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ANALISI DE L’'EXPRESSIO DEL PERFIL DE
CITOCINES EN BIOPSIES DE GLANDULES SALIVALS
MENORS DE PACIENTS AMB LA SINDROME DE

SJOGREN PRIMARIA



1. LA SINDROME DE SJOGREN

1.1. REVISIO HISTORICA

Els primers coneixements descrits de la sindrome de Sjogren
apareixen al final del segle passat, quan Leber, el 1882, descriu tres casos
de queratitis filamentosa a la superficie cornia, una lesié observada també
per Fischer el 1889 en un pacient afectat d'artritis. El 1888, Hadden
introdueix el terme xerostomia per definir la sequedat bucal i 'associa a la
sequedat ocular. Fuchs, el 1919, descriu la presencia d’hipertrofia parotidea
amb disminuicié de la secreci6 salivar en alguns dels seus pacients i
relaciona les glandules salivals amb les lacrimals.

Gougerot, a Franca, el 1925, descriu un pacient amb sequedat
generalitzada, i associa la sequedat ocular, també, amb la bucal, la nasal,
la laringia i la vulvar'. Stock, el mateix any, relaciona la queratitis filamentosa
amb la disminuicio de la secrecio lacrimal. El 1930, Duke-Elder introdueix el
terme queratitis sicca en lloc de queratitis filamentosa, perqué no sempre
observa lesions filamentoses en pacients amb sequedat ocular’.

Henrik Sjogren, un oftalmoleg suec, és el primer que va relacionar la
sindrome seca amb altres manifestacions sistemiques i el primer que va
suggerir-ne un origen immunologic. El 1930 publica el cas d’un pacient amb
historia de “rheumatismus chronicus” acompanyat de cremor, sensacio de
cos estrany, sequedat ocular i abséncia de llagimes; també publica quatre

casos més>. En els anys segiients publica una monografia en la qual aporta



estudis histoldgics sobre la cornia, la conjuntiva i la glandula lacrimaf.
Sjogren descriu un grup de pacients, basicament constituit per dones en

edat menopausica, amb lesions oculars, i amb disminuicié de la secreci6
lacrimal i salival, que presenten en alguns casos hipertrofia parotidea. La
majoria dels seus pacients presentaven artritis de base. Paral.lelament,
Sjogren defineix el Test de Schirmer® com a index de medicié de la secrecié
lacrimal i I's del colorant rosa de Bengala com a métode diagnostic de la
queratoconjuntivitis sicca. El terme sindrome de Sjogren és introduit el

1936 per Von Grosz® en honor de l'oftalmoleg suec.

Fins als anys cinquanta, pero, hi va haver certa confusio entre els
termes sindrome de Sjogren (SS) i sindrome o malaltia de Mikulicz. El
1888, Mikulicz va presentar a la Societat de Medicina de Konigsberg un
pacient de quaranta-dos anys amb hipertrofia de les glandules lacimals,
submaxilars i parotidees, el qual, perd, qguan va morir uns mesos més tard
després d’una peritonitis, no presentava’ cap hipertrofia. El cas d'aquest
pacient, publicat el 1892 per Mikulicz, descriu la lesié histologica de les
glandules salivals i lagimals, mostra atrofia acinar i infiltracié6 massiva del
teixit connectiu intersticial per cel.lules petites, i diferencia aquesta entitat,
pel seu curs benigne, d'altres infiltracions tumorals i de processos com la
tuberculosi, la leucémia o el limfoma maligne®. A pesar de la descripcié
histologica detallada, molts autors van introduir de forma erronia el terme
malaltia de Mikulicz per descriure formes d’hipertrofia de les glandules
salivals en el context de leucémies, tuberculosis, sarcoidosis, i intoxicacions,

entre d'altres, que no s’ajustaven al cas descrit per Mikulicz. No va ser fins al



1927 que Schaffer i Jacobson® i - posteriorment també Morgan i
Castelman™, el 1953- arriben a la conclusié que les malalties considerades
com a “malalties de Mikulicz” les patien, en realitat, pacients amb la
“sindrome de Sjogren” i que el terme sindrome de Mikulicz cal reservar-lo
per als pacients amb una infiltracié de les glandules salivals i lacrimals en el
curs d’'una tuberculosi, una sarcoidosi, una leucémia o un limfoma. Aquests
mateixos autors van definir les caracteristiques de la lesio histopatologica de

la sindrome de Sjogren.



1.2. CONCEPTE DE SINDROME DE SJOGREN

La sindrome de Sjogren é€s una malaltia exocrina autoimmune
cronica, caracteritzada per una infiltracié limfocitaria de les glandules
exocrines, sobretot salivals i lacrimals, que n'origina la destruccio
progressiva, disminueix la secreci6 salival i lacrimal, i dona lloc a sequedat
bucal (xerostomia) i sequedat ocular (xeroftalmia). La malaltia es pot
presentar de forma aillada, com a sindrome de Sjogren primaria, o
associada a una altra malaltia autoimmune, com a sindrome de Sjogren
secundaria.

El ventall de la sindrome de Sjogren inclou des de malalties
autoimmunes primaries o secundaries amb afetacid organoespecifica, fins a
malalties sistemiques, i, fins i tot, processos limfoproliferatius, especialment

limfomes de cél.lules B.



1.3 CLASSIFICACIO DE LA SINDROME DE SJOGREN

SINDROME DE SJOGREN PRIMARIA | SECUNDARIA
Els primers criteris diagnostics de la sindrome de Sjégren van ser
introduits per Block i co Llaboradors'* el 1965, que definien la sindrome de

Sjogren per la preséncia de, com a minim, dos dels tres criteris seguents:

1.- Queratoconjuntivitis seca
2.- Xerostomia

3.- Una malaltia cronica autoimmune associada

El terme sindrome seca es va introduir per definir la malaltia de pacients
gue acomplien els dos primers criteris descrits, mentre que el terme
sindrome de Sjogren feia referencia als pacients que presentaven tots tres
criteris. Posteriorment s’ha anat suprimint I'is del terme sindrome seca,
perqué hi ha pacients amb manifestacions cliniqgues de sequedat glandular
exocrina que no tenen cap malaltia del teixit connectiu, com per exemple la
deshidratacio, la irradiacio i I'amoloidosi.

El 1978 Frost-Larsen i col.laboradors*? estableixen la classificacio

actual:

a) Sindrome de Sjogren primaria afecta pacients que compleixen

els dos primers criteris.



b) Sindrome de Sjégren secundaria afecta pacients que, a més

dels dos primers criteris, presenten també el tercer.

Aixi, en el cas de la sindrome de Sjogren primaria, el pacient no
presenta cap més malaltia autoimmune o del teixit connectiu associada. En
canvi, en el cas de la sindrome de Sjogren secundaria, el pacient, a mésa
més de les manifestacions oculars o salivals, presenta una malaltia
associada, com per exemple: artritis reumatoide, lupus eritematos sistemic,
cirrosi biliar primaria, vasculitis, esclerodérmia, tiroiditis autoimmune
d’Hashimoto, malaltia de Graves-Basedow, polimiositis, hepatitis cronica
activa, colangitis esclerosant, crioglobulinemia mixta, neumonitis intersticial,
purpura hipergammaglobulinemica, malaltia mixta del teixit connectiu,
fascitits eosinofilica, malaltia cronica de l'injert contra I'hoste, pénfic vulgar,
malaltia de Darier o necrolisi epidérmica toxica™>*****°.

Tot i que la sindrome de Sjégren és una entitat ben definida, hi ha
diferencies entre les formes primaria i secundaria des del punt de vista clinic,
immunologic, geneétic i histopatologic. Aquestes diferencies converteixen I'iis
dels conceptes sindrome de Sjogren primaria i sindrome de Sjogren
secundaria en entitats diferents en la practica clinica’.

Clinicament, els pacients amb sindrome primaria presenten més
simptomatologia de sequedat bucal o ocular, més incidéncia de tumefaccio
parotidea i, des del punt de vista extraglandular, més incidencia del fenomen
de Raynaud, de puarpura i d’adenopaties, per comparacié amb els pacients
amb sindrome secundaria. Immunologicament, les formes primaries

destaquen per la titulaci6 més gran dautoanticossos i per la



hipergammaglobulinémia, si es comparen amb les formes secundaries, les
alteracions biologiques de les quals s6n més comunes, segons, en cada
cas, la patologia de base que presenten. Aixi trobem factor reumatoide, IgM
i immunocomplexes circulants, amb anemia cronica, i elevacio de la VSG en
les formes secundaries associades a [lartritis reumatoide’. La lesié
histopatologica de les formes primaries i secundariesés similar, a pesar que
alguns autors destaquen més quantitat i més intensitat d'infiltracié limfocitaria

en les formes de la sindrome de Sjogren primaria®*°.



1.4. EPIDEMIOLOGIA DE LA SINDROME DE SJOGREN

La sindrome de Sjogren probablement és una de les malalties
autoimmunes més freqlients, malgrat la disparitat de criteris diagnostics que
hi ha. Aquests criteris van ser presentats per primera vegada en el First
International Symposium on Sjogren’s Syndrome®’. Actualment, amb la
controveérsia entre els criteris Europeus®’, els de San Diego®® i els de San
Francisco®®, I'estimaci6 aproximativa de la prevalenca de xeroftdlmia, de
xerostomia i de sindrome de Sjogren és dificil de fer. Aixd no obstant,
prenent com a base els criteris de Copenhague, de Jacobson i
col.laboradors®*, s’ha calculat una prevalenca del 14,9%, entre la poblacié
en general, de la queratoconjuntivitis; aproximadament del 5,5% de la
xerostomia i del 2,9% de la sindrome de Sjogren.

La frequencia de la sindrome de Sjogren associada a [lartritis
reumatoide o al lupus eritematds sistemic és relativament ben definida.
L’artritis reumatoide constitueix més del 50% de les sindromes de Sjogren
secundaries descrites, i varia entre el 30% i 71%, segons la poblacio

25,26,27

estudiada . Moutsopoulos et al troben que el 20% de pacients afectats

d’artritis reumatoide presenten clinica de sequetat ocular o bucal i el 5%
sindrome de Sjogren®’. L'estudi realitzat en el nostre medi per Coll et al *°
demostra una prevalenca de la sindrome de Sjégren secundaria en el 62%

de les artritis reumatoides, en el 71% de les cirrosis biliars primaries i en el

69% de les esclerodérmies.



La sindrome de Sjogren entre la poblacioé geriatrica, si es compara
amb la poblacié general, sol ser subclinica, de curs benigne i relativament
freqlient, perd la preséncia d'autoanticossos és molt més petita®®, cosa que
fa pensar que les alteracions atrofiques de la glandula salival corresponen
més a I'edat avancada que a un procés immunologic.

Estudis necropsics demostren que el 2% o el 3% d’individus sense
connectivopaties conegudes presenten infiltrats limfocitaris en les glandules

salivals, similars als que es troben en la sindrome de Sjogren?®.
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1.5. ETIOLOGIA DE LA SINDROME DE SJOGREN

D’etiologia encara desconeguda, s’especula que la sindrome de
Sjogren és de causa multifactorial, és a dir que depen de factors genétics,

virics, hormonals i immunologics.

1.5.1. Factors genétics

El 55% dels pacients amb la sindrome de Sjogren primaria i
secundaia a l'artritis reumatoide o lupus eritematds sistemic presenten el
fenotip HLA B8. Hi ha qui pensa que aquesta alta prevalenca, no sempre
amb significacio estadistica en tots els estudis, té relacio6 amb la major
freqliencia del DR3, amb el qual manté una unié en desequilibri®®>*.
L’associaci6 més constant, en el cas de la SS primaria i en el de la
secundaria al lupus eritematds sistemic, és amb l'antigen HLA DR3, la

prevalenca del qual se situa entre el 45% i 65%°>°%%*%

, sense aclarir

I'especificitat del DR2*°. L'HLA DRW52 també presenta una elevada
prevalenca, tant en la SS primaria com en la secundaria, que probablement
depén del DR3 i s'associa al DR5, DR6 i DR8, entre d'altres®. La SS

secundaria a l'artritis reumatoide presenta wna associacié gairebé constant

a 'HLA DR4, pero sense tenir significat, ja que aquest antigen depén de la
preséncia de la malaltia articular ***’.

També s’ha involucrat en la possible etiologia genética de la SS, un

“gen autoimmune” d’herencia autosomica dominant, de tipus mendelia, amb

els seus al.lels localitzats en la regié del sistema HLA-D. Si es modifica

11



'expressié d'aquest gen, apareixen les manifestacions cliniques de la
sindrome®®.

La presencia de certs antigens pot condicionar la produccié d’'una
resposta immune aberrant, amb formacié d’autoanticossos i citotoxicitat
enfront d'antigens propis. Aixi, alguns estudis han demostrat que hi ha
associacio entre els nivells d’anticossos anti-Ro en pacients amb la SS i el
locus HLA-DQ, com la presencia d’anticossos anti SS-A i anti SS-B i el
factor reumatoide amb I'expressié de DR3 i DR2%*3>30:38:39.4041,42.

A més a més de les diferencies descrites, també trobem diferencies
genetiques en comparar etnies diferents. Pacients japonesos afectats per la
SS primaria i secundaria a l'artritis reumatoide presenten una prevalenca
més gran de l'antigen HLA DRW53, mentre que la de la poblacié grega

correspon a I'HLA-DR5 i la de la la poblacié europea caucasiana a I'HLA-

DR3ia I'HLA DRW52%74142,

1.5.2. Factors virics

Multiples estudis i treballs d’'investigacié han intentat de relacionar els
virus i, sobretot darrerament, els retrovirus amb la implicacié etiopatogénica
de la SS, sense poder-ho demostrar de manera concloent. A pesar d’aquest
fet, molts autors creuen en la possibilitat d’'una probable implicaci6 virica en
el desencadenament de la SS.

Els virus s6n gérmens patogens intracel.lulars que necessiten la
maquinaria de la cd.lula hostessa per a replicar-se. El virus d’Ebstein-Barr
(VEB) presenta tropisme pels limfocits B, produeix una activacio policlonal i

és capac d'induir in vitro la sintesi d’autoanticossos (factor reumatoide o

12



anticossos antinuclears), a més d'induir processos limfoproliferatius*®***>*°.

S’han aillat linies de ce llules B de pacients amb SS que presenten una
capacitat de creixement espontani i que expressen l'antigen nuclear del
virus*’. També els anticossos anti SS-B poden actuar sobre una proteina

4849 A més a

nuclear associada selectivament a I'RNA codificat pel VEB
més, s’han detectat en alguns pacients amb la SS antigens i sequéncies
d’ADN viral en cél.lules epitelials i en glandules salivals mitjancant técniques

de reacci6 en cadena de polimerasa (PCR)>°"°*%,

Agquestes
observacions reforcen les teories viriques en la implicacié patogenica de la
SS, pero molts individus sans també son portadors del VEB sense
presentar SS, la qual cosa fa pensar que el VEB actua més com un possible
factor coadjuvant que no pas com un agent etiologic propi>®.

El virus herpes huma tipus 6 (VHH6), també de la familia dels
herpesviridae, és capa¢ de persistir de manera latent en les glandules
salivals amb capacitat de transformar cél.lules limfoides®, i de suggerir el
seu paper etiologic en la SS. Diferents estudis sobre la prevalenca
d’'anticossos anti VHH-6 en pacients amb SS i en la poblaci6 general

presenten, pero, resultats discordants®®®"*®

. Probablement l'alta prevalenca
en la poblacio general del VHH-6 fa que no es pugui considerar com a factor
etiologic propiament dit. Trobem resultats semblants quan analitzem la
prevalenca d’anticossos IgG contra el citomegalovirus®®.

Haddad et al®®, el 1992, consideren el virus de I'hepatitis C (VHC)

com un possible agent en I'etiopatogénia de la SS. S’han fet nombrosos

estudis per a avaluar la prevalenca de la infeccio pel VHC en pacients amb

13



61,62,63,64,65,66,67,68,69,70. |niCialment, amb I'Gs

SS, i hem trobat resultats dispars
de tecniques d’ELISA, la prevalenca era alta, pero, en introduir tecniques
més especifigues, com la RIBA-2, la prevalenga del VHC només és,
aproximadament, del 10%°*'; és més gran en els pacients amb SS i
crioglobulinémia o amb alteracié de la biologia hepatica en el moment de

273 Avui en dia cal fer servir la técnica d’ELISA de tercera

I'estudi
generacid com a cribatge en estudiar pacients sota sospita de malalties
autoimmiunes i, en cas de resultats positius, cal confirmar-los mitjancant la
deteccié de 'RNA del VHC™. L'estudi immunohistoquimic de la glandula
salival menor d’aquests pacients demostra una sialoadenitis autoimmune
semblant a 'observada en la SS primaria, perd amb una proporcié més gran
de limfocits B™*.

El parvovirus B19 descrit per Cossart et al”® és I'lnic parvovirus
descrit com a agent patogen huma. La infeccié que produeix es relaciona
amb multiples malalties autoimmunes: el LES’®, l'artritis reumatoide’’, la
malaltia de Still’®, la granulomatosis de Wegener’®, la poliarteritis nudosa®,
la parpura de Schénlein-Henoch® o la malaltia de Kawasaki®’. No hi ha
estudis concloents que relacionin la infecci6 per parvovirus B19 i la
sindrome de Sjogren.

En I'Gltima decada s’han intensificat els estudis sobre la possible
implicacié de retrovirus en letiologia de la SS'®®*®. Pacients amb
infeccions retrovirals conegudes, com les infeccions produides pe | virus de
la immunodeficencia humana tipus | (VIH-1) i pel virus limfotropic T huma tipus

| (HTLV-I), poden presentar caracteristiques cliniques comunes amb la SS,

com per exemple la sialadenitis, la limfopénia, la hipergammaglobulinémia i
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el desenvolupament de limfomes. Aquestes manifestacions es poden
observar en un petit percentatge de pacients amb infeccié per VIH (3%-
7%)"> 88887 i HTLV-I (5%)%%°°%°. S'han detectat anticossos antiproteina

gag®® i antiproteines retrovirals °*°%%*%*

en pacients amb la SS que no han
tingut infeccions per retrovirus humans coneguts. A pesar d’aquests resultats
no s’ha pogut demostrar encara la implicacid de cap retrovirus concret

conegut en la sindrome de Sjogren, tot i que, probablement, tenen relacié

amb la seva etiopatogénia.

1.5.3.Factors hormonals

La SS és nou vegades més freqlent en dones que en homes, |

% Les hormones

presenta diferéncies serologiques i immunogenetique
sexuals tenen capacitat immunoreguladora, les androgeniques s6n meés
immunosupressores i les estrogeniques més immunoestimuladores, perque
suggereixen la seva implicacié en 'etiopatogenia de la SS. Pero el fet que la
menopausa i el tractament substitutiu amb estrogens no alteri el curs de la
SS?, implica la probable preséncia daltres factors per a explicar el
predomini femeni en la SS.

Les glandules exocrines tenen una regulaci6 complexa, so6n
hormonodependents®®, en la qual cosa intervenen estructures vasculars,
neuronals i secretories. AiX0 suggereix la intervencié de factors

99,100

neuroendocrins en l'etiopatogénia de la SS . Alguns estudis demostren

la preséncia d'hiperprolactinémia® i de malaltia tiroidal, sobretot

d'hipotiroidisme subclinic, en alguns dels pacients amb la SS**.
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1.5.4. Factors Immunologics

La sindrome de Sjogren presenta diverses alteracions
immunologiques que ajuden a diferenciar la forma primaria de les
secundaries associades a altres malalties autoimmunes. A més a més,
'estudi d’aquestes alteracions ajuda a coneixer la patogenia de la malaltia
guan es detecta en pacients amb un risc més gran de presentar

manifestacions sistemiques i de patir una possible malignitzacio limfoide.

1.5.4.1. Immunitat humoral

Les glandules salivals de pacients amb la SS tenen una infiltrecio
limfoide i una hiperactivitat, generalment policlonal, dels limfocits B, la qual
cosa dona lloc a la presencia dhipergammaglobulinémia, de factor

reumatoide, d'autoanticossos i dimmunocomplexos circulants.

Hipergammaglobulinémia

La hipergammaglobulinémia que es detecta en la SS sol ser
policlonal, més frequent i de més magnitud en les formes primaries que en
les secundaries™*®**®. La preséncia  d’hipergammaglobulinémia
monoclonal IgM kappa o de cadenes lliures monoclonals en l'orina sol ser,
en relaci6 amb l'extensié de la malatia, una transformacidé maligna o

limfoproliferativa®®*%**°"

16



Factor reumatoide

El factor reumatoide, que pot ser d'isotip d’lIgG, d'IgM o d'IgA, és
present en, aproximadament, la meitat dels pacients amb la SS, tant al
serum com a la saliva. El factor reumatoide de tipus IgM es detecta en el 63

% i I'lgA en el 40% de pacients amb la SS primaria .

Autoanticossos

En la sindrome de Sjogren podem trobar dues classes
d’autoanticossos.

D'una banda, n'hi ha d'organoespecifics, com els anticossos
anticél.lula parietal gastrica, antimicrosomals, antitiroglobulina, antimuscul llis,
antimitocondrials i antiducte salival. En la sindrome de Sjogren secundaria es
detecten amb més frequéncia que en la SS primaria, els aiticossos
antiducte salival, que no tenen, pero, cap relacio amb la gravetat de la
malaltia. Aixi, en els pacients amb la SS associada a l'artritis reumatoide es
detecten els anticossos antiducte salival en el 61% dels casos, mentre que
només es detecten en el 29% dels casos de SS primaria; fins i tot es poden
detectar en pacients amb artritis reumatoide sense SS*****°.

D'altra banda, els anticossos no organoespecifics més relacionats amb la

SS son els anticossos antinuclears, anti SS-A/anti-Ro i anti SS-B/anti-La.

Anticossos antinuclears:
Aproximadament, el 50% dels pacients amb la SS s6n positius davant els
anticossos antinuclears (ANA), sobretot amb un patré motejat. Aquest patro

és I'expressié morfologica dels antigens extraibles del nucli (ENA) i en la
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SS la majoria dels anticossos anti-ENA son els anticossos anti SS-A, anti
SS-Bianti-SS-C.

Dels diferents tipus d’ANA, els anticossos antiDNA i antihistones sén poc
freqlents en la SS; fins i tot la SS secundaria al LES sol cursar amb

negativitat pel DNA natiu'**

. Aquesta deteccid d’ANA és inespecifica i
compartida amb diverses malalties autoimmunes que poden presentar una

positivitat per aquests anticossos.

Anticossos anti SS-A

Els anticossos anti SS-A o anti-Ro es detecten entre el 30 % i el 70%
dels pacients amb SS primaria i amb SS secundaria al LES (segons la
poblacié estudiada i la tecnica utilitzada); el persentatge arriba a ser fins i tot

més petit, inferior al 20% en la SS associada a 'AR'**%9112113

. L’antigen
SS-A és heterogenic i conté particules ribonucleiques formades per dos
polipeptits de diferent pes molecular. Aquesta proteina s’ha detectat en

fraccions del nucli, del citoplasma i a nivell de les membranes cel.lulars™*>.
La deteccio d’aquests anticossos es relaciona amb el desenvolupament de
manifestacions sistemiques, com fendmens vasculitics, purpura,
adenopaties, anémia i leucopénia, com també amb la preséncia de factor
reumatoide, hipergammaglobulinemia important, ANA, preséncia de

111,112
a

crioglobulines i hipocomplementemi . Tots els pacients amb deteccio

positiva d’anticossos anti SS-A solen tenir una biopsia labial patologica®®.
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Anticossos anti SS-B
Els anticossos anti SS-B o0 anti-La només s'observen en,
aproximadament, el 50 % (entre el 25% i el 70 %, segons la tecnica

utilitzada i la poblacié estudiada)'®®******

dels pacients amb la SS primaria i
amb la SS associada al LES. En canvi, €s excepcional la seva deteccio en
els pacients amb SS associada a I'AR, en altres malalties autoimmunes o
en persones sanes. Per aquest fet els anticossos anti SS-B conformen un
bon marcador per a la SS primaria i per a I'associada al LES. L’antigen SS
B correspon a una proteina associada a una RNA polimerasa. Es una

proteina de localitzacié predominantment nuclear, que configura un patré

motejat en la immunofluoreséncia indirecta. Alguns autors relacionen la
preséencia dels anti SS-B amb una tendéncia més gran al desenvolupament

39,114

de pseudolimfomes . A més a més, hi ha una relacié genetica entre la

preséncia d’aquests anticossos i aquests gens HLA-DR****°.

Hi ha una estreta correlacié entre els anticossos enfront als antigens SS-
A i SS-B. La presencia d’aquest ultim s’associa de manera gairebé constant
a la positivitat de I'SS-A, perd no necessariament a la nversa. L’especifitat
de I'SS-A és del 85% i de I'SS-B del 97%, perd amb una sensibilitat només
del 44% i del 16% respectivament; no son utils com a sistema de

despistatge diagnostic''’**8.

Anticossos anti SS-C
Els anticossos anti SS-C, també coneguts com a RAP (precipitines de

I'artritis reumatoide) o RANA (antigen nuclear de lartritis reumatoide), es
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detecten en pacients amb AR associada 0 no a la SS, pero son infrequents

en la SS primaria.

Immunocomplexos circulants

En la majoria de pacients (entre el 60% i el 85%) amb la SS primaria
es poden detectar immunocomplexos circulants. A pesar daquesta
prevalenca, no se n'ha demostrat la relacié amb la patogenesi de la malaltia.
No hi ha correlacié entre els nivells d'immunocomplexos circulants (ICc) i
lactivitat de la malaltia, ni amb les manifestacions extraglandulars. Per
contra, hi ha realcio entre els nivells dICc i [lactivacido del

complement**®120121,

1.5.5.L'apoptosi

Hi ha dos tipus de mort cel.lular: la necrosi i I'apoptosi. La necrosi
sempre €s un proceés patologic; comporta la destruccié cel.lular amb lisi de
la cromatina nuclear, i els agents que la desencadenen s6n sempre factors o
condicions toxiques per a la céllula, amb reaccidé inflamatoria i tisular
concomitant. En canvi, 'apoptosi és una mort cel.lular programada, habitual i
necessaria per al funcionament fisiologic normal de I'organisme. L'apoptosi
avanca amb condensaci6 de la cromatina nuclear i els seus
desencadenants poden ser presents a l'interior mateix de la cél.lula o bé
procedir de I'espai extracel.lular; a més, sol presentar-se sense reaccio

122 | 'alteraci6 dels mecanismes

tissular o inflamatoria concomitants
fisiologics de l'apoptosi poden convertir aquest procés en patologic. La

diferéncia més gran entre l'apoptosi i la necrosi, des del punt de vista
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bioguimic, rau en el fet que I'apoptosi necessita energia, mentre que la
necrosi es desenvolupa sense necessitat de metabolisme energetic. A
I'organisme, totes les cel.lules tenen la capacitat intrinseca de desenvolupar
'apoptosi. El que varia d’'un organ a l'altre és la frequéncia amb qué les
cél.lules entren en apoptosi, ja que aquesta depen del grau de diferenciacio
especifica de cada ceél.lula, de I'estimul apoptotic i de la susceptibilitat a
aquest estimul. Cal, sempre, que hi hagi equilibri entre el nombre de mitosis
i la mort cel.lular programada. El desequilibi entre aquests dos processos
condiciona alteracions fisiopatologiques o I'aparicié de malalties.

L’apoptosi o mort cel.lular programada té lloc quan hi ha una lesio
cellular o una cellula ja no és necessaria. Té molta importancia en
'embriogénesi, en I'homeostasi normal dels teixits i també en certes
circumstancies patologiques com ara l'oncogénesi, la sindrome de la
immunodeficencia adquirida humana (SIDA), algunes malalties

123

neurodegeneratives i 'autoimmunitat™”. El terme apoptosi va ser introduit

per Kerr i col.laboradors el 1972

Al final, el desti de la cél.lula depen del balang entre estimuls pro-
apoptotics i antiapoptotics. Els gens implicats en la regulacié de la mort
programada son de dues classes: els protooncogens -els més importants
pertanyen a la familia Bcl-2, alguns dels quals son lligats a les mitocondries i

25 A part de les influéncies

als gens supressors tumorals, com els p53
genetiques, les cél.lules son influenciades per multiples estimuls apoptotics,
entre els quals hi ha diverses citocines (IL-4, IL-2, IL-10, entre altres),

diferents molécules, circulants o lligades a la membrana cel.lular, que

interaccionen amb receptors de membrana. Els receptors prototipus que
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intervenen en la regulacié de I'apoptosi son el Fas i el tumor necrosi factor | i

II, amb els seus lligams corresponents, el FasL i el tumor necrosis factor alfa

(TNF-a) respectivament*?°.

Algunes malalties autoimmunes sén consequencia d’'un defecte en
'apoptosi de limfocits activats, com per exemple el lupus eritematos
sistemic, lartritis reumatoide, I'esclerodermia, algunes miopaties i la

125

sindrome de Sjogren ", En la SS, la destruccié de les glandules exocrines

és deguda, en part, a I'apoptosi de les cél.lules epitelials acinars i ductals*?’.
S’ha suggerit que la destruccié glandular, en la SS, és el resultat de I'accio
de citocines mitjan¢ant la induccié que fan sobre I'expressio del FasL o la

128 Mutacions

sobreexpressio del Bax en les céllules acinars glandulars
detectades sobre el Fas i FasL no son crucials per al desenvolupament de
la SS™°. En la SS, la majoria dels infiltrats limfocitaris apareixen per acci6
de les quimoquines proinflamatories i les citocines, i també per una mort
cel.lular programada o apoptosi deficient. S’ha demostrat una presencia
meés gran de molecules proapoptosiques (CD95/Fas, Bax) que no pas de

proteines antiapoptosiques (Bcl -2, Bcl-X) a les cél.lules epitelials acinars i

ductals, en la SS. A més a més determinades citocines, com I'lFN-gi la IL-

10, sén moduladors de I'apoptosi relacionada amb el Fas en la SS'*.

1.5.6. Citocines

L’expressio de citocines a la glandula salivar menor i en sang
periférica de pacients amb la sindrome de Sjogren sols s’ha estudiat

parcialment.



La base d’aquesta tesi doctoral és I'estudi del patré d’expressié de
citocines en la biopsia de glandula salival menor de pacients amb la
sindrome de Sjogren primaria. La descripcio de les citocines i de la seva
relaci6 amb la sindrome de Sjogren es fa detalladament en l'apartat 1.8

(pagina: 3448).
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1.6.- MANIFESTACIONS CLINIQUES DE LA SINDROME DE SJOGREN

La SS presenta un espectre clinic ample, des de I'exocrinopatia
alllada, procés autoimmune sistemic, fins a la sindrome limfoprolifera tiva.
Les manifestacions inicials solen ser inespecifiques o bé sequedat de
mucoses, | poden passar entre vuit i deu anys fins al desenvolupament de la
sindrome completa®’. La SS afecta principalment les dones (9:1), sobretot

entre la quarta i la sisena década de la vida™**>°®

, pero es pot presentar a
qualsevol edat, fins i tot pediatrica®". No hi ha diferéncies cliniques respecte
al sexe, pero hi ha discrepancies en diferents estudis sobre I'expressio
d’anticossos o del fenotip immunologic®® 32132,

La majoria de pacients amb la SS primaria tenen una
simptomatologia limitada a lafectaci6 de les glandules lacrimals
(xeroftalmia) o salivals (xerostomia), que pot, pero, involucrar altres glandules
exocrines de I'organisme o fins i tot adquirir un quadre sistémic™**. Les
manifestacions orals, caracteritzades per la disminuici6 de la secrecid
salival, inclouen sensacié de sequedat bucal, dificultat en la formacié del bol
alimentari i en la degluci6. També es produeix una disminuicié en la
capacitat gustativa i olfactoria. En fases més avancades poden apareixer
fisures a la llengua i als llavis; també pot haver-hi un augment de la
incidéncia d’infeccions orals, per abséncia del poder antiséeptic de la saliva,
gue indueixi a un increment de la caries dental i fins i tot a la perdua de
peces dentaries. La hipertrofia parotidea és una manifestacio clinica

caracteristica i freqiient en pacients amb la SS***"*%,
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Les manifestacions oculars s6n consequiéncia de la dessecacio de la
cornia i de la conjuntiva, anomenada queratoconjuntivitis seca, la qual
produeix sensacid de cos estrany o de “sorreta”, cremor, visié borrosa i
disminuiciéo del llagrimeig. La fotosensibilitat, el prurit conjuntival i la
disminuci6 de I'agudesa visual son menys frequents.

A més de les glandules lacrimals o salivals, els pacients amb la SS
poden tenir afectades altres glandules exocrines i involucrar el tracte
respiratori superior i inferior, el digestiu, el ginecologic i el teixit

:27,133,135,136,137,138,139,140,141,142
cutani

. A més a més, ocasionalment , aquests
pacients presenten afectacions extraglandulars, amb més incidéencia en les
formes primaries de la SS, i certa variretat de manifestacions cliniques.

Aixi mateix, els pacients amb la SS primaria tenen més risc de patir
un proceés limfoproliferatiu que no pas la majoria de la poblacié o que la

poblacié afectada per altres malalties autoimmunes™*****,
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1.7. DIAGNOSTIC DE LA SINDROME DE SJOGREN

La sindrome de Sjogren é€s una malatia cronica d'evolucié llarga i
amb diagnostic habitualment retardat. Té manifestacions cliniques mdltiples,
glandulars i extraglandulars. Per a diagnosticar-la calen, a més de
manifestacions cliniques, diferents proves complementaries. Classicament el
diagnostic de la SS es basava Unicament en la triada definida per Block i
col.laboradors'*, caracteritzada per la preséncia de queratoconjunctivitis
sicca, xerostomia, i artritis reumatoide o una altra malaltia del teixit
connectiu. Després de Block, diversos grups d'estudi han desenvolupat
diferents criteris diagnostics propis: els criteris de Copenhague®’, de

Grécia'®®, de California®® i del Jap6™*®

. El 1993 es presenten els criteris
preliminars per al diagnostic de la SS, proposats pel grup d’estudi de la
Communitat Europea per a la SS** i, des de llavors, s’han fet servir

ampliament a Europa.

Criteris preleminars de “I'European Community Study Group on

Diagnostic Criteria for Sjogren’s syndrome”**

1. Simptomes oculars

Una o més respostes positives a una de les preguntes seguents:

Heu tingut molésties diaries i persistents a causa de sequedat ocular

gue hagin durat més de tres mesos?
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Heu tingut sensacié recurrent de “sorreta” als ulls?

Feu servir llagrimes artificials més de tres cops al dia?

2. Simptomes orals

Una o més respostes positives a una de les preguntes seguents:

Heu tingut sensacid diaria de sequedat bucal durant més de tres
mesos?

Heu tingut de manera recurrent o persistent tumefaccié d'alguna
glandula salival a I'edat adulta?

Ingeriu liquid frequientment durant els apats?

3. Signes oculars

Evidéncia objectiva d’afectacio ocular, basada en el resultat positiu de, com

a minim, una de les proves seguents:

Test de Schirmer (<5 mm en 5 min)

Rosa de Bengala (> 4, segons la classificacié de Vari Bijsterveld)

4. Dades histologiques

Aparicié d'un o més focus en la biopsia de la glandula salival menor

(el focus es defineix com un agregat de 50 o més cel.lules

27



mononucleades. El nombre de focus es valora per cada 4 mm?® de

teixit glandular).
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4. Afectaci6 de glandula salival
Evidéncia objectiva d’afectacid de les glandules salivals, basada en el

resultat positiu de, com a minim, una de les proves seguents:

gammagrafia salival
sialografia parotidea

flux salival no estimulat (< 1,5 ml en 15 min).

5. Autoanticossos

Preséncia en sérum de, com a mimin, un dels autoanticossos seguents:

autoanticos contra els antigens Ro/SS-A o La/SS-B
anticossos antinuclears (ANA)

factor reumatoide (FR)

Diagnostic de la Sindorme de Sjogren definida:
Preséncia de, com a minim, quatre dels sis criteris (el sise criteri queda

limitat a la preséncia d’anticossos antiRo (SS-A) i antiLa (SS-B).

Criteris d’exclusio

Limfoma previ, infeccio per al virus de la immunodeficeéncia humana o una

altra infeccio virica, sarcoidosi i malaltia de I'empelt contra I'hoste.
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1.7.1.Tests diagnostics

Diagnostic de gueratoconjuntivitis sicca

LA SS provoca una atrofia progressiva de I'epiteli secretor de les
glandules lacimals i una infiltraci6 massiva de limfocits, i produeix una
hiposecrecié lacrimal amb deficencia de la fase aquosa i una lesio

descamativa dels epitelis conjuntival i corni.

a) Estudi de la secreci6 lacrimal

- quantitatiu: test de Schirmer
- qualitatiu:  break-up time (BUT)

osmolaritat

b) Estudi de la superficie cornia

- citologic

- rosa de Bengala

Les dues proves que es fan servir més, entre les esmentades
anteriorment, son el test de Schirmer i la tincid ocular amb rosa de
Benga|a147,l48,149,150,22

La majoria d’autors consideren el test de Schirmer com un bon
metode d’estudi inicial, malgrat tenir una sensibilitat i un valor predictiu

positiu baixos; el valor predictiu negatiu, perd, és molt fiable i exclou el

diagnostic de xeroftalmia. Es fa servir paper de filtre de 35 mm de llarg per 5



mm d’ample, col.locat al marge inferior de la parpella inferior, i es llegeix al
cap de 5 minuts. Es considera que la prova és positiva si hi ha hiposecrecié
lacrimal inferior a 5 mm.

La tincié amb rosa de Bengala mesura qualitativament les alteracions
de la capa mucinica, mitjancant la tincié de les zones amb lesié cornia i
conjuntival ocasionades per la sequedat ocular. Aquesta técnica és
considerada com la més util per al diagnostic de la queratoconjuntivitis

sicca.

Diagnostic de la xerostomia

El diagnostic de la disfuncié de les glandules salivals es pot fer de
maneres diferents: segons el flux salival i la seva composicid o segons
l'estudi estructural anatomic, amb técniques de sialografia, gammagrafia,

151§, actualment, també amb la ressonancia magnética nuclear®?.

ecografia
En aquesta tesi doctoral s’han emprat la gammagrafia salival i la biopsia de

glandula salival menor.

a) Técnica gammagrafica

S’han fet servir tecniques gammagrafiques diferents per a I'estudi de
la SS, segons la capacitat de concentrar i segregar elements del grup
periodic VIl que tenen les glandules salivals. Es fa servir sobretot el
radioisotop tecnesi®® (Tc) i s’ estudia la captacio i la secrecié del tracador.
Les técniques gammagrafiques més significatives sén la concentracié salival
del Tc* i la gammagrafia salival sequencial. La técnica gammagrafica

visualitza mitjancant una gammacamera la captacid, la concentracié i
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I'excrecié del Tc* de les glandules salivals majors. Es una prova que es
basa en la funcionalitat de les parotides i de les glandules submaxilars, i que
analitza la hiposecrecio o el déficit de captacio del tracador, sense ser una

prova invasiva, amb una minima irradiacié*>>***.

b) Biopsia de glandula salival

La biopsia glandular permet estudiar directament la lesio
histopatologica que defineix la SS. Morgan i Castelman®, el 1953, en
arribar a la conclusié que les malalties considerades fins llavors com a
“malalties de Mikulicz” corresponien en realitat a pacients amb la “Sindrome
de Sjogren”, van descriure la lesio histopatologica de la glandula salival en
pacients amb la SS. Aquesta es caracteritza per la presencia d'un infiltrat
limfoide focal, d'atrofia acinar i de dilatacio dels ductes amb conservacio de
Ia mlda dels Ic\)bUISZZ,155,156,157,158,159'

Chisholm i Mason van establir que la lesié histopatologica de les
glandules salivals menors és la mateixa que trobem a les glandules salivals
majors, i que la correlacié incluo tant el patr6 com l'extensio de la
inflamaci6'®**®'. Des d’aquesta descripcio, la bidpsia de glandula salival
menor es considera la técnica preferible, en lloc de I'estudi de la glandula
salival major, per la accessibilitat facil i pels efectes secundaris escassos
que comporta.

La valoracié de la biopsia es basa en el nombre de focus limfoides

per cada 4 mm® de superficie glandular. Un focus es defineix per la

presencia dun agregat de com a minim 50 cellules
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156,162

limfomononuclears . La classificacié seguida majoritariament és la de

160,161

Chisholm i Mason , que estableix quatre graus de lesio.



Graduacio histologica de la biopsia de glandula salival menor, segons
Chisholm i Mason

GRAU Infiltracié limfocitaria per cada 4 mnf de teixit glandular

0 absent

I discreta infiltracié limfocitaia difusa (sense focus)

[ moderada infiltracié limfocitaria difusa (sense focus)
[[ formaci6 d’'un focus

v més d’un focus

(Focus = agregat de més de 50 cél.lules limfomonocitaries)

Greenspan i collaboradors'®, el 1974, van afegir al grau IV un
recompte del nombre de focus per cada 4 mm? de teixit examinat. Van
obtenir un recompte maxim de 12 i van augmentar aixi, en crear 11

I'®, al mateix temps, van

subgrups, la sensibilitat del grau IV. Tarpley et a
proposar una escala intermédia entre els dos sistemes descrits anteriorment
i van configurar tres categories per biopsies, amb dos o més focus.

No hi ha cap alteracio histologica patognomonica de la SS. Hi ha un
6-9% de falsos positius en una poblacié normal, si considerem la presencia

26,164,165,166,167

de més d'un focus d'infiltracié de cél.lules limfoides . Cal tenir

en compte, pero, que el 18-40% dels pacients amb la SS no tenen cap o
tenen sols un focus dinfiltracié en la bidpsia labial*®*°®97%171 " Ajtres

malalties autoimmunes, sense clinica de SS, també poden presentar

sialoadenitis focal sense desenvolupar la malaltia de Sjogren*’?.



Per a evitar falsos positius cal aplicar criteris d’exclusio rigorosos,
com ara l'existencia d’obstruccio, la infeccio glandular i la neoplasia
limfoproliferativa local. Aixi mateix cal excloure les mostres de pacients amb
malaltia granulomatosa cronica, limfoma, leucémia, amiloidosi i historia
d'irradiaci6 sobre la zona'**"*.

Caldria exigir la presencia de 4 o 5 Iobuls glandulars per a poder fer

la lectura histoldgica correcta i, com suggereix Daniels"*®

, eleminar les
zones d’atrofia acinar i la fibrosi intersticial, perqué no és especifica de la

SS i pot ser associada Unicament a I'edat del pacient.



1.8.CITOCINES

Isaac i Lindeman van identificar la primera citocina el 1957.
Inicialment s’anomenaven interleucines, perque es pensava que els leucocits
n'‘eren els Unics productors. El 1969 s’introdueix el terme limfocines per
descriure el factor soluble lliure de cél.lules obtingut del sobrenadant de
cultius cellulars per la interaccido entre limfocits estimulats i antigens
especifics’”®, que produia reaccions d’hipersensibilitat retardada ', era

7% i induia els macrofags a la migracié "’

mitogen per als limfocits
Actualment es fa servir el terme citocines, perque una gran varietat de
cel.lules, i no solament limfocitaries, s6n capaces de produirles i segregar-
les. Les anomenades limfocines, monocines, interleucines i interferons
s’engloben avui dins del terme citocina.

Les citocines son hormones proteiques de baix pes molecular,
habitualment de 15-25 kDa, intervenen en el creixement cel.lular, en les
reaccions inflamatories i immunologiques, en la diferenciacié i reparacio
cellular i, algunes, en l'apoptosi. Tenen una accidé autocrina, paracrina i,
excepcionalment, endocrina. Intervenen en la regulacio de I'amplitud i de la
durada de la resposta immunologicoinflamatoria, per la qual cosa han de ser
produides i segregades de forma transitoria, en presencia de I'estimul
desencadenant. Les citocines son rapidament degradades. Aixo explica que
la seva mitjana de vida sigui tan curta. La majoria de citocines segregades

localment no persisteixen a la circulacié a causa d’aquesta accié paracrina

0 autocrina.



Les citocines actuen, com totes les hormones, a través de receptors
cellulars situats a la membrana de la céllula efectora. L’expressio dels
receptors és regulada per diversos factors, entre els quals intervenen les
mateixes citocines. La interaccio entre la citocina i el seu receptor activa
senyals intracel.lulars que indueixen factors de la transcripcié genica i en
promouen l'expressio genica, els productes de la qual sén els efectors del
procés.

L’estudi de les citocines és complex perqué una mateixa citocina pot
ser produida per ce llules diferents. S6n substancies pleotropiques, perque
poden tenir multiples efectes sobre una mateixa cel.lula diana. Els seus
efectes poden ser redundants i la seva accié pot ser additiva, sinérgica o
antagonica en presencia d’altres citocines.

El sistema immunologic €s un conjunt organitzat per diferents cel.lules
i molécules amb diferentes funcions en la defensa immunologica. Hi ha
principalment dues formes de defensa en les quals intervenen també les
citocines davant la invasio de microorganismes: la immunitat natural o innata
i 'adqurida.

Durant el creixement, el sistema d'immunitat innata apareix abans
que el sistema dimmunitat adquirida. En la immunitat innata, el
reconeixement de I'antigen es fa per mitja de receptors engendrats des de
les cél.lules germinals i es transmet aixi a la descendencia. Per contra, en la
immunitat adquirida, els receptors dels antigens no sén engendrats des de
les céllules germinals, sind per un procés adquirit de nou en cada

178

organisme”"". La immunitat natural té lloc sempre de la mateixa manera

davant d’'un agent infecciés determinat. En la resposta innata intervenen
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cél.lules fagocitiques (neutrofils, monocits, macrofags), mediadors de la
inflamacio (basofils, mastocits, eosinofils), i també cel.lules natural killer (NK).
Els components moleculars que intervenen en la resposta natural son
formats pel complement, proteines de fase aguda (proteina C reactiva,

proteina A amiloide del serum, inhibidors de la proteinassa i de la
coagulacio) i algunes citocines, com els interferons. En canvi, la immunitat
adquirida o adaptativa es desenvolupa i millora amb cada nova exposicio a
l'agressor, necessita l'acci6 i la proliferaci6 de cellules B i T
antigenicoespecifigues. Hi intervenen les anomenades ceéllules
presentadores de lantigen. Els limfocits B produeixen i segreguen
immunoglobulines, és a dir anticossos especifics responsables d’eliminar el
microorganisme extracel.lular. La immunitat natural i I'adquirida actuen

conjuntament en la defensa i per eliminar els agressors'’®.

1.8.1. Tipus de citocines

En les dltimes dues décades s’han descrit moltes citocines, amb
moltes funcions, entre les quals s’inclouen les interleucines, factors de

necrosi tumoral, interferons i altres8%181:182,

a) Interleucines

La interleucina 1 (IL-1) és segregada per macrofags i monaocits, actua

sobre limfocits Th2 CD4" estimulant la producci6 de citocines. Indueix els

limfocits T CD8™ a la producci6 de citocines i activa I'accio citotoxica, mentre



potencia la formaciéo de céllules B i les indueix a la diferenciacié, la

proliferacio i la produccio d’anticossos.

La interleucina 2 (IL-2) només és produida per limfocits Thl CD4 .

Actua sobre céllules T induint l'expansié clonal antigenicoespecifica,
provocant la produccid, la diferenciacio i I'expansio de citocines i intervé en

la maduracié de cél.lules T CD8" i NK.

La interleucina 3 (IL-3), segregada per limfocits T, intervé sobre

céllules stem de I'hematopoiesi i les indueix a la proliferacié i la

diferenciacio.

La_interleucina_4 (IL-4) —sintetitzada per limfocits Th2 CD4",

mastocits, basofils i eosinofils— activa limfocits B per induir-los a la
diferenciaci6é, a la proliferaci6 i a la produccié dimmunoglobulines i
anticossos, entre les quals hi ha la IgE. Inhibeix la diferenciacié de limfocits
Thl i la seva produccido d'INF-g, i activa en canvi els limfocits Th2 i les

cél.lules CD8".

La interleucina 5 (IL-5), produida per limfocits Th2 CD4 * i T CD8",

actua sobre la diferenciaci6 dels eosinofils i n'estimula I'acci6.

La interleucina 6 (IL-6) i la_interleucina 11 (IL-11) també son

produides per cé Llules Th2 CD4" i macrofags, i activen la diferenciacio de

limfocits B a cel.lula plasmatica; inhibeixen I'expressié dels lipopolisacarids
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en els macrofags i monocits. A més a més promouen la produccié de

proteina C reactiva.

La interleucina 7 (IL-7), segregada per les cél.lules estromals de la

medul.la 0ssia, potencia la proliferacio de les cél.lules pre-B i de limfocits T

activats.

La interleucina 8 (IL-8), produida per macrofags, és quimiotactica,

principalment per als neutrofils.

La interleucina 9 (IL-9) és produida per cé lLlules T CD4" , sobretot

Th2, i potencia la resposta de la IL-4.

La interleucina 10 (IL-10), segregada per cél.lules CD4" ThO, Thl, Th2

i CD8", actua sobre la diferenciacié dels monocits en macrofags, sobre els
quals, a la vegada, actua inhibint I'expressio del CMH tipus Il i de molécules
d’adhesio. Inhibeix la produccié de I'INF-g i del factor de necrosi tumoral
(TNF), i indueix el canvi del patr6 Thl al Th2, a més a més d’inhibir la

produccio6 d'IL-4 per les cel.lules Th2.

La interleucina 12 (IL-12), segregada per monocits i macrofags,

activa les céllules NK, indueix les céllules ThO a la produccié i a la

proliferacié de la IL-2, i les indueix a diferenciar-se en el patré6 Thl de



limfocits amb la produccié d'INF-g i TNF-a, a més a més d'inhibir la

produccié d’'IL-4, IL-5 i IL-10 i, aixi, del patré Th2 limfocitari.

La interleucina 13 (IL-13), segregada per cél.lules Th2 CD4", estimula

els limfocits B i la seva diferenciacio, la produccié d’'IgE, i també el CMH Il i

les integrines, iinhibeix, en canvi, la produccio d’IL-1 i TNF.

La interleucina 14 (IL-14) és produida per ce lLlules T activades i fa la

funcid d’expandir clons de céllules B amb supressio de la secrecid

d'immunoglobulines.

La interleucina 15 (IL-15) és segregada per mondcits i macrofags, i

incrementa la citotoxicitat de les ceél.lules T i NK.

La interleucina 16 (IL-16) és produida per limfocits T CD8 * , i és

factor de creixement sobre cél.lules T CD4" i quimiotactica.

La_interleucina 17 (IL-17) és segregada per limfocits T CD4" de

memoria, i indueix a la proliferacio i a l'activacio de factors autocrins dels

limfocits T CD4".

La interleucina 18 (IL-18) és produida per macrofags, actua sobre

limfocits B activats, inhibeix la produccioé d’IgE en incrementar la produccié

d’INF-g, i és inductor del patré Thl de limfocits i inhibidor del Th2.
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b) Interferons
L’interferé a (IFN-a) i l'interferé b (IFN-b) sén produits per macrofags
i monadcits com a resposta a infeccions per virus, els quals els indueixen a

resistir la mateixa infeccio virica i n'impedeix la replicacio.

L'interfer6 g (IFN-g) és produit per cé llules Thl CD4", per altres
limfocits, per céllules NK i per algunes céllules CD8". Actua sobre els
macrofags i n'estimula la diferenciaci6 i activacié, augmentant I'expressio
dels receptors de superficie Fcg. A més a més incrementa la presencia dels
CMH 1 ill, i la sintesi d’oxid nitric, d’'IL-1 i de TNF. Estimula la citotocixitat de
les céllules CD8" i l'accid de les céllules NK. Aixi mateix incrementa
I'expressio dels receptors per a la IL-2, i indueix el patré ThO a diferenciar-

se en un patré Thl, amb la supressio del patré Th2.

c) Factors de necrosi tumoral (TNF)

El factor de necrosi tumoral a (TNF-a) és produit per macrofags i

cellules T, mentre que el factor de necrosi tumoral b (TNF-b) és només

segregat per limfocits. Tots dos factors tenen activitat citotoxica tumoral,
antiviral i antiparasitaria, activen cé.lules fagocitaries i indueixen a la
produccioé d'IFN-g, TNF-a, IL-1 i IL-6, i també a la formaci6 de proteina C

reactiva. Els TNF també intervenen en el xoc endotoxic.
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d) Altres citocines

El factor de conversié de creixement b (TGF-b) és segregat tant per

cél.lules B com T, macrofags i mastocits, amb activitat immunosupressora i
inhibeix la proliferacié de receptors de la IL-2 i de la secrecio de la IL-2

mateix.

El factor d’estimulacidé de coldnies de granulocits, produit per

monaocits, fibroblasts i céllules epitelials, intervé en la maduracid i

diferenciaci6 dels neutrofils.

El factor d’estimulacié de colonies de macrofags, segregat per

macrofags i céellules T activades, promou la diferenciacid, la proliferacio i
I'activacid dels eosinofils, dels neutrofils i dels macrofags, i augmenta la

produccio de citocines i la degranulacié dels eosinofils.

1.8.2. Citocines i immunitat natural o innata

El sistema immunitari innat engloba tota la defensa que no necessita
memoria immunologica. Aquesta resposta s’ha desenvolupat abans que
'adquirida en I'evoluci6 filogenética. En la resposta de la immunitat natural,
hi intervenen cél.lules fagocitiques, ceéllules que alliberen mediadors
inflamatoris i cel.lules natural killer (NK). Els components moleculars de la
immunitat natural sén formats pel complement, proteines de fase aguda i
citocines inflamatories. Les citocines son mediadors solubles que actuen

com a missatgers dins del sistema immunitari i, a més a meés, entre el



sistema immunologic i altres sistemes de 'organisme, i constitueixen una
xarxa integrada i altament involucrada en la resposta immunoldgica™®®. A
part d’actuar com a missatgers, algunes citocines intervenen directament en
la defensa. La resposta immunologica natural de I'organisme com a defensa
a una infeccid virica o bacteriana és mediada per les citocines, que tenen un
paper fonamental en la defensa immunologica antiviral. S6n importants en la
induccio i l'orquestracié de la resposta antiviral, incloent-hi la inducci6 a

184,185

I'expressio del complex major d’histocompatibilitat (CMH) , estimulacio

de molécules d’adhesi6™®® i molécules coestimuladores™’, i també

188,189

I'activacio o desactivacié de cel.lules immunologiques . Aquests canvis

condueixen a l'activacid de la resposta cel.lular antiviral i actuen sobre

190

cél.lules NK, limfocits T citotoxics i anticossos antivirals™ . A més a més,

algunes citocines, com és el TNF-a o I'lFN-g, poden suprimir directament la

replicacié viral'®*'%* | crear una resisténcia antiviral en les cél.lules

circumdants. Les citocines també intervenen en la regulacio de la resposta
inflamatoria davant de bactéries en la immunitat natural, actuant com a nexe
amb la immunitat adquirida. EL TNF-a, la IL-1 i la IL-6 sOn els més
representatius i intervenen en la reaccié inflamatoria™*****. El TNF-a i la IL-1
sén alguns dels responsables del xoc septic. L'accid proinflamatoria
d’aquests mediadors és regulada per altres citocines segregades en el
transcurs de la resposta immunologica.

El sistema immunologic innat té un nombre limitat de receptors amb
especifitat conservada per estructures microbianes. El reconeixement

d'aquestes estructures pel sistema immunologic innat indueix els



coestimuladors, citocines i quimoquines, que recluten i activen limfocits i
antigens especifics; per aix0, la immunitat adquirida necessita, per ser

activada, la preséncia de la immunitat innata"®.

1.8.3. Citocines i immunitat especifica o adquirida

El desenvolupament dels limfocits i de la linia mieloide, a partir de les
cél.lules stem primordials en el fetge fetal i en la medul.la 0ssia, és guiat per

195 En les fases inicials del

la interaccié de cel.lules estromals i citocines
desenvolupament dels limfocits no es requereix la preséncia d'un antigen,
pero un cop expressen un receptor madur per un antigen, la supervivencia i
posterior diferenciacio depén de la presencia de I'antigen. En la immunitat
adquirida intervé la proliferacié de les cellules B i T, que sén antigens
especifics i es desencadenen amb la uni6 de I'antigen amb el seu receptor
de superficie'®. Els limfocits B segreguen immunoglobolines, anticossos
antigenespecifics per a la defensa davant de microorganismes
extracel.lulars. Els limfocits T ajuden en la formacid, en les cél.lules B, dels
anticossos i, a més a mes, intervenen en la defensa davant de patogens
intracel.lulars. El sistema immunologic adquirit és capa¢ de reconeixer
virtualment tots els antigens possibles per la generacié casual dels seus
receptors quan entra en contacte amb I'antigen. Pero el preu que paga per
aquesta capacitat diversitoria és que no és capac¢ de diferenciar entre
antigens externs i autoantigens.

L’inici, manteniment i regulacié de la resposta immune especifica esta

condicionada també per les citocines. Les ceéllules T CD4" son

principalment cellules T helper, secretores de citocines, mentre que les

45



céllules T CD8" sén sobretot céllules citotdxiques. Les céllules que
controlen i dirigeixen la resposta immune especifica son els limfocits T CD4"
(T helper). Després del contacte amb I'antigen es produeixen una série de
citocines que determinen la diferenciacio del limfocit Th virgen o naive (ThO)
a limfocit Thl o Th2, procés excloent un de l'altre in vitro. Mosmann et al en
1986 va demostrar que cél.lules T CD4" es podien diferenciar en poblacions
diferents segons les citocines que produien **°. Els limfocits CD4* ThO, Thl i
Th2 només es poden identificar o diferenciar entre si mitjancant el patr6 de
citocines que segreguen. Les cél.lules ThO tenen el potencial de produir i
segregar totes les citocines i, segons I'estimul anitgénic, es diferencien en
limfocits Thl o Th2. Els limfocits CD4" Thl son productors de IFN-g i IL-2
pero no IL-4, IL-5 o IL-6. En canvi les ceél.lules Th2 produeixen IL-4, IL-5, IL-6 i
IL-10, perod no IL-2 o IFN-g°"**®° (Figura 1). La resposta limfocitaria Th1l
seria més efectiva en reaccions d’hipersensibilitat retardada, reaccié
d’'importancia per combatre patogens de creixement intracd.lular. En canvi la
resposta Th2 ajuda els limfocits B en la resposta d’anticossos, en particular
de IgE*®*?°*. Algunes de les citocines segregades per cada patré intervenen
en la propia autoregulacié i en la contraregulacio del patré oposat.

El patré ThO de citocines és més demostrable in vivo en fases
inicials de I'activacié limfocitarig€®, mentre els patrons Thl i Th2 es detecten
més clarament en l'estimulacié antigénica persistent, com en el cas de
malalties croniques®®. Aquest mateix fenomen es demostra in vitro, on una

estimulacio antigenica persistent sobre céllules T amb un receptor Unic



transgenic per l'antigen incrementa la polaritzacio i irreversibilitat de les
poblacions Thl i Th2?%2%,
La IL-12, produida per macrofags i cé lLlules dendritiques, és un dels

principals inductors de la diferenciacié dels limfocits ThO a Th1?°%%%”

, en que
també intervé, en menor grau, I''FN-of®® i la IL-18. En canvi la IL-4 intervé

com a inductor del patré Th2.

Figura 1: Diferenciacio dels limfocits T helper naive i ThO en limfocits Th1

0 Th2.

IMMUNITAT cel. naive
ESPECIFICA

capacg segregar totes
citocines

]

IL-2, IFN-g IL-4, IL-5
IL-6, IL-10

Les citocines tenen una funcié central en la resposta immunologica
optima en la defensa i protecci6 davant de diferents tipus d’agents
infecciosos i, a més a més, disminueixen la resposta al.lergica i autoimmune

en condicions normals. Les citocines formen una xarxa complexa
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interconnectada entre diferents elements del sistema immunologic que
determina quin mecanisme efector actua en un moment determinat contra un
estimul antigenic i coordina I'amplitud de la resposta immunologica d’acord
amb el grau d'agressidé sofert per neutralitzar-la, sense incérrer, en la
mesura que sigui possible, en un dany tisular propi. L’'alteraciéo d’aquest
equilibri complex pot comportar altres tipus de patologies, com sén les
malalties granulomatoses, reaccions allérgiques i asma, processos

limfoproliferatius i processos autoimmunes.

1.8.4. Citocines i autoimmunitat

L’investigacié sobre el paper de les citocines en les malalties
autoimmunes ha augmentat de forma espectacular en els Ultims anys,
gracies, en part, a la demostracié del patr6 de citocines en teixits d’animals
transgenics i en teixits obtinguts per biopsies (com el nostre grup que
treballa amb biopsies de glandula slival menor). En aquests estudis s’ha
demostrat el patré de citocines en malalties autoimmunes diferents,
desglossant un patr6 Thl en moltes de les malalties autoimmunes organ
especific. Treballs recents demostren la importancia del balan¢g Th1/Th2 en
les malaties autoimmunes. La majoria de les malalties autoimmunes organ
especific tenen un patré de cél.lules Thl de citocines que son activadors de
macrofags i de la produccié d’anticossos fixadors de complement que
intervenen en processos inflamatoris i aixi en el dany tisular. El patré Th2 de

citocines és antiiflamatori, inhibeix [I'activaci6 macrofagica i retarda



reaccions d’hipersensibilitat. Aixi és possible que les céllules Th2
intervinguin en la regulacio de malalties autoimmunes.

Quan hi ha una estimulacié antigénica es creu que hi ha una activacié
tant dels limfocits Thl com dels Th2 per combatre I'agressio antigenica. El
problema sorgeix quan apareix un desequilibri en aquest balan¢ de
citocines i apareixi un patr6 de predominancia Thl, que pot donar lloc a
I'aparicié d’'una determinada malaltia autoimmune segons I'estimul anitgenic
inicial i el desbalang produit entre el patré Th1/Th2.

En  l'encefalitis  autoimmune  experimental les  cellules
autopatogéniques son cé.lules T CD4" amb fenotip Thl d’expressio de

citocines?%?%1°

. Un patr6 similar es troba en la diabetis no obesa de ratolins,
on la transferéncia de céllules CD4" transgéniques especifiques per a
autoantigens pancreatics amb patré Thl indueix, in vitro, al desenvolupament
de la malaltia®™*.

Aixi, probablement moltes malalties autoimmunes organ especific
presenten un patr6 Thl. Es el cas de l'artritis reumatoide, de la diabetis
mellitus insulinodependent, de l'esclerosi multiple i d'algunes de les malalties
tiroidals autoimmunes, aixi com la sindrome de Sjogren, l'esclerodérmia, la

psoriasi o la malaltia inflamatoria intestinal**>%*2.

1.8.5.Citocines i sindrome de Sjd6gren

En la sindrome de Sjogren s’ha estudiat parcialment I'expressié de
citocines en la glandula salivar menor i en sang periferica de pagents amb la

SS. Aixi Fox et al*** i Boumba et al**® descriuen un patré predominant Thi
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de citocines en biopsies de glandules salivals menors de pacients amb la
sindrome de Sjogren. Ohyama et al**® també troba un patr6 Thl de
citocines, pero conjuntament amb la presencia d’IL-10, IL-6 i TGF-b en la
induccié o manteniment de la SS, detecta també citocines Th2 en algunes
de les seves mostres, i suggereix que el patrd6 Th2 detectat actui com a

component de progressio de la SS, sobretot en I'activacio local de cél.lules
B.

La base d’aquesta tesi doctoral és I'estudi del perfil de citocines en
les biopsies de glandula salival menor de pacients amb la sindrome de
Sjogren primaria, per demostrar la predominancia del patré Thl de citocines.
Volem demostrar la presencia d'IL-2 i IFN-g en la biopsia de glandula salival
menor de pacients amb la sindrome de Sjogren primaria per confirmar el
patr6 Thl en aquesta malaltia organ especifica, com també la preséncia
d’IL-12 i IL-18, ambdues citocines inductores d’aquest patrd. L'absencia
d’IL-4 reforcaria la predominancia del patré Thl. A més a més analitzem la

preséncia de la IL-10, TNF-a i TGF-b, citocines proinflamatories i inhibidors

del procés inflamatori.



2. OBJECTIU

Analisi de I'expressio del perfil de citocines en biopses de glandules salivals

menors de pacients amb la sindrome de Sjogren primaria.

2.1. HIPOTESI

1. El patr6 d’expressioé de citocines és similar en la glandula salival
menor de pacients amb la sindrome de Sjogren primaria definida com en la

sindrome de Sjogren primaria probable.

2. Hi ha un patr6 predominant Thl d’expressié de citocines en

pacients amb la sindrome de Sjégren primaria.

3. La presencia de la IL-12 i IL-18 reafirma la predominancia del patré

Thl en la sindrome de Sjogren primaria.

4. El temps d’evoluci6 de la simptomatologia clinica de la sindrome

de Sjogren primaria influeix en I'expressio de citocines en la glandula salival

menaor.

51



3. PACIENTS | METODES

3.1. Disseny del projecte

L’objectiu de I'estudi és analitzar i comparar el patré de citocines en
les glandules salivals menors de pacients afectats de la sindrome de Sjogren
pimaria (SSp). Hem estudiat dos grups de pacients, un amb criteris de SSp
definida i I'altre, amb criteris de SSp probable. Partint de la hipotesi que no
hi ha diferéncia en I'expressié de citocines entre aquests dos grups de
pacients i que probablement corresponen a moments evolutius diferents de

la mateixa malaltia, hem analitzat:

1. L’expressio d’un perfil de citocines en la glandula salival menor.

2. L'expressio d’aquest perfil de citocines en relaci6 amb el temps

d’evolucié de la simptomatologia clinica.

3. L'expressié d’'aquest perfil de citocines en relaci6 amb el grau

d’afectacio histologica de la glandula salival.

Aquest estudi s’ha realitzat entre els anys 1996 i 1999.
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3.2 Esquema de I'estudi.

Es tracta d’'un estudi prospectiu, observacional i descriptiu subdividit

en les fases seguents:

Seleccio de pacients amb la SS.

Confirmaci6 diagnostica de la SS primaria.

Assignacio dels pacients als dos grups preestablerts: un amb

criteris de SSp definida i I'altre amb criteris de SSp probable.

Estudi de laboratori: estudi de 'RNAmM de les citocines mitjancant

la técnica de la reacci6 en cadena de la polimerasa via

tanscriptasa inversa (PCR-RT).

Descripci6 dels resultats.

Analisi estadistica.

Avaluacio i comparacié dels resultats.



3.3. Poblacio6 d’estudi

La mostra de 42 pacients va ser formada per 39 dones i 3 homes,
amb una mitjana d'edat de 58.76 anys ( +13.13; rang de 31 a 90 anys). La
mitjana de temps d’evolucié va ser de 56.33 mesos (+ 55.27; rang de 0 a
240 mesos). Cap d’aquests pacients tenia una altra malaltia autoimmune
associada, evidéncia de limfoma o infeccio pel VIH ni VHC en el moment de

I'estudi.

3.3.1 Criteris d’inclusio6 i d'exclusio

S’inclouen en el grup d’estudi:
Pacients amb la sindrome de Sjogren primaria definida: presenten 4 o
més dels criteris preliminars del grup d’estudi europeu de la sindrome
de Sjogren®, incloent-hi necessariament el criteri aratomopatologic de

tenir 3 1 focus d'infiltracié limfocitaria en la glandula salival menor.

Pacients amb la sindrome de Sjogren primaria probable: complien 3
criteris Europeus®*, perd no el criteri anatomopatoldgic. En la biopsia
de la glandula salival menor només presenten una infiltracid limfocitaria

difusa, sense la formacio6 de focus.

La inclusié en aquest estudi va ser independent del temps d’evolucio, de la

gravetat i de la intensitat de la malaltia. Tots els pacients van ser estudiats



de forma correlativa i controlats en un dispensari monografic que hi ha per
aguesta malatia en el Departament de Medicina Interna de I'Hospital del Mar

de Barcelona.

3.3.2. Consentiment informat dels pacients

Tots els pacients van ser informats de les caracteristiques de 'estudi,
de les proves complementaries i de la biopsia glandular que es farien.
Només es va proseguir amb I'estudi en aquells pacients que van donar el

seu consentiment informat per escrit previ a la inclusio.



3.4. Protocol d’estudi

Els pacients que complien els criteris d’inclusio per la sindrome de
Sjogren primaria, van ser estudiats aplicant el protocol segiient en tots els
casos:

1. Questionari sobre I'existéncia de xeroftalmia i/o xerostomia.

2. Valoracié del temps d’evolucié de la simptomatologia clinica de la

xeroftalmia i/o xerostomia.

3. Test de Schirmer i rosa de Bengala.

4. Analitica general, immunologia ( ANA, Ro i La), virologia per VHC i

VIH.

5. Gammagrafia de glandules salivars amb T¢”.

6. Biopsia de glandula salival menor de mucosa labial.

7. Estudi anatomopatologic.

8. Analisi de I'expressio del perfil de citocines en la biopsia de glandula

salival per PCR-TR.



3.5. Procediment diagnostic utilitzat

3.5.1. Estudi de la xeroftalmia

Pel diagnostic de la xeroftalmia es va practicar:

a) Anamnesi de la simptomatologia clinica:
Es va aplicar el questionari sobre les possibles molésties oculars a tots
els pacients, segons els criteris europeus, al qual contestaven si o no. El

guestionari constava de tres preguntes:

1. Ha tingut molesties diaries i persistents de sequedat ocular de més de
3 mesos d’evolucio?
2. Ha tingut sensacio recurrent de sorreta als ulls?

3. Utilitza llagrimes artificials més de 3 cops al dia?

b) Test de Schirmer

L’examen oftalmologic, el va fer el Servei d’Oftalmologia de I'Hospital
del Mar. Es va utilitzar el test de Schirmer tipus I, que es basa en el metode

de Schirmer®’

. Una tira de paper secant milimetrat tipus Whatman de 5 mm
d’amplada i 35 mm de llarg es col.loca en el fons del sac conjuntival al nivell
de la fenedura palpebral interna dels dos ulls. La lectura del recorregut de la

humidificacié es mesura en milimetres al cap de 5 minuts.



c) Rosa de Bengala
La valoracié de la coloracié, després de la instil.lacié d’'una gota de rosa

de Bengala en solucié a I'1% en ambdds ulls, es realitza a simple vista i
amb lampada de fenedura. D'acord amb els criteris d’Holms*® la coloraci6
es diferencia en tres tipus:

Tipus A: Coloracio de la conjuntiva en forma triangular, amb base al

limbe corni. La cornia també queda acolorida. Es la imatge més

caracteristica objectivable en els casos més avancats de

gueratoconjuntivitis sicca.

Tipus B: Coloracio linial de la conjuntiva. La coloraci6 cornia és prop

del limbe.

Tipus C: Coloracio dispersa per la conjuntiva que afecta la zona cornia

inferior.

3.5.2.Estudi de la xerostomia

Per I'estudi de la xerostomia es va aplicar:

a) Anamnesi de la simptomatologia clinica:

A tots els pacients, se’ls va fer el questionari sobre la possible sequedat

bucal, segons els criteris europeus, al qual contestaven si 0 no.
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El gUestionari constava de tres preguntes:

1. Ha tingut sensaci¢ diaria de sequedat bucal durant més de 3
mesos?

2. Ha tingut de forma recurrent o persistent tumefacciéo d’alguna
glandula salival en edat adulta?

3. Ingereix liquid freqlientment amb els menjars?

b) Gammagrafia Salivar:

Aquesta exploraci6 s’ha fet en el Servei de Medicina Nuclear de
I'Hospital del Mar. S’ha dut a terme una gammagrafia salival sequiencial
mitjancant una injeccié intravenosa de 10 mCu de sodium Pertechnatate®
Tc™ (Tc*) i lectura amb una gammacamara (Picker Dyna 4). Els resultats
s’han classificat en quatre graus, d’acord amb els criteris dels estudis de
Schall**® i Rampson®*®:

Grau I: normal

Grau II: dinamica salivar gairebé normal, perdo amb captacio globalment
disminuida, o amb captacié normal pero amb retard en I'excrecio.

Grau llI: retard en la captacio del trassador. Gairebé sense activitat oral
amb notable disminucio de I'excrecio.

Grau IV: abséencia absoluta de captacio en totes les exposicions.

3.5.3. Biopsia de glandula salival menor




La biopsia va ser feta pel Servei de Cirugia Maxilo-fascial de
I'Hospital del Mar. Es va practicar, amb anestesia local, una incisio de 10
mm en el llavi inferior que permet I'extracci6 de les glandules salivals menors
de la fascia limitant. La biopsia permetia I'obtencié de com a minim tres
fragments. Cada un d’ells contenia entre 5-6 glandules, material suficient per
al correcte estudi histopatologic, immunohistoquimic i técniques de PCR.

El material obtingut va ser processat de forma inmediata. Una part de
la mostra es va congelar, aillat en un recipient estéril, directament amb
nitrogen liquid i conservat a —80°C. L’altra part de la mostra es va dipositar
en un criomolde banyat en OCT (Miles Lab. USA) i posteriorment es va
congelar la peca via nitrogen liquid i es va conservar a —80°C en un
congelador de les installacions del Servei d’Anatomia Patologica de
I'Hospital del Mar.

L’estudi histologic convencional es va realitzar en el Servei
d’Anatomia Patologica de I'Hospital del Mar, amb tincions d’hematoxilina-
eosina. Totes les mostres incloses presentaven com a minim 4 lobuls per
mostra. La classificacié histologica es basava en els patrons descrits per
Chisholm™®*:

Grau I: Abséncia d'infiltracié limfohistocitaria.

Grau II: Moderada infiltracio limfohistocitaria difosa sense la formacio
de focus.

Grau lll: Preséncia d’'un sol focus d'infiltracio limfohistocitaia per cada 4
mm® de glandula salival observada. Grau moderat d'atrofia dels
conductes. Es considera com a focus la presencia de, com a minim,

50 limfocits agrupats.
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Grau IV: Preséncia de més d’'un focus d'infiltracio limfohistocitaria per

cada 4 mm?® de glandula observada.lmportant atrofia dels conductes.
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3.5.4. Estudi immunoldgic en sang periférica

Els anticossos no organ especifics meés relacionats amb la sindrome de
Sjogren son els anticossos antinuclears (ANA), els anti-Ro i anti-La. La
determinacié dels ANA, anti-Ro i anti-La s’ha fet mitjancant I'analitica
rutinaria practicada a tots els pacients. La deteccié dels anticossos s’ha fet
en el Laboratori de Referéncia de Catalunya. S’ha utilitzat la tecnica de la
immunofluorescéncia indirecta per a la determinacié dels ANA, i la de

'enzima immunoassaig (ELISA) pels anti-Ro i anti-La.

3.6. Criteris diagnostics de la Sindrome de Sjogren

En el nostre estudi s’ha aplicat la classificacié europea®, segons la
qgual s’accepta la preséncia d’'una sindrome de Sjogren primaria definida,
quan es compleixen 4 dels 6 criteris (queda el criteri 6 limitat a la presencia
d’anticossos anti-Ro o anti-La) no presentant criteris d’exclusio.

Tots els pacients del nostre estudi presentaven una sindrome de
Sjogren primaria. Quan complien com a minim 4 criteris, incloenthi una
biopsia amb grau Ill o IV, van ser catalogats com a SS primaria definida.
Quan presentaven només 3 criteris i una biopsia amb grau Il van ser

catalogats com a SS primaria probable.



3.7. Temps d’evolucié clinica

El temps d’evolucid clinica de la malaltia va ser estimat, des de
I'aparicié de la simptomatologia clinica apreciada pel propi pacient, fins al
moment de la realitzaci6 de la biopsia labial. Hem considerat un punt
arbitrari de tall els 12 mesos d’evolucié de la simptomatologia clinica per
comparar el patré d’expressié de citocines en les glandules salivals menors

de pacients amb menys i amb més de 12 mesos d’evolucié clinica.



3.8. METODOLOGIA EXPERIMETAL

L’estudi de I'expressio de citocines s’ha dut a terme a la Unitat
d'Immunologia de [I'Hospital Germans Trias i Pujol. S’ha analitzat la
presencia de la IL-2 i I'lFN-g com a patr6é d’expressié Thl, la IL-12 i la IL-18
com a inductors d’aquest patr6. La falta de deteccié de la IL-4 és per
descartar el patré Th2 de citocines i les altres citocines estudiades, la IL-10,
TGF-b i el TNF-a, representen citocines proinflamatories i reguladores.

L’expressio del RNAmM de citocines és estudiada a partir de mostres
completes de RNA, obtingudes de les biopsies de glandula salival menor
dels pacients amb la sindrome de Sjogren primaria, mitjancant la tecnica de

la retrotranscripcio i de la reaccio en cadena de la polimerasa.

3.8.1. Obtencid d’ RNA total

El protocol utilitzat per a I'extraccid6 d’'RNA total t¢ com a base el
métode de Chomczynski**°, perd amb diverses modificacions.

Els pellets cellulars (10°-10" céllules) es van resuspendre amb
solucié 1:1 de solucié desnaturalitzant de tiocianat de guanidina freda
(Solucio D: isotiocianat de guanidina 4M, acetat sodic 50mM a pH=4, N-
lauril sarcosina sodica 0.5% i 4% de 2&-mercaptoetanol 100mM) i fenol acid
saturat amb aigua a una relacié 2ml de solucié per 10’ cél.lules. Els pellets
homogeneitzats amb pipeta es deixa ven 5min en gel per tal que es

dissociessin els complexos nucleoproteics i s’hi afegien 0.2vol de cloroform-



isoamilalcohol (49:1). Es van homogeneitzar les cé llules per inversié (30”) i
es van deixar 15min en gel. Tot seguit es centrifugaven (10000xg durant
30min a 4°C) i es recuperava la fase aquosa que es precipitava amb 1vol
d’isopropanol durant 4h a —20°C. El pellet d'RNA s’obtenia per centrifugacio
a 10000xg a 4°C durant 30min. Un cop obtingut el pellet d’'RNA es va rentar
tres vegades amb etanol 75% fred, es va assecar i es va resuspendre amb
10-20ul de H,O-DEPC (H,O destil.lada tractada durant 20h amb
dietilpirocarbonat 0.1% [Sigma Chemical Co., St Louis, USA] a 37°C i
autoclavada).

La concentracié i la puresa de les preparacions d'RNA es va
determinar per espectrofotometria amb lectura a 260nm i la relacié Axeo/Azso
(x2) respectivament. La integritat de 'RNA es va comprovar en un gel
d’agarosa on es visualitzava per tincié6 amb bromur d’etidi. Les mostres d’

RNA es van conservar a—70°C.

3.8.2.- RT-PCR amb oligosondes especifiques

3.8.2.1.Digesti6 amb DNAsa |
La digestio amb DNAsa | s’ha fet basicament per evitar interferencies
produides per DNA gendomic contaminant. Les mostres (10 g) es tractaven
amb 40ul d'una soluci6 de 10U DNAsa | (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia), 20U RNAsin (inhibidor de la ribonucleasa), DDT 5mM final, tampo
1x (Tris-HCI 50mM, KCI 75mM, MgCl, 3mM pH=8.3 [de Life Technologies,

Gaithersburg, USA]), 0.5u g/u | glucogen (Boehringer Mannheim, Mannheim,



Alemanya), durant 30 min a 37°C en un bany. Després del tractament es va

guantificar i comprovar la integritat de 'RNA.

3.8.2.2. Retrotranscripcio

La sintesi de 'DNA complementari (DNAc) de cadena simple es va
fer a partir de mostres completes de RNA desnaturalitzat. Es va utilitzar
oligo-dT i transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosi d’Avian (Avian
myeloblastosis virus reverse transcriptase: AMVRT).

Es va incubar 1ng de RNA total desnaturalitzat (durant 5min a 68°C)
amb: oligo-d(T).s 0.5u g de RNA, 20U RNAsin, 1ImM de cada dNTP, AMVRT
(15U de RNA) i tampd 1x (10mM Tris-HCI pH8.8, 5mM MgCl,, 50mM KCl,
Tritd X-100 0.1% [de Promega, Madison, USA]) en un volum final de 20u |
durant 1h a 42°C en bany d’aigua. Per aturar la reaccié es va mantenir la

mostra 3 min a 95°C i 3 min en gel.

3.8.2.3. Reacci6 en cadenade la polimerasa (PCR)

Encebadors i oligosondes

Els encebadors per a les diferents citocines (taula 3.1) corresponen a
les sequiencies comercialitzades per Stratagene i Clontech (Palo Alto, USA).
Els corresponents a GAPDH foren dissenyats pel Dr. O. Dominguez. Els
oligonucleotids van ésser sintetitzats per Pharmacia (Uppsala, Suecia).
Cada parell d’encebadors estava dissenyat de manera que incloia un intr 0,

de manera que fos detectable 'amplificacié d’DNA genomic si era el cas.
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Taula 3.1: Encebadors i oligosondes utilitzades per I'amplificacio de les citocines en la

reaccié en cadena de polimerasa.

Citocina Sequiéncia (5-3) T2 hibridacié
IL-2: & 5-ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTT-3’

3 5-GTCAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC-S'

sonda 5-TCTAGACACTGAAGATGTTTC-3’ 53°C
IEN-g &5 5-ATGAAATATACAAGTTATATCTTGGCTTT-3’

3 5-TTACTGGGATGCTCTTCGACCTCGAAACAGCAT-3’

sonda 5-GCTCTGCATCGTTTTGGGTT-3' 49°C
IL-4: & 5-ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCT-3'

3 5-CGAACACTTTGAATATTTCTCTCTCAT-3

sonda 5-TCATGGTGGCTGTAGAACTGC-3' 63°C
IL-10: & 5-AAGCTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGGCG-3

3 5-AGCTATCCCAGAGCCCCAGATCCGATTTTGG-3

sonda 5-CATTCTTCACCTGCTCCACGG-3' 57°C
IL-12: & 5-GCCTCCAGAAAGACCTCTTTTATGA-3

3 5-TTAGGAAGCATTCAGATAGCTCGTCA-3’

sonda 5-GTCTTGAACTCCACCTGGTAC-3 42°C
IL-18: & 5-GCTTCCTCTCGCAACAAACTA-3’

3 5-GTCCTGGGACACTTCTCTGAA-3’

sonda 5-GGCTGTAACTATCTCTGTGAA-3’ 47°C
INF-a: 5 5-GACGTGGAGCTGGCCGAG-3

3 5-CACCAGCTGGTTATCTCTCAGCTC-3'

sonda 5-AGCCTCTTCTCCTTCCTGATCGTG-3’ 53°C
TGF-b: 5 5-GCCCTGGACACCAACTATTGCT-3

3 5-AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGG-3’

sonda 5-AGTCAATGTACAGCTGCCGCA-3’ 55°C

GAPDH:5’ 5-CTTCTTTTGCGTCGCCAG-3’

3 5-AGCCCCAGCCTTCTCCA-3



Protocol de procediment de lareaccié en cadena de polimerasa

Les reaccions en cadena de polimerasa (PCR) consistien en la
incubacié de 1ul de DNAc amb una solucié que incloia: 200 uM de cada
dNTP, MgCl, 1.5mM, WT-1 0.05%, tampd6 1x (Tris-HCI [ph=9] 10mM, KCI
50mM, Trité X-100 0.1%), 1mM de cadascun dels encebadors especifics i
1.25U de Taq polimerasa en un volum final de 15-20u | segons el tipus
d’amplimer, volum al qual s’afegien 30u | d’oli mineral per evitar 'evaporacio.
L’amplificaci6 es feia en un termociclador Perkin-EImer Cetus 480
(Emerville, USA). Com a control negatiu sempre s’incloia un tub amb tots
els reactius excepte el DNAc.

Cada mostra estudiada va ser incubada durant 5 minuts a 95°C, 5
minuts a 60°C seguit de numero (n) cicles, habitualment 40, cadascun de 90
segons a 72°C, 45 segons a 95°C i 45 segons a 60°C. Al final dels cicles
s’aplicava un periode d’extensié de 10 minuts a 72°C en el termociclador.
El nombre de cicles de cada PCR depenia, en cada cas, del llindar de
succesibilitat de cada sonda especifica per cada citocina, que en el nostre
estudi va ser de 40 en tots els casos. La potencia del DNAc de cada sonda
es va ajustar a priori segons la quantitat del contingut del gliceraldehid-3-
fosfat deshidrogenase (GAPDH) en 'RNAmM (expressio constitutiva).

Hem utilitzat linies cél.lulars CD4 i CD8 (Th1 i Th2) ben definides com

a controls positius de la IL-2, INF-g, IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-b. Com a
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controls positius per IL-12 i IL-18 hem utilitzat mondcits de linies cel.lulars

THP1 i una linia cel.lular B transformada via Virus d’Epstein Barr (EBV).

3.8.3. Normalitzacio del DNAc

La normalitzaci6 de les quantitats de DNAc es van fer segons
I'expressidé del gen constitutiu GAPDH per poder comparar els resultats de
'amplificacié entres les diferents mostres. Es van fer dilucions seriades de
cada mostra de DNAc i 2u | de cadascuna es van amplificar amb primers
especifics per a GAPDH a 22 cicles (la reaccié d’amplificacio és a la fase
exponencial). Es va escollir per a cada mostra aquella dilucié de DNAc que
donava una intensitat de banda semblant a les altres en un gel d’agarosa

tenyit amb bromur d’etidi.

3.8.4. Electroforesi i transferencia

10-15m del producte de PCR, al qual s’afegia 1nl de tampé de blau
de bromofenol 10x (10% Ficoll, 0.5% blau de bromofenol i 5M EDTA),
s’analitzava en un gel d’agarosa al 2% en tamp6 TAE1x (Tris, acid aceétic
glacial, EDTA) tenyit amb bromur d'etidi (0.4ng/ml). Es visualitzava en un
transil.luminador de llum ultraviolada.

Les mostres de PCR es van transferir per capillaritat a una
membrana de nil6 Hybond-N+ (Amersham, Buckinghamshire, UK) durant
16h amb la utilitzaci6 d'un tamp6 de transferencia: 20xSSC per a la
transferéncia d’'amplimers de les citocines, perque augmentava la retencié a

membrana. Posteriorment es va desnaturalitzar durant 5 min la membrana
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amb una solucié de 1.5M NaCl, 0.5N NaOH i després es va neutralitzar amb
una solucié de 1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCI (pH 7.2) i ImM EDTA aun pH 7.
Després de la transferéncia es va fixar el DNA a la membrana per

irradiacié amb llum ultraviolada (Stratalinker, Stratagene, San Diego, USA).

3.8.5. Hibridacio6

Marcatge de les oligosondes:

Les oligosondes es van marcar durant 1h a 37°C en un bany sec amb
(¢P**) dATP (Amersham) i amb la utilitzaci6 de I'enzim polinucleotid
qguinasa T4 (T4PNK, New England Biolabs, Beverly, USA). La solucié de
marcatge incloia: 20 pmols d’oligosonda, tampé (70mM Tris -HCI pH 7.6,
10mM MgCl,, 5mM DTT), 15U de T4PNK i 20 nCi de (¢-P*%) dATP.

Després del marcatge es va eliminar el nucleotid radioactiu no
incorporat amb columnes MicroSpin™ (Pharmacia, Uppsala, Suécia) i es
va quantificar la radioactivitat incorporada amb un comptador beta

Betamatic IV (Kontrom).

Prehibridacié, hibridacio i rentats:

Prehibridacié: Es va equilibrar la membrana 2 min amb 2xSSC i tot
seguit es va posar en contacte amb la solucié de prehibridacio (SSC2x,
Denhardt’s 5x, SDS 1% i ssDNA [8.5ml de DNA d’esperma de salmé 1%],

1.5ml HCL 9.5M deixat 5 min a T2 ambient i afegir 3.5ml NaOH 4M). La

71



membrana es va prehibridar durant 1h amb rotacié continua a la temperatura
d’hibridacié Tm-10°C) per a cada citocina.

Hibridacio: Es va afegir a la solucié de prehibridacié la sonda
radioactiva (10°cpm/ml de solucié) i es va mantenir durant 4h a la
temperatura d’hibridacié en rotacié continua.

Rentats: per a eliminar la sonda no incorporada es va fer un rentat de
20 min amb 2xSSC/1%SDS a T2amb i un rentat final de 20 min a la T2
d’hibridacié amb 2xSSC/1%SDS.

Quantificacid: per exposici6 de la membrana a una pellicula

radiografica Cronex Xray film (DuPont) a —70°.

3.8.6. Densitometria

Els criteris utilitzats per classificar una mostra positiva o negativa per
a l'expressio de citocina es basaven en els resultats de la hibridaci6.
L'analisi densitométric es va fer directament en un Phosphorimager

(Personal Molecular Image, BioRad) i el programa Quantity One.

3.9. Metodologia estadistica

L'analisi estadisticas’ha realitzat a la Unitat d’Estadistica de I'Institut
Municipal d’Investigaci6 Meédica (IMIM) de Barcelona. Les variables

qualitatives van ser analitzades mitjancant el X* (chi-quadrat) o test exacte
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de Fisher. Les variables quantitatives es van calcular amb la utilitzacio del t-
test de Student o el U test de Mann-Whitney.

Una P £ 0.05 es considera amb significat estadistic.
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4.- RESULTATS

Hem analitzat un total de 42 biopsies de glandula salival menor de
pacients amb la sindrome Sjogren primaria (SSp).Dels 42 pacients 39 eren
dones i 3 homes, amb una mitjana d'edat de 58.76 anys (+ 13.13). D’entre
aguestes 42, 30 presentaven una SSp definida i 12 una SSp probable. De
les 42 mostres estudiades, 11 van ser classificades, d’acord amb la
classificacié histologica de Chisholm™®°, com a grau II, 11 com a grau Il i 17
com a grau V. Les tres mostres restants presentaven un predomini de teixit
fibros. La mitjana de temps d’evolucié de la simptomatologia clinica del grup
de pacients amb la SSp definida va ser de 58.13 (rang 0-240) mesos i el del
grup de pacients amb la SSp probable de 44.75 (rang 3-180) mesos. De
tots els pacients analitzats, n’hi havia nou amb £ 12 mesos d’evolucio clinica
en el moment de la biopsia, dels quals 4 presentaven en el teixit biopsiat un
grau Il, 1 un grau Ill, 3 un grau IV i 1 un predomini de teixit fibrés. Els 33
pacients restants tenien > 12 mesos d'evolucio clinica, 7 dels quals
mostraven en el teixit de la biopsia un grau Il, 10 un grau lll, 14 un grau IV i 2
un predomini de teixit fibrés.

Totes les biopsies demostraven un infiltrat cel.lular de predomini
mononuclear, fins i tot aquelles amb teixit fibrés. Vam trobar entre un 10 i
20% de céllules B (CD 20") i cap mostra presentava un centre germinal.
Entre les cél.lules CD3", predominaven les cél.lules CD4" i la freqiiéncia de

cél.lules CD8" variava entre un 1 i 20%.
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4.1 Expressio de |’ RNAm de citocines

a. En el total de mostres analitzades

L’expressio de citocines en la totalitat de les mostres analitzades va
demostrar una expressio de la IL-2 en 28 dels 40 pacients testats (70%),
'lFN-g en 13 de 40 (32.5%), la IL-4 en cap dels 41 pacients, la IL-10 en 37
de 40 (92.5%), el TNF-a en 31 de 39 (79.5%), el TGF-b en 39 de 39 (100%),
la IL-18 en 33 de 40 (82.5%) i la IL-12 en 31 de 40 (77.5%). Hi havia una
coexpressio de la IL-2 i de I'lFN-gen 12 de 40 pacients (30%). La majoria de
mostres demostraven un patré Thl de citocines, demostrable amb la
preséncia de la IL-2 i IFN-g, que coincidia amb una amplia expressio dels
inductors del patré Thl (IL-12 i IL-18) i amb I'absencia de la IL-4, principal

citocina del patr6 Th2 (Taula 4.1).

Taula 4.1: Expressi6 de citocines en pacients amb la Sindrome de Sjégren primaria

Citocina (n) SSp

IL-2 (40) *70.0 (28/40)
IFN-g (40) 32.5 (13/40)
IL-4 (41) 0 (0/41)
IL-10 (40) 92.5 (37/40)
TNF-a (39) 79.5 (31/39)
TGF-b (39) 100 (39/39)
IL-18 (40) 82.5 (33/40)
IL-12 (40) 77.5 (31/40)
IL-2+IFN-g (40) 30.0 (12/40)
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* Els resultats sén expressats com a percentatge de mostres positives, amb la fraccié de

positivitat/nombre total de mostres analitzades en paréntesis.

b. En pacients amb la sindrome de Sjogren primaria definida:

L’expressié de citocines en el grup de la SSp definida va demostrar
I'expressid de la IL-2 en 22 de 28 pacients testats (78.6%), 'lFN-gen 10 de
28 (35.7%), la IL-4 en cap dels 29 pacients, la IL-10 en 27 de 28 (96.4%), el
TNF-a en 21 de 27 (77.8%), el TGF-b en 27 de 27 (100%), la IL-18 en 23 de
28 (82.1%) i la IL-12 en 23 de 28 (82.1%). Hi havia una coexpressio de la IL-

2 amb I'lFN-gen 9 de 28 pacients (32.1%) (Taula 4.2).

c. En pacients amb la sindrome de Sjogren primaria probable:

L’expressio de citocines del grup amb la SSp probable detecta la IL-
2 en 6 de 12 pacients testats (50%), 'lFN-gen 3 de 12 (25%), la IL-4 en cap
dels 12 pacients, la IL-10 en 10 de 12 (83.3%), el TNF-a en 10 de 12
(83.3%), el TGF-b en 12 de 12 (100%), la IL-18 en 10 de 12 (83.3%) i la IL-
12 en 8 de 12 (66.7%). Hi havia una coexpressio de la IL-2 amb I'lFN-gen 3

de 12 pacients (25%) (Taula 4.2).

4.2. Comparacié de I'expressié de citocines entre pacients amb la

sidrome de Sjo6gren primaria definida i probable

No hi ha diferencia significativa entre els dos grups de pacients

estudiats. Les citocines relacionades amb el patré Thl (IL-2, IFN-g, IL-12, IL-

18, TNF-a) van ser expressades en gran part de les mostres estudiades, en
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canvi la IL-4 (patré Th2) no va ser detectada en cap biopsia. Altres citocines

amb activitat reguladora (TGF-b, IL-10) s6n ampliament en les biopsies dels
dos grups de pacients. La IL-2 es detecta amb més frequencia que I'lFN-g,
encara que la majoria de productors de IFN-gtambé presenten, a la vegada,

una expressio de la IL-2 (Taula 4.2).

Taula 4.2: Expressié del RNAm de citocines en pacients amb sidrome de Sjégren primaria

definida i probable

Citocina (n) SSpd SSpp p

IL-2 (40) *78.6 (22/28) 50.0 (6/12) 0.130
IFN-g (40) 35.7 (10/28) 25.0 (3/12) 0.716
IL-4 (41) 0 0

IL-10 (40) 96.4 (27/28) 83.3 (10/12) 0.209
TNF-a (39) 77.8 (21/27) 83.3 (10/12) 1.0
TGF-b (39) 100 (27/27) 100 (12/12) 1.0
IL-18 (40) 82.1 (23/28) 83.3 (10/12) 1.0
IL-12 (40) 82.1 (23/28) 66.7 (8/12) 0.411
IL-2+IFN-g (40) 32.1 (9/28) 25.0 (3/12) 0.725

* Els resultats sén expressats com a percentatge de mostres positives, amb la fraccié de
positivitat/nombre total de mostres analitzades en paréntesis.
(SSpd = sindrome de Sjogren primaria definida. SSpp = sindrome de Sjogren primaria

probable. p = probabilitat).

4.3.Expressio de citocines segons el grau d’afectacid histologica:

Descrivim I'expressio de 'RNAm de citocines en la glandula salival
menor en el conjunt de pacients amb la SSp, tan definida com probable, en

relacié amb el grau d’afectacio histologica.



a. grau ll:

La IL-2 va ser expressada en 5 d'11 pacients testats (45.5%), I'lFN-g
en 2 d'11 (18.2%), I'lL-4 en cap dels 11 pacients, I'lL-10 en 9 d'11 (81.8%),
el TNF-a en 9 d'11 (81.8%), el TGF-b en 11 d'11 (100%), la IL-18 en 9 d'11
(81.8%) i la IL-12 en 7 d'11 (63.6%). Hi havia una coexpressio d'IL-2 amb

IFN-gen 2 dels 11 pacients (18.2%).

b. grau llI

La IL-2 es detecta 8 de 10 pacients testats (80%), I'lFN-gen 4 de 10
(40%), la IL-4 en cap dels 11 pacients, la IL-10 en 10 de 10 (100%), el TNF-
aen7de9 (77.8%), el TGF-ben 9 de 9 (100%), la IL-18 en 7 de 10 (70%) i
la IL-12 en 7 de 10 (70%). Hi havia una coexpressio de IL-2 amb IFN-gen 3

de 10 pacients (30%).

c.grau IV

En aquest grup, la IL-2 va ser expressada en 12 de 16 pacients
testats (75%), 'lFN-gen 6 de 16 (37.5%), la IL-4 en cap dels 16 pacients, la
IL-10 en 15 de 16 (93.8%), el TNF-a en 12 de 16 (75%), el TGF-b en 16 de
16 (100%), la IL-18 en 15 de 16 (93.8%) i la IL-12 en 15 de 16 (93.8%). Hi

havia una coexpressié de IL-2 amb IFN-gen 6 de 16 pacients (37.5%).

d. teixit fibros:

La IL-2 estava present en 3 de 3 pacients testats (100%), I'lFN-gen 1

de 3 (33.3%), la IL-4 en cap dels 3 pacients, la IL-10 en 3 de 3 (100%), el

79



TNF-a en 3 de 3 (100%), el TGF-b en 3 de 3 (100%), la IL-18 en 2 de 3
(66.7%) i la IL-12 en 2 de 3 (66.75%). Hi havia una coexpressio de IL-2 amb
IFN-gen 1 de 3 pacients (33.3%).

No es va trobar cap diferéncia significativa estadisticament entre els
diferents graus d’afectacié histologica de les mostres analitzades ni en
relaci6 amb les mostres amb un predomini de teixit fibrés. Unicament cal
destacar un increment linial, perd0 sense significat estadistic, en la
coexpressié de la IL-2 i de I'lFN-g, que podia estar en relaci6 amb un
increment en la preséncia del patré Thl, a major grau d’afectacio histologica

(Taula 4.3).

Taula 4.3: Expressio de 'RNAm de citocines en la glandula salival menor en el conjunt de pacients amb

la sindrome de Sjogren primaria, tant definida com probable, en relaci6 amb el grau d'afedacio

histologica.

Citocina (n) I ]l v Fibr

IL-2 (40) *45.5 (5/11) 80.0 (8/10) 75.0 (12/16) 100 (3/3)
IFN-g (40) 18.2 (2/11) 40.0 ( 4/10) 37.5 (6/16) 33.3 (1/3)
IL-4 (41) 0 (0/11) 0 (0/11) 0 (0/16) 0 (0/3)
IL-10 (40) 81.8 (9/11) 100 (10/10) 93.8 (15/16) 100 (3/3)
TNF-a (39) 81.8 (9/11) 77.8 (719) 75.0 (12/16) 100 (3/3)
TGF-b (39) 100 (11/11) 100 (9/9) 100 (16/16) 100 (3/3)
IL-18 (40) 81.8 (9/11) 70.0 (7/10) 93.8 (15/16) 66.7 (2/3)
IL-12 (40) 63.6 (7/11) 70.0 (7/10) 93.8 (15/16) 66.7 (2/3)
IL-2+IFN-g (40) 18.2 (2/11) 30.0 (3/10) 37.5 (6/16) 33.3 (3/3)

* Els resultats sén expressats com a percentatge de mostres positives, amb la fracci6 de

positivitat/nombre total de mostres analitzades en paréntesis.



Il = infiltracié limfocitaria difusa; Il = un focus limfocitari ; IV = dos o més focus limfocitari; fibr = teixit

fibros.

4.4. Expressio de citocines en relacié amb la formacié o no de focus:

Analitzem I'expressié de citocines en les biopsies de glandula salival
menor segons la formacié o no de focus. De les 42 mostres, 14 no formaven
cap focus, 11 d’els gauls tenien un infiltrat limfocitari difus i tres un predomini
de teixit fiboros amb escassa presencia de limfocits, tots ells sense formacié

de focus; les altres 28 mostres presentaven 3 1 focus d'infiltrat limfocitari.

a. Mostres sense formaci6 de focus

L'analisi de la IL-2 va ser positiva en 8 de 14 mostres testades
(57.1%), 'lFN-gen 3 de 14 (21.4%), la IL-4 en cap dels 14 pacients, la IL-10
en 12 de 14 (85.7%), el TNF-a en 12 de 14 (85.7%), el TGF-b en 14 de 14
(100%), la IL-18 en 11 de 14 (78.6%) i la IL-12 en 9 de 14 (64.3%). Hi havia

una coexpressio d' IL-2 amb IFN-gen 3 de 14 pacients (21.4%).

b. Mostres amb un o més focus

L’expressio de la IL-2 es demostra en 20 de 26 biopsies testades
(76.9%), 'IFN-gen 10 de 26 (38.5%), la IL-4 en cap dels 27 pacients testats,
la IL-10 en 25 de 26 (96.2%), el TNF-a en 19 de 25 (76%), el TGF-b en 25
de 25 (100%), la IL-18 en 22 de 26 (84.6%) i la IL-12 en 22 de 26 (84.6%).

Hi havia una coexpressio de IL-2 amb IFN-gen 9 de 26 pacients (34.6%).
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c. Comparaci6 entre 0 focus i 3 1 focus

No es va trobar cap diferencia estadistica significativa en I'expressio
de les citocines, ni en el patré6 de predominancia Thl en comparar
I'expressio de citocina en relacio amb la formacié o no de focus d'infiltracié
limfocitaria. Es demostra només una tendencia no significativa en I'expressio
de citocines Thl i dels seus inductors ( IFN-g, IL-2, IL-12, IL-18) en les

mostres amb formacio de focus (Taula 4.4).

Taula 4.4: Expressié de citocines en la glandula salivar menor de pacients amb

la sindrome de Sjogren primaria en relacié amb la formacié o no de focus.

Citocina (n) Focus 0 Focus 31 p
IL-2 (40) *57.1 (8/14) 76.9 (20/26) 0.281
IFN-g (40) 21.4 (3/14) 38.5 (10/26) 0.316
IL-4 (41) 0 (0/14) 0 (0/27)

IL-10 (40) 85.7 (12/14) 96.2 (25/26) 0.276
TNF-a (39) 85.7 (12/14) 76.0 (19/25) 0.686
TGF-b (39) 100 (14/14) 100 (25/25) 1.0
IL-18 (40) 78.6 (11/14) 84.6 (22/26) 0.679
IL-12 (40) 64.3 (9/14) 84.6 (22/26) 0.234
IL-2+IFN-g (40) 21.4 (3/14) 34.6 (9/26) 0.484

* Els resultats s6n expressats com a percentatge de mostres positives, amb la

fracci6 de positivitat/nombre total de mostres analitzades en paréntesis.

p = probabilitat.
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45. Expressi6 de citocines segons el temps d’evolucid dels

simptomes clinics:

Hem analitzat i comparat I'expressio de citocines en les biopsies de
glandula salival menor de pacients amb la SSp segons els temps devolucio
clinica. El temps d’evolucié clinica va ser estimat des de linici de la
simptomatologia apreciada pel pacient fins al moment de la realitzacio de la
biopsia. Hem agafat un punt de tall arbitrari de 12 mesos d’evolucié clinica.

Dels 42 pacients estudiats, 9 pertanyen al grup amb £ 12 mesos d’evolucio

i 33 amb > 12 mesos.

a. Pacients amb £ 12 mesos d’evolucid

En 3 de 9 pacients testats (33.3%) es detecta la IL-2 i I'lFN-g, pero la
IL-4 en cap dels 9 pacients, la IL-10 en 7 de 9 (77.8%), el TNF-a en 5 de 9
(55.6%), el TGF-b en totes les mostres (100%), la IL-18 en 8 de 9 (88.9%) i
la IL-12 en 6 de 9 (66.7%). Hi havia una coexpressio de IL-2 amb IFN-gen

cap dels 9 pacients.

b. Pacients amb més de 12 mesos d’evolucid clinica

La IL-2 va ser expressada en 25 de 31 pacients testats (80.6%),
'IFN-g en 13 de 31 (41.9%), la IL-4 en cap dels 32 pacients, la IL-10 en 30
de 31 (96.8%), el TNF-a en 26 de 30 (86.7%), el TGF-b en totes les mostres
(100%), la IL-18 en 25 de 31 (80.6%) i la IL-12 en 25 de 31 (80.65%). Hi

havia una coexpressié de IL-2 amb IFN-gen 12 de 31 pacients (38.7%).



c. Comparaci6 de I'expressio de citocines entre els grups de pacients amb

£ 12 mesos i de > 12 mesos d’evolucié de la simptomatologia clinica

Utilitzant un punt de tall arbitrari de 12 mesos, demostrem un
increment estadisticament significatiu en I'expressio de la IL-2 i de 'lFN-gen
les mostres amb més temps d’evolucié clinica. La IL-2 va ser expressada en
el 33.3% (3/9) de mostres de £ 12 mesos, comparat amb el 80.6% (25/31)
de pacients amb > 12 mesos d’evolucio clinica (p=0.012). En cap mostra
(0/9) del primer grup es detectava IFN-g, comparat amb el 41.9% (13/31) del
segon grup (p=0.019). Aquesta diferencia es manté en valorar la
coexpressio de la IL-2 i de I'lFN-g; 0/9 mostres expressaven conjuntament la
IL-2 i de 'lFN-gen el primer grup, comparat amb el 38.7% (12/31) del segon
grup (p=0.037).

Les dues citocines inductores del patré Thl (IL-12, IL-18) es detecten
amb una gran expressio en tots dos grups de mostres estudiades. Hi havia
una expressio concomitant de la IL-12 i de la IL-18 en 29/40 mostres, i en
cinc mostres no s’expressava cap de les dues citocines. Només sis mostres

demostraven una discordancia en aquesta expressio (Taula 4.5).



Taula 4.5: Expressio de 'RNAm de citocines en la glandula salival menor de pacients amb

la sindrome de Sjogren primaria en relacié al temps d’evolucié de la simptomatologia clinica

Citocina (n) £12m >12m p

IL-2 (40) *33.3 (3/9) 80.6 (25/31) 0.012
IFN-g (40) 0 (0/9) 41.9 (13/31) 0.019
IL-4 (41) 0 (0/9) 0 (0/32)

IL-10 (40) 77.8 (7/9) 96.8 (30/31) 0.121
TNF-a (39) 55.6 (5/9) 86.7 (26/30) 0.065
TGF-b (39) 100 (9/9) 100 (30/30)

IL-18 (40) 88.9 (8/9) 80.6 (25/31) 1.0
IL-12 (40) 66.7 (6/9) 80.6 (25/31) 0.394
IL-2+IFN-g (40) 0 (0/9) 38.7 (12/31) 0.037

* Els resultats s6n expressats com a percentatge de mostres positives, amb la
fraccid de positivitat/nombre total de mostres analitzades en parentesis.

p = probabilitat. m = mesos.



5. DISCUSSIO

En aquesta tesi doctoral es compara I'expressio de 'RNAm d‘una
serie de citocines en la glandula salival menor de 42 pacients amb la
Sindrome de Sjogren primaria (SSp) definida i probable. Posteriorment
s’analitza aquesta expressio en relacido amb el grau d’afectacié histologica,
infiltracio limfocitaria i en relacié amb el temps d’evolucié clinica des de I'inici
de la simptomatologia clinica fins al moment de la biopsia. Hem analitzat el
tipus d’expressio de citocines en la glandula salival menor dels pacientsamb
la SSp per confirmar la predominancia d’un patré Th1 de citocines.

Els nostres resultats demostren que no hi ha diferéncia en I'expressié
de citocines entre els pacients amb la SSp definida i la SSp probable. Aixi
mateix, ni el grau d’afectacio histologica, ni el grau d'infiltracié limfocitaria fa
variar aquesta expressio de 'RNAm de citocines a nivell de la glandula
salival menor en la SSp. Confirmem una predominancia a favor del patré Thl
de I'expressio de citocines en la SSp, patr6 més evident en el grup de
pacients amb més temps d’evolucié clinica.

L’esquema de la discussio es basa en una analisi dels resultats de
cada citocina, agrupat d’acord amb el patré6 Thl/Th2 i de les citocines
proinflamatories en relaci6 amb la SSp definida i probable, al grau

d’afectacié histologica i al temps d’evolucio clinica.



5.1. Patro Th1l: IEN-qi IL-2

Interfer6 gamma (IFN-g)

L'IFN constitueix una familia multigeénica amb diferents tipus d’'IFN: IFN-a,
IFN-b 1 IFN-g. Actuen sobre receptors cel.lulars modulant la resposta
génica®®*. L'IFN-a i IFN-b sén produits per la majoria de cé llules en
resposta a una infeccié viral o per estimulacié d’'una doble cadena d’'RNA
natural o sintetica. Tenen gran activitat antiviral, pero, a altes concentracions,
el seu efecte és antiproliferatiu davant de cél.lules normals i tumorals.
Augmenten I'expressié del complex major d’histocompatibilitat (CMH) 1 i

I'activitat de les cél.lules natural killer (NK)?*?

. En canvi 'lFN-g és un potent
immunoregulador, segregat per limfocits T i B, i per céllules NK**® en
resposta a una estimulaciéo antigénica o mitogena. A més a meés en la
transcripcié génica de I'lFN-g actuen de forma sinérgica la IL-12 i la IL-18%%“.
El gen que codifica per I'lFN-g es troba en el cromosoma 12. Entre les
accions de I'lFN-g destaquen l'activaci6 de macrofags, l'augment de
I'expressio del CMH 1i I, la produccié de novo del CMH Il i la realitzacio
d'una funcié de contraregulaci6 del patré Th2 limfocitari**.

En l'analisi de les nostres mostres trobem una expressié positiva per
'IFN-g en una part de les biopsies analitzades, sense detectar diferéncies
entre la SSp definida i probable. Aquesta expressié tampoc és influenciada
pel grau d’afectacio histologic ni per la infiltracié limfocit&ia.

En canvi hi ha una major expressid, amb significat estadistic, en les

mostres obtingudes de pacients amb la SSp amb més temps d’evolucié
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clinica. L'IFN-g és una citocina d’expressié Thl, present en una part de les

mostres dels pacients amb la SSp, que contribueix en la confirmacié de la
preséncia del patr6 Thl en la SSp, més evident a més temps d’evolucié

clinica.

IL-2
La IL-2 és una glicoproteina codificada per un Unic gen situat en el
cromosoma 4. Es produida per limfocits T activats, sobretot CD4 *, i es

223 |aIL-2 és una citocina

activador dels limfocits T, cel.lules NK i macrofags
del patré Thl d’expressio citocinica. Interactua amb receptors de la IL-2 (IL-
2R) de superficie i indueix a una activacid, diferenciacio i creixement de
linies hematopoiétiques”*>diferents. L'infiltrat limfocitari i les cél.lules
epitelials de les glandules salivars menors de pacients amb la SS expressen
I'IL-2R*%°.

La majoria de les mostres analitzades dels nostres pacients amb la SSp
expressaven 'RNAm de la IL-2, sense diferencies estadistiques entre la SSp
definida i probable, independentment del grau d’afectacié histologic i de la
formacié o no de focus. En canvi hi ha una major expressio, amb significat
estadistic, en les mostres obtingudes de pacients amb més temps

d’evolucio clinica. La IL-2, citocina del patrd6 Thl, confirma amb la seva

positivitat aquest patr6 en la SSp.

IFN-g i IL-2



Les céllules Thl produeixen IFN-g i IL-2, que s6n mediadors de la

hipersensibilitat retardada i tenen capacitat de coestimular cel.lules B,
induint la produccié d’lg, sobretot IgGl i IgG3. El reconeixement dels
limfocits Thl només es pot realitzar mitjancant la identificacié de les
citocines, que son la IL-2 i I'lFN-g. La IL-2 és produida per limfocits Thliés
activador dels limfocits T, cel.lules NK i macrofags. L'IFN-g pot ser segregat
per limfocits T i B, com també per céllules NK, i activa els macrofags,
augmenta I'expressio del CMH 1 i I, i realitza una funcié de contraregulacio
del patr6 Th2*?®. Aquestes dues citocines intervenen també en la
diferenciacié de limfocits T CD8" cap a céllules citotoxiques actives®’.
L’activacio proinflamatoria de les cel.lules Thl, a través de les citocines com
a mediadors, indueix al desenvolupament de l'agressié tisular en les
malalties autoimmunes organ especifiques®®%?°.

Hi ha una expressio de I' RNAm de I'lFN-gi, en major grau, de la IL-2 en
les glandules salivals menors dels nostres pacients amb la SSp. Aqlest és el
patr6 Thl d’expressié de citocines en les glandules salivals menors de
pacients amb la SSp, més evident en les mostres de pacients amb més
temps d’evolucio clinica. L'augment d’expressié del patré Thl en les
mostres amb més temps d’evolucié clinica confirma un major grau de
polaritzacié Th1/Th2 trobada en la cronicitat de la resposta immunoldgica®®

també en la SS.

5.2. Inductors del patré Thl: Interleucina 18 (IL-18) i Interleucina 12

(1L-12)
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La IL-18 s’expressa en una varietat de cél.lules entre les quals es
troben les cél.lules de Kupffer, macrofags, céllules T i B, osteoblastes,
queratinocits, cél.lules dentritiques, astrocits i microglia. En canvi la IL-12 és
segregada per cel.lules presentadores d’antigen activades, com son les
céllules dentritiques, macrofags i céllules de Langerhans®'. La IL-18
comparteix propietats biologiques amb la IL-12, com és l'estimulacié de la
produccié d’IFN-g, la intensificacié de la citotoxicitat de les cél.lules NK i la
inducci6 a la diferenciacié del patré Thl. A pesar de la similitud funcional, la

232

IL-18 no té relaci6 estructural amb la IL-12°°“. Les ceéllules T i NK sén

estimulades per produir IFN-g per accio de la IL-18, en col.laboracié amb la

IL-12. Encara que la IL-18 per si sola no és capac¢ d’'induir la produccio
d’'IFN-g a partir de cél.lules T naive, ja que no expressen el receptor de la IL -
18 (IL-18R), hi ha un gran sinergisme entre la IL-18 i la IL-12 en la inducci6 a
la producci6 d’IFN-g. Aquest sinergisme es basa en la potenciacié de
I'expressioé de receptors de la IL-18 en la superficie de les cél.lules T naive

per accié de la 1L-12°**?** j en I'estimulaci6 de I'expressié de receptors de
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la IL-12 per accio6 de la IL-18°"°. Com a consequencia de lI'accié de la IL-12 i
IL-18 hi ha una up-regulacié reciproca dels seus receptors®*°. La IL-12 i la IL-
18 probablement també actuen de forma sinérgica a nivell de la transcripcio
del gen de I'FN-gf**. L’acci6 combinada de factors de transcripcié diferents
, activats de forma sinergica per la IL-12 i la IL-18, activen els promotors de

'lFN-g. Ratolins amb el doble deficit de IL-12 i IL-18 (double-knockout mice)

sofreixen d’un major defecte de la resposta Thl en comparacié amb ratolins



237 Aixd demostra la importancia de

amb un sol deficit (single-knockout mice)
lalL-12 i de la IL-18 en la resposta Th1.
El nostre estudi demostra I'expressio, tant de la IL-12 com de la IL-18,
en la glandula salival menor de pacients amb la SS primaria,
independentment de si es tractava d'un SSp definit o probable. Tampoc el
grau d’afectacié histologica influenciava, ni el temps d’evolucio clinica
canviava el grau d’expressié d’aquestes dues citocines. Quasi totes les
nostres mostres analitzades expressaven la IL-12 i la IL-18. Aquests
resultats confirmen I'actuacié dels inductors del patré Thl en la glandula

salival menor de pacients amb la SS primaria i demostren aixi la seva

preséncia en la SSp.

5.3. Patr6é Th2: Interleucina 4 (IL-4)

La IL-4 és segregada principalment per céllules T CD4", mastocits i
basofils. Actua sobre receptors de membrana de céllules T CD4*, CD§8",

2’ La IL-4 és necessaria per la diferenciacié de les

mastocits i cel.lules B
cel.lules Th naive en el subtipus Th2. Mdltiples estudis han demostrat in vitro
que l'addici6 d’IL-4 a cultius de cél.lules T naive CD4" indueix a I'expressio
del gen de la IL-4 i d’altres gens de citocines especifiques relacionades amb

238239 " A part d’'una regulacié positiva, hi ha elements

els limfocits Th2
descrits en la regulacié negativa del gen de la IL-4. Hi ha probablement un
element Thl especific en la regid 3' no transcrita del gen de la IL-4 que té

activitat repressora per a la produccié d’IL-4 en cel.lules Thl, peré no en
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cél.lules Th2?*°. Aquest estudi proposa I'activacié de I'inhibidor del gen de la
IL-4 en les cel.lules amb activitat Th1.

En concordancia amb aquests suposits, no hem trobat expressio de
'RNAmM de la IL-4 en cap mostra estudiada, independentment del grau
d’afectacié histologica, de la infiltracio limfocitaria, ni en relacié amb el temps
d’evolucié clinica. Aquesta abséncia de 'RNAm d’lIL-4 va ser absoluta i
confirmada amb controls positius i amb la utilitzacié de clons de cél.lules

Th2 que expressen la IL-4***

. Aixi no hi ha expressio de la IL-4 en les nostres
mostres de glandula salival menor de pacients amb la SSp. Ja que la I-4 és
el prinicipal representant de cel.lules Th2, podem afirmar una predominancia

del patr6é Thl en demostrar també I'abscencia del la IL-4.

5.4.Citocines proinflamatories

Interleucina 10 (IL-10), Transforming Growth Factor b (TGF-b) i

Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-a)

IL-10
La IL-10 es relaciona amb la immunopatogenesi d’una serie de malalties,

entre les quals s’inclouen el xoc septic, la SIDA, processos limfoproliferatius

242,243

i malalties autoimmunes . S’ha demostrat que la IL-10 produeix una

falta o disminuicié de la resposta immune, tant in vitro com in vivo*****°. L

a
immunosupressié que produeix la IL-10 s’atribueix, en part, a la seva
capacitat d’inhibir la sintesi de citocines com la IL-2, la IL-12 i I'INF-
g242,246,247

La IL-10, considerada inicialment com a citocina Th2, és

produida en humans també per ce l.lules B, monacits i cél.lules Thl. Per tant,
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avui en dia esta deamostrat que no €s una citocina Unicament derivada de
cél.lules T2*°.

Quasi totes les mostres analitzades en aquest estudi eren positives per
'expressio de 'RNAm de la IL-10, independentment del grau d’afectacio
histologica, de la formacié o no de focus, ni variava en relaciéo amb el temps
d’evolucié clinica de la malaltia. Les sondes utilitzades en aquest estudi per
la deteccio de I'expressié de la IL-10 tenien menys d’'un 50% d’homologia
amb qualsevol gen del virus d’Epstein Barr (VEB). Aixi podem afirmar que la
positivitat en les nostres mostres per la IL-10 no corresponia a una
homologia amb el gen BRCF1 del VEB, com suggeria Boumba et al**

previament. La IL-10 va ser definida inicialment com a citocina Th2, pero

posteriorment s’ha demostrat que també és produida per macrofags **°,

250 251 252

limfocits B, queratinocits™", en la placenta®™ i probablement en altres
texits o fins i tot per limfocits Thl, a part dels Th2. Llorente et al*®® va
demostrar que els limfocits B i els monocits poden expressar la IL-10 en la
sindrome de Sjogren, artritis reumatoide i lupus eritematos sistemic.
Probablement, en pacients amb la SS primaria, I'expressio de la I-10 a
nivell de la glandula salival menor reflecteix una contraregulacio o down
regulacié de la predominancia dels limfocits Thl, més que una expressio
d’un patr6 de limfocits Th2. Aixi, podem afirmar que no é€s una contradiccio
de trobar una alta expressid d’IL-10 en les mostres analitzades |,
probablement, aquesta expressio d’IL-10 en la SSp és un exemple de la

complexitat de regulaci6 de les respostes immunologiques in vivo,

demostrant la interrelacio dels diferents patrons immunologics.
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TGF-b
El TGF-b és produit per cé lLlules epitelials i endotelials de diferents

teixits, per macrofags i limfocits activats, i algunes cél.lules mesenquimals

254,255,256

com els fibroblasts activats El TGF-b és quimiotactic pels

fibroblasts i céllules inflamatories, perd, a més a més, té propietats

immunosupressores i inhibeix en cert grau la proliferacio i diferenciacié de

limfocits T i B*>* i inhibeix també la produccié d’enzims proteolitics en

257

malalties autoimmunes®’. Aixi, el TGF-b és una citocina amb multiples

funcions, involucrada en la immunoregulacio, perd també intervé en el
desenvolupament embriologic, en la tumorgenesi, curacio de ferides i en la
:258

fibrosi®>". Actualment es creu que hi ha un subgrup de cel.lules anomenades

Th3 que es defineixen per la produccio del TGF-b amb activitat supressora

259,260

de la resposta autoimmune . Les glandules salivals, tant de persones

215261 probablement

sanes com de pacients amb la SS produeixen TGF-b
el TGF-b actua com a immunoregulador natural en les glandules salivals i
podia actuar negativament davant de la progressié de la malaltia en la
SS*%%. A favor d’aquest concepte va I'estudi amb TGF-b knock-out mice, en

els quals es desenvolupa una clinica de SS°®.

En aquest context,
I'expressié del TGF-b pot significar una contraregulacié de [l'activitat
inflamatoria en la SS.

Totes les nostres mostres expressaven el TGF-b, independent de si es

tractava de pacients amb la SS primaria definida o probable i del grau

d’afectacié histologica. Tampoc el temps d’evolucié de la malaltia tenia



influencia sobre I'expressié d'aquesta citocina. Aquestes troballes

suggereixen un efecte compensatori i antiinfamtori del TGF-b, per

contrarrestar I'efecte immunologic de les citocines Thl amb la seva acci6

inflamatoria i de lesio tisular. Els nostres resultats estan en concordanca

264

amb els resultats de Koski et al”™", que detecta TGF-b tant en pacients amb

la SS primaria com secundaria.



IL-10i TGF-b

La forma com la IL-10 i el TGF-b indueixen a una acci
d'immunosupressio in vivo no és ben coneguda. Aquestes dues citocines
tenen propietats caracteristiques d’immunosupressio, tant a nivell de la
induccié com en la fase efectora de la resposta inflamatoria mediada per

265,266

cellules T . Invitro la IL-10 inhibeix la proliferacio i secrecié de citocines

induida per antigens i disminuei x la sintesi de citocines inflamatories®”%® i,
a més a més, té un efecte directe sobre cél.lules T CD4", i suprimeix la

269

secrecio de la IL-2 i del TNF-a“"". Igual que la IL-10, el TGF-b actua sobre

les cel.lules presentadores d’antigen, amb disminuicié dels nivells de la IL-
12°"°. Actualment es creu en I'existéncia d’una tercera poblacié limfocitaria
Th3 reguladora, secretora sobretot de la IL-10 i del TGF-b, amb propietats
immunosupressores. Aquesta resposta immunomoduladora és tant a nivell
de malalties amb patrons de predominancia Thl, com demostra la presencia

d'lL-10 i de TGF-b en la colitis de ratolins amb la immunodeficencia

combinada®’*

, com en malalties amb patré Th2, com és el cas de la nefritis
. 272 . T . 273
autoimmune”’© o en la tiroiditis autoimmune”"”.

L’alt grau d’expressio de la IL-10 i del TGF-b en la glandula salival menor
de pacients amb la SS demostra la necessitat de regulacié o
contraregulacié del procés immunologic, probablement com un intent de
frenar I'afectacié autoimmune i de la lesio tisular produida en la SS. Podem

afirmar la presencia de la IL-10 i del TGF-b en la SS, probablement

produides per limfocits reguladors o Th3.



Tumor necrosis factor a (TNF-a)

El TNF-a és una proteina produida per ce llules T, B, natural killer cells,

macrofags i mastocits®*

. Té activitat proinflamatoria en el xoc endotoxic, en
la inflamacio tisular i en les malalties autoimmunes, pero I'exposicid
prolongada al TNF-a podia tenir també efectes antiinflamatoris i
protectors®’®. La produccié del TNF-a influeix en la resposta Thil, en
conjuncié amb la IL-12 i el IFN-g, activa en la malaltia de Crohn cél.lules T de
la mucosa intestinal i demostra un perfil Thl caracteristic>’>. El TNF-a
intervé també en altres malalties organ especifigues amb un patr6 Thl
d’expressio de citocines, com és la artritis reumatoide i I'esclerosi multiple,

7% Sobre les

amb activitat proinflamatoria, de diferenciacio i de mort cel.lular
cél.lules T activades el TNF-a incrementa el numero de receptors per a la IL-
2, i augmenta la proliferacié i la produccié d’INF-ginduides perla  IL-2*"".
En les mostres de les glandules salivals dels nostres pacients amb la SS
primaria, la majoria expressaven el TNFa, independent de si es tractava
d'un SS primari definit o probable, del grau d’afectacié histologica o de la
infiltracio limfocitaria. Pero hi havia una tendéncia a una major expressio del
TNF-a, sense significat estadistic, en les mostres de pacients amb més de
12 mesos de temps d’evolucié de la simptomatologia clinica. Aquests
resultats confirmen també en la SS primaria la tendencia a I'expressio del
TNF-a, amb major expressié a més temps d’evolucié, com passa amb les

citocines del patré Thl, analitzades en aquest estudi. No podem demostrar

si laugment d'expressi6é del TNF-a al llarg del temps és per accid
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proinflamatoria o per contrarestar I'efecte inflamatori com suggereix Cope*”*
en algunes malalties autoimmunes. Pero 'augment d’expressio en el temps,

tant del TNF-a com de la IL-2 i IFN-g en els nostres pacients amb la SSp,
suggereix qué I'expressio del TNF-a és en relacié amb I'activitat inflamatoria

i no fa pensar en una activitat supressora de la malaltia autoimmune.



5.5. El balan¢c Th1li Th2

Als anys 60 el descobriment de les céllules B i T van marcar la
immunologia, als 70 eren les céllules T reguladores, sobretot el
compartament CD4. Als 80 es va demostrar que aquests compartaments
podien ser subdividits i apareixien els marcadors fenotipics de superficie,
com les isoformes CD45. Es descobreixen les diferents funcions de les
céllules T CD4", amb les activitats helper i supressora. Intervé la funcié del
complex major dhistocompatibilitat (CMH) i posteriorment apareix
I'evidéncia que gens no relacionats amb el CMH regulen el balan¢g Th1/Th2.
Aixi cada cop creix la importancia de les citocines i del fet que diferents tipus
de citocines eren responsables de diferents respostes immunologiques®’®.
El descobriment decisiu és la separacié del patré de citocines en dos
subtipus, Th1 i Th2*”°. Des d'aquest temps, el paradigma Th1/Th2 cada cop
es consolida més i també el descobriment de la seva funcio.

Les céllules Thl actuen en la hipersensibilitat retardada, en la
inflamacié cronica i intervenen en la proteccié enfront de patogens
intracel.lulars, mentres les cél.lules Th2 estimulen la resposta mediada per
anticossos, sobretot IgE i intervenen en la defensa de patdogens
extracel.lulars. La majoria de cel.lules en persones sanes estan en repos i no
produeixen cap citocina. Quan s’estimulen i depenen del tipus d’estimulacid,
una part d’aquestes cél.lules, naive o de memoria, produeixen i segreguen
un dels marcadors caracteristics, IFN-g i IL-2 pel patré Thl o IL-4 pel patr6é
Th2. La proporcio de cel.lules Thl i Th2 varia en respostes immunologiques

diferents i en relacio amb el tipus de malaltia immunologica i, probablement,



pot ser per si mateixa una causa de malaltia i no només una consequencia.
D’aqui la importancia del concepte del balang Th1/ThZ®°. La iniciacié de la
divisié cellular després de l'activacid mitjancant el receptor cel.lular dels
limfocits T (TCR) és el pas critic per I'expressié genica de citocines que

&81,282

marcara |'expressio fenotipic Les cellules T amb capacitat de

segregar citocines tant del patrd6 Thl com Th2 i d’altres son les cél.lules T

precursores, anomenades cél.lules Th0*®

, que a la vegada deriven de
cél.lules T naive o virgen. Sota la influencia de factors ambientals, d’estimuls
antigenics, de la via d’entrada de I'antigen, de la forma fisica i de la dosi de
I'antigen, com dels factors coadjuvants, es determina la diferenciacio de les
céllules T i del patr6 de citocines que aquestes cél.lules produeixen®®*. La
preséncia inicial de la IL-4 és I'estimul més potent per la diferenciacié Th2,
mentre que la IL-12, IL-18 i 'IFN-g ho son per al desenvolupament del patré
Th1?®°. Les citocines produides per cada subgrup actuen com el seu propi
factor de creixement autocri i a la vegada com a contrareguladores del patro
contrari*®®%®’.

Els limfocits Thl s’identifiquen perqué sén productors d’IFN-gi IL-2, a
part de poder segregar també TNF-b. Les cél.lules Th2 s’identifiquen per la
detecci6 sobretot d’'IL-4, a part de poder sintetitzar IL-5, IL-6, IL-10i IL-13. La
IL-12 i la IL-18 s6n inductores del patré Thl, mentre que el TNF-a té activitat
proinflamatoria. Actualment es creu que hi ha un subgrup de cél.lules T,
anomenades Th3, que es defineixen per la produccié del TGF-b i 'lL-10,

amb activitat supressora de la resposta autoimmune. La IL-10, considerada

inicialment com a citosina Th2, es produida en humans també per cé l.lules
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B, monocits i cel.lules Thl i té activitat immunoreguladora. Per tant no es pot

considerar com a citocina Unicament derivada de cél.lules T.

5.5.1. El balan¢c Th1/Th2 en malalties autoimmunes

En  lencefalitis  autoimmune  experimental les  céllules
autopatogéniques son céllules T amb fenotip Thl d’expressié de

citocines®®2%°

. Un patré similar es troba en la diabetis no obesa de ratolins,
on la transferéncia de cél.lules T CD4" transgéniques especifiques per a
autoantigens pancreatics amb patré Thl indueixin vitro al desenvolupament

de la malaltia®®®

. Aixi, probablement moltes malalties autoimmunes organ
especifiques presenten un patr6 Thl. Es el cas de lartritis reumatoide, de la
diabetis mellitus insulinodependent, de I'esclerosi multiple, d’algunes de les
malalties tiroidals autoimmunes i de la malaltia inflamatoria intestinal, entre
altres. En canvi trobem un patr6 predominantment Th2 en les afectacions
al.lergiques, com I'asma, en I'esclerodermia, en el LES, en 'embaracien la
infeccio pel VIH?*.

Actualment el balan¢ Th1l/Th2 és el factor més important en la
induccié i regulacié de l'autoimmunitat. La majoria de malalties organ
especifiques s’inicien per cél.lules Thl, que activen macrofags i estimulen la
produccié d’anticossos fixadors del complement, responsables de la
inflamacid i del dany tisular. En canvi, cél.lules Th2 produeixen citocines amb
activitat antiiflamatoria, igual que el TGF-b, la IL-10 i el TNF-a*%*. El

desequilibri d'aquest balan¢ és la causa probable d'alteracions

immunologiques.
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5.5.2. El balan¢c Th1/Th2 en la Sindrome de Sjogren

Oxholm et al**®

el 1992, descriu I'expressié de citocines en pacients
amb la SS primaria i la compara amb la de pacients sans. Demostra per
tecniques immunohistoquimiques i no per técnica de la reaccié en cadena
de polimerasa previa conversi6 de I'RNAm en DNAc via transcriptasa
inversa (RCP-TR), la presencia, entre altres, de TNF-a i d'IFN-g en la
glandula salival menor de pacients amb la SSp. ElI grup control no
expressava aquestes citocines i ho atribueix a la infiltracio limfocitaria amb la
formacio de focus en la glandula salival de pacients amb la SSp. El nostre
estudi confirma la presencia d'aquestes citocines en la glandula salival
menor de pacients amb la SSp, perd demostra que la preséncia d’aquestes
citocines és consequeéencia de l'infiltrat limfocitari, i no de la formacié de
focus, com indica la mateixa presencia d’aquestes citocines en pacients
amb la SSp amb i sense formacio de focus.

El gup de Fox i col.laboradors®** , el 1994, estudia la preséncia de
citocines en la glandula salival menor, en sang periferica i en saliva de
pacients amb la SSp amb técnica quantitativa RCP-TR. Detecta la
presencia d'IL-2, d’'IL-10 i d'IFN-g en la glandula salival en pacients amb la
SS, amb abséncia de IL-4 i IL-5, i suggereix un patré Thl. Demostra una
diferéncia entre els nivells locals de la produccié de citocines en I'drgan
diana i els nivells d’aguestes en sang periferica, i suggereix la importancia
de la detecci6 del patr6 de citocines en I'organ diana ja que no hi ha un patro

equiparable en sang periférica. També demostra la produccié d’'IL-10 per
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part dels limfocits T CD4" i d’IL-1, d'IL-6 i de TNF-a per part de les cél.lules
epitelials. Tal com descriu Fox, el nostre estudi presenta una concordanca
amb el seu i amplia la prepoderancia del patr6 Thl, al demostrar la
presencia dels inductors d’aquest patroé, la IL-12 i la IL-18.

215 el 1995, utilitza técniques d’hibridacié in situ en

Boumba et al
combinacié amb la d'immunohistoquimica i detecta a les glandules salivals
menors de pacients amb la SSp la preséncia del TNF-a i de la IL-1b,
produits tant per macrofags com per limfocits, e ssent mediadors importants
dels fenomens immunologics i inflamatoris. Només detecta en tres mostres
una expressié d'IFN-gi del TGF-b i en algunes poques la presencia d’IL-4, a
diferencia d’'una amplia expressio de la IL-2. Dels 12 pacients amb la SSp
inclosos en aquest estudi, només en tres s’havia estudiat la IL-10 i no la
detecta en cap d'ells. Suggereix que en els estudis previs realitzats per
Fox*** amb una alta prevalenca de la IL-10 en pacients amb SSp, aquesta
prevalenca podia ser a causa de la utilitzacié de sondes en la PCR amb una
alta homologia de sequeéencies dels gens del virus d’Epstein-Barr. Les
sondes utilitzades en aquesta tesi doctoral per a la deteccié de la IL-10
només tenien una homologia de menys del 50% amb qualsevol gen del VEB
i per tant la preséncia elevada de la IL-10 en les nostres mostres no és a
causa de I'homologia del gen BCRF1 del VEB, com suggeria Boumba
sobre 'estudi de Fox.

Ohyama et al**®, el 1996, descriu I'expressié de citocines en la
glandula salival de 15 pacients amb la SS primaria i secundaria amb la

utilitzacioé de les técniques de la PCR-TR. Detecta a totes les mostres IL-2,
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IFN-g, IL-10, TGF-b i IL-6 i suggereix un paper d’aquestes citocines en la
induccié o manteniment d’aquesta malaltia autoimmune. També detecta en
8 6 dels 15 pacients IL-4 i IL-5 respectivament, pero amb pacients amb una
major proporcié de cellules B en la glandula salival menor, i considera
aquesta major presencia de citocines Th2 en relaci6 amb una possible
expansié de céllules B amb activitat o resposta humoral. Tots els seus
pacients presentaven una expressio Thl de citocines independent de la
presencia o no d’'IL-4 o IL-5. La preséncia d’'IL-10 en totes les mostres, com
a lestudi de Fox’*, fa pensar que les céllules T CD4" siguin també
productores de la IL-10 en la SS. També estudia la preséncia d’'IL-12 i la
demostra en la majoria de mostres, considerant-la com a accelerador de
l'activitat Th1.

Konttinen i col.laboradors®®* presenten, el 1999, un estudi realitzat en
pacients amb la SS i controls sans, on confirmen la preséncia, en la majoria
de glandules salivals menors de pacients amb la SS, d'IFNg i 'absencia
d’IL-4, i suggereixen també un patré Thl. Pero a més a meés detecten IFN-g
en pacients sans i consideren que la produccio local d’IFN-gno és especific
de la SS i proposen que les glandules salivals normals formin un “locus
minoris resistentiae”, a causa de la sintesi basal d’'IFN-g. A part, troben una
menor produccié d’'IL-2 en les seves mostres, i consideren I'existencia d’'una
baixa proporcido de céllules amb positivitat per al receptor de la IL-2.
Aquests resultats contrasten amb els obtinguts previament pel nostre grup
amb I'expressio del receptor de la IL-2 en pacients amb la SS en [l'infiltrat

limfocitari i en cél.lules epitelials, amb I'abséncia de I'expressio esmentada
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en el grup control?*®

. Els nostres resultats estan en concordanca amb la
presencia d'un patr6 Thl, pero trobem una major expressio de IL-2 que
d’IFN-g, més evident en pacients amb més temps d’evolucio clinica. En els
dos estudis s’ha utilitzat la técnica de la PCR-TR per I'amplificacio i deteccio
d’RNAm. La diferencia étnica entre els pacients del nostre grup (conca
mediterrania) i les estudiades del grup de pacients de Konttinen
(finlandesos, anglosaxons) podia haver influit en la diferéncia de resultats
obtinguts. A pesar de les diferéncies observades, no hi ha discrepancia en la
predominancia d’'un patré Thl, amb I'expressiéo de la Il-2 i de I'lFN-gi
'absencia d'IL-4.

Els diferents estudis desenvolupats en els Ultims anys sobre
I'expressid de citocines en la sindrome de Sjogren primaia demostra, en
linies generals, la presencia d’'un patré6 Thl amb la deteccié d’'IL-2 i d'IFN-gi
la menor prevalenca o abséncia d’IL-4. Els resultats de la tesi confirmen la
presencia d’aquest patré6 Thl, amb la major preséncia d’aquestes dues
citocines, IL-2 i IFN-g. Aquest patré Thl es reforca amb I'absencia de la IL-4

en totes les mostres dels nostres pacients amb SSp. Aquesta abséncia d’IL-

4 contrasta amb els resultats obtinguts per Ohyama’'®, perd concorda

214 215 -

. Boumba®*® i Konttinen**

anpliament amb els estudis de Fox . L'abséncia
d’'IL-4 en les mostres analitzades en aquesta tesi va ser absoluta i ben
confirmada, utilitzant clons de céllules T amb expressié Th2 com controls
positius®**. A més a més es reafirma aquest patré Th1 amb la deteccié de la

IL-12 i la IL-18. La majoria de les glandules sdivals estudiades presenten la

IL-12 i quasi totes la IL-18, per primera vegada estudiada en la SSp.
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Aquestes dues citocines son inductores del desenvolupament i diferenciacio
del patr6 Thl. Una coexpressio de les dues citocines es troba en la majoria
de mostres, cosa que suggereix la seva participacid en la induccié i
manteniment de la dominancia Thl en la SS. Part de les mostres de pacients
amb la SSp expressen I'IFN-g i la majoria IL-2, d’acord amb els estudis

préviament descrits?14:215:216,294

, Independentment de si es tracta d’'una SSp
definida o probable. En agafar el conjunt de mostres amb la SSp, en no
detectar diferéncies entre els dos grups, tampoc es demostren diferéncies
segons el grau d'afectacié histologica ni en relaci6 amb el nombre de
formacié de focus limfocitaris. La coexpressié d’'IL-2 i IFN-g en les biopsies
de pacients amb més temps d’evolucié clinica es relaciona de forma
significativa amb una major expressié d’aquestes citocines. Aquest
increment en I'expressio de les citocines efectores del patré Thl (IL-2 i IFN-
g) en pacients amb evolucié llarga de la malaltia, no és detecta pels seus
inductors (IL-12, IL-18) que soOn presents en la majoria dels casos,
independent del temps d’evolucié clinica. Aquest fet podia significar que
'expressi6 Thl en la SSp sigui una consequéncia de [l'estimulacio
sequencial dels limfocits in situ al llarg del temps. Un estimul ideopatic inicial
donaria lloc a la produccio in situ de les citocines inductores de malalties
organ especifiques per part de macrofags o altres cél.lules inflamatories i, en
una segona fase, es produiria, mitiancant la transcripcié genica en els
limfocits i sota la influencia de les citocines inductores, la sintesi i

alliberament de les citocines Th1l.
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Quasi totes les biopsies estudiades en aquest treball expressaven la
IL-10. Hi ha una certa discordanca amb les descripcions fetes per Boumba
et al*’®, que no detecta IL-10 en cap de les seves mostres estudiades i
suggereix que els resultats anteriorment publicats per Fox i col.laboradors™*
podien tenir relaci6 amb una major homologia de les seves sondes per
detectar IL-10 amb sequéncies geniques del VEB i presentar una expressio
falsament positiva. Els resultats descrits en aquesta tesi confirmen la
presencia d’IL-10 en la majoria de mostres, i les sondes utilitzades
presentaven menys d’'un 50% d’homologia amb la sequéncia génica del
VEB. A més a més, si analitzem detalladament les dades sobre la falta
d’expressio d’'IL-10 en l'estudi de Boumba es dedueix que dels pacients
amb la SSp estudiats, Unicament en 3 de les 12 mostres s’ha testat la
presencia per la IL-10. Com que nomeés es va estudiar la IL-10 en un nombre
reduit de pacients descrits, no es pot treure cap afirmacio sobre la IL-10 en
la SS de l'estudi Boumba. Els nostres resultats confirmen i estan en

* i Ohyama®*® sobre

concordanca amb les afirmacions anteriors de Fox**
I'expressio d’IL-10 en la SSp. Probablement I'expressié d’IL-10 és més una
consequeéncia de la seva produccié per macrofags, limfocits B o limfocits
Thl, que no pas una expressio Th2 like.

La detecci6 del TNF-a en la majoria de mostres és similar als
resultats observats per Boumba®*® que troba una amplia produccié per part

de les cel.lules limfocitaries i dels macrofags. EI TNFa, com la IL-1 i IL-6,

intervenen en fenomens immunologics i inflamatoris i la seva produccié local

295 214

intervé en la destrucci6 tisular local Fox et al”™" demostra la produccio
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del TNF-a per part de les cellules epitelials de les glandules salivals en
pacients amb la SS. La producci6 de citocines proinflamatories a nivell de
les cel.lules epitelials fa pensar que les cél.lules epitelials tinguin un rol actiu
en la resposta autoimmune.

L’estudi sobre I'expressio de citocines fetes en les glandules salivals
menors de pacients amb la SSp definida i probable demostra que no hi ha
diferencia en I'expressio de citocines, en les citocines inductores, ni en el
patr6 de predominancia Thl entre els dos grups. Aquests resultats
suggereixen que la formacié de focus d'infiltracié limfocitaria no és, en
definitiva, el marcador diagnostic histologic de la SS, sind que l'estudi
molecular i, en concret, I'estudi de I'expressio de citocines hauria de ser el
criteri diagnostic. Probablement caldria analitzar el patré6 d’expressio de
citocines en les biopsies de glandula salival menor de pacients amb la SS i
demostrar la presencia d’un patré Thl pel diagnostic de la SS. L’analisi de la
preséncia de la IL-2 i del IFN-g i 'absencia de la IL-4 serien suficients per
demostrar aquest patro.

L’analisi de I'expressié de citocines en la SSp en relaci6 amb els
diferents graus d’afectacié histologica no van donar lloc a cap diferéncia
estadistica, i van demostrar el patré Thlila preséncia de les seves citocines
inductores en les diferentes mostres, independentment del grau d’afectacio
histologica. No es va demostrar cap diferencia a major grau d'afectacio
histologica, ni tampoc en les tres mostres amb predominancia de teixit fibrés.
La presencia de la IL-10 i del TGF-b en la majoria de les mostres de glandula

salival menor de pacients amb la SSp fa suposar la preséncia, a part del
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patr6 Thl, de |limfocits amb activitat immunosupressora o0

immunoreguladora.
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6. CONCLUSIONS

1. No hi ha diferencia en I'expressié de 'RNAm de citocines en la
glandula salival menor en pacients amb la Sindrome de Sjogren primaria

definida i probable.

2. El patr6 predominant d’expressio de citocines en la glandula salival

menor en pacients amb la Sindrome de Sjogren primaria és un patré Th1.

3. LalL-12 i la IL-18 s6n inductores del patré Thl en la sindrome de

Sjogren.

4. L'expressio de 'TRNAm de citocines no varia en relacio amb el grau

d’afectacié histologic ni en relacié amb el nombre de formacio6 de focus.

5. Els pacients amb la sindrome de Sjogren primaria amb més temps

d’evolucio clinica presentaven un increment significatiu de I'expressio del

patré Thl.
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