


1. INTRODUCCIO

A partir d’aquest punt té lloc una reorganitzacié del fol-licle primari, que esdevé en la
formacié d’un fol-licle limfoide secundari que conté un centre germinal. Aquest
procés reorganitzador esta altament regulat i s’hi poden definir els tres punts essencials
coneguts com a check-points o punts de control que es comenten a continuacio.

1°" punt de control: seleccié per especificitat antigénica

Té lloc a la zona externa del fol-licle (figura 9), rica en cél-lules T col-laboradores (Th)
(majoritariament CD4*, CD62L") i en cél-lules dendritiques interdigitants (IDCs)**®2%,
Quan les Th reconeixen antigen en la superficie de les IDCs, migren cap al fol-licle
primari on coincideixen amb els limfocits B activats que també han reconegut antigen
natiu (IgMP®*IgD"*CD21"*CD23°CD24°"). L’activitat coordinada d’aquests dos tipus
cel-lulars implica la induccié de senyals accessoris coestimuladors de les cél-lules Th i de
les presentadores d‘antigen (APCs) i la produccié de citocines i de factors quimiotactics.
Alguns senyals d’activacido descrits fins ara com a centrals son les interaccions
CD40/CD154 (per a les cel-lules B) i CD28/CD86 (per a les cel-lules T). El paper
fonamental d’aquestes unions s’ha demostrat en ratolins tractats amb anticossos anti-
CD40, anti-CD86 o amb CD40 soluble en els que no es generen fol-licles limfoides ni
cél-lules B madures®*%%25! In vivo també s’ha demostrat la implicacié d’aquestes
interaccions en animals knockout per CD28%? i en pacients amb la sindrome d’hiper-IgM
lligada al cromosoma X%>3, en els que no es formen CGs.

ZONA RICA EN CEL.LULES T

cpso @ TCR/CD3

/l~ MHC-péptid

Fig. 9 ler punt de control o selecciéo per especificitat antigénica en la maduracié periférica de
les cel-lules B que té lloc en la zona rica en cél-lules T. Pas 1: les céls. B especifiques d’antigen
s‘activen per reconeixement a través del BCR d’antigen nadiu en la superficie de les FDCs
alhora que les cél-lules T amb la mareixa especificitat reconeixen antigen processat i presentat
per molécules de MHC de classe II en les FDCs. Pas 2: coestimulacio de les cél-lules T per les
unions CD40/CD154 i CD80/CD28. Pas 3: interaccio entre cél-lules T i B especifiques
d’antigen. Pas 4: segon senyal d‘activacio per les ceél-lules B via la interaaci6 CD40/CD154 i,
pas 5: inici de la reaccié centre germinal
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1. INTRODUCCIO

Un cop activades, les cél-lules B regulen negativament la seva Ig de superficie i inicien
una fase de proliferacio i d’expansio clonal massiva en la que es divideixen durant 6-7
hores?®*. Es diferencien a centroblastes, desplacen fisicament la resta de cél-lules que
no es divideixen activament (figura 10) i s’organitza |'estructura anomenada centre
germinal que té com a finalitat I'expansi6 del repertori de cél-lules B madures
periferiques (IgM*IgD™). Els receptors de complement CR1 i CR2 a les cel-lules B sembla
que també juguen un paper important en l'inici i la progressié de la reaccié centre
germinal®®®, aixi com el receptor tipus I de la limfotoxina alfa?*®. Durant la fase
proliferativa, que té lloc a la zona fosca (DZ), el repertori d’anticossos es diversifica
mitjancant el mecanisme d’hipermutacié somatica en el que s’acumulen rapidament
mutacions somatiques a l'atzar (10° bp™ per generacié) en les regions variables de les
cadenes pesades i lleugeres de les Igs?®’*°®, El mecanisme exacte pel qual té lloc la
hipermutacié somatica no és totalment conegut, pero se sap que la contribucié dels
enzims RAG-1 i RAG-2, l'activitat de I'enzim TdT i I'expressiéo de I’enzim d’AID son
fonamentals. Com a conseqiiéncia, es generen clons de cel-lules B amb regions Vy CDR3
diferents®®®, que expressen BCRs molts diversos i la majoria dels quals no generen
senyals de supervivéncia. En aquest context, si el procés d’hipermutacié continués i, per
tant, s’acumulessin un gran nombre de mutacions deletéries, la cel-lula B podria acabar
morint. Aixi, .els centroblastes estan destinats a morir en abséncia de senyals positius
que els rescatin de la mort cel-lular programada o apoptosi. Aixd ha estat demostrat en
cél-lules B de GC aillades i cultivades durant 16 hores?®® en les que la tendéncia a
'apoptosi es correlaciona amb l'alta expressié de gens apoptotics com c-myc, Bax i CD95
i amb I'abséncia d’expressié de gens antiapoptotics com Bcl-22°!, Es per aixd que és
fonamental l'arribada de senyals de rescat antiapoptotics i en aquest sentit, el
reconeixement de la nova Ig produida juga un paper central en la progressio de la
resposta.
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Fig. 10 Mecanismes que tenen lloc a la "reaccié de centre germinal”. Els triangles invertits
assenyalen els llocs genics en els que ha tingut lloc una modificacié de les immunoglobulines.
CSR, class switch recombination (canvi d‘isotip); RR, receptor revision (revisio del receptor).
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1. INTRODUCCIO

2°" punt de control: seleccioé per afinitat del receptor

Un cop aturada la hipermutacié somatica, té lloc el procés anomenat maduracié per
afinitat a la zona clara (LZ) dels centres germinals (figura 11). En aquesta area, a més
de centrocits (cél-lules B que han aturat el procés de replicacié) que reexpressen la
seva Ig de superficie, també es troben cel-lules Th activades, macrofags (tingible body
macrophages, TBM) i cel-lules dendritiques fol:liculars (FDCs). En general, s’assumeix
que el BCR del centrocit ha de ser capag de competir per la unié a I'antigen amb els
immunocomplexos en la superficie de les FDCs. Aixi doncs, el centrocit de nova generacio
que expressara receptor de baixa afinitat i no sera “competitiu” morira per apoptosi,
mentre que el que hagi incrementat I'afinitat del seu receptor després de la hipermutaci6
sera seleccionat positivament?®® i podra diferenciar-se cap a cél-lula B de memoria o cap
a cél-lula plasmatica formadora d’anticossos®*®?%! en funcié dels senyals de co-
estimulacié rebuts de les FDCs. Aixi, se sap que la produccié d'IL-4 dirigeix les cél-lules B
cap a la diferenciacié a cel-lules memoria, mentre que IL-10 les indueix a ceél-lules
plasmatiques?®2. En tots els casos, perd, actuen ambdds ttipus de senyals, donat que la
resposta humoral s’acompanya de la produccié d'ambdues formes cel-lulars B.

S’ha demostrat que els senyals involucrats en la inhibici6 de la mort dels centrocits
derivarien del reconeixement dels antigens pel BCR, que se segueix d’una induccié rapida
de I'expressio de molécules d’adhesié. També s’ha suggerit que la unié de CD40 és un
senyal per prevenir apoptosi, perd, encara que se sap que el reconeixement a través de
CD40 la retarda en les cél-lules B de centre germinal durant 48-72 hores, no la prevé del
tot i, @ més, el bloqueig de les interaccions entre CD40/CD154 no fa augmentar el
nombre de cél-lules apoptotiques®®>2%*, En altres experiments s’ha demostrat també la
presencia de conexina 43 (Cx43) entre FDCs i entre FDCs-B que suggereix l'intercanvi de
sunstancies de baix pes molecular’®>?%¢ entre elles.

| ZONA FOSCA/CLARA (DARK/LIGHT ZONE) |

Fig. 11 2on punt de control o seleccié per afinitat ja en el centre germinal. Pas 1: les cél-lules
B de GC se seleccionen per competicié en funcié de l'afinitat del seu BCR per |'antigen, que
indueix (pas 2) I'expressio de LFA-1 i VLA-4 en les cel-lules FDC i dels seus respectius lligands
en les cél-lules B. Pas 3: aturada temporal de la maquinaria apoptotica. Pas 4: alliberament
per part de les FDCs de substancies de baix pes molecular que inhibirien definitivament
I'apoptosi i resultaria en el rescat final d'algunes cél-lules B.
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1. INTRODUCCIO

En tot aquest procés s’afegeix un altre mecanisme per tal de rescatar limfocits que
durant la resposta han perdut la capacitat de reconéixer eficientment I'antigen. Aixi, de
forma similar a I'edicié del receptor descrita en el moll d’os, les cél-lules B periferiques
madures poden modificar I'especificitat del seu BCR mitjangant el fenomen de revisié del
receptor’®’:#68:234269°271 en g|s centres germinals dels fol-licles limfoides secundaris (figura
12). La primera evidéncia d'aquest nou reordenament genic va ser que RAG, tant a nivell
d’'mRNA com de proteina, s’‘induia en els centrocits tant de la melsa com dels noduls
limfatics en ratolins immunitzats®’? i in vitro tractant cél-lules B espléniques amb
agonistes de CD40 i IL4 (que a la vegada indueixen canvi d’isotip). El tractament
combinat amb LPS i IL-4*’? 0 amb IL-7 aconseguia també la reexpressié de RAG?’3. La
revisié del receptor no esta restringida a les cél-lules B, siné que els limfocits T CD4*
també poden modificar la seva cadena B del TCR en periferia?’*. Contrariament a I'edicié
del receptor en els organs primaris, que és dirigida a minvar |'autoreactivitat, la finalitat
de la revisié del receptor és controvertida. La majoria d’autors coincideixen a considerar-
la com a un fenomen que té lloc per evitar |'apoptosi de cél-lules que després de la
hipermutacié somatica han minvat la seva afinitat per I'antigen®®??7%. Aixd es va
considerar usant animals transgénics en els que es trobaven anticossos autoreactius
enlloc dels del repertori d’Igs endogenes®’°®. En aquests models, les B autorectives es
toleritzaven al moll d’os i els seus receptors es revisaven per generar especificitats
reactives contra antigens no propis. Per tant, encara que pugui contribuir a mantenir la
tolerancia, també pot determinar una modificacié en el repertori d’autoreactivitat.

Fig. 12 Mecanismes que tenen lloc en la revisié del receptor destinada a evitar la mort cel-lular
per apoptosi mitjancant la modificacié secundaria del receptor de la cél-lula B quan després
del procés d’hipermutacié somatica s’ha generat un receptor de menor afinitat per I’'antigen.
NHEJ, nonhomologous end-joining; RSS, seqliéncia de senyal de recombinacid; Tdt, terminal
deoxinucleotidy! transferase.
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1. INTRODUCCIO

3°" punt de control: seleccié per canvi d’isotip i maduracio

Els mecanismes descrits als paragrafs anteriors garanteixen la seleccié de ceél-lules B
memoria amb un BCR d’alta afinitat, pero les cel-lules B amb BCR irrelevant o no desitjat
poden sobreviure i rebre senyals de maduracié com a resultat del reconeixement de
diferents antigens en les FDCs. Es en aquest moment en que les cél-lules T esdevenen
critiques en el procés de maduracié de les cél-lules B seleccionades o rescatades de la
mort cel-lular (figura 13). L'antigen que les cel-lules B han reconegut, pot ser processat i
presentat per classe II a les ceél-lules Th, que a la vegada proporcionarien senyals de
coestimulacié cap a la diferenciacié a cél-lules B memoria o cél-lules plasmatiques.

[ ZONA CLARA (LIGHT ZONE) |

canvi d’isotip
i diferenciacié

Fig. 13 3er punt de control o seleccié per maduracié. Pas 1: L'antigen internalitzat, processat i
presentat per MHC de classe II a les cel-lules Th antigen-especifiques de centre germinal,
indueix |'expressié de CD154 en les T céls (pas 2). Pas 3: El reconeixement del seu lligand per
part de CD40, regula negativament |'expressié de CD95 i, pas 4, inicia el procés de canvi
d‘isotip i de diferenciacié final cap a cel-lula B de memoria o plasmatica.

N

El pas final de maduraci6 té lloc mitjangant el fenomen anomenat canvi d’isotip (class
switch recombination, CSR) (figura 14), pel qual es reordena la regié constant de la
cadena pesada de la immunoglobulina M mitjangant bescanvi de l‘original pel qualsevol
de les altres regions constants alternatives situades a I'extrem 3’ del gen.
Estructuralment, cada regi6 contant esta flanquejada en el seu extrem 5’ per
I'anomenada regié de “switch” (Sw) (excepte la cadena constant § que s’expressa per
splicing alternatiu d’'RNA) que esta formada per sequeéncies repetitives curtes en tandem,
que abarquen entre 1-10Kb, similars entre elles pero no idéntiques. Les bases moleculars
del canvi d'isotip no es coneixen del tot, perd se sap que ve regulat per citocines per
activacié transcripcional del seu promotor. Aixi, el canvi d’isotip resulta en la delecié de
seqliéncies geniques que es troben a la linia germinal i que s’escindeixen formant cercles
d’escissié6 de DNA. La contribucié d'AID (proteina editora d’'RNA ja comentada) al canvi
d’isotip es va descriure amb |'obtencié d’un ratoli genéticament modificat al qual se li
havia anul-lat I'expressié d’AID. Aquest animal era normal excepte pel fet que les seves
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1. INTRODUCCIO

cél-lules B eren incapaces d’hipermutar i de canviar l'isotip?!®. Paral-lelament, la
descripcié?’® de que els malalts amb HIGM2 tenien mutacions en el gen AID i que aixd
donava lloc a limfocits B Unicament IgM (similar al ratoli knockout), confirmava la
importancia d'aguesta molecula.

En el canvi d’isotip, la interaccié CD40/CD154%°® juga també un paper important, aixi
com la interacci6 CD95/CD95L!%° en les que té lloc la formacié d'un complex de
senyalitzacié6 de mort induida (DISC)?’® i la generacié d'un apoptosoma que desencadena
Iactivacié de tots els membres de la familia de les caspases®’’ fins a I'apoptosi.
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N
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Fig. 14 Canvi d’isotip de les cadenes pesades de les immunoglobulines humanes. L'isotip de
I'anticos produit ve determinat per la regié que codifica per les cadenes constants
consecutives a I'ex6 V(D)J. En aquest procés el segment de canvi (Sw) d’un exd recombina
amb el segment de canvi d’un altre ex6 situat a I'extrem 3’ donant lloc a la deleccié d’una
sequeéncia circular. Aixi, es com la cél-lula produeix la IgG, IgA o IgE enlloc de la IgM.

La interpretacié dels senyals positius i negatius per I'apoptosi rebuts per part de les
cel-lules B depen de diversos factors (figura 15).

e El primer factor que va ser descrit és la durada del reconeixement
antigen/receptor i la concentracié antigénica. Es va descriure inicialment que la
injeccié d’antigen T-dependent soluble en ratolins préviament immunitzats, inhibia
profundament la generacié de cél-lules B memoria?’® i més tard es va descriure com
cel-lules B mantingudes en cultiu amb anti-CD40 morien després de reconeixer
antigen durant cinc dies?’°. Altres experiments in vitro han confirmat aquests resultats
i actualment s’accepta que la unid6 BCR/antigen exerceix un afecte negatiu en les
cel-lules B de centre germinal després d'un reconeixement perllongat, quan la seva
tendéncia espontania a l|'‘apoptosi és constantment inhibida per factors de
supervivéncia (com és el cas d’'una preséncia continuada d’altes concentracions
d'antigen). D'alguna manera, forgar continuament la supervivencia acaba produint la
mort del limfocit. Aquest mecanisme pot explicar-se com a una via, d'autoregulacio
que intenta evitar respostes autoimmunitaries on l’antigen es troba present per
periodes indefinits.

e El segon factor és el balan¢ entre els senyals de supervivéncia/apoptosi
rebuts de les cel-lules T (com els lligands de CD40 i CD95). S’ha demostrat en ratolins
en els que s’ha abolit la generacié de cel-lules B memoria mitjangant administracio
d’anticossos anti-CD40L?®° i en experiments in vitro en els que la supervivéncia de les
cel-lules B estimulades amb anti-Ig augmenta i es perllonga fins a 48 hores després
de tractament amb anticossos anti-CD40. Les cél-lules T dels GCs expressen tant
CD40L?®' com CD95L perd el cultiu amb anti-Ig pot inhibir I’'apoptosi mediada per
CD95. Darrerament s’ha descrit una altra interaccié que regularia la supervivencia de
les cél-lules B i que vindria donada per la produccié de BAFF per les cél-lules
dendritiques (o dels macrofags) de la zona rica en cel-lules T dels fol-licles limfoides
secundaris i de la melsa i el reconeixement d’aquests pel receptor de membrana en les
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1. INTRODUCCIO

cel-lules B. El mecanisme d’accié no es coneix del tot, perd se sap que animals en els
quals per diferents meétodes s’ha inhibit el reconeixement BAFF/BAFF-R es redueix el
pool de cél-lules B circulants, cosa que té efectes a nivell de produccié d'Igs*®?.

e El tercer factor que regula els senyals d'apoptosi deriva de la preséncia de les
cél-lules dendritiques fol-liculars. Aquestes no solament presenten els epitops
antigénics en la densitat adequada, siné que actuen com a “cel-lules nodridores” donat
que les B aillades de GC poden sobreviure en preséncia de clusters de FDCs?®? i, a
més, la preséncia en la seva superficie de C3 pot augmentar la supervivencia i la

proliferacié de les cél-lules B de centre germinal via CD21'%°,
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Fig. 15 Reconeixements que determinen el balang entre els senyals de supervivéncia i de mort
cel-lular de les cél-lules B en la reaccié de centre germinal.

1.2.4.1.5 Models animals amb desenvolupament alterat del teixit limfoide

L'estructura del teixit limfoide secundari es pot veure modificada com a conseqiéncia
d'alteracions a diferents nivells: errors en l'expressié6 de factors de transcripcid,
abséncia/excés de determinades subpoblacions leucocitaries, errades en els mecanismes
adhesius/atractors que modifiquin l'estructuracié del microambient, etc. Donat que al
llarg del present treball s’han anat comentant diversos models animals i malalties
humanes amb alteracions del teixit limfoide, a la taula V es presenta un resum de
molécules involucrades en la génesi, estructuracié i compartimentalitzacié dels fol-licles
limfoides.
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1.2.4.2 Organs limfoides terciaris

En les inflamacions croniques amb acumulacio de cél-lules mononuclears en resposta a
patogens, transformacions neoplasiques o processos autoimmunitaris, el procés
inflamatori sol ser sostingut durant un periode llarg de temps. Els infiltrats inflamatoris
organitzats que es troben als drgans diana de l'atac immunitari poden ser similars
morfoldgicament als fol-licles limfoides dels organs limfoides secundaris, de les plaques
de Peyer i de la melsa, per aixd diversos autors els anomenen organs Ilimfoides
terciaris®. Els mecanismes moleculars que condueixen a la formacié de fol-licles
limfoides ectopics en aquests organs es van comengar a deduir a partir dels experiments
de Ruddle'*® en els que s'induia la neogénesi amb els mateixos mediadors que els
involucrats en l‘organogeénesi limfoide durant el desenvolupament. Aixi, citocines de la
familia del TNF (LTa, LTB) i els seus receptors (LTBR, TNFR-I, TNFR-II), expressats
ectopicament i sota el control de promotors especifics de llinatge cel-lular (ja comentades
en anteriors apartats), induien infiltrats inflamatoris cronics caracteritzats per la
presencia de vénules post-capil-lars activades amb_ HEVs i expressio incrementada de
molécules d'adhesio (MAdCAM, PNAd) mediadores de l'arribada de limfocits naive. Les
proteines de la familia del TNF no sén les Uniques mediadores de la neogénesi, sind que
també s’ha descrit el paper fonamental de quimiocines (CCL21, CXCL13), factors de
transcripcid (NF-kB) i molécules d’adhesié. En realitat existeix una inter-relacié en la
regulacié de l'expressid de la majoria d'aquestes molécules donat que determinats
factors de transcripcié s'indueixen quan s’expressen proteines del TNF i quimiocines, que
alhora indueixen la transcripcié de molécules d'adhesid.

1.2.4.3 Malalties autoimmunitaries amb limfoneogénesi

La preséncia d’infiltrats limfocitaris organitzats en estructures similars als fol-licles
limfoides amb centres germinals s’ha descrit en diverses malalties autoimmunitaries.

1.2.4.3.1 Tiroiditis de Hashimoto

Séderstréom i col.laboradors van descriure a comengaments dels anys 70 que l'infiltrat
mononuclear tiroideu dels pacients amb hipotiroidisme de Hashimoto semblava
organitzat en centres germinals amb una gran quantitat de cel-lules plasmatiques i amb
vénules d’endoteli alt?®*. Aquestes observacions van ser corroborades posteriorment per
altres grups®®>28% perd a nivell histopatoldgic la descripcié no va anar més enlla.
Indirectament, pero, existien evidéncies de la funcionalitat d’aquestes estructures que es
trobaven especialment forcades per l'evidéncia d'un augment d‘incidéncia de limfomes
tipus MALT en malalts de Hashimoto.

1.2.4.3.2 Artritis reumatoide i espondilitis anquilosant

Son processos autoimmunitaris sistémics reumatics humans en els que la membrana
sinovial de les articulacions esta intensament infiltrada per cel-lules mononuclears que
formen focus amb centres germinals que contenen cél-lules T, cél-lules B i plasmatiques.
Des del punt de vista de la formacidé de teixit limfoide terciari, I’artritis reumatoide (RA)
és amb diferencia la malaltia autoimmunitaria estudiada més
abastament?87:288.289,290,291,292,293,294,295 ancara que també hi ha estudis en els que es
demostra un desenvolupament clonal de cadenes VH dels anticossos a I'espondilitis
anquilosant®*® (SA). En ambdues malalties, el procés de limfoneogénesi articular provoca
la diversificacié del repertori de cel-lules B a través de la hipermutacié somatica dels
anticossos®” i la generacié in situ de cél-lules plasmatiques®®®, cosa que suggereix que
les cél-lules B naive podrien ser activades directament en els centres germinals ectopics.
En aquests fol-licles, tant les cél-lules T CD8*CD154* com les cél-lules presentadores
d’antigen professionals sembla que juguen un paper important®°,
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1.2.4.3.3 Sindrome de Sjégren primaria

Es una epitelitis autoimmunitaria que afecta principalment el sistema glandular exocri i
que molts cops es presenta associada a l'artritis reumatoide i a diverses col.lagenosis
autoimmunitaries. Histologicament, l'afectacié de les glandules salivals es caracteritza
per una limfoneogénesi amb preséncia d’HEVs®®, cél-lules dendritiques®®!, cél-lules
dendritiques fol-liculars3®?, proliferacié clonal de cél-lules B dirigida per antigen®%33%¢ j
preséncia de cél-lules que expressen CXCL13 i CXCR5.

1.2.4.3.4 Myasthenia gravis

Es una altra malaltia autoimmunitaria mediada per anticossos en la que es desenvolupen
fol-licles limfoides en un organ limfoide primari, el timus. El seu autoantigen, el receptor
nicotinic de l'acetilcolina, és present de forma natural en el timus i els centres germinals
que s’‘observen contenen cél-lules B activades i plasmatiques que produeixen anticossos
patogénics contra aquest autoantigen3°5. S’han proposat diferents mecanismes que
conduirien a la formacio de fol-licles limfoides en la miastenia gravis (MG), com la
hiperexpressié intratimica de CD23%°% i la de Bci-2%°’. La reseccié timica com a
tractament de la MG millora en molts malalts la péerdua de forga muscular, cosa que
indica que el teixit ectopic que s’estructura en el timus juga un paper funcional en la
reaccié autoimmunitaria3®®,

1.2.4.3.5 Malalties inflamatories del budell. Malaltia de Crohn i colitis ulcerosa

La preséncia de teixit limfoide terciari s'ha demostrat en el texit limfoide associat a
mucoses i en el colon de malalts tant amb malaltia de Crohn com amb colitis ulcerosa3®®.
Mitjangant RT-PCR de biopsies s’ha detectat expressio de CXCL13 en zones properes als
agregats limfoides que contenen ceél-lules dendritiques i ceél-lules dendritiques fol-liculars.
Alhora s’ha demostrat cél-lules T CXCR5* disperses pels centres germinals ectopics i
cel-lules B de la zona del mantell, cosa que s’ha relaciona amb el desenvolupament de la
IBD (inflammatory bowel disease)3°.

molécula funcions alteracioé malaltia associada
TNFa inflamacié, organitzacié esplénica hiperexpressio RA, IBD, MS, diabetis
hipoexpressio SLE
IL-2 proliferacié céls. T i NK hiperexpressio 1BD
IL-7 proliferacié dels precursors de céls. Ti| hiperexpressio 18D
B
IL-10 induccio céls. T reguladores, hiperexpressio IBD
angiogénesi i tumorigénesi
IL-2R hiperexpressié IBD
IL-10R hiperexpressié 18D
IL-3 supervivéncia de derivats hiperexpressié sindrome desmielinitzant
hematopoiétics
IFNy activacio macrofags, augment hiperexpressié a SLE
expressié molécules MHC pell
TGFB hipoexpressio 18D
TGFPAR hipoexpressio SLE
LT inflamacié hiperexpressio RA, SLE, IBD, MS, diabetis,
tiroiditis
LTap respostes Th1, desenvolupament hiperexpressio RA, SLE, IBD, MS, diabetis
noduls limfatics, arquitectura i
organitzacié espléniques
LIGHT activacio limfocits T i supervivéncia de RA?, diabetis
timocits
CD178 apoptosi SLE, EAE diabetis, AITD, AH
CD154 supervivéncia de cél. B, estimulacio i SLE, SS, IBD, RA, EAE
diferenciacio
RANKL supervivéncia DCs hiperexpressié RA
OX40L costimulador céls. T EAE, RA, IBD
BAFF supervivéncia/maduracic céls: B, hiperexpressio SLE, S5, RA
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Taula VI. Llistat de les malalties autoimmunitaries associades a un increment o una disminucié
en l'expressié de determinades molécules. RA, artritis reumatoide; IBD, imflammatory bowel
disease; MS, esclerosi miltiple; SLE, lupus eritematés sistémic; EAE, encefalitis
autoimmunitaria experimental; AITD, malalties autoimmunitaries de la tiroide; AH, hepatitis
autoimmunitaria; SS, sindrome de Sjégren.

1.2.4.3.6 Esclerosi multiple

Es una malaltia del sistema nervios central en la que té lloc una destrucci6 de la veina de
mielina que protegeix els axons neuronals. L'espai subependimari del sistema nerviods
central dels malalts que la pateixen tant en un estadi inicial com durant la progressié de
la malaltia es veu infiltrat per cél-lules mononuclears organitzades en estructures
semblants als fol-licles limfoides®!!. En aquests pacients s’han analitzat els segments
variables de les cadenes constants de les Igs i s’ha arribat a demostrar que les cel-lules B
del fluid cerebrospinal de la majoria de malalts mostren una expansié clonal amb
hipermutacions somatiques®'2. :

El paper fisiopatogénic de la limfoneogenesi a I'autoimmunitat sembla relacionat amb la
cronificacio d'una resposta en I'organ diana de l'atac on I'aport d’antigen és continu i
constant perd en els que els mecanismes de control de la proliferacié de cél-lules
potencialment autoreactives no estan clarament desenvolupats. A la taula VI es
relacionen algunes malalties d’origen autoimmunitari amb la preséncia ectopica de
fol-licles limfoides secundaris.

1.2.4.4 Malalties infeccioses amb limfoneogénesi

El fenomen d’estructuracié de fol-licles limfoides ectopics funcionals a nivell dels pulmons
també es dona en malalties autoimmunitaries secundaries a infeccions croniques. Un dels
casos més estudiats és la presencia de noduls limfoides intrahepatics amb centres
germinals que apareixen sovint després d’infeccions croniques pel virus de I'hepatitis
313314315 en la sinovitis de Lime secundaria a infeccié per Borrelia bugdorferi?!®. L'asma
és una malaltia cronica inflamatoria en la que hi ha uns nivells elevats d'IgE en els fluids
de rentat del pulmons®'” amb produccié local de TNFo, IL-1p, IL-6, IL-8 i RANTES. Tant
en la forma humana com en el model muri d’induccié d’asma mitjancant immunitzacio
intratraqueal amb ovoalblimina, s‘observa desenvolupament de fol-licles limfoides
secundaris amb centres germinals PNA* amb cél-lules dendritiques fol-liculars, cél-lules T
CD4*, cél-lules en proliferacidé activa, cél-lules en apoptosi, diferenciacié de vénules
d’endoteli alt i preséncia de cél-lules plasmatiques productores d'IgG1, IgE i IgA contra
I'ovoalbimina3!®, A I'estémac, la infeccié gastrica per helicobacter pylori indueix la
formacié de teixit limfoide a la mucosa gastrica®'® que també s’ha associat amb el
desenvolupament de limfomes gastrics tipus MALT. Alguns autors que treballen en
aquest model han suggerit que la limfoneogénesi pot estar induida directament per
I'expressié de CXCL133%°, ~

1.2.4.5 Heterogeneitat de la poblacio de cél-lules B

Definicié: Les cél-lules B circulants no formen una poblacié homogénia en morfologia,
localitzacio i origen. Part de |'heterogeneitat que mostren es deu a la maduracié de la
cel-lula B en periferia en resposta a I'estimulacié antigénica, pero també és deguda a la
preséncia d'una poblacié de cél-lules B3?! (B-1) que se suposa que s‘origina a partir d'una
poblacié diferent de cél-lules mare (stem cells) inicialment en I'ontogénia. S’identifiquen
com a cél-lules B que expressen en superficie CD5 i IgM perd no IgD (o molt poca) i que
es troben en poques quantitats en els noduls limfatics periférics mentre que sén
majoritaries a la cavitat peritonial. Aquest grup de cél-lules B a la vegada se subdivideix
en cel-lules B-1a que expressen CD5 i B-1b que no l'expressen (encara que expressen
mRNA de CD5)3?%2 i que en ratoli tenen en coml els seglients marcadors:
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B220™IgM*" gD CD23 CD43*HSA™™, Les cél-lules B-1 sén presents tant en humans com
en ratolins i en alguns casos, com en el conill, poden arribar a ser majoritaries.

Origen: La hipotesi d'un origen cel-lular diferent s’argumenta per la semblanca en la
proporcié relativa de cél-lules B-1 en bessons monozigotics®?® i en membres de families
amb malalts d'artritis reumatoidea®** i en experiments en els que la injeccié de cél-lules
B-1 peritoneals en ratolins irradiats, reconstituia la poblacié B-1 perd no la B-2 i la
reconstitucio amb cél-lules B-2 de moll d‘os repoblava el compartiment B-2 perd no el B-
1325, Existeix una hipdtesi alternativa segons la qual, les poblacions B-1 i B-2
representen diferents estadis de desenvolupament o activacié d’'un mateix llinatge B3?5,
donat que CD5 es pot induir en determinades situacions (cultiu amb PMA, estimulacio
amb anticosso anti-IgM i IL-6). Darrerament es tendeix a considerar que el
desenvolupament del llinatge B-1 és funcidé d'una senyalitzacié perllongada via BCR3?,
donat que la disrupcié de gens com CD19 o Vav que regulen aquesta senyalitzacié
resulta en la disminucié del compartiment B-1 i a la inversa®?.

Localitzacié i funci¢: En I'nome, les cél-lules B-1 es detecten a les 20 setmanes en el
fetge i en els ndduls limfoides de I'adult en els centres germinals®?® a la zona del mantell
fol-licular. El percentatge més elevat es troba en la circulacié fetal i va minvant fins al
voltant d’un 60-80% a la sang del cordé umbilical®3*®. A partir d'aquesta disminucid, les
cel-lules B CD5+ decreixen amb I'edat fins a un 5-30% als adults. Secreten grans
quantitats d'IgM, IgG3 i IgA, se suposa que sbn responsables de la immunitat innata i les
que ocupen la cavitat peritoneal contenen un subset de precursors de cel-lules
plasmatiques productores d’IgA que tenen la capacitat de migrar cap a la lamina propia,
cosa que suggereix que poden jugar un paper en la immunitat a les mucoses. lLa
contribucié d’aquestes cél-lules al pool d’anticossos total es basa en la generacié de
respostes en abseéncia d’ajut de les cél-lules T, majoritariament contra diferents lligands
muitiples repetitius com la fosfatidilcolina, immunoglobulines, DNA, proteines de
membrana d’eritrocits i més preferentment contra polisacarids bacterians. Classicament
es considera que les cél-lules B-1 presenten una propensié a les transformacions
neoplasiques®3! per que les cél-lules B de malalts amb leucémia limfatica cronica
produeixen autoanticossos multiespecifics®*?. Les cél-lules B-1 s’han relacionat amb
fenomens d’autoimmunitat tant en humans com en ratoli donat que estan incrementades
en algunes malalties autoimmunitaries®*® en periferia. A I'home s’han descrit al menys
dos lligands de CD5: CD72** i la glicoproteina induida per antigen®3*, el paper dels quals
no esta definit perd s’ha relacionat amb la coestimulacié T/B durant les respostes
immunitaries dependents de cél-lules T.

1.3 AUTOIMMUNITAT

Aquest terme es refereix a la manca de tolerancia i desenvolupament d‘una resposta
immunitaria contra components del propi individu que té com a conseqiiéncia clinica la
malaltia autoimmunitaria. Malgrat que el sistema immunitari esta concebut per
reconéixer molécules alienes al propi organisme, el procés de generacié aleatoria dels
receptors de les cel-lules T i B (reordenaments de segments geénics, variacions
nucleotidiques, mutacions puntuals aleatories, etc) porta intrinsec la generacié d‘una
proporcié de receptors autoreactius i aixd explica que al voltant del 5% de la poblacio
pateixi alguna forma d'autoimmunitat. Donat que els criteris per a que una malaltia es
consideri autoimmunitaria no sén homogenis, la seva classificacié es fa en funcié de: a/
I'etiologia (primaries o secundaries), b/ la distribucié, o ¢/ el mecanisme efector
(produides per anticossos o per limfocits).

Segons la distribucié dels teixits afectats, es classifiquen en sistémiques (o no
especifiques d'organ, com el lupus eritematds sistémic) i drgan-especifiques (com la
diabetis tipus I). Aquesta classificacié no necessariament es correspon amb l‘origen de la
malaltia. Una classificacid alternativa seria la distincié entre les malalties amb una
alteracidé general en la seleccid, regulacié o mort de les cél-lules T o B (com la manca de
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CD95 o CD178) i aquelles en les que té lloc una resposta aberrant contra un antigen
determinat (propi o alié) que causaria l'autoimmunitat (com la demielinitzacié de les
neurones després d'una infeccié per Campilobacter jejuni). Tot i aixd, molt sovint és
dificil de determinar si una malaltia humana és deguda a una anormalitat global o és
antigen-especifica, per tant s‘estableix una classificacié practica en funcio de la
distribucié de I'afectacid organica (taula VII). Encara que qualsevol organ pot ser la diana
d’un atac autoimmunitari, sembla que existeix una predileccié per les respostes contra
les glandules endocrines i, entre elles, la tiroide, el pancreas i I'escorga adrenal.

Segons el mecanisme efector, es fa una distincié entre les malalties degudes a la
generacidé d’anticossos o aquelles que son mediades per cél-lules T. Dins de les primeres
es distingeixen les que els anticossos son els responsables directes (hipersensibilitat de
tipus II) i les que els causants de les lessions i la simptomatologia son els nivells alts
dimmunocomplexos (hipersensibilitat de tipus III).

Segons l'etiologia, les primaries es deuen a un error intrinsec del sistema immunitari. En
alguns casos la causa esta ben establerta i sén hereditaries de transmissido mendeliana.
Les secundaries es desencadenen per un agent extern associat (farmac, un procés
infeccios, preséncia d’'un tumor) i solen desapareixer quan s'elimina I'agent causant.

no especifiques
d’organ
Sindrome de Sjégren

especifiques d’organ sistémiques

Tiroiditis de Hashimoto Lupus eritematds

sistémic
Mixedema primari Anémia hemolitica Lupus eritematds . ‘
autoimmunitaria discoide

Tirotoxicosi 0 malaltia de | Pudrpura trombocitopénica Esclerodérmia

Graves-Basedow

autoimmunitaria

Anémia perniciosa

Leucopénia idiopatica

Dermatomiositis

Gastritis atrofica

Cirrosi biliar primaria

Artritis reumatoidea

autoimmunitaria
Malaltia d’Adison

Hepatitis cronica activa
amb Ag Hbs negatiu

Cirrosi criptogénica

Diabetis mellitus tipus 1 Colitis ulcerosa
Menopausa prematura
Sindrome de Goodpasture
Miastenia gravis
Infertilitat masculina
Penfig vulgar
Pemfigoide
Oftalmopatia simpatica
Uveitis facogena
Esclerosi multiple

[

Taula VII. Classificacio de les malalties autoimmunitaries humanes en funcié de la distribucié
dels teixits afectats.

1.3.1 Mecanismes relacionats amb el trencament de la tolerancia
periférica

1.3.1.1 Mimetisme molecular

Les proteines presents en els animals filogenéticament superiors sén estructuralment
molt conservades i en moltes ocasions sén similars a les dels virus i altres agents
microbians que infecten hostes. Aixi, una resposta immunitaria contra aquests epitops
proteics, alhora que eliminara I'agent infeccidés, pot conduir a una cros-reaccidé contra
epitops propis i desenvolupar un fenomen autoimmunitari. Com a exemple, s'han
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suggerit associacions entre la infeccié pel virus Coxsakie B4 (P2-C) i la resposta contra la
decarboxilasa de l'acid glutamic 65 (GAD65, un dels autoantigens a la diabetis
autoimmunitaria humana)?3®. A nivell epidemioldgic, s’ha suggerit 'associacié entre el
virus de la rubéola, el citomegalovirus, el virus coxsakie i la diabetis mellitus insulino-
dependent®®’. Hi ha d’altres reactivitats creuades com la que s’estableix entre la proteina
d’estrés térmic hsp65 humana a l'artritis reumatica i I’'hsp65 de Mycobacterium bovis o el
complex piruvat deshidrogenasa humana a la cirrosi biliar primaria i la d’Escherichia
coli**®, I'esclerosi multiple i la celiaquia associats a la preséncia de virus d’Epstein-Barr, el
virus limfotropic de tipus 1, el citomegalovirus, el virus de I'hepatitis C, I’'herpesvirus i el
virus de la rubeola.

La prediccié de les sequéncies potencialment cross-reactives en funcid Unicament de
I'homologia proteica no és una eina eficag i actualment es treballa en la generacid i
analisi de models computeritzats que han demostrat com un clon de cél-lules T aillat d'un
pacient amb esclerosi multiple amb un unic TCR pot reconéixer i ser activat (amb una
afinitat equivalent a la que mostra per la proteina basica de la mielina) per cinc péptids
diferents provinents del virus de {'herpes simple, el d’Epstein-Barr, I'adenovirus tipus 12,
papiloma virus i el bacteri Pseudomonas aeruginosa®*°.

1.3.1.2 Epitops criptics

Es un concepte aplicable sobretot a cél-lules B quan parlem d’aquells que en condicions
normals no sén accessibles al sistema immunologic per que es generen en petites
quantitats o no sdén accessible normalment per que sén a l'interior de la molécula. En
determinades situacions, les condicions de processament i presentacié antigéniques
podrien passar a ser favorables i els epitops criptics ser presentats encara que existeixi
tolerancia central contra ells. S'han descrit diversos mecanismes per explicar-ho que
poden tenir lloc simultaniament: (1) increment en la quantitat d’antigen a lI'abast?¢?, (2)
increment de la sintesi de molécules de MHC de classe II que faci augmentar la quantitat
d’antigen presentat, I'expressié de molécules d’adhessié o les molécules de co-
estimulacio, (3) la preséncia de cél-lules presentadores d’antigen diferents que tinguin
una maquinaria de processament i presentacid diferents®**! i (4) la modificacié del

repertori de péptids presentats per accié local de citocines®?,

1.3.1.3 Expansié d’epitops dominants i criptics (epitope-spreading)

Es un model que permet explicar la progressié de malalties autoimmunitaries com a
conseqiiéncia d'una resposta immunitaria contra epitops endogens secundaris que serien
alliberats durant una malaltia cronica o durant una resposta immunitaria quan es
produeix un dany tisular. Hi ha evidéncies a favor d’aquesta hipdtesi usant models
animals en els que s’indueix la malaltia amb péptids corresponents als epitops dominants
d’'un autoantigen i en els que posteriorment es detecten reaccions immunitaries tant de
cél-lules T com B contra altres epitops de la mateixa proteina o de proteines que
formaven part del mateix complex proteic. L'exemple més clar d’expansié d’epitops és el
del model animal d’encefalomielitis autoimmunitaria experimental recurrent (R-EAE). La
immunitzacié de ratolins amb péptids derivats de la proteina basica de la mielina (MBP)
més adjuvant produeix una resposta immunodominant contra un Gnic determinant d’'MBP
a la primera fase de la malaltia. En la fase cronica, la resposta s’amplifica a d’altres
determinants i s’expandeixen epitops intramoleculars®*3 i intermoleculars (PLP,
proteolipidic protein). En ratolins NOD s’observa una resposta contra GAD65 a la primera
fase de la malaltia que en fases posteriors es modifica i s’expandeix a altres antigens
especifics de cél-lula B-pancreatica com insulina i carboxipeptidasa H (CP-H)3%4,
L'expansié d’epitops criptics també s'ha demostrat en un model de desmielinitzacié de

rate;énduit per infeccié per virus del xarampio, en el que s’observa una resposta contra
MBP-*>,
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1.3.1.4 Superantigens

Els superantigens (sAgs) son proteines microbianes o viriques que poden mediar la
interaccid entre cél-lules presentadores d’antigen que expressen molécules de MHC de
classe II i cel-lules T policlonals a les quals s’uneixen per fora de la cavitat d'unio
d’antigen en determinades regions variables de la cadena TCRp3*®. La interaccid
inespecifica i policional resulta en l'activacio de les cel-lules T pot arribar a ser del 20%
del repertori. Quan la primera interaccié amb el sAg té lloc en etapes inicials del
desenvolupament, s'inactiven les cél-lules reactives. Si el primer reconeixement té lloc
després del naixement, té Illoc una activacié simultania dels clons que comparteixen la
mateixa familia TCRV reactius i una expansioé policlonal.

La contribucié dels sAgs a la patogénesi d’autoimmunitat®®” s’ha suggerit en malalties en
les que s’ha demostrat activitat superantigen associada a la preséncia d’alguns virus i
I'enriquiment de determinades families TCRVp, com VB7 en pancrees de diabétics3*%34? j
restriccié de VB en malaities autoimmunitaries de la tiroide®*® perd no s’ha acabat de
demostrar.

1.3.1.5 Citocines

La contribucid de les citocines i dels seus receptors al desenvolupament d’autoimmunitat
ve donada basicament per la modulacié de I'activacié de diferents poblacions cel-lulars
regulada per l'expressio local de citocines. Aquest és un fenomen com( en situacions
infeccioses®®! que pot col-laborar en l'activacié de cél-lules autoreactives en “repds”
mitjancant la desviacié a una resposta de tipus Th1l o Th23%2, A grans trets, les citocines
poden actuar a diversos nivells:

Efecte immunosupressor de les citocines pro-inflamatories: com el TNFa que actua com a
anti-inflamatoria en ratolins NOD i en ratolins amb EAEda com en animals amb una
deficiéncia congénita d'IL-12, com en animals tractats amb anticossos, millora malalties
autoreactives com la diabetis al ratoli NOD, l’encefal-lomielitits al-lérgica experimental
(EAE), la uveitis autoimmunitaria experimental (UAE) i l'artritis induida per col-lagen. Al
contrari, el rol jugat per les citocines pot ser relievant en el control d'autoimmunitat
mitjangant la desviacié a una resposta Th2 per altres citocines com IL-4%>3 o TGFB. En
aquest sentit se sap que quan sén expressades ectopicament en el pancrees de ratolins
NOD amb predisposicié a fer diabetis, es prevé I'aparicid de la malaltia.

Hi ha un espectre divers de malaities humanes en les que s’ha demostrat una disfuncio
pel que fa a les citocines o als seus receptors. Una de les més estudiades és |'artritis
reumatoide (RA), en la que hi ha una inflamacid de la membrana sinovial que condueix a
la destruccid del teixit connectiu dels malalts. La destruccié sembla causada directament
per V'alliberament de citocines pro-inflamatories i altres mediadors degut a l'activacié de
les cel-lules endotelials, macrofags i fibroblastes com a conseqiiéncia de la infiltracid
limfocitaria de la sindvia. Les citocines que s’han descrit en els malalts que pateixen RA,
principalment tipus Thl, tant a nivell d’expressio de mRNA com de proteina, son
majoritariament pro-inflamatories i algunes derivades de limfocits T, pero també hi sén
presents citocines anti-inflamatories com el TGFB i la IL-10%%*. L'esclerosi multiple (MS)
és també una malaltia autoimmunitaria sistémica en la que s’ha descrit una polaritzacié
cap a citocines Th13%5. Una altra malaltia en la que es detecten citocines pro-
inflamatories tipus Th1 (sobretot IFNy i IL-2) in situ és la malaltia de Crohn. En aquesta
anomalia, s’‘observa un important infiftrat de cél-lules T i macrofags a la lamina propia.
També se n‘observen d'altres com TNFg, IL-1 i IL-6°%, TGFB i anti-inflamatories com la
IL-10.
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1.3.1.6 Quimiocines

La manifestacié clinica de moltes malalties autoimmunitaries és usualment la
conseqiéncia d’'una resposta immunologica inicial contra un antigen que desemboca en
una activacidé i acumulacié selectiva de leucocits al teixit diana. Les quimiocines sén
candidates a contribuir en els processos inflamatoris aguts o cronics degut a les seves
propietats quimioatraients i activadores.

Modulacié dels processos angiogénics i angiostatics. Com s’ha comentat a l'inici, algunes
quimiocines tipus CXC que contenen el motiu aminoacidic ELR, com CXCL5 i CXCL8, sén
responsables de promoure la neovascularitzacié i permetre una migracid cel-lular
sostinguda i un aport continuat d‘oxigen i de nutrients3®’. Aixd s’ha demostrat en
malalties com lartritis reumatoide>®,

De forma similar a les citocines, hi ha diverses malalties humanes amb disfuncié pel que
fa a les quimiocines o als seus receptors.

Una de les més estudiades és [‘esclerosi multiple (MS) o el seu model muri equivalent
EAE, en els que la proteina basica de la mielina (MBP) és un dels autoantigens i és una
malaltia mediada per cél-lules T. La conseqliéncia patologica és la demielinitzacié del
sistema nerviés central. Estudis clinics han demostrat que 'expressié de les quimiocines
CCL3, CCL4 i CCL5 i els receptors CCR2, CCR3 i CCR5 esta incrementada al teixit dels
malalts339360361.362 E|g ratolins genéticament deficients en CCR2 sén resistents a la EAE
induida per péptid derivat de la MBP. A més, els nivells de CCL2 i de CXCL10 varien
inversament al fluid cerebrospinal en malalts amb MS aguda respecte els controls, de
forma que CCL2 esta disminuit respecte els individus sans mentre que CXCL10 esta
incrementat. Una altra dada evidencia la importancia que pot tenir CCR5 en el
desenvolupament de la malaltia donat que en mostres (obtingudes post-mortem) de
teixit de sistema nervids central de malalts, CCR5 es troba localitzat a les cél-lules T

infiltrants, en macrofags i en cél-lules de la microglia3®2.

El rol de les quimiocines també s’ha estudiat en mostres de teixit sinovial de malalts amb
artritis reumatoide. En aquests es troben nivells elevats de CCL2, -3, -4, -5, CXCLS5, -8, -
9 i ~10 respecte els controls sans®¢3:364365-367 que podrien afavorir la neovascularitzacié.
Per contra, també s’ha detectat abundantment quimiocines angiostatiques com CXCL9 i
-10, que podrien compensar I'efecte de les primeres. En malalts amb formacié ectopica
de fol:licles limfoids a les articulacions, s'ha demostrat la preséncia de ceél-lules
dendritiques fol-liculars productores de CXCL13%%8, A nivell de receptors també s’han
descrit alteracions en mondcits circulants que expressen CCR1, -2 i -4, mentre que el
fluid sinovial esta enriquit en cél-lules CCR3* i CCR5%3%°, A més, diversos laboratoris han

reportat una acumulacié de CCR5, CXCR2, -3, -4 i/o -6 en cél-lules T memoria CD4*
infiItrants37°'371'372'373'374.

1.3.2 Predisposicio genética

Clinicament esta ben demostrada I'existéncia de predisposicié genética a les malalties
autoimmunitaries aixi com |’‘associacié freqlient de diverses malalties autoimmunitaries
en un mateix individu o en persones de la mateixa familia. El paper que juguen els
factors genétics en les malalties autoimmunitaries és complex (molt rarament es
regeixen per heréncia mendeliana) i, on es veu més ben il-lustrat és en els estudis amb
bessons univitel-lins que pateixen diabetis mellitus insulino-depenent (IDDM) o malaltia
de Graves-Basedow. En aquests hi ha una concordancia propera al 50% i al 30%
respectivament®’5. Aquests percentatges son clarament més elevats que els de la
poblacié general de risc, perd alhora son inferiors al 100%, la qual cosa indica que altres
factors aleatoris (ambientals, etc) juguen també un paper decisiu. En general, les
malalties autoimmunitaries sén poligéniques i en el seu desenvolupament hi estan
implicats de 10 a 20 gens de penetrancia variable.
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Hi ha diversos factors genétics clarament compartits entre les diverses malalties
autoimmunitaries, els més importants dels quals es localitzen al complex principal
d’'histocompatibilitat (MHC) o sistema HLA a I'home. Durant molts anys, els antigens
humans leucocitaris de classe II DR i DQ s'han associat amb el risc genétic de
desenvolupament de malalties autoimmunitaries. Alguns exemples son els seglients:

- 'associacié més clara entre HLA i malaltia autoimmunitaria és la descrita entre I'al-lel
B27 i I’espondilitis anquilosant, de tal manera que la tipificacié d‘un individu com a
HLA-B27 s‘utilitza com a confirmacio diagnostica de la malaltia.

- Una altra malaltia en la que s’ha establert una associacid clara amb la presencia de
determinats al-lels és la diabetis mellitus tipus 1. Els haplotips més freqlientment
relacionats sén DQB1*0302-DQA1*0301 i DQB1*0201-DQA1*0501. Alguns autors han
suggerit que el risc més elevat d’IDDM associat amb I'MHC resideix a la cadena 8 de
DQ a la posicié 57, on un residu diferent a I'asparagina presenta un risc incrementat
de patir la malaitia. També s'han descrit haplotips que conferirien proteccié davant de
la malaltia com DQB1*0602-DQA1*0102. A més dels esmentats, s’ha suggerit la
participacido de fins a 22 loci genics (en diferents cromosomes) que podrien
predisposar a la malaltia, dels quals només se n’ha confirmat un, situat a la regi6
polimorfica del promotor del gen de la insulina.

- Pel que fa a les malalties autoimmunitaries de la tiroide, els estudis amb bessons
han demostrat una taxa de concordancia del 20-30% en univitel.lins i del 98% en
bivitel.lins. A la malaltia de Graves-Basedow s'ha descrit un augment del risc
significativament associat amb els al-lels DR3, DQ2 i D_Q 5. Altres estudis han
demostrat que l'al-lel DQA1*0501, tot i que presenta desequilibri de lligament amb
DR3, per si sol també confereix susceptibilitat a GD en malalts que no expressen
DR3%75, També es coneix des de fa temps la relacié entre tiroiditis de Hashimoto i
preséncia de I'al-lel DR5.

- Altres malalties autoimmunitaries com l'esclerosi mdiltiple i V'artritis reumatoide han
estat relacionades amb la preséencia dels al-lels HLA-DR5 i HLA-DR4 respectivament.

A més del sistema HLA, existeixen altres associacions positives entre malaltia
autoimmunitaria i expressié de determinades molécules com els polimorfismes de la
regio reguladora de I'expressio del cluster de HLA classe II, que es van considerar a
partir de treballs en els que es demostrava que la induccié d’aquestes molécules per IFNy
en tirdcits d'individus amb malaltia de GD era superior a la dels individus sans®’’. També
s'ha suggerit I'associacié entre algunes AITDs amb polimorfismes d’altres gens que sén
codificats a I'MHC, com la proteina d’estrés térmic hsp70°’® i com el TNFB7° també s’han
relacionat amb la susceptibilitat a desenvolupar la malaltia de Basedow. S'han descrit
tambeé associacions positives amb gens que codifiquen per proteines implicades en la
presentacié antigénica per HLA classe I com el polimorfisme Arg/His de LMP2
(genera un lloc de restriccié Hhal), I'al-lel de TAP, TAP1*0301 amb malaltia de Graves-
Basedow i associacions negatives com la que existeix amb l'al-lel de TAP, TAP1*04013%.

També existeixen gens de risc no relacionats amb I'MHC que sén molt comuns en les
malalties autoimmunitaries endocrines. Un d’ells és CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte
antigen-4, que determina un fenotip autoimmunitari dramatic quan és eliminat
genéticament en ratolins. El polimorfisme més freqlient és un canvi Ala/Gly en posicié 49
del primer ex6 i s’ha relacionat tant amb diabetis, com tiroiditis, com malaltia
d’Addison®®! i el desenvolupament d‘autoimmunitat en aquests casos sembla relacionat
amb una disminucié de la resposta T. Hi ha d’altres gens en aquesta mateixa regié, com
CD28 i com ICOS (inducible T-cell co-stimulator) que també poden contribuir en
I'associaci6’®?.

Un altre gen que causa la sindrome poliglandular autoimmunitaria tipus I (APS tipus 1) i
que requereix un comentari especial és AIRE®3. Codifica per un factor de

transcripcié®®*38> que s’‘expressa fonamentalment en les cél-lules epitelials medul.lars
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timiques i, en menys quantitat, en cél-lules dendritiques timiques i en organs limfoids
periférics®®©3%7_ Els models animals defectius en aquests factor de transcripcié presenten
malalties autoimmunitaries endocrines multiorgéniques388, cosa que sembla indicar que
la deficiéncia d’AIRE pot esdevenir un factor de risc en el desenvolupament de les
esmentades malalties.

Pel que fa als autoantigens tiroidals i contrariament al que se suposava fins ara’®®, s'ha
demostrat I'existéncia d'associacié entre tiroglobulina i VAITD familiar®®°.

La susceptibilitat a patir una malaltia no només s’ha investigat en humans siné que
també s’ha intentat determinar en models animals de malalties autoimmunitaries. No
disposem d’una soca homogénia per cadascuna d'aquestes malalties, perd si que existeix
per les més comunes. Actualment es disposa de dos models de tiroiditis espontania3?!3??,
d’'un model murf de malaltia de Graves-Basedow®>*%3% | del ratoli NOD com a model en
ratoli de diabetis insulino-dependent®®, De forma similar a la genética humana, hi ha
mols gens fora del clusters de MHC associats a autoimmunitat que tenen la seva
‘equivaléncia amb els humans i que si es manipulen genéticament poden alterar el
desenvolupament d‘autoimmunitat. Alguns d‘aquests en la regid MHC son les
modificacions I-A9 a H-2" en ratoli NOD que deixa de fer diabetis perd que esdevé
susceptible a tiroiditis®*3%2,

1.4 MALALTIES AUTOIMMUNITARIES I NO AUTOIMMUNITARIES DE LA TIROIDE

Representen més del 30% de les malalties autoimmunitaries especifiques d'organ i sén
un conjunt de condicions autoimmunitaries que van des de la hiperfuncié de la glandula
(com en el cas de la tirotoxicosi o malaltia de Graves-Basedow, GB), a la hipofuncio de la
glandula (en el cas de la tiroiditis de Hashimoto (HT) i el Mixedema Primari) i
desemboquen en la mort cel-lular del tirocit®’. Cal esmentar, perd, que hi ha pacients en
els que es presenten caracteristiques cliniques tipiques tant d’hiperfuncié com
d’hipofuncié de la tiroide en els diferents moments evolutius de la malaltia®,

1.4.1 Tiroiditis de Hashimoto

Generalitats. Es una forma cronica d'hipotiroidisme que acostuma a aparéixer entre els
30 i 55 anys, i que té una incidéncia més elevada en dones que en homes (20:1).
Existeix una predisposicié genética a patir la malaltia (esta associada a DR5) i en molts
casos les persones afectades presenten altres malalties autoimmunitaries. A nivell séric,
els malalts presenten nivells alts d'anticossos dirigits sobretot contra la peroxidasa
tiroidal, contra la tiroglobulina i de vegades contra el receptor de la TSH a titols més
baixos.

Estructura tisular. Es caracteritza per un infiltrat leucocitari inflamatori massiu a la
tiroide, que va paulatinament desplagant el parénquima i engrandint la glandula, que en
general s'acaba fibrosant i en molts casos apareix un goll. Progressivament el tirécits es
deplecionen i es redueix la produccié hormonal que condueix a I'hipotiroidisme clinic®’.
En funcié del grau d'evolucié de la malaltia, la llum del col-loid limitada pels fol-licles
tiroidals es va reduint fins que acaba per col-lapsar-se i, en els darrers estadis de la
malaltia, els tirdcits poden arribar a ser indetectables en seccions de criostat. La glandula
sol ser molt vascularitzada i abundar estructures endotelials. La poblacié limfocitaria que
infiltra la glandula, tant en forma d’infiltrat difis com organitzat en fol-licles limfoides, és
de cel-lules T (CD8'>CD4%), cel-lules B, cel-lules dendritiques mieloides, ceél-lules
plasmatiques i macrofags en proporcions variables.

Mecanisme patogénic. Segueix essent un tema que no es coneix del tot. Inicialment, la
HT es va considerar una malaltia immunitaria mediada per cél-lules T CD4+, que un cop
en la glandula induirien I'expressié de molécules de MHC de classe II i d'IFN_ que, a la
vegada, contribuiria a I'expansié de la poblacié T autoreactiva i a la perllongacié de la
resposta®*94%, Com a conseqiiéncia, es formaria un infiltrat limfocitari disfds i un d’

53

,,,,,



1. INTRODUCCIO

organitzat. La produccié d’autoanticossos especifics de glandula tiroidal s’ha proposat
com un mecanisme d‘hipotiroidisme clinic pel bloqueig del receptor de Vhormona
estimuladora de la tiroide (TSHR) i per la capacitat dels anticossos anti-peroxidasa de
fixar complement i de la seva activitat citotoxica, perd també es coneix la contribucid
directa de les cél-lules T CD8* citotoxiques a la destruccié dels tirocits®®? (figura 16).

1.4.2 Malaltia de Graves-Basedow

Generalitats. Es la tiroidopatia més freqiient al nostre pais. Afecta predominantment les
dones d’entre 30 i 45 anys i es caracteritza per la preséncia d’autoanticossos (TSI) contra
el receptor de la TSH, que produeixen la seva activacié i donen lloc a una secrecié
excessiva d’hormones tiroidals*®!. L'activacid continuada del cicle cel-lular provoca
finalment la hipertrofia de la glandula. En el sérum dels malalts amb malaitia de GB és
molt corrent detectar també anticossos contra la peroxidasa tiroidal i, en menys titol,
contra la tiroglobulina. Existeix un grup de malalts de GB en els que la hipertrofia de la
glandula no déna lloc a una hiperfuncid i en els que es detecten autoanticossos
anomenats TGI (Thyroid Growth Immunogiobulins). El paper d’aquests no es coneix, com
també es desconeix si reaccionen contra el TSHR o contra el receptor del factor de
creixement epidérmic (EGF)*°2. Malgrat que la tirotoxicosi de Graves es considera una
malaltia autoimmunitaria especifica d'organ, freqientment es presenta associada a una
oftalmopatia infiltrativa (TAO)*?? i, en d’altres casos, a dermatopaties.

Estructura_tisular. Es caracteritza per una hiperplasia fol-licular difusa de la glandula
tiroidal, que molts cops implica la preséncia d’un goll de mida considerable. Els fol-licles
hiperfuncionants presenten un augment de l'algada de I'epiteli i una disminucié de la llum
fol-licular i sovint s’observen vacuols de reabsorcié al pol apical de lI'epiteli. La tiroide
acostuma a estar forga vascularitzada i tant el grau d‘infiltracid limfocitaria com el grau
d’‘organitzacié de linfiltrat (difis o en fol-licles limfoides) és variable en funcié de l'estadi
de la malaltia. La poblacié limfocitaria que infiltra la glandula és majoritariament de
cél-lules T (CD4*>CD8*), cél-lules B, «ceélllules dendritiques mieloides, cél-lules
plasmatiques i macrofags en proporcions variables.

Mecanisme patogénic. El procés autoimmunitari que dona lloc a la malaltia de GB sembla
que es desencadena a partir de l'activacié de les cél-lules T CD4"* especifiques de la
tiroide que reclutarien cap a la glandula cél-lules B autoreactives i les induirien a la
produccié d’immunoglobulines estimuladores de la tiroide (TSI) contra el TSHR. Aixo
desembocaria en la hiperfuncié de la glandula i en I'hipertiroidisme clinic (figura 16).

1.4.3 Mixedema primari

També s’anomena tiroiditis limfocitica atrofica, és un hipotiroidisme amb una incidéncia
semblant a la de la tiroiditis de Hashimoto pero la glandula s’atrofia de forma aguda, en
part per la preséncia d'anticossos anti-TSRH que contraresten i’efecte estimulador del
creixement de la TSH. En general, es detecten anticossos circulants contra la resta
d’antigens tiroidals a titols molt baixos. '

1.4.4 Altres patologies tiroidals

1.4.4.1'Goll simple i goll multinodular

- El goll simple és una patologia de la tiroide que cursa amb creixement de la
glandula com a conseqiiéncia d'una hipertrofia i hiperplasia dels tirocits produida per
un hipersecreci6 de TSH. Si el transtorn es perllonga, se solen combinar fases
s’hiperplasia amb fases d'involucié i desenvolupa en un goll multinodular.

- El goll_multinodular generalment afecta dones de més de 50 anys i que no sembla
desencadenada per un procés autoimmunitari, encara que en el sérum dels malalts es
poden trobar nivells minims d‘autoanticossos tiroidals. La glandula es caracteritza per
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hipertrofia i hiperplasia de les ceél-lules epitelials tiroidals com a resultat de I’existéncia
d’un o més noduls hiperfuncionants. La seva etiopatogénia autoimmunitaria no és del
tot descartable donat que, en alguns casos, entre els noduls s’observen arees
d'infiltracié limfocitica (tiroiditis focal)*®* que, molt extraordinariament pot estar
organitzada en fol-licles limfoides.

Fig. 16 Comparacié dels mecanismes patogénics per explicar el desenvolupament de la
tiroiditis de Hashimoto i la malaltia de Graves-Basedow. CTL, limfocits T citotoxics; TSI,
anticossos anti-TSHR estimuladors.
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1.4.5 Models animals d’autoimmunitat tiroidal

- Models d’hipotiroidisme. Encara que no es coneix fins el moment cap model animal
de tiroiditis com la humana, s’han descrit al menys tres models espontanis que
presenten algunes caracteristiques similars, basats en la predisposicié genética dels
animals: la soca de pollastre obés 0S*®, la tiroiditis espontania a la rata BB wistar
diabética®®® i al ratoli NOD-H-2"*%7. També s’ha induit tiroiditis autoimmunitaria
experimental (EAT) mitjancant immunitzaci6 amb antigens tiroidals*® i amb
transferéncia de cél-lules préviament immunitzats amb antigens tiroidals**®*°,
Aquests estudis han demostrat el paper central de les cél-lules T CD4" en la induccid
de la EAT, mentre que han considerat la produccié autoanticossos i la resposta de les
cel-lules B com un fenomen d’amplificacié i de cronificacié de la resposta inflamatoria.
En general, perd, en aquests models no s'observa una destrucci6 massiva de la
tiroide, la imatge histologica és diferent de la de la tiroiditis de Hashimoto i sén
autolimitats.

- Models d’hipertiroidisme. No existeixen models espontanis. Les estratégies per
desenvolupar la malaltia de Graves-Basedow han consistit en immunitzacions de
ratolins amb fibroblastes transfectats alhora amb molécules hibrides murines d'MHC
de classe II (I-A* i I-A%) i el receptor de la TSH huma®®*. Aquests animals presenten
anticossos anti-TSHRh en sérum, nivell augmentats d’hormones tiroidals i una tiroide
hiperplasica. D'aquesta soca s‘han aillat clons de cél-lules T capacos de proliferar
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enfront la TSHRh*!. Una altra aproximacié ha estat la immunitzacié de ratolins
femelles amb cél-lules transfectades amb el cDNA del TSHR3%3. En aquest model, la
freqiiéncia d’hipertiroidisme és més baixa perd s‘observa un infiltrat limfocitari i una
oftalmopatia.

1.4.6 Elements i mecanismes involucrats en el desenvolupament de les
AlITDs

1.4.6.1 Autoantigens
1.4.6.1.1 Tiroglobulina

La tiroglobulina (Tg) és una iodoproteina glicosilada homodimeérica, precursora de les
hormones tiroidals que és sintetitzada pels tirocits i secretada a la llum fol-licular.
Quantitativament és la més abundant del col-loid i també es troba al sérum huma.

Estructura_génica i proteica: Esta codificada al cromosoma 8 per un gen de 42 exons*!? j
2748 residus. Cadascun dels seus monomers de 330kDa, esta format per un péptid
senyal de 19aa i quatre regions o dominis formats per motius repetits. La regio
carboxiterminal (que presenta tres residus tirosina a les posicions 2553, 2567 i 2746) té
un 28% d’homologia amb l'acetilcolinesterasa (ACHE). La regié amino-terminal conté el
quart residu tirosina, que juntament amb els altres tres estan implicats en la sintesi de
les hormones T3 i T4 (figura 17).

Funcié i regulacid: S’utilitza com a proteina d’emmagatzament dels precursors de les
hormones tiroidals. La produccié de Tg esta controlada per la TSH i la seva iodacié depén
de l'activitat de la tiroide ja que és secretada a la llum fol-licular on, via la peroxidasa
tiroidal, es ioda en els seus residus tirosina. Aixo dona lloc a la monoiodetirosina (MIT) i
diiodetirosina (DIT) que, combinades, formaran la T3 i la T4. Aquestes hormones unides
a la tiroglobulina no seran lliurades a la circulacié sanguinia fins que siguin endocitades
pels tirocits. Després d’'un procés d’hidrolisi en els lisosomes, passaran a la circulacio.

1.4.6.1.2 Peroxidasa tiroidal

La peroxidasa tiroidal (TPO) va ser identificada el 1959 com a “antigen microsomal”. Es
'enzim involucrat en la sintesi de les hormones tiroidals i un dels principals autoantigens
en les AITDs.

Estructura génica i proteica: El gen que codifica la TPO humana esta format per 150Kb i
conté 17 exons*'3, encara que s’ha descrit un “splicing” alternatiu que resulta d’una
delecié de 171bp. Es una glicoproteina dimérica de membrana, situada en la zona apical
de la superficie cel-lular dels tirocits, que pesa 107kDa (figura 17), formada per 933
residus aminoacidics amb una Unica zona transmembrana®'®.

Funcié i regulacié: Es un enzim que, en preséncia de H,0,, catalitza la reaccié de iodacié
de la tiroglobulina i l'ensamblatge de la T3 i de la T4. Fins ara no s’ha obtingut
I'estructura tridimensional de la molécula, perd utilitzant difraccié de raigs-X s’han
obtingut dades de petits cristalls sobre el domini extracel-lular.

1.4.6.1.3 Receptor de la tirotropina

Estructura génica_i proteica: Es un membre de la familia dels receptors lligats a proteina
G, amb set regions transmembrana, fisicament molt proper a d'‘altres receptors
d’‘hormones glicoproteiques (com les gonadotrofines), que presenta un lloc d'unié per la
TSH a la zona basal de la cél-lula fol-licular tiroidal (figura 17) i que a diferéncia d‘altres
glicoproteines de la familia sufreix un processament intramolecular que genera dos
fragments. La seva seqiiéncia conté 744aa (més un péptid senyal de 20aa). Esta format
per dues subunitats (A i B) lligades per ponts disulfur*’®. La subunitat hidrosoluble
extracel-lular A, té un pes de 55kDa i té un lloc d'unié per a la TSH i la subunitat B, amb
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set dominis transmembrana i una cua citoplasmatica, insoluble en aigua, de 35kDa, esta
ancorada en la bicapa lipidica.

Funcié i regulacié: La quantitat de TSHR present en la superficie de la membrana cel-lular
oscil-la entre 10%-10* receptors. Una caracteristica important del TSHR que explicaria el
seu potencial en I'estimulacié antigénica és que, en una proporcié variable dels TSHR de
la superficie cel-lular, es trenca un polipéptid anomenat regié C péptid, que es desintegra
rapidament donant lloc a les subunitats A i B del receptor. Quan la desintegraciéo de
I'extrem N-terminal de la subunitat B continua fins a nivell de la membrana plasmatica,
la subunitat A se'n despren. Tant l'alliberament del C péptid, com de la subunitat A, pot
iniciar o propagar una resposta immunologica contra el TSHR*®,

El TSHR és una molécula labil amb un grau d’estructura conformacional molt elevat, que
quan s’expressa en cel-lules procariotes queda insoluble i no pot ser reconeguda pels
autoanticossos (fins i tot després del replegament), per la qual cosa és dificil obtenir-ne
grans quantitats. Fins el moment, no s’han obtingut formes cristal-litzades de la fraccio
extracel-lular del TSHR i la seva estructura tridimensional esta basada en model
computeritzats.

tiroglobulina

residu tirosina residus tirosina
WGP Gaar? Ausrnd V4 4 F4 R l-COOH
motius repetitius zona homologa amb ACHE
Eeroxidasa tiroidal | R
¢ &
174
e I yeee]
£21
R
6';0Q 6:60
\~ b ’\ A-/ 1 )
fragment extracel.lular (ECD) fragment intracel.lular
TSHR e s
/ subunitat A\
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( } regié
\ péptid C

2 R
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Fig. 17 Estructures moleculars de la tiroglobulina, la peroxidasa tiroidal i el receptor de la
tirotropina.
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1.4.6.1.4 Transportador de ions Na*/I'

També s’anomena Na*/I" symporter. Es una proteina que es va descriure com a possible
autoantigen a les AITDs perque als malaits de Hashimoto la seva expressié es va trobar
restringida a les cél-lules epitelials tiroidals que es trobaven en contacte amb linfiltrat
limfocitari (malgrat que a I'hipertiroidisme de Graves s’expressa en tots els tirocits).
S’encarrega de la captacié i del transport del iode a través de la membrana basolateral
de les cél-lules epitelials de la tiroide*!’. La produccié esta regulada tant positivament per
la TSH mitjancant factors de transcripcié (com TTF-1, Pax-8)*'® com per la tiroglobulina
que provoca una inhibicid de la funcié tiroidal, la captacié de iode i la permeabilitzacié
vascular induida per la TSH*'%. Alhora, la IL-1a, I'IFNy i el TNFa la regulen negativament.

1.4.6.1.5 64kD

Es una proteina que s’expressa al muscul extraocular i a la tiroide que es considera un
autoantigen de l'oftalmopatia associada a les AITDs ja que autoanticossos de malalts
amb autoimmunitat tiroidal sén capagos de reconeixer una proteina d'aquesta mida
anomenada també 1D1*%°.

1.4.6.2 Autoanticossos

En el sérum dels malalts amb malalties autoimmunitaries de la tiroide s'han descrit
autoanticossos contra la tiroglobulina, contra la peroxidasa tiroidal i contra el receptor de
la TSH. S’ha proposat que lorigen d'una part quantitativament important dels
autoanticossos anti-tiroidals és la propia glandula. Aix0 es basa en dues observacions
principals: 1/ la resseccié de la tiroide provoca una disminucié rapida dels nivells
d’autoanticossos anti-tiroidals i 2/ les cel-lules B intratiroidals aillades dels infiltrats
limfocitaris sén capaces de produir in vitro anticossos anti-tiroglobulina, anti-TPO*!* j
anti-TSHR*?1422,  Aquestes observacions juntament amb la preséncia d’estructures
similars als fol-licles limfoides secundaris en I'epiteli tiroidals que recorden els que
s’‘observen en els ganglis, fa pensar que les cél-lules B intratiroidals poden ser \'origen
dels autoanticossos. Com s’ha comentat en anteriors apartats, la poblacié de limfocits B
no és homogeénia i el fet que es detectés un augment de cel-lules B CD5" circulants en
sang periferica d'individus amb malaltia de Graves-Basedow sense tractar*’® va fer
pensar que aquest subgrup de limfocits podria estar implicat en Ila sintesi
d’autoanticossos i en la cronificacié de la malaltia. Paral-lelament també es van aportar
dades d'increment d‘aquesta poblacid en l'infiltrat tiroideu perd no es van confirmar
posteriorment*?*. En contra d‘aquestes observacions es va demostrar que el tractament
dels pacients induia una disminucié en el nombre de limfocits B CD5* perd que no
s'acompanyava d'una disminucié en els nivells d’autoanticossos circulants*?®,

1.4.6.2.1 Autoanticossos contra la tiroglobulina

L’analisi inicial indica que, tot i que la Tg és una proteina gran, hi ha pocs epitops
reconeguts pels autoanticossos naturals i la majoria reconeixen epitops conformacionals,
que sén més dependents de I‘estructura secundaria de la proteina que no de la
seqiiéncia*’®, També s'ha suggerit la possibilitat que els autoanticossos reconeguin
epitops formats per segments discontinus de proteina que comparteixin alguns residus
critics. A més es coneix una reaccié creuada amb I'’ACHE del muscul ocular, que podria
ser rellevant en l'etiopatogénesi de l'oftalmopatia associada a la malaltia de Graves-
Basedow*?’. Hi ha individus sans en els que es poden trobar anticossos contra Tg perd
que reconeixen regions molt conservades entre espécies"’ze.

1.4.6.2.2 Autoanticossos contra la peroxidasa tiroidal

L'autoimmunitat contra la TPO es manifesta en forma d’anticossos IgG tant en malalts
amb hipertiroidisme, hipotiroidisme i eutiroidisme amb malaltia subclinica. Els esmentats
autoanticossos reconeixen epitops conformacionals de la TPO, de forma que no
reconeixen ni les formes desnaturalitzades, ni peptids sintétics, ni TPO recombinant
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expressada en cél-lules procariotes®®. La produccié d’aproximadament 200 anticossos
recombinants humans expressats com Fab (obtinguts per la clonacié de les cadenes
pesades i lleugeres de les immunoglobulines de cél-lules B periferiques i d'infiltrants de la
tiroide, probablement cél-lules plasmatiques) ha confirmat I’existéncia de mdlitiples
epitops conformacionals B que no estan restringits a una sola subclasse d'Ig (IgG1, IgG4
i 1gG2). Es tracta d’anticossos d’elevada afinitat (1072 M kD) que utilitzen un repertori
molt restringit de cadenes pesades i lleugeres*?® i que els gens de les cadenes pesades
presenten un alt grau de mutacions somatiques, cosa que suggereix un procés de
maduracié per afinitat dirigida per antigen. En assajos de competicié s’ha demostrat que
la majoria d’autoanticossos contra la TPO reconeixen quatre epitops dominants que se
solapen i que abarquen una regié immunodominant de la proteina (590-750bp)*¥.
Aquests autoanticossos (que son reconeguts pel 65-52% del malalts amb autoimmunitat
tiroidal) no inhibeixen la capacitat enzimatica de la TPO, de forma que no es poden
considerar directament responsables del desenvolupament de Fhipotiroidisme. Cal
comentar que només els autoanticossos tipus IgG1l intervenen en la lisi de cél-lules que
expressen TPO en assajos d’ADCC, dada que suggereix que els anticossos anti-TPO
poden ser responsables de les lesions tisulars in vivo*!,

També s'han descrit IgEs anti-TPO a baixes concentracions en malalts amb
tiroidopaties**?, que probablement no estan implicades en la presentacié antigénica in
vivo, per0 que estableixen una relacidé entre les patologies autoimmunitaries i les
respostes de tipus Th2.

1.4.6.2.3 Autoanticossos contra el receptor de la tirotropina

A I'hipertiroidisme de Graves-Basedow, la generacio dels autoanticossos contra el TSHR
s6n la causa real de la patogénia de la malaltia. S'han descrit una amplia varietat
d’autoanticossos anti-TSHR en el sérum dels malalts: anticossos estimuladors de la
tiroide (TSAb) que activen el TSHR i anticossos bloquejadors de la TSH (TBAb) que
inhibeixen la unié de la TSH amb el seu receptor. També hi ha evidéncies de l'existéncia
d’anticossos neutres que ni estimulen ni bloquegen la unié al seu lligand**3, Els anti-TSHR
estimuladors presenten algunes caracteristiques Uniques com ser presents en el sérum
en baixes concentracions (tipicament es detecten en el rang de nanograms per mililitre),
tenir un Us restringit de les cadenes A de les immunoglobulines i que la majoria sén IgG1
(probablement sén oligoclonals)**®. Els bloquejadors sén tipicament policionals i es
troben al sérums a concentracions més elevades. A partir de TSHR mutants i de
receptors quimeérics s'ha arribat a determinar que els extrems N-terminal i C-terminal
sén critics per la funcié dels TSAbs i TBAbs*®. El fragment del TSHR reconegut pels
autoanticossos serics sembla que és la subunitat A**® i no I'holoreceptor com es creia fins
ara.

1.4.6.2.4 Autoanticossos contra el complex tiroglobulina/peroxidasa tiroidal

Van ser descrits com autoanticossos que reconeixen Tg i TPO simultaniament® i es van
anomenar anti-TGPQ. Es troben en moits sérums de pacients amb titols alts
d’autoanticossos contra la Tg i contra la TPO perd no en malalts sense anti-Tg. En models
animals es poden induir mitjangant immunitzacid amb tiroglobulina i la seva unidé a
I‘antigen és bloquejada quan s’afegeix tiroglobulina freda. Per contra, la immunitzacio
amb TPO no indueix la sintesi d'aquests anticossos i en cap cas es detecten signes
histologics de tiroiditis en els animals. Encara que es desconeix el seu significat fisiologic
es considera que poden derivar del repertori de cel-lules B natural per processos
autoimmunitaris en els que es troben involucrades la tiroglobulina i la peroxidasa tiroidal.

Inicialment es va suggerir que un dels mecanismes de mort de les cél-lules epitelials a la
tiroide era I'activitat citotoxica dels autoanticossos contra els tirocits com a resultat de la
deposicié d'immunocomplexos a la membrana basal fol:-licular, I'activacié del complement
i la posterior necrosi i es va demostrar tant in vivo*®37 com in vitro*3%#%431  Aquests
experiments van donar suport a la hipotesi de que els autoanticossos contra els
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principals autoantigens tiroidals eren els responsables de la destruccié de la glandula,
alhora que els tirocits atacats per complement alliberaven citocines proinflamatories (IL-1
i IL-6) que podien afavorir la infiltracié i I'activacié limfocitaries*4!,

1.4.6.3 Citocines, quimiocines i autoimmunitat tiroidal

Funcionalment, Vassociacié de les malalties tiroidals a la desviacié Th1/Th2 no esta
totalment acceptada perqué hi ha dades contradictories provinents de determinacions de
citocines i de quimiocines. Alguns autors en base a les citocines detectades, han suggerit
que tant la tiroiditis de Hashimoto com la malaltia de Graves-Basedow poden ser Th1%%?,
mentre que per altres el fenotip associat a Graves-Basedow és Th2*3, Estudis realitzats
amb clons aillats de l'infiltrat d’aquesta darrera patologia van revelar un patré heterogeni
(Th1/2/0) amb predominancia Thl. Quan el fenotip de les citocines produides per
aquests clons es compara amb l'especificitat antigénica, s‘observa que els clons que
responen a TPO son predominantment Thl, mentre que els especifics de TSHR soén
Th2/ThO. Actualment es tendeix a considerar que l'hipotircidisme de Hashimoto s’associa
a la preséncia de cel-lules Thl productores d‘IFNy i I'hipertiroidisme de Graves-Basedow a
la preséncia de citocines tipus Th2 que inhibeixen les respostes Thl, promouen la
immunitat humoral i sén responsables de Il'alliberament d’IL-4, IL-5 i IL-10%. Aquestes
dades es confirmen amb resultats del nostre laboratori en les que s’ha estudiat la
produccié de citocines en cél-fules individuals i en clons per citometria i s'ha observat que
les cél-lules infiltrants CD4* de mida més gran procedents de malalts de Graves-Basedow
son predominantment productores d’IL-4 mentre que les CD8" en tiroiditis de Hashimoto
sintetitzen IFNy*4,

Les cél-lules T, pero, no son les uniques capaces de secretar citocines en les malalties
autoimmunitaries de la tiroide. Els tirdcits, tant en situacié basal com sota estimuls, sén
les cél-lules endocrines amb més capacitat de produir citocines IL-1, IL-6*%, IL-8, TGFB) i
quimiocines (MCP-1**¢, 1P10, Mig**’) in vitro que poden jugar un paper en l'estimulacié
local i en el manteniment de la resposta immunitaria contra els autoantigens tiroidals**3,

1.4.6.4 Mecanismes de destruccié dels tirocits

L’activitat citolitica _dels limfocits intratirgoidals pot estar mediada tant per I'exocitosi de
granuls que contenen perforina, descrits en limfocits intratiroidals de Hashimoto**®, com
pel reconeixement dels “death receptors”*°®*!, El paper de la perforina no esta clar ja
que, encara que els tirdcits de HT poden expressar molécules de classe I i de classe II
durant el procés autoimmunitari i que clons CD8" i linies T mostren capacitat citotoxica
enfront cél-lules tiroidals autdlogues*®24%345% les cél-lules T autoreactives aillades dels
infiltrats tiroidals no tenen aquesta activitat citotdxica espontania®®’. L’expressio
inapropiada de molécules que contenen receptors de mort (com CD95/CD178) estaria
relacionada amb la mort dels tirocits sobretot en la malailtia de Hashimoto. El patro
d’expressio d’aquestes dues molécules en tiroides normals és confés perque alguns
autors han descrit abséncia de CD95 i preséncia de CD178 mentre que d'altres han
reportat justament el contrari**>*°®, Se sap que les dues molécules s’indueixen en tirdcits
en cultiu, per tant sembla que només les mostres de tiroides provinents de teixits
normals serien Gtils per determinar la importancia de CD95 i CD178 en autoimmunitat.
Contrariament al que passa a la malaltia de Graves, sembla que hi ha acord en
considerar que on si que s’expressen simultaniament és en teixits de Hashimoto i que
s‘indueixen durant la malaltia. Hi ha altres parelles receptor/lligand de la mateixa familia
(TNFa*® | TRAIL**’) presents en els teixits tiroidals durant la tiroidits que podrien
contribuir de forma similar a I'apoptosi dels tirocits.
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