Es
reconeguda per lligands glicoproteics miultiples en I'endoteli (PNAds, adressines de
nodul limfatic periferic) o GlyCAMs (glycosilation-dependent cell adhesion
molecule), CD34 i MadCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule) present
en l'endoteli de les mucoses.

- E-selectina (CD62E, ELAM-1, LECAM-2) expressada predominantment en cél-lules
endotelials, utilitza com a lligands ESL-1 (E-selectin ligand-1), PSGL-1 i L-selectines
del leucdcits. La seva expressio es regula transcripcionalment per TNFa i IL-1 i un
cop present a la superficie cel-lular és lentament internalitzada i dirigida cap els
lisosomes per degradar-se.

Alguns estudis in vitro i in vivo amb ratolins genéticament deficients en P-, L- i E-
selectina han demostrat que el paper de les selectines, mediant el rodolament (rolling)
dels leucocits en I'endoteli, és fonamental per I'extravassacié i I’arribada als teixits
inflamats®. El ratoli KO amb el fenotip més modificat és el deficient en L-selectina!®,
en el que els limfocits no s’adhereixen a les HEVs, presenten els noduls limfatics
periférics reduits i amb menys cel-lularitat i una reduccio en el reclutament cap els
llocs d’inflamacio.

s Molécules tipus mucina (o_syndecans): son molécules transmembrana tipus I
altament glicosilades que funcionen sovint com a lligands de les selectines. Els dominis
extracel-lulars dels membres d’'aquesta familia sén forga variables, mentre que els
dominis transmembrana i citoplasmatic son molt conservats. GlyCAM-1 és una mucina
lligand de I'L-selectina expressada en les estructures ganglionars.

e Integrines: sén proteines transmembrana heterodimeriques (formades per una
cadena o i una cadena B) amb un domini extracel-lular moit llarg i un domini
citoplasmatic curt (excepte la f4). S’expressen als leucocits i altres i medien l'adhesia
entre cel-lules, l'adheréncia a I'endoteli vascular i a la matriu extracel-lular i soén
importants en |‘organitzacié tissular i en la migracié durant el desenvolupament.
S’uneixen als diferents CAMs que s'expressen a ['endoteli vascular. Algunes integrines
a destacar d’entre les que estableixen unions als diferents CAMs son:

- LFA-1 (lymphocyte-associated molecule 1) interacciona amb ICAM-1 (intercel-lular
adhesion molecule-1), -2 o -3'! de I'endoteli alt dels noduls limfatics i de les
plaques de Peyer??,
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- VLA-4, a4B1 amb VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),

- c4p7 (present a nivells intermitjos a les cél-lules T preimmunes i de forma
bimodal en les T efectores!?) interacciona amb MadCAM-1.

e Superfamilia de les immunoglobulines: sén molécules d'adhesié d’entre 70-110
aa, que contenen un nombre variable de dominis extracel-lulars tipus
immunoglobulina. En aquest grup s'inclouen com a més estudiades:

- ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), -2, -3 i VCAM-1, que son expressades
per leucocits i per cél-lules endotelials vasculars i s'uneixen a diverses integrines,

- MAdCAM-1, que s'expressa a l'endoteli de mucoses, presenta tant dominis tipus
Ig (a través dels quals s'uneix a integrines) com dominis tipus mucina (que medien
la seva unio a selectines).

Existeixen altres molécules d'adhesid no incloses a les quatre families esmentades, com
les cadherines (que sén una familia de glicoproteines de membrana algunes de les quals
s6n molécules d'adhesié dependents del calci) i d'altres no agrupables (com les VAPs,
Vascular Adhesion Protein) que també son importants en determinades interaccions
adhesives. Altres, com CD44, no estan incloses en l'anterior classificacio, perd juguen un
papg‘r fonamental en la tolerancia central de les cél-lules B.

1.1.1.2 Citocines i receptors de citocines

Sota el terme de “citocina” s'engloben diverses petites molécules (generalment proteines
o glicoproteines) que actuen com a mediadors solubles entre les cél-lules que les
secreten (en alguns casos es mostren ancorades a membrana) i les cel-lules que
responen, degut a la preséncia de receptors especifics en la seva membrana cel-lular. En
alguns casos la seva sintesi és induible i, en general, els mRNAs que les codifiquen solen
ser de vida mitja curta. Intervenen en funcions tan diverses en l‘'organisme com la
morfogeénesi i la defensa de l'organisme (especialment en la regulacié de la resposta
immunitaria) mitjangant diversos mecanismes que controlen la mitogénesi o la funcié
cel-lular. Quan les citocines sén secretades en excés o de forma perllongada aquestes
funcions fisiologiques es transformen en patogéniques i contribueixen a I'expansié de
malalties invasives i a la cronificaci6 de determinades respostes immunitaries o
autoimmunitaries. Inversament, la seva abséncia o reduccid pot contribuir a I'establiment
de malalties infeccioses croniques (immunodeficiéncies) o malalties limfoproliferatives.
Les citocines produides pels leucocits (molt especialment pels limfocits T) es coneixen
com a interleucines (IL-s). Dins del grup de les citocines s’inclouen aquelles amb
capacitat quimiotactica que es coneixen com a “quimiocines” (secci6é 1.1.1.3). Les seves
peculiaritats fan que es valorin com un grup amb entitat propia i, per tant, fora de la
classificacid que es detalla a continuacia.

1.1.1.2.1 Classificacio de les citocines

Classificacié per estructura

Estructuralment, les citocines son molécules diverses de classificacié dificil. Encara que
es poden classificar segons diferents criteris, en general s‘agrupen en funcido de
I'estructura i la seqiiencia dels receptors de superficie que les reconeixen, la majoria dels
quals sdn glucoproteines de membrana de tipus I amb un Gnic domini transmembrana. El
receptor funcional sol estar format per dues o més subunitats, una de les quals és
especifica de citocina, mentre que l'altra és compartida amb la resta de citocines
relacionades, fet que explica la redundancia funcional d‘algunes citocines.

» Superfamilia de les hematopoietines: composta per aquelles que els seus lligands
presenten una homologia estructural d’'uns 200aa de llarg. Hi pertanyen la IL-2, IL-3,
It-4, I1L-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor) i GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) i M-CSF
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(macrophage colony-stimulating factor). De manera general podem dir que regulen les
respostes en la immunitat natural adquirida.

e Familia dels factors de necrosi tumoral: inclou el TNFa (factor de necrosi tumoral
alfa), TNFB (també anomenada LT, limfotoxina) i LTP. Gran part de citocines d’aquest
grup estan directament involucrades en l'organitzacid dels fol-licles limfoides
secundaris, per tant, seran tractades ampliament a l'apartat corresponent.

e Altres citocines i interferons: inclou els IFNs, la IL-1 i el TGF-B (transforming
growth factor B).

Classificacions funcionals

e Citocines inflamatories: existeix un nombre elevat de citocines considerades pro-
inflamatories que intervenen en les respostes agudes o croniques. Algunes pro-
inflamatories classiques son IL-1 (o i B, secretades per macrofags), el TNFa (secretat
per macrofags) i el TNFB (secretat per cél-lules T activades). S6n molt similars pel que
fa als efectes que produeixen i la diferéncia més gran entre elles és que el TNF és una
molécula relacionada amb processos apoptotics via el domini de mort (death domain)
del seu receptor TNFR-I. L’efecte immediat que produeixen és lincrement en
I'expressiéo de molécules d’adhesié com E-selectines, ICAM-1 i VCAM en l'endoteli i
I'estimulacio de I'expressioé de quimiocines com IL-8 i MCP-1. La produccio perllongada
d'IL-1 o de TNF dona lloc a la destruccié del teixit connectiu associada a la produccié
de metal-loproteases que disgreguen la matriu i impedeixen la sintesi d’algunes
proteines com els proteoglicans i el col-lagen. En aquest mateix grup es poden
incloure la IL-6, la IL-12, el GM-CSF i I'IFNy, aquelles que produeixen modificacions de
la vasculatura com VEGF (vascular endothelial growth factor)'* i les derivades de
cél-lules T com la IL-2, la LT, la IL-4 i la IL-10%°.

El grup de citocines anti-inflamatories és molt menor, peré no menys important, i
inclou la IL-4, la IL-10, la IL-13 i el TGFB® i en alguns casos la IL-11, que actuen en
part reduint la produccié de citocines inflamatories derivades de macrofags i suprimint
la produccié de citocines per part de les cél-lules T.

e (Citocines de la immunitat natural: sén produides principalment per macrofags,
cél-lules presentadores d’antigen i cél-lules en situacio d’estrés. Algunes tenen
activitat antiviral (IFNs i TNFs); d’altres participen en l'activacié dels endotelis en els
processos de transmigracié leucocitaria. La IL-1 és la responsable de la febre i la IL-6
és la citocina més relacionada amb la reaccié de fase aguda.

o Citocines activadores dels limfocits: soén basicament produides pels mateixos
limfocits i es poden subdividir a la vegada en: citocines inductores de la proliferacié de
les cél-lules T, com la IL-2 i la IL-15 (que comparteixen la cadena y del seu receptor
amb la IL-4, IL-7 i IL-9) que, a la vegada activen les cél-lules NK; citocines que
juguen un paper fonamental en I'expansio de les cel-lules B i del canvi d’isotjp, com la
IL-4 i la IL-13, que seran comentades ampliament en el corresponent apartat; la IL-7
relacionada amb la proliferacié de cél-lules B i de timocits i la reordenacié génica del
seu TCR; el TGFB que inhibeix I'activacio i regula el creixement.

o Citocines reguladores de la resposta immunitaria: les més estudiades sén els
interferons i, especialment I'IFNy per la seva activitat antiviral, la capacitat activadora
de macrofags i I'augment de I'expressidé o la induccié de novo de molécules d’MHC,
CAMs i molecules co-estimulatories; també formen part d’aquest grup les limfotoxines,
fa IL-5, la IL-10 i la IL-12.

Dicotomia Th1/Th2: L'activacid de les cél-lules T CD4* preimmunes per reconeixement
d'antigen indueix la diferenciacié d'aquests limfocits en cél-lules efectores que es poden
dividir en els grups funcionals Thi i Th2. Les citocines produides per un subgrup tenen
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efecte autocri i regulen negativament el funcionament de la resta dels grups. Les cél-lules
Th1 secreten IL-2 i IFNy, TNFa o TNFB i IL-12 i sdn les responsables de la resposta
immunologica cel-lular. Activen macrofags i provoquen reaccions d’hipersensibilitat
retardada (DTH). La col-laboracié entre cel-lules Thl productores d'IFN i macrofags
provoca un augment de la capacitat anti-microbiana i I'estimulacié de la produccié d'IgG
per part de les cél-lules B. En ratolins, I'IFNy promou el canvi d'isotip d'IgG2a i d'IgG3 i
en humans probablement la produccié d’'IgG1 i d’1gG3. Les cél-lules T CD4* Th2 secreten
majoritariament IL-4 i IL-5 perd també IL-6 i IL-13 i es consideren importants per la
produccio d'IgE. Sén les col.laboradores de les cél-lules B per excel.léncia i estimulen la
secrecio d’IgA i d’IgE i dels isotips d'IgG que no fixen complement (IgG1 a ratoli i IgG4 a
'home). Son responsables de la immunitat humoral i suprimeixen la immunitat mediada
per cél-lules. La IL-10 inicialment es va considerar com un producte dels limfocits T CD4™
Th2 perdo també s’ha demostrat en Thl (especialment en humans) en macrofags
activats®’. El paper de la IL-4 és I'estimulacié dels limfocits B i el canvi d'isotip a IgE
(involucrat en fendomens d’hipersensibilitat immediata i immunitat a parasits). La IL-5 és
produida per eosinofils. Les anomenades cél-lules Th3, secreten TGFB i probablement
actuen com a reguladores.

.La diferenciaci6 de les cél-lules T CD4" a Thl esta influlda per diferents factors, el més
-important dels quals és la IL-12 (produida per cél-lules dendritiques i monacits). La
diferenciacid cap a efectores Th2 esta determinada per I'exposicié de les cél-lules T CD4*
a IL-4 de la que no s’'ha definit l'origen. D’aquesta manera, |'antigen (tipus d‘antigen i
concentracid), els senyals de coestimulacid i el microambient en el que té lloc la resposta
immunitaria actuen com a factors que poden influir en la diferenciacié cap a una
d'aquestes poblacions. Se suposa que, en condicions normals, existeix un balang Th1/Th2
i I'alteracio del balang pot polaritzar la resposta immunitaria cap a un fenotip determinat i
pot contribuir al desenvolupament d’autoimmunitat.

Les cel-lules T CD8* també secreten citocines seguint patrons que s’han definit com Tcl j
Tc2. Les T CD8" Tc1 serien les citotoxiques efectores de la resposta, mentre que la funcié
de les Tc2 no s’ha determinat perd s’ha suggerit que podrien estar implicades en la
resposta humoral com a ajud a les cél-lules B o com una poblacié de cél-lules T
reguladores que limitarien la resposta inflamatoria.

Donat que, tal com hem comentat, la classificacié de les citocines no és senzilla, la taula
I inclou un recull de les més citades al Hlarg del text per tal de facilitar-ne la lectura.

Taula I. Relacié de les principals citocines i caracteristiques fonamentals, que inclouen els
receptors que les reconeixen, els tipus cel-lulars o els teixits que les sintetitzen i les principals
funcions o efectes que desencadenen). NK, cél-lules natural killer; DCs, cél-lules dendritiques;
ag, antigen; NO, oxid nitric.

.....
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nom cél-lula productora receptor efectes
IL-2 céls. T activades IL-2Rp promou Ja proliferacio, diferenciacio i supervivéncia
de céls. Ti NK
IL-4 céls. T activades, IL-4Ra regulacié de la diferenciacié a resposta Th2 i
mastocits i basofils requlacié de produccié d’IgE i d’IgG1 per céls. B
IL-7 céls. epitelials IL-7R promou la supervivéncia i proliferacié dels
(queratinocits, moll d’os i precursors de céls. Ti B i T madures
timus)
IL-9 céls T Th2 activades IL-9R per definir en la proliferacié de céls. T
IL-10 céls. T preimmunes j IL-10Rw i modula I'angiogénesi, tumorigénesi, infeccid,
memodria, monocits IL-10Rp indueix céls. T reguladores
activats, céls. B
IL-12 APCs (DCs i macrofags) IL-12R (B1 i 2) citocina proinflamatoria que indueix IFNy.
Promou les respostes Thl
IL-13 céls. Th2, mastocits i céls. IL-13Rad, IL- regulacié de secrecié d'IgE per les céls. B
NK 13Ra2, IL-4Ra
IL-15 placenta, ronyd, pulmé, IL-2/IL-15Rf/ desenvolupament, supervivencia i funcio de les
DCs, monocits, muscle IL-15Ra céls. NK
esq, cor, fibroblastes,
IL-16 majoritaria en érgans CcD4 atrau céls. T CD4+, monocits CD4+, eosinofils i
limfoides, menys a DCs
pancrees, pulmé i cervell
IL-17 céls. T CD4+ memoria IL-17R indueix secrecio d’IL-6 a pell i als fibroblastes de
activades pulmé i produccié d’NO als condrocits articulars.
Estimula la produccié de quimiocines
IL-3 céls. T activades, eosinofils IL-3R estimula el creixement, diferenciacio i
i mastocits supervivéncia de derivats hematopoiétics
IL-5 céls. T, mastocits, céls. B IL-5R« controla la produccio, activacio i localitzacié
(baix nivell) i eosinofils d’eosindfils
GM-CSF céls. T activades, GM-CSF cadenes potent activitat estimuladora en progenitors de
fibroblastes, endoteli, o neutrofils, eosindfils, macrofags. Estimula
macrofags i estroma ip presentacié antigénica de DCs
G-CSF macrofags activats, G-CSFR produccio de neutrofils
endoteli i fibroblastes
IL-1a constitutiva a monocits IL-1R1 proinflamatoria. important en la proliferacié
céls epitelials, alguns cel.lular
fibroblastes i macrofags,
IL-18 mondcits, NK, céls. B, DCs, IL-1BR proinflamatoria. Important en la proliferacié
macrofags cel.lular
IL-18 macrofags activats, DCs defensa contra tumors i infeccions. Indueixen
céls. mononuclears, IFNy a céls. T CD8, en céls. NK (augmenten la
queratinocits, epiteli citotoxicitat) i céls. B
intestinal, osteoblastes
IL-6 pleiotropica IL-6R reaccio fase aguda, proinflamatoria,
hemotopoiesi
IL-11 fibroblastes, epitelials, IL-11a activitat hematopoiética, proteccio i restaur