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AGRAIMENTS

Ja fa dies que dono voltes al fet que en algun mobimavia d’escriure un dels apartats mes
llegits de qualsevol tesi: els agraiments. | na sasca facil, perqué sén moltes les persones que

d’alguna manera o altre, sovint sense ser-ne gamsgim’hauran ajudat a arribar fins aqui.

Aquesta historia comenca just abans d’acabar ldemsa a I'antic despatx de la Mariona, bé,
en aquell moment potser era una mica mes la Drhi @ha mica menys la Mariona...Recordo
gue quan ella em va preguntar quines eren les nmawvésacions per trucar a la seva porta, li
vaig respondre que creia que a la vida hi pot hamarmica de temps per tot, que durant els anys
de residéncia m’havia format bé per veure pacigrgs) que entenia la medicina com alguna
cosa una mica més amplia i que tenia curiositaspber i entendre qué era aixo de la recerca.
Des d’aleshores ha plogut molt i crec que hem regat un llarg cami plegades. La Mariona
pels qui no la conegueu gaire a banda de ser la diggctora de tesi, és una persona que
desperta entusiasme amb tot el que fa, és engoracadiesperit optimista i plena d’idees.
Durant aguests anys he tingut el privilegi i I'déade conéixer-la més d’aprop i puc garantir que
la mateixa saviesa que demostra resolent un cas pHaient complicat o escrivint un article
novedos també és present en el seu dia a dia pér&wdentment el meu primer agraiment s
doncs per la Mariona, perque aquesta tesi i tquelm’ha succeit en els darrers anys no hagues

estat possible sense ella.

Des de que tinc memoria he volgut ser metge. | @mosafortunada per tenir-ho tan clar i viure

la meva professié com una vocacio. Pero recone@quino hi he arribat tota sola. Moltes son



les persones que al llarg de molts anys han caiittibensenyar-me “a fer de metge”. Sant Pau
va ser la meva primera escola i la Dra Mireia Rungreferent. Amb la Mireia vaig aprendre
moltes coses com ara que no tot és als llibresei per ser un bon metge cal tenir una
metodologia que no significa només seguir protocit® com deia ella “aprendre a pensar”. La
Mireia €s a meés responsable del meu primer congéexkela recerca ja que gracies a ella i al Dr.
Ballester, vaig fer la meva primera estada curten ahes en un laboratori de Philadelphia on el
Dr Jagat Narula estudiava apoptosi cardiaca. Laidia estat i €s: mestre, amiga i sovint angel
de la guarda.

De la meva época a St. Pau també donar les gr@dzrs Emilio Ortega. Aleshores resident de
guart any d’endocrinologia. En I'actualitat tambée de donar les gracies per fer-me riure en

epoques dolentes.

La meva segona i gran escola: I'Hospital Clinics@dels adjunts de medicina interna, residents
de les altres especialitats on vaig rotar, infeeseadministratives i treballadores socials seria
molt llarg enumerar tots els que han contribuiaarieva formacié. Bons i dolents de tots he
aprés alguna cosa. Pero alguns destaquen en npmgpnagprimer lloc el Dr. Josep M Grau amb
qui a part de trobar-hi un molt bon metge i hayaes d’ell, allo que la Mireia Puig en deia
“aprendre a pensar”, hi he trobat un bon amic quaardubtat en ajudar-me en cada ocasio que
ha tingut. | dels adjunts de medicina un agrainespiecial al Dr Alex de la Sierra, Dr Jordi
Casademont i Dr Cesc Cardellach. No em voldria atelgs Urgéncies, on vaig compartir
guardies amb tres grans mestres: Ernest Braguégré Espinosa i Jota Alonso. La Carme

Queralt neix a Urgéncies i fins a dia d’avui quenmba abandonat.



Pero els que sobretot es convertien en el teu-sades els primers anys d’aprenentatge i als qui
segurament mai no agrairé prou que sempre hi fos&imels residents grans. Donar les gracies a
en Francesc Fatj0o perque sense cap mena de dutveirai segueix traient moltes coses bones
de mi , a la Gloria Garcia per la seva paciénogatis comu, amistat i per tot el que hem
compartit i espero seguirem compartint, a en P&#stro per preocupar-se tant per mi, a en
Joan Carles Trullas pel seu sentit de I'hnumor n&/&tor Gil per les nostres escapades en bici
després de les guardies. Un record molt especiacd p@ Ramon Mora a qui malauradament ja
no puc agrair res personalment. | evidentment&irkai a la incondicional Bea. El Clinic sense
la Bea no hagués estat el mateix. Li vull donamglegies pel seu suport en tot moment i per tot
el que hem viscut plegades. | em queda I'Aitor &lzar, el meu company de promocié més

estimat i bon amic més enlla de la medicina.

Dins el Clinic vull donar les gracies a la petiganilia de I'AVI. L’AVI ha significat una gran
escola de la vida. Durant els meus anys de guardiainitat m’he hagut d’enfrontar a situacions
complicades i pacients dificils perd sempre he d¢atrgamb el Dr Nicolas, en Pedro, 'Anna i un
magnific equip d’infermeria. En Nico em va transmeaina altra gran concepte: “avancar-se al

malalt”. Sovint veure’l treballar ha estat un piegi. L’Anna la meva mare-amiga.

Aquesta tesi no hagués estat possible sense els coewpanys del “grup de vasculitis”. En
primer lloc 'Ester Lozano, per no perdre mai emsmire i haver-me obert les portes del
laboratori, en Marc Corbera pel seu bon tarann8Ester petita pel seu entusiasme i per haver

donat I'empenta final. També les gracies a en 8d?Pgeto, a en Pepe Hernandez a qui sempre li



estaré en deute per haver-me vingut a reclutafoperar part d’aquest grup de gent, i a 'Anna
Garcia, modestia i seny tot en un.
| abans de deixar el Clinic, dues persones mésSaami Nogué i I'Oscar Mir6, que em van

introduir en el mon dels abstracts i les publicasio

I des del mén Clinic cap als NIH (National Instsitof Health) a Bethesda. Agraida d’haver
pogut viure I'experiéncia americana en tots eldigerdurant una mica mes de dos anys la Dra
Tosato m’ha permes treballar en un dels centreséeia pioners a nivell mundial, sempre dic
gue vaig marxar com a metge i he tornat si m’hongéen dir els meus companys, una mica
bidloga. Donar les gracies en primer lloc a la M&#¢garra, per tota I'ajuda dins i fora del lab. A
en Peter i a la Paola, sense ells no hagués égtateix, van ser alla en els moments més
complicats i a més tinc la sort que la vida arahelslut cap a Barcelona. A 'Ombretta per la
seva infinita paciéncia, a en Shuhei per tots elss consells i perqué ha estat un privilegi
treballar amb ell. A en Hide, a la Inn-Inn i a laaDTosato per ensenyar-me qué vol dir
perseverar. Fora del lab també vull donar les gsaai I'Elsa, 'André, la Reini, la Patri, en

Raimon, la Nuria, en Richard, en Santi, I'Olgalamnry i 'Annette. Sense ells la tesi potser seria

la mateixa...pero jo no.

Donar les gracies també als meus amics de totadaper la seva incondicionalitat. En Miquel,
en Bernat, la Laia, la Silvia i en Jordi. Mencipesal a en Xevi Aldeguer per la seva visio de

les coses. | a I'Aritz per entendre’m sempre.



A en Salva, per haver estat part essencial delsl@iwsrs anys de la meva vida i perqué m’ha fet

el millor dels regals.

| per dltim perd no per aix0 menys important, mesitael contrari, a la meva familia. On hi

compto la Marina, per a qui no tinc paraules peaiadj tot el que ha fet i fa cada dia per mi. Als

meus avis i als meus tius perqué sempre hi soa.@atla, per ser l'alegria de casa. A la Marta

perque sense ella la meva etapa a Washington ésnallires coses no haguessin estat possibles.

Al pare i a la mare perque a ells els ho dec titg.rihan fet el que séc i com soc.

Les gracies a la meva avia Estrella, que va marijpdques setmanes. Que soni com un petit

homenatge. Per estimar-me tant i haver-me deixat llure, sense cap egoisme personal.

| finalment a I'’Adria, a qui encara no he vist lra@na, pero que ja és el motor de la meva vida.



INTRODUCCIO

ARTERITIS DE CEL.LULES GEGANTS

L’ arteritis de cel.lules gegants (ACG) és unaculiis granulomatosa que afecta a artéries de
mitja i gran calibre amb una predileccié especogllps branques de la carotida.

La seva primera descripci6 clinica va ser I' ang@pero no va ser fins el 1932 quan Horton et.
al van descriure la seva histologia com arteritsnglomatosa dels vasos temporals. Es una

malaltia propia de la tercera edat i la més comigsl®asculitis primariesS@lvarini 2002).

Aproximadament entre un 15-18% de pacients preserdemplicacions isquémiques
irreversibles derivades de la oclusié vascularh& identificat complicacions tardanes com
alteracions estructurals aortiques en el 18-22%gdests pacients i com a minim entre un 5-15%
desenvolupen estenosis simptomatiques de grans.vasomalaltia acostuma a respondre
inicialment de manera satisfactoria al tractamaemb glucocorticoids (GC) tot i que sovint els
pacients requereixen un tractament prolongategastes indefinit amb la iatrogénia que aquest

fet comporta Cid 2007).

Epidemiologia

La seva incidencia anual varia segons les areegd@fanies essent en diferents paisos europeus

de 6-23 casos per 100.000 habitants d’ edat supal$o50 anys. En la nostra institucié es



diagnostiquen entre 18-20 casos nous a I’ any.dissautopsics suggereixen que I' ACG esta
infradiagnosticada essent més frequent del queaiitent es manifesta. Les dones es veuen més
afectades que els homes i el factor de risc méeriat €s I edat, presentant-se en majors de 50

anys i augmentant la seva incidencia entre els800anys.

En els darrers anys la incidencia de I' ACG senhiakeer augmentat, en part per I’ envelliment de
la poblacié pero també probablement per una midlentificacio dels casos.

La mortalitat d” aquests pacients és I esperadagat i sexe essent pocs els casos reportats en la
literatura com a fatals. De tota manera s’ ha d& &n compte I’ elevat risc de mortalitat que
complicacions com els aneurismes d’ aorta o elarismfcerebrals poden tenir i que a vegades
donada I' edat dels pacients, ja de per si ambdeggatir complicacions vasculars, en absencia de
confirmacidé histopatologica o técniques d’ imatgge gpermetin diferenciar-ho, es fa dificil

relacionar-ho amb I ACGSalvarani 2004, Nordborg 2003).

Etiopatogenia

Es desconeix la causa de I' ACG i es creu que piédtifactors genéetics i ambientals poden
influir en la susceptibilitat i forma de presentade la malaltia. L’ associacié genetica mes
habitualment estudiada és amb el complexe HLA.|lgu& en I' artritis reumatoide HLA-
DRB1*04 i DRB1*01 son els al.lels associats a majasceptibilitat per PMR i ACGJ(d 1988,
Weyand 1994) Existeixen evidencies de que la major part de if@stacions cliniques i
complicacions isquemiques dels pacients, son #btdsials potents efectes biologics que les

citocines i factors de creixement exerceixen stdqgaret vascular i també a distancia originant



una resposta inflamatoria sistémica (febre, peddupes, malestar general, anémia i augment en

la produccio de proteines de fase aguda).

L’estudi dels patrons histologics de I'ACG, I'estuthunofenotipic dels leucocits infiltrants i
'expressio de molecules d’adhesio endotelial, sugigen els petits vasos que envolten
d’adventicia arterialvasa vasorum)com a punt d’entrada de les ceél-lules inflamasori&
aquest nivell es produeixen interaccions complexestre |I'endoteli daquests vasos i els
leucocits(Cid 2000).Els limfocits i els macrofags activats produeix@nanes proinflamatories
(TNFa i IL-1) que indueixen I'expressio de molecules diiasio de I'endoteli vascular. Els
factors de creixement indueixen I'angiogenesi iv@lsos neoformats incrementen la superficie
d’interaccié amb les cel-lules inflamatories. Postenent linfiltrat inflamatori progressa cap a
la capa mitja on es déna la diferenciacié granutosai continua cap a la capa intima després

del trencament de la lamina elastica interna.
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Figura 1. Estructura de l'arteria temporal L’arteria de I'esquerra, A, és una biopsia normal
amb les diferents parts de la paret vascular: Laaadventicial (Adv) no té estructura laminar i
esta formada per fibroblasts inserits en fibrescdélagen, principalment | i lll. La capa mitja
(M) esta formada per multiples capes de cel-lulasaulars llises orientades concéntricament.
La capa intima (Int) separa la capa mitja de I'eitdt luminal i esta formada per cél-lules
miointimals i matriu extracel-lular. Entre la capaitja i la intima es situa la lamina elastica
interna que s’observa com una estructura onduladartéria de la dreta (B) és una bidpsia que
correspon a un pacient amb diagnostic d’arterites cEl-lules gegants. En la fotografia es pot
veure com linfiltrat inflamatori ( fletxa), procemt de la capa adventicial, s’acumula en la zona
d’'unié intima-mitja. En l'artéeria patologica tamb&observa la hiperplasia de la capa intima

gue obstrueix la llum vascular.
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Segons es dedueix de diferents treballs sobre @pedologia, la reaccio inflamatoria de
l'arteritis de cél-lules gegants sembla originaceen a consequencia d’'una resposta immune
adaptativa contra encara un no identificat antfgesent a la paret arterial. Malgrat s"ha detectat
RNA de Parvovirus B19 o de Chlamydia pneumoniae @atet arterial, no s"ha pogut relacionar
de forma causal amb la malalfidelweg-Larsen 2002) Aquesta hipotesi es basa en diferents
dades experimentals que inclouen la detecci6 le$esns de cel.lules dendritiques activades i de
cel-lules T CD4 positives oligoclonals i també ferrupcio dels infiltrats inflamatoris en
empelts d’artéries temporals en ratolins amb imrdeficiencia severa combinada (SCID) amb

I'ds d’anticossos monoclonals anti-cél.lules detmgiies(Ma-Krupa, 1994).

S’ha vist que a l'adventicia de les artéries terajsonormals existeix una poblacié de cél-lules
dendritiques immadures que requereixen ser actvade madurar i actuar com a cél-lules
presentadores d’antiggiweyand 1994) Els Receptors tipus Toll (TLRs) s’han detectat e
arteries temporals, particularment TLR2, TLR4 i BLfRryshchep 2008)Aquests receptors son
una familia de proteines transmembrana tipus 1 ambk el reconeixement de determinats
patogens estimulen la resposta immunologica persis vies. S’ha demostrat que activen la via
NF«k-B per exemple, regulant I'expressié de determisadi@cines com IL-1, IL-8, TNdo0 IL-

12. EIsTLR4 s’activen amb lipopolisacarids (LPS) de lagbamicrobiana donant lloc a la
induccié del fenotip madur de les cel-lules derglres amb I'expressié de CD8B4-Krupa
2004) L’activacié d’aquestes cel-lules dendritiques ldanser un primer pas molt inicial en la
resposta immunonologica adaptativa que es produpbsteriori. S’ha vist que els TLR4 també
poden tenir lligants endogens. MRP8, una proteliiteeeada pels primers fagocits que arriben a

la zona inflamatoria, pot funcionar com a lligaeisdTLR4 (Vogl 2007). En les lesions de I
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ACG s’ha detectat precisament I'expressié de MRPE8Is leucocits que envolten elasa
vasorum adventicials indicant-ne un reclutament recent’hia strobat com un dels gens
augmentats tant en les artéries temporals delemqaciespecte els controls, com dels pacients

gue presenten una evolucio amb més rebrots deldtim@-oell 2004).

Activacié de les cel-lules TEls infiltrats inflamatoris de 'ACG basicament esmposen de
cel-lules T CD4 i macrofag®VWeyand 2003)Els leucocits arriben a la zona d’inflamacio atrets
per quimiocines secretades a nivell de les lesiasculars. Les quimiocines inclouen una
varietat de polipéptids amb activitat quimiotactizduant a través de receptors especifics. S’han
descrit quatre families de quimiocines (segonsdsigi relativa del seu residu de cisteina
caracteristic): C, CC CXC i CX3@Bromley 2008). Diversos treballs han estudiat varies
quimiocines que s’expressen en I’ ACG. En aquestitsgha vist com CCL2/MCP-1 que és
activa sobretot atraient limfocits Thl i monocissofau en la inflamacié vascular, és produida no
nomeés per cel-lules inflamatories i endotelial® gambé per les cél-lules musculars llises i es
troba elevada en pacients que presenten rebréasnd@altia. De fet, I'expressio de CCL2/MCP-
1 en el moment del diagnostic s’ha relacionat amlpdssiblitat de rebrots, més durada del
tractament i major dosi acumulada de corticoi@@d 2006).Altres quimiocines i receptors que
es detecten en I' ACG son CCR5, CXCR3, i CCL5/RAISTEEIs lligands del receptor CXCR3
son CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10) i CXCL11 (ITAC), tstells induits en diversos tipus

cel.lulars incloses cel-lules endotelials per I'fHBruhl 2005).

Els leucocits circulants un cop atrets i activats @gents quimiotactics infiltren la paret arteria

a través de complexes interaccions amb les cdl.leledotelials delsvasa vasorumde
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'adventicia, dels neovasos i de la matriu subjacAquestes interaccions s6n mitjancades per
molecules d’ adhesio. D’entre elles, les integrifegocitaries son una peca fonamental per
assegurar una ferma adhesio a les cel-lules ersdotglie permetra la posterior transmigracio i
la progressio cap a la membrana basal. Les cdl.ardotelials contribueixen a la perpetuacio de
les lesions mitjancant I'expressié de quimiocin€XEL8/IL8, CCL2/MCP-1) i mol.lecules
d’adhesié (ICAM-1, ICAM-2, VCAM, PECAM-1...) pelglicocits i d"altra banda contribueixen
a la resposta inflamatoria sistémcia a travésadardduccié de citocines (IL-1 i IL-@Pober

2007, Cid 2000.)

La integrina VLA4 Integrin alpha4 betal (Very Lakatigen-4) es troba fortament expressada
en els limfocits infiltrants a les lesions de 'AGG& més es co-localitza amb VCAM-1, el seu

receptor a nivell de les cel.lules endotelials gaa-vasorum(Cid 2000 bis).

Activacio dels Macrofags:D acord amb la diferenciacié funcional tipus Trels, limfocits CD4
que infiltren la paret del vas produeixen IENitocina fonamental en |"activacié i migracié de
macrofags aixi com en la induccio de la seva difgeeid granulomatosa caracteristica de la

malaltia(Weyand 1994).

Els macrofags i limfocits activats produeixen grgoantitat de citocines inflamatories,
especialment IL-1, IL-6 i TNé& Aquestes citocines tenen efectes locals i sisenfin aquest
sentit diversos treballs del nostre grup han couiria caracteritzar millor la presentacio i
'evolucié d’aguesta malaltia en els diferents pats. Hem vist que els pacients amb una

resposta inflamatoria sistémica més important temejors nivells circulants de les citocines
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pro-inflamatories IL-6 i TNE i també les seves artéries expressen més IL-6,aTINE-1p
(Hernandez-Rodriguez 2004Aquests pacients presenten menys fenomens isgeidénacla
vegada cursen amb una malaltia més resistentcatnant(Cid 1998, Hernandez-Rodriguez
2002).Els macrofags activats també produeixen metalepsats i oxid nitric, que donen lloc a la
destruccio de la paret vascular. De forma paraldsl posen en marxa mecanismes de reparacio
vascular a través de la secrecio de factors deerraint i factors angiogénics com el factor de
creixement derivat de les plaguetes (PDGF) i etofade creixement endotelial vascular
(VEGF). El conjunt d"aquests mecanismes conduéaxdestruccié de la lamina elastica interna

e hiperplasia de la intima, que és la principgdoaesable de la disminucio de la llum vascular.

Angiogenesi: La neo-vascularitzacié és present en les lesierl5AICG i s’hi han detectat tant
factors angiogénics ( VEGF, FDF-2, angiogening)Leom anti-angiogenics (IR IP-10)
(Kaiser 1999) L'angiogenesi juga un rol important en les maaltinflamatories facilitant el
reclutament de cel-lules inflamatories i com a fdatcitocines i quimiocines que ajudaran a
perpetuar la inflamaci6. Molts factors angiogenicglosa la hipoxia, poden contribuir a la
formacié de nous capil.lar€id 2000, Szekanecz 20Q7En I ACG l'activitat angiogénica en

serum i teixit s’ ha associat a una baixa prevaeatecomplicacions isquemiqugdd 2002)

També un més alt nivell d’ IL-6 en serum i en kesidns (MRNA i proteina) s’ha relacionat amb
una meés baixa prevalenca de complicacions isquésiduaccio angiogenica de la citocina IL-
6 explicaria, al menys parcialment, el seu efect#eptor enfront de fenomens isquemics En
contrapartida, la formacié de neovasos contribuaida perpetuacio i amplificacié de la

inflamacié Hernandez-Rodriguez 2003).
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Oclusié vascular: causa de les complicacions isquemiques, es prodoibablement a
consequéncia de la resposta vascular a mediadodsiifs durant el procés inflamatori. En
I’ACG a diferencia daltres vasculopaties inflamia® es produeix com a resultat d’una

hiperplasia i fibrosi de la tanica intim@Veyand 2003

En I’ ACG la capa muscular es veu ocupada pettiafd inflamatoris amb reemplagament de les
cel-lules musculars llises per teixit fibros. Pasies amb activitat elastinolitica incloses
metaloproteinases MMP2, MMP9 i MMP12 sén activaaesles cel-lules inflamatories tenint la
seva maxima activitat proteolitica al voltant dddenina elastica internggegarra 2007)S ha
demostrat que macrofags infiltrants produeixenciactle creixement amb capacitat fibrogenica,
estimulen el creixement de les cél-lules miointgn& seva migracié i la produccié de matriu.
Son entre altres PDGF, EGF, TGFb i IL-1B i estymtediminars suggereixen que aquests factors
podrien contribuir a la oclusié dels vas@&aiser 1998).El PDGF podria tenir un paper
destacat en aquest sentit ja que s’ ha vist églsnnabjors estimuls en induir la proliferacio i la
migracié de les cél-lules miointimals. La seva hinti6 amb Imatinib mesylate s’ ha demostrat
capac de reduir les respostes mediades pel B2GRrteries cultivades ex-vivo procedents de

pacients amb ACG_pzano 2008).
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Manifestacions Cliniques

a) Simptomes cranials

Las manifestacions cranials combinades son la fongmfreqient de presentacio.

La cefaleaés probablement el simptoma més frequent, descdues terceres parts dels pacients.

Sovint refractari al tractament analgésic i localiten las zones temporal i/0 occipital.

La hipersensibilitat del cuir cabellut sovint també es localitza a la zona temporal perpat
presentar de forma difusa. No és extrany que abéindiamb els pacients que presenten cefalea.
A l'exploracio fisica les branques frontals i p#ale superficials de l'arteria temporal poden

palpar-se engruixides, nodulars i ocasionalmetgreatoses amb polsos disminuits o absents.

La isquemia produida per la reduccié del fluxe sariges responsable d’alguns simptomes com
la claudicaci6 mandibular present en la meitat dels pacients i consideraigpamonic per
alguns autors. També tot i que menys frequentapateixer dolor a la llengua, cara o coll; edema
i tumefacci6 facial o disfagia dolorosa. No soresales manifestacions otorrinolaringologiques
(10% dels pacients) com l'odinofagia , I'otalgia, tbs irritativa o el vertigen. L'odontalgia ha

motivat més d’una visita a 'odontoleg sense emiteeseva resolucio.

Diferents combinacions d’aquests simptomes amingittds variables fan que la forma de

presentacié de la malaltia sigui multiple, variadaregades dificil de sospit§iWeyand 2003).

17



La perdua de visi6 parcial o complerta es troba en un 15-20% delsepts essent la més
frequient de les complicacions isquemiques i sdeimrimera i a vegades la Unica manifestacio
de la malaltig Gonzalez-Gay 2005).

Normalment no és dolorosa i si no es tracta, ende€$0% dels casos l'altre ull es pot veure
afectat en el periode d’una o dues setmanes. Uyadaesstablerta, la pérdua de visié acostuma a
ser permanent. La pérdua de visié és causada pequamia del nervi optic com a resultat
d’arteritis en les branques de les arteries oftzdnai ciliars posteriors en el 80-90% dels casos 0
de forma menys frequent per la oclusié de les hresgle I artéria central de la retina en el 10%
(Foroozan 2008 En el fons d'ull es detectara una neuritis @ftisgquemica amb pal-lidesa i
edema en el disc optic que es pot acompanyar dtegpbhemorragies “en estella”. Malgrat no hi
ha estudis que ho suportin, els glucocorticoidsatament eficacos en la prevencio de la pérdua
de visié de manera que les complicacions isquémigada malaltia s’ han reduit del 60&# I

era pre-esteroidea al 15-20% actfidunder 2006, Hayreh 2002)

Malauradament la Unica forma que es coneix efep@raeduir el dany vascular irreversible és el
diagnostic precog, fet que sovint es veu dificujgague aparentment almenys un subgrup de
pacients presenten la perdua de visi6 com a paiménica manifestacio de la malaltlzogano

2008).

L’amaurosis fugaxés un important simptoma visual que precedeix ldyzede visio permanent

en un 44% dels casos. La diplopia o les al.lucoravisuals tenen lloc de forma menys frequent.
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b) Sindrome inflamatoria sistemica

Els simptomes sistémics es presenteran aproximadaméa meitat dels pacients. La febre (que
pot arribar a 39-40°C en un 15% dels pacientskeota Unica forma de presentacioé clinica. L’
anoréxia, astenia i perdua de pes progressiva mafahetectats. Estudis entre els que destaquen
els del nostre grup, han posat de manifest quaalsits que presenten una resposta inflamatoria
sistémica intensa amb febre, pérdua de pes, andaie@acio dels reactants de fase aguda, tenen
un risc molt baix de complicacions isquemiques iatanPer altra banda perd, requereixen un
tractament més prolongat rebent dosis acumuladesodicoids superiors. Hernandez-

Rodriguez 2003).

c) Arteritis de grans vasos

En els darrers anys han augmentat els casos dlileisgetites series de pacients amb ACG que
presenten complicacions vasculars com anuerisme®nt, isquémia d’ extremitats o infarts
cerebrals. Essent en alguns casos la primera mtatié de la malaltia. L’extensié i frequéncia
de I'afectacié vascular en I'ACG no esta ben dehwi. En els darrers anys I'accés a les noves
tecnigues d’'imatge conjuntament amb una major ézplea de vida i un seguiment més llarg

dels pacients, esta modificant el nostre coneix¢émeaquest sentiC{d 2009).

En primer lloc destacar les similituds i diferemscentre la ACG i I' arteritis de Takayasu (AT),

les dues vasculitis que classicament afecten grasss. Ambdues son vasculitis granulomatoses

en principi ben definides. L’AT es una patologissibament vaso-oclusiva i que afecta les
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branques de I' aorta, generalment diagnosticadgeah jove, la majoria dones per sota dels 50
anys i essent més prevalent en el continent asiafiiCG per la seva banda s’ identifica pels

seus simptomes cranials i sistemidaksimowicz-McKinnon1998).

En 'ACG entre un 5-15% dels pacients presentesnesis de grans vasos, especialment de les
artéries subclavia y axil-l@Weyand 2003).

El simptoma associat més freqlent és la claudicdei® bracos, podent existir parestessies
perifériques i ocasionalment gangrena. En I'exglidrdisica destaca una disminucié o absencia
dels polsos en les extremitats superiors i en Blidd auscultacié de bufs en els diferents
territoris amb artéries afectades. Sovint 'absg&mie simptomes cranials d’ aquests pacients, la
biopsia negativa de la temporal i la seva similiardb I' arteritis de Takayasu, dificulten el

diagnostic que en la majoria de casos es realitaéf@ancant proves d’ imatge vascular.

Aorta

L’ afectacio de I’ aorta i les seves branques arignts amb ACG va ser detectada en necropsies
a finals dels anys 1930 i a principis dels(@3tberg 1972)Estudis retrospectius demostren una
més alta prevalenca dels aneurismes d’ aorta graelents amb ACG que en la poblacio general
(9.5-18%)(Evans 1995, Gonzalez-Gay 2004h estudi prospectiu realitzat pel nostre grufp am
54 pacients i un seguiment de 5.4 anys, va demmostra prevalenca del 22.2%sarcia-
Martinez 2008).Com apuntava a I inici de I' apartat val a dir quavancg en les técniques d’
imatge ha permes aprofundir en el coneixement diesiq patologia de manera que en I’

actualitat mitjancant el PET i la seva capacitaddtectar fluorine-deoxygluose (FDG) es pot
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captar activitat metabolica suggestiva d’ inflandaai la paret arteriglBlockmans 2009)En
aguest sentit, un estudi recent realitzat pel aggtnp mitjancant la TC amb angiografia detecta
aortitis definida com un engruiximent de la paret artermhaentrica de més de 2 cm sense
presencia d’ arteriosclerosi en el 80% dels pasiem el moment del diagnosti(Prieto-

Gonzéalez 2012).

La mortalitat d’ aquests pacients per una compilicagortica (aneurisma, disseccid o
insuficiencia valvular) per tan es veu incrementadpecte la poblacié gene(Bvans 2003)Ja
gue aquestes complicacions poden resultar greuseesonvenient la realitzacié de TC o RM

gue poden detectar signes d’aortitis en fases pesade la malaltia.

d) Manifestacions neurologiques

Presents en aproximadament un 30% dels paciendsmiés freqlents sén la neuropaties que
inclouen des de la mononeuropatia a polineuropgteegeriques de les extremitats. Menys
comuns pero sovint més greus son els infarts cagebrels accidents isquemics transitoris que

poden afectar el territori de las carotides i dealderies vertebrobasilgiSolans-Laque 2008).

e) Polimialgia Reumatica

Pacients de 50 o més anys amb dolor bilateratentara escapular es poden classificar de PMR

en la presencia de rigidesa matutina de > 45 nhévaeid de PCR/VSG i dolor en la cintura
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pélvica en abséncia de sinovitis periférica o gjial positiva per artritis reumatoide (AR)

(Dasgupta 2011).

La PMR i 'ACG s6n dues entitats estretament relaates. Afecten a pacients amb el mateix
rang d’edat, comparteixen els gens de risc i ptegeglevacio dels reactants de fase aguda de
forma similar. Hi ha qui apunta que podria tracdtarde dues formes diferents d’'una mateixa
patologia. Els simptomes de la PMR s’observen a&td@-60% dels pacients amb ACG, podent
aparéixer abans, de forma simultania o posterior@ettiagnostic d’arteritis. En canvi només un
10% de pacients amb simptomes exclusius de PMRaealessent diagnosticats d’ACG. Per
aguesta raé es considera recomanable biopsiar nieitaaquells pacients amb PMR que

presenten algun simptoma cranial o signes d’andaneah les arteries temporals.

Altres alteracions musculoesquelétiques que podebat en I'ACG sén artritis periferiques i

tumefaccié i edema de mans i/o p@dsrnandez-Rodriguez 2009).

Dades Analitiques

La velocidat de sedimentacio eritrocitaria (VSGpeior a 50mm/h és un dels criteris inclosos
dins la classificacié d’ACG del American CollageRtieumatology. No obstant, un 22.5% de los
pacients (sobretot els que presenten manifestaggugmiques) tenen una VSG normal abans
del tractament. La proteina C reactiva (PCR) potuseindicador amb major sensibilitat per a la
deteccié de malaltia activa. Tot i aixi la norraglidlels valors de la VSG o de la PCR no exclouen

el diagnostic d’ACG ni de recaiguda si la clinisacémpatible.
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Altres troballes habituals son I'anémia normocititarmocromica, la trombocitosi i en una
tercera part dels pacients, I'elevacio dels pam@mede funcid hepatica particularment de la
fosfatasa alcalina. El factor reumatoide i els@#sos antinuclears normalment son negatius

(Salvarani 2002)

Diagnostic

El diagnostic definitiu requereix biopsia de I'aréétemporal i analisi histologic. La biopsia es
recomana en tots els casos de sospita d’'una AC@QutDe que la inflamacié vascular és
discontinua es recomana l'obtencié d’'un segmenttétia d’entre 3-5 cm. Es calcula que un
10% dels pacients tindran una biopsia negativéa Sbspita és molt alta i una primera biopsia ha

estat negativa es pot plantejar la realitzacio a’'segona biopsia a I'artéria contralateral.

Assegurar el diagnostic és important de cara aogsiple tractament cronic amb corticoids i els
efectes secundaris que se’n deriven. Una quespioriant i que sovint es pot plantejar el metge
gue atén a Urgencies o a la consulta per primegadegeun pacient amb alta sospita d’ ACG, és
la necessitat d'iniciar tractament abans de latragio de la biopsia. Es considera com a més
adequat enviar al pacient a algun centre de referém es practiquin biopsies sense retards i
sense tractament, ja que aquest pot modificaisalted de la biopsia, pero si aixo no és possible,
iniciar tractament quan la sospita sigui realmealt mlevada o en pacients que hagin presentat

péerdua de visio ja sigui transitoria o persistenalivpes fenomens isquemi¢&Sonzalez-Gay

2010).
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L’ecografia doppler s’ha proposat com a proba diatina en 'ACG. Schmidt et al. descriuen
un halo fosc al voltant de la llum arterial espiecifel diagnostic. No obstant altres estudis no
han demostrat la superioritat de I'ecografia doppepecte una meticulosa exploracié fisica. Si
la sospita és una ACG extracranial, les millorsiapx seran proves d’imatge (TC, RM o

arteriografia)Blockmans 2009).

Tractament

El tractament es basa amb glucocorticoids (GCatadibretot per resposta clinica i analitica. En
general la resposta als mateixos acostuma a sectasplar, millorant gran part de la

simptomatologia de forma molt rapida.

Malgrat no hi ha estudis que ho suportin, els glodicoids sén altament eficacos en la
prevencié de la pérdua de visié. Els polsos imtnagos de GC es continuen utilitzant com a
tractament sobretot per prevenir empitjoramentglerdefectes de visié establerts, malgrat el
baix nivell d’ evidéncia. Dos estudis retrospectuas posar de manifest la disminucié en la
frequiéncia d’events isquémics en pacients que gm@amt al diagnostic realitzaven tractament
antiplaquetari( Nesher 2004, Lee 2006J.ot i que no hi ha conclusions definitives si s’
extrapolen aquests resultats, el tractament amhbresd’ aquest pacients sempre que no hi hagi

contraindicacions pot semblar recomanabtezéno 2008).

El tractament s’acostuma a iniciar amb 40-60 mgmelinisona o equivalent al dia durant les

primeres setmanes. Aparentment no sembla havera$sandiferencia entre el tractament oral o
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els bolus de glucocorticoids en termes de prevamerdua visualHayreh 2003). La reduccio
fins a la dosi de manteniment de 5 o 7.5 mg denweda al dia durant 8 o 12 mesos fins

després del diagnostic pot ser molt heterogéfiaven 2003).

Aproximadament entre un 10-15% de pacients podgrerarentar un deteriorament visual

durant les primeres setmanes després de l'inita derticoterapia L{ju 1994).

A meés a meés cal tenir present que malgrat el treerta amb corticoides, entre el 18-22% de
pacients presenteran alteracions aortiques dufaseguiment i entre un 5-15% estenosis

simptomatiques dels grans vasBsiigartz 2006)

L espectre de manifestacions cliniques i I'evolud& la malaltia son molt variables d"un
individu a un altre. Anant des de casos descrite diteratura de remissié espontar(ia
Hernandez-Rodriguez 2006ins a pacients que requeriran dosis elevadegrddnisona de
manera indefinida. En un 10-15% dels pacientsddmisona o equivalent, no pot ser reduida per
sota de 10-15 mg/dia sense aparicid de rebrotsactidtat subclinica persistent, pel que en
aguests casos es considera afegir algun altre édmraunosupresor. També s’ha observat que
entre un 40-50% dels pacients que aconsegueixenindis la dosi de corticoides a nivells
fisiologics no toleren la complerta retirada dekctament abans d’'un periode de dos o tres anys

(Wilke 1995).
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Malgrat el tractament amb corticoids indueix undlaria simptomatica molt important, no
semblen suficients pel control d’alguns dels pasiéa més els efectes secundaris dels mateixos

es detecten en un 86% dels pacients amb un seguam@nanysHroven 2003).

Per aquest motiu s’han buscat alternatives i en wdnexemple els tres assaigs clinics
multicentrics amb metotrexatH¢ffman 2002, Jover 2001, Spiera 2001)eficacia del

metotrexat en aquests assaigs és controvertidabstant un recent meta-analisi dels mateixos,
sembla indicar que el metotrexat pot reduir la ipdgat de rebrot comparat amb el placebo amb

un efecte modesMahr 2007).

Pel que fa al remodelament vascular: els GC son amius en millorar les manifestacions
cliniques i en reduir I' extensié de I' infiltratagcular inflamatori després d’ un tractament
prolongat perd malgrat el pas del temps, I' arqtites del vas es manté alterada de forma
important permetent el diagnostic d’ arteritis fist anys després d’ aconseguir la remigkié
1995).Mentre sembla que els GC s6n bons millorant elpmrant inflamatori de la malaltia no
sembla que tinguin una clara influencia en el ppodé remodelacié vascul§visvanathan

2008).

Els mecanismes pels que I' ACG persisteix no estars, com tampoc quines son les vies
inhibides pels GC. Per tot el que hem esmentat amierioritat, queda clar que els
glucocorticoids no son capacos de suprimir compietd I'activitat de la malaltia i que a mes

son font de iatrogénia important en molts pacients.

26



NOUS ENFOCS

Amb la finalitat de trobar tractaments alternatiuka corticoterapia, en els darrers anys, s"han
produit diverses aportacions al coneixement dedi&rents respostes immunologiques que
poden ser Utils per dissenyar terapies per maahitamatories croniques. En aquest sentit es va
aprofundir en I"'estudi del TNfgue indueix la secrecio de citocines proinflamat®(iL-1, IL-6,
IL-8, GM-CSF), afavorint I"activacio de cel-lulesCD4 i la produccié d’IFN que a la vegada
incrementa la produccio de TNMFA nivell de TACG hi ha estudis on s’ha detectpte la
concentracio de TNEFen serum es troba incrementada en pacients geernpea una resposta
sistemica inflamatoria més important i que alhana més resistents al tractament requerint dosis
més altes de glucocorticoids i en temps més pralsriglernandez-Rodriguez 2004, Garcia-
Martinez 2010)Com a diana, el blogueig del TMK’ha demostrat efica¢ en gran varietat de
malalties granulomatoses o malalties inflamatodemiques com en la malaltia de Crohn o
I'artritis reumatoide(Feldmann 2001)Considerant aquests dos aspectes, d'una baridadia
provada en altres malalties i de l'altra la sevabpble rellevancia en 'ACG, es va idear un
assaig clinic multicéntric randomitzat amb inflbdn (anti-TNF) per determinar I'eficacia

terapéutica i la seguretat del bloqueig del &b I'infliximab en pacients amb ACG.

Malauradament pero, I'estudi, amb inclusio de 4digyds de nou diagnostic en tractament per
remissi6 amb GC i que van rebre de forma randonhtZafliximab o placebo, no va mostrar
evidéencia, almenys amb aquest grup de pacientsligflikimab fos util com a tractament de
mantenimeniHoffman 2007)Dins el context d’aquest assaig clinic, es vaitasal un estudi
prospectiu longitudinal en el que es van analiggamarcadors inflamatoris d’aquests pacients

tan a nivell tissular com en serum. Mitjancansigtema d’amplificacié per RT-PCR de 90 gens
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relacionats amb la resposta inflamatoria en lesrsegbiopsies d’aquests malalts realitzades al cap
d’'un any del seguiment, es va poder comprovar orsaltes concentracions de mRNA IL-12p40
i de mMRNA IFN«y en els pacients que presentaven més recaigudesgle que responien bé al
tractament. La IL-12p40 persistia elevada en p&sieamb rebrots freqlients pero indetectable en
els que es trobaven en remissio. La IL-12p35 dmtr@ present en baixes concentracions en els

pacients amb rebrots.
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Figura 2. RT-PCR d’'IFN 1L-12p35 i IL-12p40 de segones biopsies en 4guasii un control 1
any despres del diagnostic i de l'inici del tracemh En destca sobretot 'augment de la 1L12-
p40 en els pacients que presentaven mala evollgica en forma de rebrots, respecte els

pacients en remissio. Adaptacio figura de l'articdlésvanathan S, Rheumatology 2011.
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Aquest fet suggeria que la persisténcia de IL-12pd@ia esta relacionada amb la IL-23
(formada per les subunitats p40 i p19) més quelartib12 (subunitats p40 i p35). La IL-23 no
havia estat inclosa en els gens d'estudi. Per aquesiu la 1L-23p19 i la IL-17 (citocina
relacionada) van ser analitzades per real-time ®@ant-les sobre-expressades pre-tractament i
presentant una clara devallada post-tractamengristahltres mRNA es van trobar elevats, cap

altre gen clarament es diferenciava entre els pecale rebrotaven i els que no.

Es va estudiar I'expressio d’aquestes citocinegangant immunohistoquimica en les biopsies
obtingudes pre i post-tractament (Figura 3). Latrithiscio topografica d’aquestes citocines
mostra la seva disminucié post-tractament i tanabéelva expressio en una area localitzada a
nivell adventicial en un pacient amb rebrot cliteé com mostren les fletxes de la figura.

(Visvanathan 2011)

Amb aquest estudi per tan, es va veure clarameataomducta dissociada entre les dues
subunitats de la IL-12 (p40 i p35) i en conseqieteipossible rellevancia de la IL-23. Com a

limitacio per treure conclusions més rellevantsn&usio de pocs casos (n=4).

Totes aquestes dades ens orienten a pensar qustesqo#ocines: 1L-12p40, 1L-12p35, IL-

23p19i IL-17, poden tenir un paper rellevant emfeamacio inicial i persisténcia de la malaltia

i poden ser objecte d’estudi més acurat.
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Figura 3. Immunohistoquimica de IL12-p40, IL-12-a3%-23-p19 en les biopsies de I'artéria
temporal del mateix pacient, en el moment del diagja i un any després quan presentava un
rebrot clinic. Tal com mostren les flextes en elmaot del rebrot destaca la presencia

d’aquestes interleucines en una area adventiciall’deeria. Adaptacio figura de l'article:

Visvanathan S, Rheumatology 2011.
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CITOCINES A ESTUDI

La familia de la interleucina 12 (IL-12), esta dlda evolutivament a la superfamilia de la
citocina IL-6. La familia estd composada fins a diavui per 1L-12, IL-23, IL-27 i la més

recentment identificada IL-3&ollison 2007).

Aquestes citocines son heterodimers composatsnpetadena (pl19, p28 o p35) i unafa(p40
o Ebi3) .La cadena té una estructura amb quatre espirals tipica eices com la IL-6 o el
factor estimulador de colonies (GMCSF), mentre lgusadend® comparteix homologia amb les

cadenes de receptors solubles de citoqi@ebler 1991).

La IL-12 és una proteina formada per dues sultgnitaides per un pont disulfur de 70 kDa
composat per p40 i p3&ately 1991)la cadena p40 pot heterodimitzar amb p19 forrteaii-

23 (Oppmann 2000)Més de 10 anys enrere es va identificar en t&s.IB infectades pel virus
Epstein-Barr una segona cadghaEbi3 (Devergne 1996§ue juntament amb la p28 formen la

IL27 (Pflanz 2002)La IL-35 esta composada per Ebi3 i la p35.

Pel nostre treball dins d’aquesta familia ens @eetn soretot en la IL-12 i la IL-23.
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Figura 4. Esquema de les interleucines 12 i 23.pAalade Collison and Vignali. Immunol Rev

2008.
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Interleucina 12

La interleucina 12 (IL-12), també coneguda comaofaestimulant de cel.lules Natural Killer
(NKSF) o factor de maduracié dels limfocits citat® (NKSF), és una citocina pleiotropica
originalment identificada I'any 1989 en un cultie dél.lules EBV-transformades RPMI-866

(Kobayashi 1989).

Tal com suggereixen els noms de les dues subumjtesformen la IL-12, p35 té un pes
molecular de 35 kDa mentre que la p40 de 40 kDg35ateé set cisteines mes tres potencials N-
glicosilacions i la molécula es creu esta altangdinbsilada. La p40 conté 10 residus de cisteina
i quatre llocs potencials per N-glicosilacionGupler 1991) La subunitat p35 del ratoli presenta

un 60% d’identitat amb la humana i la p40 un 7@henhaut 1992).

Expressiod i Secrecid

La IL-12 és produida principalment per cél.lulesegantadores d’antigen (APCs), com
macrofags, monocits i cél.lules dendritiques (D@®Bsprés de la seva activacio pel

reconeixement d’un patogen especifita 1996).

La co-expressio de les cadends} és necessaria per la secrecio de la citocina thr@afet que
sembla repetir-se en tots els membres de la fafWi@f 1991).La produccié de la proteina esta
limitada per I'expressio de la cadema.a p35 s’expressa amb nivells més baixos qud@aqoie

en general es produeix en quantitats molt més gomisque requereix la formacido de
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I'heterodimer. | de fet, s’han descrit funcionsspp#0 homodimers independents de la IL-12,
com ara actuar d’antagonista de l'activitat de eaixa IL-12 sense afectar la IL-2Gillessen

1995).

Una caracteristica comuna per totes les cadenpsle la familia és la seva expressio per part de
les APCs en resposta als bacteris o els seus gesdparificats. Tot i que no tota la familia
respon de la mateixa manera als mateixos patofesismulacio de les DCs amb lligants dels

TLRs com el lipopoliscarid (LPS) indueix la prodigcde IL-12(Hochrein 2001).

Receptor i senyalitzacié intracel.lular

Per la senyalitzacié d’'IL-12, la subunitat IL-12p#Beractua amb IL12RL, mentre que la p35
amb IL12R32 (Presky 1996)Ambdds cadenes del receptor sOn necessaries toé itepen
funcions independents. IL-1PR té una gran afinitat per unir-se amb la IL-12 treelgue IL-
12RB2 sera requerit per la transduccié de senyal @&srae tres residus de tirosindy 2000)
Les dues cadenes s’expressen en les céel.lulesnextpes a I'accié de la IL-12: cel.lules T
(sobretot després de ser activades), NK i DCs. iStams amb el rol de la IL-12 de promoure la
resposta Thl, I'lFM augmenta l'activitat de les T-bet portant a unnaeigt de I'expressio de
IL12RB2 a la superficie permetent major resposta a tB2l{l-ighvani 2001) De forma contraria

la IL-4 redueix I'expressié d’aquesta cadena dedptor afavorint la desposta T(&zabo 1997).

35



La unié de la IL-12 al seu receptor indueix la ¢oghcié de Jak2 i TyK2 Rarham 2002)
STATL, STAT3, STAT4, | STATS poden ser activats fed2, pero només STAT 4 és critic i

indispensabléBacon 1995).

Funcié

a) Inflamatoria

La IL-12 és una citocina pro-inflamatoria necessaper la immunitat adaptativa i la
diferenciacié Thl( O'Shea 2002).La produccié de IL-12 inicia un complexe feed-badsitiu
gue engloba APCs i cél.lules T. Amb el reconeixenon patogen per part de les APCs
s'inicia la secreci6 i activacio de la IL-12. La-112 indueix la produccio d’IF{N que atrau més
APCs que també produiran meés IL-12. Simultaniarsénicia la diferenciacié de les cél.lules T
(naive) amb cél.lules ThMa 2001.) .De forma interessant, sembla que un efecte de-12 |
sobre les APCs sigui 'augment d’expressié de 3l-Quggerint una sinérgia per donar millor
resposta al patdogen. En combinacié amb la IL-2fedte polaritzador de la IL-12 cap a la

resposta Thl es veu incrementéB8alladonna 2002).

La IL-12 també promou la secrecié d'lfN I'activitat citolitica de les natural killer (NK
procés que es veu augmentat amb I'ajuda de (N&kahira 2002 L’ IFNy actuara com a
regulador positiu mentre que l'activitat de la IR-&s veu antagonitzada per IL-4, IL-10, IL-11,

IL-13 i els IFNs tipus ITakenaka 1997).
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L’ds de diversos models animals ha aportat lluna amportancia de la IL-12 en el sistema
immune. L’indispensable rol de la IL-12 en el desgupament i manteniment de la resposta
Th1l és evident en diversos models infecciosos oeslposta Thl és fonamental. En aquest sentit
la neutralitzacio d’un bacteri intracel.lular avia de la produccié d’IFN la lisi directa per part

de les NK i la resposta dels macrofags depén seva totalitat de la IL-1@azzinelli 1993).

Més evidencies de la importancia de la IL-12 emekposta Thl provenen de lI'observacio de
com l'anticés monoclonal anti-IL-12 p40 redueix réfggcativament I'encefalitis autoimmune
experimental (EAE(Constantinescu 1998Inicialment es va concloure que era el blogaeida
IL-12 la que podia prevenir o revertir la malaljiggro posteriorment amb el descobriment de la
IL-23 es va observar que en aquest cas el blogleelg p40 amb 'anticds, bloquejava realment
I'efecte de la IL-23 i la seva induccio de les loéds Thl7, responsables de la progressio de la
EAE. Com a suport d’aquestes observacions trobesretsumacrofags de ratolins genéticament
susceptibles a la EAE (ratolins SJL) i diabetisugipl (ratolins NOD, diabetic no obesos),
expressen de forma aberrant alts nivells de IL-02p#entre que la seva expressioé d’ IL-12p35
és la mateixa que la dels ratolins de la mateda gjue no presenten la malak@ollison

2008).

b) Factor anti-angiogeénic i anti-tumoral

Fins ara nomeés hem parlat del paper d’aquestaseumtanes en la inflamacié, on sembla tenen

les seves funcions més destacades, pero és ceentygela inflamacio cronica i la inflamacio

associada als tumors hi ha moltes similituds, coanla infiltracié per cél.lules del sistema
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immune, elevacié de l'activitat de les metalopasts i 'augment de I'angiogénd€ioussens
2002).Brunda et alvan demostrar com la IL-12 in vivo tenia un impoitefecte anti-tumoral
en ratolins Brunda 1993).A partir d’aquestes observacions, I'any 1995 Folkned al. van
descobrir que els potents efectes antiangiogémda ¢L.-12 sén depenents de la seva induccio
d’'IFNy (Voest 1995)Aixi doncs, la IL-12 a nivell tumoral d’'una bandetiva les cel.lules de la
immunitat innata NK i també la resposta adaptatha.secrecié d’IFN per part d’aquestes
cel.lules disminueix la neovascularitzacio i altel@ matriu extracel.lular inhibint les
metaloproteases i per tan la invasié tumoral. Toué s’han realitzat diversos intents per
aprofitar les caracteristiques anti-tumorals ddLid2 de forma terapéutica, de moment els

resultants no han estat especialment exit@ekVichio 2007).

Interleucina 23

La interleucina 23 (IL-23) formada com hem esmeatderiorment per les subunitats p40 que
comparteix amb la IL-12 i la p19, va ser descobkatay 2000. Oppmann et al. Van identificar
la subunitat p19 rebent aquest nom pel seu pescaiateaproximat (18.7 kDa). La p19 conté
cinc residus de cisteina i cap lloc per N-glicagatot i que té predits varis llocs per O-
glicosilacio (Hansen 1998)La pl1l9 humana i la de ratoli comparteixen el 7086lal seva

sequencia i la seva estructura és molt similar 38 que com hem dit esta fortament

relacionada amb la IL-@Opmmann 2000).
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Expressi6 i secrecid

Aparentment la p19 s’'uneix amb la p40 formant ulfagrcovalent i nomeés es pot secretar unida
a aquesta subunitat. Quan es va mirar la possitilgtat biologica de la mp19 (p19 del ratoli)
en diversos assaigs in vitro, Oppmann et al. lacomsiderar inactiva en abséncia de la p40.

Es expressada basicament per les mateixes céhugesxpressen IL-12: macrofags, cél.lules T i
DCs. Tambeé se sap que el mMRNA de la p19 és expresstes cel.lules endotelials després de

I'estimulacié de TNk (Oppmann 2000).

Receptor i senyalitzacié intracel.lular

El receptor de la IL-23 esta composat per duesnesdél-12M1 i IL-23R (Parham 2002).
De la mateixa manera que en la senyalitzacio tle-12, IL-12RB1 és la cadena que es requerix
per unir fortament la interleucina mentre que 123R és el component de transduccio de la

senyal a través de tres residus intracel.lulatgragna.

Mentre IL-12R31 és expressat en multiples tipus cel.lulars, IL2Z3Rroba pobrement expressat
en: cel.lules T, NK, monocits i DC®&rham 2002)¢cel.lules que primariament responen a IL-
12. IL23R el trobem altament expressat en leslesl.Tide memoria (CD4+CD45RBIo) pero no
s’expressa en les cél.lules T naive (CD4+CD45RBhinés de les cel.lules T de memoria el
trobem altament present en les cel.lules Thl7qdet és consistent amb el rol de la IL-23 de

mantenir la homeostasis de les céel.lules Th17.
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De forma similar a la IL-12, la IL-23 també actiVgk 2, Jak 2 i STAT 1, 3 i 4. Toti que la
fosforilacio de STAT 4 no és predominant com ambLi2 i sembla més aviat STAT 3 el

principal mediador de la senyalitzacié promogudallp@3 (Trinchieri et al Immunity 2003).

Funcié

a) Inflamatoria

La IL-23, també és una citocina pro-inflamatori@ gom la IL-12 indueix la produccio d’'IRN
promou la resposta Thl. La IL-23 participa en ebféack positiu promovent la produccié de la
IL-12 que al mateix temps augmenta I'expressiold23 per part de les DCs. De tota manera,
en abséncia de IL-23 la producci6 de {RNa diferenciacié a Thl es mantenen, indicant lue
12 i IL-23 actuen sinérgicament pero que la praseme IL-23 no és essencial per la
diferenciacié a Thl. També s’ha de tenir en corgpieel tipus cel.lular que més respon a la IL-
23 no és la cél.lulta T naive (CD4+CD45RBhi), quelifera sobretot en resposta a la IL-12,
sino les T de memoria (CD4+CD45RBI®elladonna 2002)A més la IL-23 promou I'activitat
de les cél.lules NK i fa sinergia amb la IL-12, 1B-i IL-2 en la produccio d’IFN per part

d’aquestes cél.lules.

Estudis comparatius de models experimentals hawsteah com els ratolins deficients per IL12-
p40 i IL-23p19 no desenvolupen models de malaltimienmune com la EAE. Mentre que el
deficit de IL-12p35 els fa igual de susceptiblek analaltia. De manera que com apuntavem

anteriorment sembla que és el déficit funciondlLd23 i no el de IL-12 el que ddna resistencia a
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la EAE (Cua 2003).Recolzant aquest fet es va veure com el tractaraeri anti-1L23
bloguejava la invasio del SNC per part de cél.lllesnacrofags prevenint el rebrot de la EAE,

almenys parcialmerfChen 2006).

A diferéncia de la IL-12 s’ha vist que I'estimulédle les cél.lules T en preséncia de IL-23 porta
a la produccio per part d’aquestes cel.lules ddaLAggarwal 2003) Citocina clarament
relacionada en el desenvolupament i mantenimela ilamacio cronica. La IL-17 caracteritza
un subgrup de cel.lules T, Th1l7, amb un fenotiprdifit als previament descrits Thl o Th2. De
fet, sembla que la IL-23 és necessaria per la camapHtiferenciacio i funcido de les cél.lules

Th17 (Bettelli 2005.

S’ha vist que la IL-23 és especialment expressad#ep APCs a nivell intestinal i que aquesta
elevacio de IL-23 per una colonia de DCs es trabaatolins amb colitis com a model de
malaltia inflamatoria intestinal perd no en elssseantrols(Krajina 2003) També la IL-23 es
troba altament expressada en les lesions psomatiqan basicament es detecta p40 i pl19 en
absencia de p3f.ee 2004 Tot plegat sembla indicar que la IL-23 té unimportant en les

patologies dirigides per la resposta Th17.
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Figura 5. Esquema del mecanisme de la inflamaacdhica adaptat de lwakura Y. The Journal

Cinical Investigation 2006.
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Pel que fa a models animals, a més dels “knock entmodels experimentals com la EAE
esmentat anteriorment, destaquen altres exempéesrgguajuden a definir les funcions d’aquesta
citocina. L’any 2001 Wiekowski et al. van crear naoli transgenic amb expressié ubiqua per
IL-23p19 que fenotipicament va presentar inflamanidtiorganica, anémia, poc creixement i
mort prematura. Destacaven a més en la histoldglguhs organs com el pulmo, la presencia
d’infiltrats inflamatoris vasculars compostos basient per limfocits i cel.lules mononuclears
(figura 6 A). A nivell seric van trobar augment lglanes citocines inflamatories com ara TNF

pero de forma curiosa no van trobar diferencieseertdntrols i ratolins transgeéenics pel que fa a
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nivells de p40 (figura 6 B i C). Quan van intenteproduir aguestes anormalitats només amb
I'expressio especifica de pl9 a nivell hepatic resultats no es van reproduir. El que si va
reproduir el fenotip va ser la transferencia allrdabs de la p19, fet que els va fer pensar en les
cel.lules hematopoiéetiques com a font de p19 biokigent activa. En tot cas aquest estudi obre
alguns interrogants pel que fa a la funcié de I8 pla seva activitat només lligada a la p40.

(Wiekowski 2001)

Figura 6. A. Inflamacié perivascular. B. Nivella serum de TN& C. Nivells en sérum de p40.
B i C. Diferencies entre controls i ratolins tramswis per p19. Adaptacié de Wiekowski MT, J

Immunol 2001, 166:7563-7570
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b) Factor angiogenic

Mentre la IL-12 promou la infiltracié en el tumoermpcél.lules T citotoxiques i té un efecte anti-
angiogenic a traves de la induccié de I'tFNa IL-23 promou la resposta inflamatoria a nivell
tumoral augmentant MMP9 i 'angiogénesi, pero ratla infiltracid per les cél.lules T-CD8. La
IL-23 s’ha vist augmentada en diferents tumors msrmiasembla que el seu déficit o el seu
bloqueig en ratolins disminueix el tamany dels tesr{@angowski 2006)Aparentment el seu
efecte pro-angiogenic podria ser pel fet que profaoMMP9 i la IL-17, ambdues, molecules

gue s’han mostrat promotores de la neovasculaiitzbicimasaki 2003).

Resposta Th17 i interleucina 17

L’ any 1986 Coffman i Mosmann postulaven I' existiende dos subtipus de cél.lules Th amb
diferent secreci6 de citocines, Thl i Tlasmann 1989)Aquesta idea s’ ha mantingut gairebé
durant 20 anys fins que alguns estudis van comenpasar de manifest que la IL-23 estimulava
la produccié de IL-17A en un subtipus de cel.lW#34 (Aggarwal 2002) Aquest fet, sumat als
estudis que van demostrar que és la IL-23 mésallel12 la que pot tenir un paper fonamental
en algunes inflamacions croniques d’ origen autaimen que no era a través de la resposta Thl
(Cua 2003)fan que a dia d’ avui es parli d’ una nova braenda familia de les cél.lules Th

coneguda com Th17.
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L estimulacio de les cél.lules T en preséncia déLi@3 dona lloc a la produccié dIL-17
clarament relacionada amb el desenvolupament ienamént de la inflamacio cronica. 1L-17A

€s un homodimer unit per un pont disulfur amb unrpelecular calculat de 17.5 kDa.

La resposta Thl7 amb poc temps s’ha col.locat comediadora indispensable de moltes

patologies inflamatories i autoimmunes i ha denabstn rol actiu en el cancer.

Diferenciaci6 de les cél.lules Th17

Es considera que les Th17 sén un tipus de CD4edifédes no només per les interleucines que
secreten sino també perque els seus factors derttifacio i transcripcié sén dnics.

El 2006 tres estudis independents van concloureetjueGF{$ i la IL-6 eren indispensables
perque cél.lules T naive produissin ILMeldhoen 2006, Bettelli 2006, Mangan 2008l fet

gue el TGFB participi en aquesta diferenciacié relaciona émtnent les Thl7 amb les T
reguladores (Treg), que tenen el Foxp3+ com a fatedranscripcio, ja que el TGFtambé és
inductor de la diferenciacié d’aquestes cel.luBasicament s’ha observat que les cél.lules T
naive, en presencia del T@Fexpressen Foxp3+ i esdevenen T reg. Pero larmieséel TGF-

B, sumada a la IL-6 o la IL-21 fan que la cél.lulasdevingui Th17.

A nivell funcional el requeriment del TGF-per la induccié d’ambdues: Foxp3+ Tregs i
cel.lules Th17, pot ser un sistema de balan¢ ¢ofeeancia i immunitat. En condidions estables,
el TGF$ indueix Foxp3 i cel.lules Tregs, inhibint la inflacido i mantenint la tolerancia.

L’aparicio de la IL-6 produida pel sistema immungat en resposta al algun antigen modificaria
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aquesta diferenciaci6 suprimint les Tregs i indueg Thl7, capaces de produir resposta
inflamatoria. A nivell molecular, el balang entrks €los tipus cel.lulars vindria donat per la

interaccio antagonista entre els dos factors dhesdrgpcio Foxp3 i ROR (Korn 2009).

La IL-21 és produida per les mateixes Th17 i s’@mdstrat que conjuntament amb el TGEs
capac d'induir la diferenciacio de les Thl7. Piotse d’aquesta manera un feed-back positiu

com a factor amplificadoNurieva 2007.

Durant molt de temps, el rol de la IL-23 en la difeciacid de les Th17 ha estat dificil d’establir.
Les cél.lules T naive no expressen IL23R, peroagwics’ha demostrat essencial per estabilitzar

aquesta diferenciacio i per exemple induir la sgord’ IL-22 (McGeachy 2007).

En resum, pel que fa a la diferenciacié d’aquestétules, podriem dir que es completa amb tres
passos:

1) ElI TGFfila IL-6 indueixen la diferenciacio.

2) La IL-21 'amplifica

3) La IL-23 finalitza el proceés de diferenciacio iastitza el fenotip Th17.

Pel que fa als factors de transcripcié s’han des8TAT3, IRF4, RORt i RORu. RORyt
aparentment és indispensable per la produccio d¢ [lvanov 2006) recentment s’ha descrit
RORu, molt similar a I'anterior i que només s’expregsa les cél.lules Thigyang 2009)El
mecanisme pel qual aquests dos factors de trangrrggulen la produccié de IL-17 no queda

clar.
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Figura 7. Diferenciacio de les cél.lules CD4+. Adagié de I'article: Betelli. Nature Imunology

2008.
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Interleucina 17

La IL-17 (IL-17A) és el membre fundador de la famiie citocines IL-17 que inclou: IL-17A,
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (també anomenada25) i IL-17F(Aggarwal 2002. La IL-17
anomenada originariament CTLA-8 va ser clonade98B en cDNA de ratoliRouvier 1993)
posteriorment la IL-17 humana i el seu receptorsemrdescober{¥ao 1995, Shi 2000).

La IL-17A i la IL-17 F soOn les que presenten mdomologia podent formar homodimers i
tambe heterodimers (IL17A/IL17F) i semblen les nméglicades en inflamacié i autoimmunitat
induint I'expressio de citocines (TNF, IlB1IL-6, GMCSF, G-CSF), quimiocines (CXCL1,
CXCL8,CXCL10) i metaloproteinasePdrk 2005).Poden ser produides a més de per cel.lules
Th17 per altres cel.lules T, cél.lules NKT , NKutréfils i eosinofils(O’Brien 2009).La IL-25
indueix I'expressiod de citocines i quimiocines pedpde la resposta Th2. Les funcions de la IL-

17-B, IL-17C i IL-17D estan poc definides.

Receptor IL-17

Els IL-17R son 5 subunitats (IL17RA- IL-17RE) i ctitueixen una familia de receptors de
citocines diferent§ Moseley 2003) Totes les subunitats son un domini transmembranalaa
llarga prolongacio citoplasmatica. El IL-17RA i1&F17RC son els receptors per les IL-17A i
IL-17F (Kuestner 2007)El IL-17RA és altament expressat en les cel.lulesdtopoietiques
pero també en nivells baixos de forma gairebé wbidWalgrat IL-17 sembla activar les vies
MAPK i NF- xB (Shalom-Barak 1998)a cascada de senyalitzacio del IL-17R és encara

desconeguda.

48



Citocines a estudi i el seu rol en algunes malalienflamatories/autoimmunes

1) Artritis Reumatoide

Utilitzant el model animal d’artritis induida peoldagen (CIA) es va comprovar que els ratolins
amb deficit de IL-12 (p35-/-) presentaven un eropitinent de la patologia, mentre que els
“knock-out” per pl9 es feien resistents a la mateiporrelacionant-se amb una abséncia de
cellules T CD4+ productores de IL-17. També esveare com aquestes cél.lules Thl7
augmentaven en els ratolins amb deéficit d’ IL-12p3&l que es va concloure tal i com també
s’havia vist per 'EAE, que és la IL-23, la citoaigque té un rol pro-inflamatori, mentre que la

IL-12 paradoxalment semblava un factor protectdiadeflamacio autoimmun@Vurphy 2003).

En els darrers anys han aparescut diverses evatedeique és la IL-23 més que no pas la IL-12
la que té un paper crucial en la patogenia de desdrautoimmunes. També s’ha comprovat
l'augment d’expressié d’aquesta citocina tan pet gals fibroblasts de la membrana sinovial
com a nivell plasmatic en els pacients amb artréigmatoide. A més a més s’ha vist com un
determinat polimorfisme en el receptor de la ILA28R rs11209026) es correlaciona amb un
augment significatiu dels nivells de IL-{RAazlett 2011).Tot aix0 ha portat a pensar en la IL23

i el seu receptor IL23R com a possibles dianepéeriigques en aquesta patologia.

Recentment es va realitzar un estudi fase I, namidat, doble cec amb 29 pacients que va
evaluar I'efecte de I'apilimod mesilat via oral carinhibidor de la produccié d’ IL-12 i IL-23
en pacients amb artritis reumatoide. Tot i queesstaheix amb exactitud el mecanisme d’accio
del farmac se sap que suprimeix la IL-12 i la IL&28ivell transcripcional, reduint I'activitat de

p35 i p40 mitjancant una inhibicié selectiva derknscripcio d’'un membre de la familia dels
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factors de transcripcié de la NiB (c-Rel) (Wada 2007).Els resultats de I'estudi no han
demostrat que la inhibici6 d’aquestes interleucipesvoqui una milloria significativa en

l'artritis reumatoidg( Krausz 2011).

Pel que fa a la IL-17, la disminucié d’aquestarietgcina en els models animals ha evidenciat
una milloria en la CIA. També hi ha algunes evidésde que els nivells d’aquesta interleucina
en serum i en el liquid sinovial de pacients anthtigr reumatoide es correlacionen amb la
gravetat d’aquesta malalt{detawi 2011). 1 s’ha demostrat que la resposta Th17, no només és
important en I'artritis reumatoide sino també etmeal epondiloartritis com I'artritis psoriasica.
Recentment en ambdues patologies s’ha descrit castonits i neutrofils son les cel.lules
productores més importants de IL-17 i com en algwegpondiloartritis el tractament amb anti-
TNFa disminueix la producciéo d’IL-17 dels neutrofils nse afectar la dels mastocits

(Noordenbos 2012, Hueber 2010).

2) Malaltia de Crohn

Es creu que la malaltia de Crohn és resultat daomplexe interaccio de diferents fenomens:
genetics, ambientals i alteracio de la respostaunamLa hipotesi actual és que es produeix una
resposta immune mediada per cél.lules T excessavand la flora comensal bacteriana en
pacients genéticament predisposats i precipitat ghgun factor ambiental. Es una malaltia
cronica amb inflamacié de la mucosa intestinal. di&s de l'estimulacié de les cel.lules
presentadores d’antigen a aquest nivell, es dedenaana resposta immunologica amb

participacié de les cel.lules T CD4+,Thl, Th2, ThIl#eg. La malaltia de Crohn per tan, esta
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altament associada a les respostes Thl i Th1léd atbcines que estem estudi@Peluso 2006,
Neurath 2007).

Diversos estudis han demostrat 'augment de la2lida IL-23 en aquesta malaltia i també com
la seva secrecio i la de les interleucines IL-1Z-6 disminueix després del tractament amb

I'anticés anti-p4QFuss 2006).

Malgrat hi ha evidencies prel.liminars de que atsicassos com ustekinumab que actuen
disminuint l'acci6 d’lL-12 i IL-23 poden induir reigsio clinica i remissié de la malaltia
(Sandborn 2008, Mannon 2004gcentment també es va fer un estudi amb apilimcsitabe
aquest inhibidor de la secrecio de les subunité®sigp35 que hem vist en I'artritis reumatoide
sense demostrar benefici en els pacients estudiagspossible explicacio és que la inhibicié per
part d’'aquest farmac sigui només parcial i altress \de produccid es mantenen inalterades

(Bruce 2010).

3) Psoriasi

La IL-23 i la resposta Th1l7 estan altament impksadn la patogenesi de la psoriasi d'altres
malalties cutanies. La inhibicid d’aquesta via adgiekinumab (anti-p40) esta aprovat com a
tractament biologic de la psoriasi moderada-seveda moment amb relativa bona tolerancia
malgrat es requereixen més estudis per determiicace i seguretat a meés llarg termini.

Altres anticossos estan essent desenvolupats etudlgat com briakinumab (ABT-874) o

secukinumab (AIN-457) que interfereix I'activitat th IL-23 Kurzeja 2011).
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HIPOTESI

1) Malgrat la resposta inicial dels malalts amb ACGtrakctament amb corticoides, la
malaltia persisteix activa en la major part de @ais i recidiva en reduir el tractament.
Investigar els factors que contribueixen a la peigpeo de la inflamacio vascular, és un dels
interrogants mes rellevants en aquesta malaltis &ia sabem que la resposta inflamatoria en I’
ACG esta basicament mitjancada per les cel-luldsiTdue sén molts els factors implicats en

aquesta diferenciacio.

En diferents models experimentals la produccioldg? i IL-23 estimulen la secrecié d'IFN
IL-17 per part de les cél-lules Thl i Thl7 provdcaihdesenvolupament i manteniment de la
inflamacié. Partint de la troballa observacionaérigrada a partir de I'estudi de les segones
biopsies en I'assaig multicentric amb infliximal®) gue canvis en la produccio de la IL-12p40 es
correlacionen amb I'evolucio de la malaltia indegemtment del tractament i dels treballs amb
models experimentals exposats anteriormenthens proposat estudiar com IL-12, IL-23 i IL-
17 s’expressen en el teixit i en el serum de pé&Eiamb ACG intentant establir una correlacio

amb 'evolucid i la resposta al tractament.

2) Per altra banda sabem que l'estudi dels patrossolbgics de I'ACG, [l'estudi

imunofenotipic dels leucocits infiltrants i I'expsd de molécules d’adhesido endotelial,
suggereixen els petits vasos que envolten d’aduendrterial, com a punt d’entrada de les
cel-lules inflamatories. A aquest nivell es progasiinteraccions complexes entre I"endoteli

d’aquests vasos i els leucocits. Sabem que ILL23 $6n produides per cél-lules inflamatories
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en resposta a I'estimulacié de Toll like recep(@isRs), perd se sap ben poc del seu rol a nivell
de I'endoteli. IL23p19 MRNA s’expressa en cel-l@edotelials estimulades amb Téypero es
desconeix si la IL23 pot ser produida en altresdmions inflamatories i quina pot ser la seva
activitat biologica en aquestes cél-lules endds¢elidna de les funcions fonamentals de I'endoteli
es I'angiogenesi o neovascularitzacié. Fenomereptesn I’ACG i un mecanisme important per
perpetuar la inflamacié cronica i el creixement ouah IL-12 té activitat anti-angiogénica
mentre que a la literatura hi ha algunes evidermuessuggereixen un efecte pro-angiogénic de
la IL-23, pero el mecanisme queda poc clar. Eopgsem investigar el paper de la IL23 en les
cel.lules endotelials i si aquesta pot participareés passos inicials i en la persistencia de la

inflamacié en I'ACG.
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OBJECTIUS

1. Investigar I"'expressié de p40/p35 (IL-12) i p19/@G23) i IL-17 en arteries temporals de
pacients amb arteritis de cel.lules gegants, t®dteseguits prospectivament mitjancant

tecnigues de RT- PCR quantitativa a temps reafriunohistoquimica.

2. Determinar les concentracions de p40, p35, p19-i7len serum de pacients amb ACG

obtinguts abans d’iniciar el tractament mitjancéétniques d ELISA.

3. Estudiar la possible correlacio entre I'expresstéral i concentracions seriques d aquestes
citocines, la intensitat de la resposta inflamat&istémica en el moment del diagnostic i la

resposta al tractament en una serie amplia dergadractats i seguits prospectivament.

4. Investigar mitjancant RT-PCR quantitativa, ELISAwestern-blot, la produccié de les
citocines IL12-1L23 en cel-lules endotelials estmdes amb lligants dels TLRs com LPS

entre d altres.

5. Induir sobreexpressio de 1L23p19 en les cel-lutetotelials i estudi dels seus efectes en la

funcio inflamatoria de les mateixes, estudiant aren el mRNA de gens inflamatoris

d’aquestes cél-lules mitjangcant PCR quantitativa.
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6. Estudiar I'efecte de la sobreexpressio de IL23pillé® cel.lules endotelials i els seus efectes
en respostes relacionades amb I'angiogénesi come@nisme de persisténcia de la

inflamacid, mitjancant estudis in vitro de migracdiferenciacio.

7. Determinar |I"efecte in vivo de la IL23p19 en letlakes endotelials mitjancant I'implant de

plagues de matrigel amb injeccio de cél.lules esiddé amb sobreexpressio de pl9 i

estudiar diferéncies en angiogenesi mitjangant inotincio.
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MATERIAL | METODES

Pacients

Entre I'any 1997 i el 2006, 158 pacients en la raosgtstitucid6 (Hospital Clinic) van ser
diagnosticats amb biopsia temporal d"’ACG. Les datiegjues van ser recollides en el moment
del diagnostic i introduides en una base de daHesva poder extreure RNA total de 57
d"aquestes biopsies abans de I'inici del tractarf@hpacients) i després d’almenys 2 dosis de
prednisona (19 pacients). Es va poder obtenir @agtrat de 33 pacients abans de I'inici del
tractament. De 7 pacients a més a més es va faaceit de proteina. Les dades cliniques
d’aquest grup d’estudi eren similars a altres sepigblicades préviament (Taula 1). Es va
considerar que els pacients presentavenrasposta inflamatoria sistémiadebil quan tenien
entre 0-2 de les seglents caracteristiques: feld&°G, perdua de pes > 3Kg, Hb < 110 g/L,
VSG > 85mm. Quan presentaven entre 3-4 d"aquesteallgsltliniques i/o analitiques es va
considerar com eesposta inflamatoria sistémica intengequesta distincié en aquests dos grups
en altres publicacions s’ha demostrat Gtil perrdie§ubgrups de pacients que presenten diferent

evolucio clinica.

Tots els pacients van ser tractats pel nostre grap criteris uniformes. La dosi inicial de
prednisona va ser 1mg/Kg al dia (maxim 60 mg/digadt 1 mes amb reduccidé progressiva
entre 5-10 mg/ setmana. Les reduccions per sota #iBing/dia van ser meés lentes i
individualitzades en funcié de I'evolucié del patieQuan la VSG es troba per sobre de 50

mm/h i apareixen simptomes clinics o quan moltackent hi ha un empitjorament o nova
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aparicio de simptomes amb una VSG normal o noraggdrament elevada s’ha considerat com
un rebrot. Al final de I'estudi tots els paciengsien una reduccié de la prednisona per sota 10
mg/dia (200 setmanes). Es va fer recollida del tereguerit en setmanes per assolir una dosi de
manteniment de menys de 10 mg/dia i el temps psoliascompletament la retirada del

tractament sense presentar noves recaigudes.

Com a controls pel plasma es van obtenir 7 volismtamb edat (mitja 76, rang 65-90) i

distribucio del sexe (5 dones i 2 homes) sembladé da malaltia. Els controls no tenien historia
de cancer, malaltia inflamatoria cronica o infecoééent. Com a biopsies de control es van
incloure 19 pacients (13 dones i 6 homes) amb utja diedat de 77 anys (rang 64-91) en els
guals inicialment s’havia sospitat una possible ACdiie posteriorment van ser diagnosticats
d’una altra malaltia.

L’ estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica del n@shospital i els pacients van signar el

consentiment informat per la recollida i emmagater®nt. del material biologic.

Cél.lules

S’han utilitzat cel.lules endotelials de cordé uicbl (HUVEC) cultivades en M199 medi
complert tal com es descr{ilarazaki 2006) La linea cel.lular hibrida HUVEC-epitelial A594
(EAHY926) de I' American Type Culture Collection @vlassas, VA) i la linea humana de ronyd
293T (regal del Dr. H. Mitsuya, HIV and AIDS Matigncy Branch, NCI) van ser cultivades en
DMEM Glutamax (Invitrogen, Carlsbad, CA) amb 10% skrum bovi fetal (FBS, Atlanta

Biologicals, Lawrenceville, GA).
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Extraccié de RNA i sintesi de cDNA

Les arteries temporals es van preservar (OCT, Saketherlands), congelades instantaniament
en nitrogen liquid i emmagatzemades a -80C fing sela utilitzacid. Seccions consecutives a
les que van donar el diagnostic histopatologic semprocessades per l'aillament de RNA. Per
I'extraccio de RNA tan a nivell de I'artéria com ks cel.lules HUVEC i EAHY es va utilitzar
TRIzol® Reagent (Invitrogen, Calsbad, CA).

El cDNA es va sintetizar amb transcripcio revershtotal de RNA (% g) utilitzant Archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) per les aggren un volum final de 100uL i per les

cel.lules es va utilitzar High capacity cDNA Reweiiganscription Kit (Applied Biosystems).

PCR-RT quantitativa

IL-12p40, IL-12p35, IL-23A i IL-17A, CXCL9, CXCL10CXCL11, CXCR3, CXCR4, CXCR?7,
CCL2, CDH5, SDF-1,VEGF,VEGFR2, FGF2, FGFR1, Jag2yH Hey2, DLL4, MMP1,
MMP14, TIMP1, IL-6, IL-17, IL-17R, PECAM-1 i TGFb-InRNA van ser mesurats per real-
time PCR a partir de 'amplificacié del cDNA corpesent a 1pug de RNA amb la Tagman PCR
Universal Master Mix (Applied Biosystems) i Tagma@ene expression probes (Applied

Biosystems). La quantitat de RNA s’expressa eratsiielatives.
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Immunohistoguimica

De les artéries temporals es van obtenir seccenmsdes amb el criostat de 4-6 um. Les seccions
es van fixar amb acetona i permeabilitzar amb sapo®.1%. Es va bloquejar la peroxidasa
endogena amb H202 i les mostres es van incubarlamticos primari. Les dilucions meés
optimes es van testar préviament amb seccions rgigues d amigdales humanes (control
positiu). Immunoglobulines de la mateixa espécm@ise de control negatiu. Es va realitzar la
immunodetccié amb un polimer conjugat amb els assias secundaris HRP-marcat (EnVision
Visualization method, Dako, Glostrup, Denmark)it#ént diaminobenzidina com a cromogen.
Anticossos primaris utilitzats: IL-12p40 (mouse raolonal, clon 1-1A4 AbD Serotec, dilucié
1:1000), IL-12p35 (rabbit polyclonal ATLAS, diluci@:1000), IL-23p19 (rabbit polyclolnal

Abcam, dilucié 1:1500), IL-17 (goat polyclonal R&Bystems).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

IL-12, IL-12p40, IL-23 i IL-17A ELISA es van reatiar amb el kit QuantikirffeHuman IL-12,

Quantikin€ Human IL-12p40 i Quantikiffe Human IL17 Immunoassay de R&D Systems,
Minneapolis, MN. Per la IL23 es va utilitzar el BELISA kit d"”Abcam. Les concentracions de
les interleucines van ser determinades utilitzamaegameter ELISA kit segons el protocol del

manufacturador.
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Western-Blott

Es van preparar els extractes cel.lulars de patamb el tampd de lisi TNE ( 2mM TRIS pH
7.5, 150 mM Na CI, 5mM EDTA, 1% Triton ) amb codktahibidor de proteasa set llI
(Calbiochem, Darmstadt, Germany), i 1mM de Na oréimadat. Es va realitzar precipitacio de
sobrenedants de cultiu cel.lular mitjancant el meétdCA/DOC descrit a (Peterson 1983). Les
preparacions es van corre en NUPAGE 4-12% Bis@eigInvitrogen) i es va fer transferencia a
les membranes (Whatman GmbH). Els anticossos penrfaunotincio: hiL-23p19 (goat 1gG
R&D systems), hVCAM-1 (polyclonal sheep R&D systehECAM-1 (rabbit polyclonal Cell
Signaling). Actina (c11) (Santa Cruz Biotechnolody®cundaris: HRP—conjugat rabbit anti-goat
IgG-Fc Calbiochem (La Jolla, CA); HRP-conjugat kiey anti-sheep Santa Cruz i donkey anti—
rabbit IgG (Amersham Pharmacia Biotech).

La uni6 dels anticossos secundaris es va visualdmab quimioluminiscéncia augmentada

(Amersham).

Infeccié Lentiviral

A partir del vector IL23p19 de GeneCopoeia cat:lBA4167-Lv105, i del seu control LV-
PLVX es va fer amplificacio d’ambdds seleccionahD&IA amb ampicilina i posteriorment
purificant-lo mitjancant Maxiprep (d’Invitrogen) nuyprocediment estandaritzat segons protocol.
La transfeccio dels plasmids es va realitzar ambofeictamina en cél.lules 293T segons
protocol. Dos dies després es va recollir i filiehrsobrenedant (mida del porus del filtre 0.45

mm) afegint-lo a les cel.lules endotelials (HUVEEAHY926) cultivades en plaques de 60mm,
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80% confluents juntament amb Polybrene (hexadinmethbromide [Sigma-Aldrich]) a la
concnetracio de 4 pg/ml. Les cél.lules es van degar (2.500 rpm, 30°C durant 60 min). 18
hores després el sobrenedant es va canviar per (neelli HUVEC i DMEM 10%
respectivament). La seleccio de les cel.lules taftes es va fer afegint Puromicina (Invivogen)

0.5 pg/ml per les HUVEC i 1 pg/ml per les EAHY926.

Assaig de Matrigel in vitro

La formacio de cordons en el Matrigel es va felossgl métode descrit préviaméiao 2003).
Breument, el Matrigel (BD Bioscience, Bedford, M@&g va solidificar en plaques de 48 pous a
37° durant 30 min; 15,000 cel.lules es van cultarael gel. Després de 18 hores d’incubacié per
les HUVEC i 12 hores les EAHY926 les cél.lules lkaviormat una xarxa entre elles semblant a
una estructura en cord6 que es pot veure en el baitgmt del microscopi. EI nUmero d’angles
gue formen es va comptar a una baixa magnificd@&); es van comptar cinc camps/pou i es

va fer un promig de la mitjana dels angles tal esndescriu previament.

“Scratch assay

Cultius confluents de cel.lules EAHY926 en plaqgdes24 pous es van rascar, fent una escletxa

central en el cultiu utilitzant un protocol estarnttat amb la realitzacié de tres rentats postsrior

consecutius per extreure les restes cel.lulars.plagues es van col.locar al sistema IncuCyte

tota la nit d'on es van extreure imatges cada 3tutsei Les corves del tancament de I'escletxa
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oberta en els cultius es van construint automagcdime les dades obtingudes durant les imatges
en moviment. Cada punt de dades respresenta janani(+SD) del tancament de I'escletxa

(numero de cel.lules que I'ocupen) de tres campp@e en tres pous independents.

Adhesié de Monocits

Es van aillar monocits de sang periferica mitjabh¢apmphocyte separation mononuclear cells
medium) que posteriorment es van resuspendre eraPB3/ml amb el tint vermell fluorescent
PHK26 (Sigma-Aldrich) durant 10 min a temperatunabeent. Es va afegir SFB (sérum fetal
bovi) per parar la reaccio i es van fer rentats BB segons protocol de la casa comercial. Les
cel.lules marcades (30.000 per pou) es van afeginaa monocapa de cel.lules EAHY926
cultivades en plaques de 48 pous, que al seudorbéd havien estat marcades pel mateix sistema
amb PHK26 verd fuorescent. Després d"una hora ubiaciéo es van fer rentats comptant les

cel.lules adherents mitjancant un sistema de medeifluorescéncia (TECAN).

Assaig de Matrigel in vivo

L’experiment es va realitzar essencialment com dsggrit. Angiolillo 1995). En 4 ratolins
(femelles, NOD/SCID, de 6-7 setmanes) es va injedta forma subcutanidMatrigel (BD
Bioscience) amb cél.lules EAHY926 (21&°) en un flanc del ratoli infectades amb el vecti® p

i en l'altre flanc amb el control. Al cap de 10gslies van treure les plaques i es van processar per

histologia.
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Immunofluorescéncia

Les cél.lules HUVEC i les EAHY926 infectades, odmb el control, o bé amb el p19-lentivirus
es van col.locar en cambres-portes de vidre retegde fibronetina (BD Biosciences, San Jose,
CA). Després de 24h les cel.lules es van rentar RBf, fixar amb paraformalehid 4%, rentar
amb PBS i bloquejar amb ( PBS + 5% donkey seruml1%0QTriton + 1% albdmina bovina
serica). Es van incubar tota la nit amb el printai23p19 anti-goat (R&D systems) (dil. 1:200).
L’endema es van fer rentats de PBST (PBS + 0.1%n)ri es van incubar amb el secundari
Alexa-donkey anti-goat (488 o 546) (dilucio 1:200DAPI (4_,6_-diamidino-2-phenylindole)
durant 1 hora. Després dels rentats amb PBS esneatar les slides amb Dako fluorescent

mounting medium (Dako, Glostrup, Denmark).

Les arteries temporals i els explants de Matrigel ser fixats amb paraformaldehid i incubats en
15% sucrosa en PBS tota la nit, seguit d’'una alttabacié amb sucrosa 30% per un o dos dies a
4°C. Posteriorment submergides en OCT (Sakuradking@bkyo, Japd), i en cas de les arteries
congelades en un bany de gel sec i metil-butaroimamgatzemades a -80°C. Es van fer talls
dels teixits congelats i es van col.locar en podesvidre, tenyits amb hematoxilina-eosina
(Histoserv, Inc., Germantown, MD). Per la immunoiines va seguir el mateix procediment
utilitzat per la tincié cel.lular detallada anternent. Anticossos primaris: hll23p19 anti-goat
(R&D systems) (1:200), hCD31 BD Pharmingen (mou¢&)100) i mCD31 (rat) BD
Pharmingen. Secundaris: Alexa-donkey anti-goat 84850), Alexa-donkey anti-mouse 488
(1:350). Les mostres es van observar i fotografmb els microscopis Olympus IX51 (Olympus

Optical, Melville NY ) i el confocal Zeiss LSM 5XCarl Zeiss, Thornwood, NJ).

63



Analisi Estadistic

Les diferencies entre grups s’han evaluat ambstlTtede student o el de Mann-Whitney. Les
corves de supervivencia s’han analitzat amb KapMarer. El valor de P s’ha considerat

significatiu per sota de 0.05.
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Taula 1. Caracteristiques cliniques dels paciemib #ACG

Caracteristiques Cliniques

Pacients ACG (N)

N° pacients (n) 57
Caracteristiques generals
Edat en anys, mitja (rang) 78 (58-91)
Sexe, dona/home 45/12
Simptomes cranials 50
cefalea 43
claudicacié mandibular 15
hipersensibilitat cuir cabellut 12
dolor facial/ledema 5
dolor ocular 6
dolor lingual 7
mal d’orella 3
carotidinia 5
dolor dental 1
Odinofagia 13
Artéria temporal anormal* 52
Events isquémics cranials 14
pérdua de visioé permanent 8
amaurosis fugax 4
diplopia transitoria 1
AVC 1
Manifestacions sistemiques 30
febre 18
pérdua de pes 25
Polimialgia Reumatica 24

*Arteries temporals anormals a I'exploracié fisic@oloroses, inflamades, indurades amb/o
disminucio o abséncia de pols)
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RESULTATS

1) Expressié _de les interleucines 1L-12 p40, IL-1835 i IL-23 p19 en 'ACG

1A. Detecci6 I1L-12 p40, IL-12 p35i IL-23 p19 mRN&k les biopsies d’arteria temporal

La comparacio entre pacients i controls va posanaeifest una clara diferencia pel que fa a la
preséncia de p40, essent practicament indetectsbkds controls i elevant-se en els pacients
com mostra el grafic de la figura 1 (1.68+0.31 atsitrelatives vs 0.06+£0.06, p = 0.0004). Pel
gue fa a l'expressié de p35 no vam trobar dife@ndignificatives entre els dos grups
(17.75£2.5 vs 25.6%4.8, p = 0.11En l'estudi de la IL-23p19, observem que també fatma

significativa es troba més elevada en els pacmuitsen els controls ( 29.88+ 6.1 vs 5.55+1.5, p<

0.0001).

Amb aquests resultats es confirmaven doncs, esénmamplia de pacients la dissociacio entre
'expressio de la subunitat p40 i la p35 de la B-llaugment de la pl9 en les lesio
inflamatories de 'ACG. Suggerint un possible repecialment de la IL-23, en la patogénia de

'ACG.
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Figura 8. Expressio en |"arteria temporal de ILpé® (A), IL-12p35 (B) i IL-23p19 (C) mRNA.
Comparacié entre controls i pacientslestacant un augment significatiu en les lesions

inflamatories de les subunitats p40 i p19.
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1B. Deteccié de I'expressid proteica de IL-12 p#G12 p35 i IL-23 pl19 en les biopsies

d'artéria temporal

Davant els resultats obtinguts amb RNA, es va cowgr I'expressio proteica d’aquestes
citocines a nivell arterial mitjancant immunohdpdmica. A la figura 2 podem veure la
diferencia d’expressié d’aquestes citocines comyaageéries positives de pacients amb ACG i
de controls. Especialment IL-12p40 i IL-23p19 exbén clarament expressades en les zones

amb major activitat inflamatoria de les arteriesipees.
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Figura 9. Expressio proteica de IL-12p40, IL-12p35IL-23p19 en arteries temporals.
Comparacié entre pacients i controlPestaca la preséncia de p40 i pl9 en l'area més

inflamatoria.
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1C. Detecci6 en el plasma de IL-12, IL-12 p40, B9

Per aquesta part del projecte hem utilitzat plagiteat) de 33 pacients no tractats i 7 controls.
Amb les mostres estudiades no es va poder quantiida IL-12 ni la IL-23 per estar per sota
del limit de detecci6. Pel que fa a la p40 vam oasemillor nivell de deteccio i tot i que les
diferencies no son significatives hi ha una ten@aajue els nivells siguin una mica meés alts en
els pacients que en els controls (Figura 10). Dot tan IL-12 i la IL-23 totals han estat
indetectables, una possibilitat que explicaria afjtesultat és la preséncia d"homodimers de p40

amb activitat biologica.

Figura 10. Expressio de IL-12p40 en plasma . Corapa@r entre controls i pacients sense

diferéncies significatives. IL-23 i II-12 van esfzer sota el dintell de deteccid
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1D. Relacié entre els nivells de RNA d'lIL-12 i II32 les caracteristigues fenotipiques dels

pacients.

Amb els resultats anteriors en els qué vam compra@gment significatiu de RNA p40 i p19

en les lesions de 'ACG, vam voler estudiar si &wvia alguna relacio entre aquests nivells i les
caracteristiques fenotipiques dels pacients, pelvgmn mirar la seva correlacio amb diferents
parametres de la malaltia: simptomes cranialsnpaélijia reumatica, simptomes sistémics i
complicacions isquémiques. En cap dels casosotales resumeix en la taula 2, vam trobar una
relacié significativa, malgrat destacava una ctaralencia de la p19 a estar més elevada en els

pacients que presentaven més simptomes sistergEcte els que no.
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Taula 2. Relacio entre IL-12 i IL-23 i les caraggtiques fenotipiques dels pacients

MRNA unitats relatives IL-12-p40| 1L-12p35 IL-23 p19
Simptomes cranials

Presents 3.98+1.75| 14.24 +4.7p22.39 +4.62
Absents 496 +0.30| 17.23+2.2018.89 +3.34
p 0.057 0.15 0.23
Polimialgia reumatica

Presents 4.25+0.84| 21.65+0.9p35.74 +10.3
Absents 467 +13 | 16.17 £1.2P19.27 +4.22
p 0.68 0.35 0.43
Simptomes sistémics

Presents 4.16 +1.56/ 22.03 £5.07 41.46 +12.7
Absents 4.72+0.75| 1546 +1.98317.79 +3.7
P 0.64 0.24 0.055
Complicacions isquemiques

Presents 3.20+1.05| 11.21+1.8316.21+7.01
Absents 4.89+0.89| 19.38+2.7329.18 +6.47
p 0.14 0.071 0.6
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1E. Relacid de la IL12 ila IL23 en la persisterial’ ACG

Comprovada la sobreexpressio d’aquestes interlesiegn 'ACG, ens vam plantejar si podien
tenir un paper important en el manteniment deflanmacio i persisténcia de la malaltia, pel que
vam analitzar la seva relaci6 amb dos factors itapts: els rebrots i els requeriments

terapéutics.

Pel que fa als rebrots vam comparar el contingyt4fe p35 i p19 RNA entre els pacients que
no havien presentat cap rebrot o només un, amlergaajue n’havien presentat dos a meés. Els
resultats que es presenten a la taula 3, no vatraneslacions significatives entre els nivells

d’aquestes interleucines i el nimero de rebrots pEtients.

El segon que vam estudiar va ser com hem esmantaicament, la possible relacio entre els
requeriments terapeutics i els nivells d’IL-12 p4D;12 p35 i IL-23 pl19. Per fer-ho, vam
comparar el nivells de RNA entre els pacients qeapres de 3 anys estaven o0 no en tractament.
També vam analitzar el percentatge de pacientshguien assolit la dosi de prednisona de
manteniment< 10mg/dia) al llarg de 200 setmanes i el tant et cle pacients que havien
pogut abandonar el tractament amb el temps dersegtii De tots aquests resultats només vam
trobar una relacié significativa (p=0.22) en el abs la subunitat p40. Sorprenentment els
pacients amb nivells més elevats de p40 abanddmemseel tractament tal com es veu en la

figura 11. Per la subunitat p19 detectem la materdencia.
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Aixi doncs, malgrat no vam poder demostrar unaadalacié entre I'evolucioé i persisténcia de la
malaltia i els nivells de les interleucines 12 i#3 que fa als rebrots, pel que fa al requeriment
terapéutic destaca que els pacients que poden @imndl tractament abans sense presentar

recaigudes son els que tenen nivells més alts sleblanitat p40.

Taula 3. Relaci6 entre els nivells de RNA de ILi-1223 i el rebrots

Rebrots
MRNA unitats relatives 0-1 2 0 més p
IL-12 p40 7.42 +1.64 0.92 +0.30 0.058
IL-12 p35 7.67 %3 5.67+1.3 0.67
IL-23 p19 532 £1.25 7.69+29 0.28
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Figura 11. Percentatge de pacients que poden arrébabandonar el tractament amb un temps

de seguiment de 500 setmanes. Destaca que elsisaamb nivells més elevats de p40 (>mitja)

assoleixen abans aquest objectiu.
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1F. Correlacié entre la IL-23 i la IL-17

Com hem vist en la introduccid, la diferenciaciole cel.lules Th17 requereix de la preséncia
de la IL-23. Sabem per la literatura que ambdutsleucines estant intimament relacionades i
gue s’ha arribat a parlar de l'axis IL23/IL17 emguales malalties inflamatories croniques. Per
agquest motiu, sumat al fet que haviem comprovat tri-23 es trobava augmentada en
'ACG, vam estudiar els nivells de mRNA de la IL-Xfobant una correlacié positiva

significativa (p < 0.01) amb la IL-23 (taula 4). dept fet ens va motivar a aprofundir també en

el possible rol de la IL-17 en aquesta malaltia.

Taula 4. Correlaci6 positiva entre I1L-23 i IL-17

Rho de Spearman IL-17 p19
IL-17 Coeficient de correlaci 1,000 ,397*
Significacié bilaad 0,008
N 45 44
pl9 Coeficient de correfaci ,397* 1,000
Significacié bilaad 0,008
N 44 44

*La correlacio és significativa al nivell 0,01 (&@ieral)
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2) Expressio de la interleucina IL-17 en 'ACG

2A. Deteccio IL17 mRNA en les biopsies d'arterimporal

Com es pot veure en la figura 12 i d’acord ambodaetacio que haviem vist amb la IL-23, el
contingut de IL-17 mRNA en els pacients, és sigatfivament més abundant que en els controls

(6.22 + 8.61 vs 2.50 £ 3.90 relative units=®.016).

Figura 12. Expressio en |"arteria temporal de IL-BfYRNA. La comparacio entre controls i

pacients mostra que la IL-17 esta significativanelavada en 'ACG.
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2B. Detecci6 de I’ expressid proteica de IL17 end®psies d’artéria temporal

Tal i com haviem fet amb la IL-12 i la IL-23, dava&fs resultats obtinguts amb el RNA de la IL-
17, vam voler comprovar I'expressio de proteindemnarteries dels pacients amb ACG. A la
figura 13 es compara una arteria positiva (A) améd negativa (B). C i D mostren que no només
I'arteria principal presenta IL-17, sino també wadateral inflamada. E i F mostren les biopsies
d’'un mateix pacient en el moment del diagnostia iany després, on es pot veure clarament el

canvi que ha sofert I'artéria juntament amb la dagaio de la presencia de IL-17.
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Figura 13. Expressi6 proteica de IL-17 en artériesiporals. A. Arteria d’'un pacient amb ACG.
B. Artéria d’'un control. C. Colateral inflamada. Bmpliaci6 zona inflamatoria. E. Biopsia

positiva d'un pacient amb ACG abans de [l'inici trelctament. F. Bidpsia del mateix pacient un

any després.
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1C. Detecci6 en el plasma de la IL-17

Tal i com també va passar amb els nivells en pladenia 1L-23, la majoria de resultats per la
IL-17 van ser indetectables o en el dintell de cgede la técnica (15 pg/ml). (46.65 + 10,27 vs

18.84 £ 19.09 pg/mL; p < 0.001)

Figura 14. IL-17 en plasma. Nivells per sota o kdietell de deteccio.
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2D. Relaci6 entre els nivells de RNA d’'IL-17 i lesracteristiques fenotipiques dels pacients.

En aquest cas també vam voler estudiar la possttdeio entre els nivells de IL-17 mRNA i
diversos parametres clinics dels pacients ( simggornanials, polimialgia reumatica, simptomes
sistemics i complicacions isquémiques). Tal comidravvist amb la resta d’interleucines
estudiades, per la IL-17 tampoc vam trobar unaetawid significativa amb cap dels parametres

estudiats (Taula 5).

Taula 5. Relacio de la IL-17A i les caracteristigdenotipiques dels pacients

IL-17A mRNA unitats relatives (meant SEM)
Present Absent p
Simptomes cranials 7.42 +1.64 0.92 £0.30 0.058
Polimialgia reumatica 7.67+3 5.67+1.3 0.67
Simptomes sisteémics 5.32 +1.25 7.69+29 0.28
Complicacions cranials isquémiques 11.20+4.18 5.16+1.4 0.31

81



2E. Relaci6 de la IL-17 en la persisténcia deALG

Comprovada la sobreexpressio de IL-17 en 'ACG,vam plantejar si aquesta interleucina pot
tenir un rol important en la persistencia de laattial, pel que vam analitzar, tal com haviem fet
previament amb la IL-12 i la IL-23 la seva relaamb dos factors rellevants en aquest sentit: els

rebrots i els requeriments terapeutics.

Vam comparar el contingut de IL-17 mRNA a niveBstilar entre pacients que no havien
presentat cap rebrot 0 només un, amb pacients’gaeien presentat dos o mes. Els nivells de
IL-17 mRNA van presentar la tendéncia de ser mésatd en aquells pacients que havien
presentat remissio sustinguda (7.46 + 973 vs 3.39& relative units; p = 0.058). Amb aquest

mateix proposit vam obtenir proteina procedentatéeria en 7 pacients (5 pacients amb més de
2 rebrots i dos pacients sense rebrots) i mitj@nE&ISA vam comprovar com els nivells de

IL17 també eren més alts en els pacients que nierhavesentat mai rebrots (19, 30 + 29.96 vs

0.68 £ 0.63 pg/mL; p = 0.095). Podem veure aquestdtats en la figura 15 (A i B).

Pel que fa als requeriments terapeutics, vam taaalil'efecte del tractament amb
glucocorticoids en els nivells de mRNA d’aquestierileucina, comparant pacients no tractats
(n=38) versus pacients amb dos o més dies de manta(n=19). En aquest cas vam observar
com els pacients tractats, tenien nivells de IL¥It similars als controls de la figura (8.22 +

8.61 vs 1.74 £ 2.48 relative units; p = 0.017)g(Fa 15 C).
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També vam estudiar la diferencia en ILL7mRNA emi® pacients que després de 3 anys
seguien o0 no en tractament. Els nivells més alissea pels pacients que passat aguest temps ja
no requerien corticoides (5.17 + 8.11 vs 0.29 #604= 0.06) (Figura 15 D). També hem
comprovat com de forma significativa (p < 0.04h ,um seguiment de 200 setmanes, els pacients
amb nivells més alts de IL-17 mRNA assolien abanddsi de manteniment de prednisofa (
10mg/dia) i de forma similar, els pacients amtehsvmés alts de IL17 mMRNA de forma també
significativa (p < 0.028) podien abandonar el sawnt abans que els que presenten nivells més

baixos de IL17. (Figura 16 A i B respectivament).

Aquests van ser resultats un tan sorprenents jamuesum, mostren com nivells més alts de IL-17
en el moment del diagnostic s'acompanyen d’unaomélolucié dels pacients, amb tendencia a
presentar menys rebrots i podent retirar el traetduie forma més precog de forma significativa. A
favor d’aguesta observacié també veiem com eldisige RNA disminueixen amb el tractament i

en la immunohistoquimica, com en la segona bidgdsiap d’'un any, la IL-17 havia desaparegut

en la seva totalitat.
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Figura 15. A. Relacio del contingut de IL-17 mR&b la presencia de rebrots. B. ELISA per IL-
17 a nivell arterial, comparant pacients amb rebkro sense. C. Comparacié dels nivells de IL-
17mRNA entre pacients sense tractament i pacientsdbs o més dies de tractament. D. Nivells

de IL-17 mRNA i tractament als 3 anys.
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Figura 16. A. Percentatge de pacients que assaldx&losi de manteniment de PBNLOmg/dia
(temps de seguiment 150 setmanes). Els pacients rivells més elevats de IL-17mRNA
(>percentil 75) arriven abans a aquesta dosi de teament. B. Percentatge de pacients que
poden arribar a abandonar el tractament amb un tem@ seguiment de 250 setmanes. Destaca

gue els pacients amb nivells més elevats de IL-NAnRpercentil 75) assoleixen abans aquest

objectiu.
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En el seglient apartat descrivim les possibles furis proinflamatories de la subunitat p19
a nivell de I'endoteli des d’'un punt de vista expemental . Els motius que ens hi van

conduir son:

1) D’'una banda I'expressié augmentada d’lIL-23 erdsions inflamatories de 'ACG.

2) L'estudi de Wiekowski et. al on els ratolinsnsgenics per pl9 presentaven inflamacio

sistemica amb evidéencia de vasculitis histologitaasos petit{Wiekowski 2001)

3) Esta descrit que l'inici de la resposta inflabn@ en 'ACG té lloc als petits vasos de

'adventicia des d’'on s’expandeix a la resta dedeet arterial.

4) L'endoteli és el punt d’arribada de les célsuleflamatories. Amb varies funcions pro-
inflamatories(Pober 2007)
1) productor de citocines: IL-1 , IL-6
2) reclutament de cel.lules inflamatoriestravés de la produccié de : quimiocines
(CXCL8, MCP-1), mol.lecules d’adhesio (ICAM, VCAM)transmigracio (PECAM-3)
3) angiogénesi (en la inflamacié cronica). Formade nous vasos sanguinis que

afavoriran el reclutament de més leucocits perpetaanflamacio.

5) El coneixement de que amb I'estimulacio de &Nds cél.lules endotelials produeixen mRNA

p19(Oppmann 2000).
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3) Expressio i funcié de la IL-23 a nivell endotedil

3A. Expressio endotelial de la p19 en I'ACG.

Per estudiar la relacio de la IL-23 p19 i les o3 endotelials a nivell de l'arteria temporal,
vam fer immunofluorescencia en una arteria normala patologica buscant la co-expressio d’
IL-23p19 i CD31 com a marcador endotelial. Tal cewbserva en la figura 17 (A) a l'arteria
control no hi ha rastre de pl9 i el CD31 marcaquaiment la linea de I'endoteli. En la
patologica (Figura 17B) observem la pérdua d’estracde la paret de l'arteria, destacant

I'expressio en alguna cél.lula de p19 (en vernwahjuntament amb CD31 (en verd).

Figura 17 .Immunofluorescéncia per CD31 i IL23pA9Artéria control. B Artéria patologica.
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3B. Induccidé de la produccié d’IL-23 RNA en les.tdes endotelials

Coneixedors per la literatura de que les cel.leledotelials son capaces de produir IL-23 p19
MRNA amb I'estimul de TNd vam proposar-nos estudiar com responien aquestdsles a
aquest i a d'altres estimuls inflamatoris. Algurallsl presents en 'ACG com I'INFi també
estimuladors dels TLRs (LPS) que sabem es detectédes cel.lules dendritiques adventicials i
poden ser responsables de la seva maduracié coPCas Aper tan ser el punt d’'inici de la
inflamacié de la malaltia tal com s’explica a I'ajaé d’introduccié. Com es pot veure a la figura
18 A, vam trobar que lligants dels TLRs com LR&mbé I’ IFNy i obviament el TNE eren
capacos d'estimular la produccio d’IL-23 p19 mRNé&r part de les cél.lules endotelials. A la
figura 18 B i 18 C es mostra la produccio d’IL-28r part de cél.lules mononuclears de sang
perferica (PBMC) després de I'estimulaciéo amb LIP&staca la produccié d’ambdues subunitats
pl9 i p40 a diferéncia del que succeeix amb lesut#d endotelials, on cap d’aquests estimuls

inflamatoris va ser capac d’induir la producciépdé®.

També vam voler comprovar la presencia o no deéptec de la IL-23 en les cél.lules
endotelials. Ambdues cadenes del receptor s’exgmess els PBMC (d’acord amb el que diu
literatura). A les HUVEC la cadena IL23R no es dietetampoc la IL12RL en condicions
basals, tot i que uns minims nivells semblen egarese després de l'estimulaci6 amb LPS,

PMA o TNFu (Taula 6).
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Figura 18. A Produccio d’IL-23p19 mRNA per part lds cel.lules endotelials. Destaca la no

inducci6 de la subunitat p40. B i C. Produccio d2B (ambdues subunitats) per part de PBMC

després de la induccié amb LPS (1 ug/ml).
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Taula 6. Expressi6 del receptor de la IL-23 a dieeldotelial
HUVEC PBMC
IL12RB1 Nivells molt baixos* | Si
IL23R No Si (menys que IL17R)

*Aparentment no hi ha produccié en situacié bgzaip es detecten nivells molt baixos després
de I'estimulacio per part de LPS, PMA i TWAL23 R no s’indueix.
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2B. Detecci6 de I’ expressid proteica d’IL-23 pIPles cél.lules endotelials

Una vegada comprovada I'expressio de p1l9 mRNA, vataer estudiar I'expressio proteica
d’aquesta citocina en les cél.lules endotelial$.cban mostra la figura 19 (A) per western blot
vam detectar una banda corresponent als lisatslags. endotelials lleugerament per sobre del
pes molecular esperat (18.5) i del control posiflisats cel.lulars de 293T transfectades per
lentivirus p19) . Una possible explicacié per agues podria ser una O-glicosilacio descrita
previament en la literatura (Oppmann et al Immug@@0). També per immunofluorescencia,
tot i que de forma poc intensa, podem veure lagpi@a de granuls en el citoplasma de les
cel.lules endotelials positius per la tinci6 amb9 pquan aquestes han estat previament

estimulades amb TNHFigura 19 B).
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Figura 19. A. W-B on observem banda al voltant 8ekDa corresponent als lisats de les
cel.lules endotelials. El control positiu seriers ldues bandes corresponents a cél.lules 293T

transfectades amb el LVp19. B. Immunofluorescendia-23 pl9 en cel.lules endotelials

després de la seva estimulacio durant 24h ambal NF
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3C. Secreci6 d'IL-23 pl19 per part de les cél.ldndotelials

Pel que fa a la secrecié d’aquesta subunitat,ekgusap fins ara per la literatura (Oppmann et al
Immunity 2000) és que com hem exposat anteriornreqyereix la presencia de la subunitat
p40 per ser alliberada. De tota manera ens vamopappestudiar per ELISA i a partir de la
precipitacié de sobrenedants per western-blotoksiple deteccido de pl9 en els sobrenedants
dels cultius de les cél.lules endotelials. Tal amwstra la figura 20A queda clara la secrecio
d’IL-23p19 per part de PBMC (control positiu) despide I'estimulaciéo amb LPS. Pel que fa a
les cel.lules endotelials, en cultius de 48 homteaem una minima quantitat de p19 sobretot
després de l'estimulaci6 amb LPS (Figura 20B). Wesstern-Blot calen grans quantitats de
sobrenedant precipitat de cel.lules endotelialsHE®26) infectades per p19, per detectar-ne la

presencia tal i com es mostra en la figura 20C.
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Figura 20. A i B. ELISA IL-23. A. Sobrenedant deldés HUVEC cultivades durant 48 hores
de forma basal i amb LPS lug/ml i TNRO ng/ml. La linea vermella senyala el limit de
deteccio de la técnica. B. Secrecio d’'IL-23 pertpiels PBMC després de 'estimulacié amb
LPS 1ug/ml. C. W-B on s’observa banda pels lisatdutars de les cel.lules 293T transfectades
amb el LVp19 i per les EAHY926 infectades amb elovale la p19. També s’observen dues

bandes corresponents a la precipitacio dels sobkdants dels cultius de les EAHY926 durant

24h i 48h.
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3D. Funcions bioldgiques de la IL-23 p19 a nivelletelial en un context inflamatori

En aquest apartat ens vam centrar en les duesofismanflamatories de I'endoteli que hem
esmentat anteriorment: 1) el reclutament de cesliflamatories i 2) la produccio de citocines.
Concretament vam estudiar si la sobreexpressiél®een les cel.lules endotelials afectava
aquestes funcions en algun sentit. Tots els asujue venen a continuacié son resultats
prel.liminars que d’alguna manera reforcen la ideajue la p19 pot tenir activitat biologica en
aquestes cel.lules i obren un cami fins ara ineaplgero com discutirem més endavant es

requereixen estudis més amplis i confirmatorisgp@reure’n conclusions fermes.

3D 1. Infeccié de les ceél.lules endotelials HUVEEAHY96 amb el lentivirus. Sobreexpressio

d’IL-23 p109.

Per portar-ho a terme primer ens va caldre sobressar la p19 mitjancant la infeccié amb el
lentivirus i el plasmid IL-23p19 i el seu controL\¥?X en dues linies cel.lulars (HUVEC i
EAHY926). A la figura 21 es mostra la comprovac#r pV-B i per immunofluorescéncia del

bon resultat de la infeccio.

94



Figura 21. A. Western-Blot amb els lisats de lddutes infectades per LVp19 i el seu control. B
Immunofluoresceéncia comparant cél.lules HUVEC. Aesduerra la preséncia de granuls
positius per p19 després de I'estimulacion amb dN& la dreta 24h després de la infeccio del

vector amb el lentivirus.
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3D 2. Reclutament de cél.lules inflamatories. Adlhds monocits.

Una de les funcions més importants de I'endoteélésclutament de cél.lules inflamatories. Es
per aquest motiu que vam voler estudiar I'adhesié Bucocits en les cél.lules endotelials amb
sobreexpressio de p19. Es van purificar cel.lulesanuclears de sang periférica marcades amb
fluorescéncia i es van incubar en diferents comaemns (1h a 37°C) en una monocapa de
cel.lules EAHY926 que expressaven o bé pl9, elcamtrol o no havien estat infectades.
Després de diversos rentats per treure les cé&l.hdeadherents es van analitzar les diferencies
amb un lector de fluorescéncia. Com mostra la &gR2 trobem que en totes les diferents
concentracions, les cel.lules mononucleades de panfgrica van mostrar un major grau
d’adhesié per la monocapa EAHY926 p19 comparat elsibontrols. Aixo doncs podria indicar
gue l'expressi6 de pl9 en les céllules endotelipisdria afavorir l'adhesié de

monocits/macrofags en I'endoteli.
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Figura 22. Adhesié de monocits en una monocapa IE¥6 infectades amb p19, PLVX i
parental. La grafica mostra com en totes les difiexncentracions cel.lulars de PBMC el grau

d’adhesio té tendencia a ser major per la monocdgaél.lules que sobreexpressen p19
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3D 3. Estudi de canvis en els gens inflamatorislege cél.lules endotelials després de la

sobreexpressio de p19.

Després de I'experiment on sembla que I'adhesitndeocits de sang periferica €s major en la
monocapa de cel.lules infectades per p19 que etoetsols, vam voler estudiar les quimiocines
CXCL9, CXCL10 i CXCL11 i el seu receptor CXCRS, ilepts en la quimiotaxi dels leucocits.
Tot i que no vam detectar canvis en el receptodestacar I' augment per RT-PCR de les tres
guimiocines per part de les cel.lules infectadespd® després des ser estimulades ambol NF
tal i com es motra a la figura 23.

A més d’aquestes quimiocines es van estudiar urbreconsiderable de gens inflamatoris que
sabem les cel.lules endotelials poden produir égrisnades circumstancies buscant diferéncies
entre els controls i les cel.lules infectades @& HUVEC i EAHY926) en estat basal i després
de ser estimulades per factors inflamatoris com d;NFPS i INFy. En cap d’aguests casos es
van trobar diferéncies significatives : CXCR4, CXGRCL2, CDH5, SDF-1,VEGF,VEGFR2,
FGF2, FGFR1, Jag2, Heyl, Hey2, DLL4, MMP1, MMP14MP1, IL-6, IL-17, IL-17R,
PECAM-1i TGFb-1.

Seguint amb la idea de que la p19 pot afavoriretés d’adhesio dels leucocits a I'endoteli, ens
vam proposar comprovar queé passava amb dues importeolécules d’adhesié que també es
troben augmentades en 'ACG, ICAM-1 i VCAM-1. Enuagt cas, vam fer western-blott dels
lisats cel.lulars de les cel.lules HUVEC infectages pl9 i el seu control i com a controls
positius vam utilitzar HUVEC estimulades amb LPENFa tal com es mostra a la figura 21 D.
Podem veure que tan per ICAM-1 com per VCAM-1 lasgncia de p19 augmenta la deteccio

d’aquestes molécules respecte el control.
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Figura 23. A, B i C mostren 'augment de RNA de CXCQCXCL10 i CXCL11 en les cel.lules
endotelials amb sobreexpressié de pl9 després rdestienulades amb TNE D. W-B de la
diferent expressio de les molécules d’adhesio ICAMYCAM-1 entre HUVEC p19 i el seu

control.
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3E. Angiogenesii p19

A la literatura hi ha algunes evidencies que sugjgen un efecte pro-angiogenic de la IL-23,
pero el mecanisme queda poc clar. L'angiogénesormdcio de nous vasos €S un proces
complexe que té molta rellevancia tant en el cacoen en la perpetuacio de la inflamacio
cronica. Perque tingui lloc hi ha d’haver l'actiiaade molts factors pro-angiogenics i les
cel.lues endotelials hauran de patir multiplesdf@macions. A nivell in vitro s’estudien alguns

d’aquests passos: 1) proliferacio 2) diferenciaB)dnigracio.

A continuacid6 mostrem els resultats dels experimergalitzats amb les cél.lules amb
sobreexpressio de p19:
In vitro:

1) diferenciacio: “Tub like structure.”

2) migracié: “scratch assay”

In vivo: assaig de Matrigel en ratolins.
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3E.1 Diferenciacié.Assaig de Matrigel in vitro

Per estudiar diferenciacié vam realitzar un asgaigtro que recapitula passos importants de les
cel.lules endotelials a I'hora d’unir-se i col.los® formant estructures vasculars, incloent
adhesio a la matriu extracel.lular, la generacio gdadients de quimiocines, polaritzacio,
formacié de filopodies, migracio cel.lular, unidl.tga-cel.lula i la formacié d’una ordenada
xarxa de cordons cel.lularS4lvucci 2002)Aquest és un procés ben regulat, que compte amb
molts passos i que inclou canvis dinamics en ldut&lendotelial orquestrat per multitud de
molecules. Vam fer 'experiment amb ambdos tipeldudars endotelials (EAHY926 i HUVEC)
amb resultats similars. Com es pot apreciar adardi 24 la presencia de pl9 sembla que
augmenta la tendéncia a formar cordons cel.lulagsnantant els angles d’interseccio respecte

els controls.
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Figura 24. HUVEC i EAHY926 (15,000 cels/pou) es sambrar en plaques de 48 cubertes
previament amb Matrigel solidificat (BD Biosciendeds van deixar incubant a 37°C 12h. Es
van comptar els angles amb el microscopi. Es modtreatges representatives de la formacio

dels cordons en els panells inferiors. Els ressltapresenten les mitjanes dels triplicats de tres

experiments diferents.
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3E.2. Migracio. “Scratch assay”

També vam voler examinar si la sobreexpressio @&ppdduia un canvi en la motilat de les
cel.lules i en la migracié. Per aixo vam utilitzara altre assaig in vitro de “wound healing”. Tal
com mostra la grafica de la figura 25 no hem trabtdrencies per part de les cel.lules amb
sobreexpressio de p19 d'incrementar la seva nattilia seva capacitat de migracio respecte els
controls (PLVX i cel.lules no infectades) en tantascletxa a la placa després de 18 hores
d’observacio. Per estar segurs de que aquest efe@e deu a diferencies en la proliferacié faria

falta comparar el creixement d’aquestes ceél.lules.

Figura 25. Scratch assay. No mostra diferencigmiicatives entre les cél.lules amb

sobreexpressié de pl9 i els seus cotnrols.
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3E. 3. Assaig de matrigel in vivo

Per veure el possible efecte de la p19 directasahre 'angiogenesi, vam utilitzar un model per
la formacio de vasos basat en Matrigel, en el gaal injectar a 4 ratolins immunodeficients de
forma subcutanea matrigel amb cél.lules EAHY926 &1Bun flanc) i amb cél.lules control (a
l'altre flanc). 10 dies després de la injeccio vaxtreure les plagues de matrigel i en vam fer
talls histologics fent tincidé per immunofluorescenger detectar les ceél.lules endotelials
humanes (mitjancant un h-CD31 Ac especific, no estran imatges) i els vasos del ratoli (rat
anti-mouse CD31; BD Pharmingen). En la figura 86ngostra com en dos dels ratolins, la
vasculatura marcada pel CD31 propi del ratoli és im&rementada en les plagues que contenien
pl9. Els talls histologics dels altres dos ratolinag ser de mala qualitat no podent extreure’n
conclusions. Aquest és un resultat molt prel.limoae només obriria la porta a ampliar I'estudi,

potser simplificant-lo injectant p19 recombinani@nde cél.lules infectades.
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Figura 26. Matrigel in vivo. Immunofluorescenciar pg-CD31 que mostra les diferencies en la
vasculatura en les plaques de matrigel. Per un matgoli, es mostra una imatge de la placa

amb presencia de p19 i a la dreta el matrigel aintoatrol.
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DISCUSSIO

Queda clar que I' arteritis de cel.lules gegantuids malaltia que malgrat té una bona opcio
terapéutica que indueix una milloria simptomatio@artant, a dia d’avui, aquesta és insuficient,
ja que no aconsegueix el control clinic d’algunsigrats, s’han establert complicacions com
'aneurisma d’aorta a llarg termini i a més preaeatectes secundaris sovint molt invalidants
tenint en compte que els pacients so6n d’edat adangcamolts d’ells no poden arribar a

abandonar els corticoides pel risc de rebrots.

Es per aquest motiu que es busquen alternativepéistiques que puguin solventar les
mancances de l'actualitat i és per aix0 que cakstigar millor I'etiopatogenia d’aquesta

malaltia amb la finalitat de trobar noves dianeageutiques.

Al llarg dels anys s’han anat sumant moltes evid@Encientifiques de que la resposta
inflamatoria que trobem en '’ACG és basicament ne@sposta immune tipus Thl. Una de les
citocines estudiades en aquesta malaltia és ebTiNkversos estudis, entre ells un del nostre
grup (Hernandez-Rodriguez 2004avien demostrat com 'augment de producié del dNF
s’associa amb alts requeriments terapeutics. Adigestsumat a que el blogueig d’aquesta
citocina s’havia vist util en el tractament de nitgda inflamatories com I'artritis reumatoide i
granulomatoses com el Crohiko{den 2000,Feldmann 2001)a motivar la generacié d'un
assaig clinic a nivell multicéntric per determitiaficacia terapeutica i la seguretat del bloqueig
del TNFe amb infliximab en pacients amb ACG. L'estudi na wostrar evidéncia que

I'infliximab fos til com a tractament de manteniméHoffman 2007) Es arrel d"aquest assaig
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pero, i d'un subestudi prospectiu longitudinal gien deriva, que es van analitzar els marcadors
inflamatoris de 4 pacients detectant-se un compenadissociat entre les dues subunitats de la IL-
12. Mentre el mRNA de la IL-12p40 persistia eleeat pacients amb rebrots freqients pero
indetectable en els que es trobaven en remissidl -12p35 es trobava present en baixes
concentracions en els pacients amb rebfdisvanathan 2011)Aquest fet a més a mes
concordava amb estudis realitzats amb models daltieal autoimmunitaries com la EAE, on
ratolins amb deficit de p40 no desenvolupen la liwala desenvolupen formes molt menys greus.
Amb el descobriment de la IL-23 p1®ppmann 2000)es va veure que la IL-23 compartia la
subunitat p40 amb la IL-12. En crear ratolins knoat per IL-23 p19 s’en van adonar, que eren
aguests, i no els deficients per IL-12 p35, els muelesenvolupaven la malaltia. Demostrant que
era la IL-23 i no la IL-12 la interleucina fonamanper desenvolupar la EAECua 2003).
Potseriorment a aquest fet, es va veure com I8lexpandia la produccié de cel.lules Th1l7 i que

aquestes eren capaces d'induir la EAE en ratainsesmalalita previgangrish 2005).

Es per aix0 que en 'estudi de Visvanathan et @l pansar que la persisténcia de IL-12p40 podia
esta relacionada amb la IL-23 més que amb la IL{i& aquest motiu la IL-23p19 i la IL-17
van ser analitzades per real-time PCR trobantdbsesexpressades pre-tractament i presentant
una clara devallada post-tractament. Malgrat altmNA es van trobar elevats, cap altre gen
clarament es diferenciava entre els pacients goeteven i els que no. Com a limitacio de

I'estudi per treure conclusions més rellevantsaviid la inclusio de pocs casos .

Tot aix0 ens va motivar a estudiar la presencigugstes citocines: IL-12p40, IL-12p35, IL-23p19

i IL-17 i la seva possible implicacio en la respdsflamatoria en I'arteritis de cel.lules gegants.
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1) Expressié _de les interleucines 1L-12 p40, IL-1835 i IL-23 p19 en 'ACG

Els resultats que presentem demostren una sobesskpde mMRNA de les subunitats p40 i p19 en
les lesions arterials dels pacients amb ACG dedasignificativa, mentre que la p35 no presenta
diferencies respecte els controls. Fet que confemana série amplia de pacients la dissociacio
entre la p40 i la p35, 'augment de la p19 i que @rta a suggerir que potser és la IL-23 mésayue |

IL-12 qui pot tenir un rol proinflamatori en I'’ACG.

També hem pogut demostrar I'expressié proteicaud'sigs citocines mitjancant la immunotincio
del teixit arterial. A més hem pogut veure queokelitzacié d’aquestes citocines coincideix amb

I'area d'inflamacié.

En el plasma no hem pogut confirmar aquests résydtajue la IL-12 i la IL-23 estaven per sota el
dintell de detecci6 de la tecnica i pel que fa p4@, que hem pogut quantificar bastant al limit de
deteccid, no hem trobat diferéncies singificativespecte els controls. També és d’estranyar que
detectem la subunitat p40 sense trobar IL-12 o3Lp2l que una possibilitat féra que amb aquesta
tecnica hagim detectat homodimers de p40, que etrans també es poden form@illessen

1995).

Un cop confirmada la presencia d’aquestes citoceredACG vam voler relacionar-les amb
caracteristiques fenotipiques dels malalts peddaletectar un possible rol participatiu d’aquestes
citocines en la inflamacio o en d’altres aspectetadnalaltia. Aixi doncs vam analitzar la relacio

entre el nivell d'aquestes citocines i la presemgasimpotmes cranials, polimialgia reumatica,
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simptomes sistémics i complicacions isquemiquesvaiio poder establir correlacio amb cap dels
parametres estudiats de forma significativa, dastacomes la tendéncia a que la p19 fos més

elevada en pacients amb una resposta sistemiogante

Per estudiar la possible relacio de la IL12 i I23Llen la persisténcia i evolucio de 'ACG, vam
utlitzar dos parametres importants de seguimeist ggtients com son el nimero de rebrots i el
requeriment terapéutic. Comparant pacients sefsetseo nomeés un, respecte els pacients amb
més d'un rebrot no vam poder veure diferencies ifsigtives en els nivells d’aquestes
interleucines entre els dos grups. Per analitzaredjueriments terapeutics vam utilitzar dos
parametres com sén el temps requerit per arridardmsi de manteniment de10 mg/dia de
prednisona i el temps requerit per retirar dell@omedicacié. No vam poder establir tampoc
diferencies entre els pacients amb alts requersntarapéutics o els que requereixen dosis
baixes de corticoides i el nivells d’aquestes aites, exceptuant la subunitat p40, de la que
detectem uns nivells de mRNA locals inicials mésvals en els pacients que podran deixar

abans el tractament amb prednisona.

En resum, amb els nostres resultats no podem ageclefectes sistemics clars d'aguestes
citocines en I'’ACG, si bé les hem trobat augmergaaivell local en les lesions inflamatories,
sobretot la IL-23 i per tan potser el seu efectea gi’esperar a aquest nivell o bé com a part

fonamental d’'una possible resposta Th17 en aquesitatia.

La IL-23 és necessaria per I'expansio i homeodstasies cel.lules Thl7. S’ha vist com el

bloqueig de la IL-23 pot suprimir el desenvolupameée diverses malalties autoimmnes en
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models animals i en alguns casos com aix0 €s efiecta consequent disminucio de la IL-17,
principal producte de les cel.lules Th17. EL blagu#aquesta citocina i/o de la IL-17 s’ha vist
atil no només en models animals sino també enrgtalcde malalties autoimmunes. Es per aixo
gue es considera l'axis IL23/Th17 essencial enesattalalties inflamatories immunomediades i
s’estan utilitzant com a noves dianes terapeutiueskura 2006) El bloqueig d’aquest eix s’ha
vist util en models animals de malalties desmiadants (EAE), artritis reumatoide (CIA) i
malaltia inflamatoria intestinal i ja son una readliels assaigs clinics amb tractament biologics
gue bloquegen la IL-23 o la IL-17. N’és un exemplstekinumab, anticés monoclonal anti p40

i que per tan actua inhibint la IL-12 i la IL-23raEtament que s’ha demostrat util respecte el
placebo i que ja esta aprovat com a tractamenlapesoriasis i també ha demostrat eficacia en
l'artritis psoriasica. Els resultats per la maklktie Crohn sén menys evidents i no s’ha mostrat
efectiu per I'esclerosi multiple. Secukinumab ésanticés monoclonal contra IL-17A del que hi

ha resultats prel.liminars en alguns assaigs emgssoespondilitis anquilosantgssinot 2012).

Ja que a dia d’avui queda clar que aquesta vianéaspossibilitat real de dianes per nous
tractaments en malalties inflamatories, creiem igm aprofundir en I'estudi d’aquestes
citocines que amb els nostres resultats ja hem @vap estan presents en 'ACG de forma

significativa.

Coneixedors de que la IL-17 també s’havia mosteatagla en I'estudi de Visvanathan et al i

havent trobat aquesta sobreexpressié de pl9 d aitefial vam voler ampliar I'estudi de la

resposta Th17 en 'ACG.
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2) Expressio de la interleucina IL-17 en 'ACG

En primer lloc vam corroborar una correlacié pesitentre els nivells que haviem detectat de

MRNA IL-23 p19 i els de mMRNA IL-17 en les lesionteaals de 'ACG.

Simultaniament vam veure que de la mateixa maneeall-23 pl9 estava augmentada en
aquesta malaltia, també ho estava la IL-17, deteatas nivells de mRNA en les artéries
patologiques significativament superior als comtrdet que també vam comprovar a nivell
proteic amb I'ajuda de la immunohistoquimica. Hest gue la IL-17 es troba expressada en les
arteries dels pacients sobretot en les areesahmaitio, tal com succeia amb la resta de citocines
estudiades i tenim evidéncia de la seva desapagiciGegones biopsies realitzades un any

després del diagnostic.

Pel que fa a la relaci6 amb les caracteristiquestifgiques dels malalts, amb els parametres
estudiats que han estat els abans esmentats paltres citocines, tampoc la IL-17 sembla
determinant. En canvi quan vam estudiar la sewcitelamb la persistencia i evolucié de la
malaltia mitjancant I'analisi de rebrots i requegimh terapeutic, destaca un resultat sorprenent i
una mica a la inversa del que potser era esperpigade forma significativa els pacients amb
nivells més elevats d’'IL-17 requereixen menys &a@nt, de manera que arriben abans a la dosi
de manteniment i poden retirar els corticoidesaimé& més preco¢. També tenen la tendencia a
presentar menys rebrots, tot i que no ha estadisitaament significatiu. Aquests resultats que ja

van ser presentats al Congrés America de Reum&o(d&R) I'any 2008(Espigol-Frigolé

111



2008) enllacen amb un article publicat durant la reatitzade la tesi on també s’estudia la
resposta Th17 en 'ACG.

En aquest article basicament analitzen la presétitial 7 i d’altres interleucines relacionades
amb les respostes Thl i Th1l7, en l'artéria tempoeal el sérum de pacients amb ACG abans i
després del tractament amb glucocorticoids. Deteque tan la IL-17 com les cél.lules CD4
Th17 i la majoria d’interleucines estudiades conmlLk®b, IL-1, IL-23, IFNy i IL-12 es troben
elevades abans del tractament detectant una sidpesdota la resposta Thl7 després del
tractament perdo no de la resposta Thl que aparshtesgueix activa amb nivells elevats
d’'IFNy. Concloent que I'ACG presenta dues vies patogé&siqiihl i Th1l7 i que I'efecte del

tractament amb glucorticoids és capag d’'inhibirié&aTh17 pero no la Th@Deng 2010).

Aquest resultat corrobora la nostra deteccido délLia7 com a predictor de bona resposta
terapéutica en aquests pacients. Buscant una acidlia aquest fet, si bé és cert que tal com s’ha
dit, aix0 pot ser degut a que la via és facilmegfulable pels corticoides i nosaltres mateixos
apuntavem aquesta possibilitat en la comunicaci®&@R, aixd0 no explicaria perque altres
patologies basicament mediades per aquest eix ILPB/no tenen la mateixa resposta al
tractament amb corticoides. Buscant altres hipgtesi pensar en la capacitat de les Tregs per
actuar coma a tals, inhibint la resposta immunagguan sén estimulades Unicament pel FGF
0 en determinades circumstancies pro-inflamatdriamb la presencia de la IL-6 es poden
transformar en cel.lules Thl7. Potser davant ltefeenmunomodulador i frenador dels
corticoides aquestes cel.lules abans Th1l7 es tremsh en Tregs de nou essent una possible
explicacié de la davallada de la Th17 en aquesiegbnUn estudi en artritis reumatoide mostra

com en sang periférica hi ha un increment sigrtificde les cél.lules Th17 respecte les Treg i
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també un clar increment de les citocines relaciesaamb la Th17 com IL-17, IL-23, IL-6 i

TNFa, mentre que hi ha un descens significatiu del F(®Hu Q 2011)

3) Expressio i funcio de la IL-23 a nivell endotedil

Després de comprovar com la IL-23 es troba augrdarga les lesions arterials de 'ACG, no
hem pogut confirmar que tingui un paper rellevant I'evolucio de la malaltia amb els
parametres que nosaltres hem evaluat. Tot i &k0, r@o significa que per exemple, pugui tenir
un rol destacat en la inflamacié a nivell localniié en compte la importancia de I'endoteli en
l'inici de tota resposta inflamatoria, sumat al det que la inflamacié de 'ACG sembla tenir el
seu origen en els petits vasos adventicials i geders de que les cel.lules endotelials sén
capaces de sobreexpressar RNA de pl9 quan sOrukestes amb TN& ens vam proposar

I'estudi d’un camp inexplorat fins al moment: ekpible rol de la IL-23 a nivell endotelial.

Expressio i secrecié d’'IL23 per les cél.lules eptiaks

En primer lloc vam comprovar la capacitat de lelslidés endotelials per produir IL-23 pl19
després de ser activades per diversos factorsnattais, des de citocines com el TiN& I'lFNy
presents en 'ACG, com també activadors dels Tldescrits en la patogénia de 'ACG en la
seves etapes més inicials com a estimuladorsadaracié de les APCs. Amb aquests estimuls
hem estat capacos d’evidenciar la produccio dabarstat p19, perd no de I'heterodimer, ja que
no hem detectat expressio de p40 a diferénciawkekqgcceeix amb els monocits (PBMC), que

després de I'estimul amb LPS produeixen ambdueasn#talts, de fet proporcionalment més p40
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gue p19 tal i com també descriudld]f 1991)considerant la p19, la subunitat restrictiva alhora

de secretar la IL-23 activa biologicament.

Pel que fa a la seva secrecid, és cert que enobleredants dels cultius de les cel.lules
endotelials o gairebé no hem detectat IL-23 o ledn ldetectat la subunitat p19 per W-B en
cel.lules infectades amb el seu vector, requeratptecipitaci6 de grans quantitats de
sobrenedant. Fins ara el que se sap en quan eréeiged’aquesta subunitat és el que apuntaven

Oppmann et al. i és que requereix la subunitatget®er alliberada.

També hem comprovat I'expressié del receptor de-B3. Tal i com esta descrit per Parham et
al hem detectat en els monocits les dues cadergesaqiormen el receptor i que aparentment
son essencials per l'accié de la IL-23 (ILBARi IL23R), pero en les cel.lues endotelials,
basicament la cadena IL23R no sembla expressai-s#esprés de l'estimul per factors

inflamatoris.

Funcions bioldgiques de la IL-23 p19 a nivell emdiat en un context inflamatori

Per estudiar si la IL-23 p19 derivada de la ceél.leihdotelial pot tenir alguna funcié biologica,
ens vam centrar basicament en tres aspectes imfsodal rol inflamatori de I'endoteli. D’una
banda el reclutament de cél.lules inflamatoriema¢atd, adhesio, transmigracio), de l'altre, la
seva capacitat per expressar citocines i altres gdacionats amb la inflamacio i finalment amb
I'angiogenesi, fenomen fonamental en el mantenirden& inflamacio cronica (Pober 2007).

1) Reclutament de leucocits:
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Amb l'experiment funcional de I'adhesié de mondditsstaquem el fet de que els leucocits
presenten major adherencia en la monocapa delegldadotelials EAHY amb sobreexpressio
de pl19 respecte el seu control de cél.lules queessen el lentivirus amb el vector buit. Tot i
gue aquest és un estudi molt prel.liminar i quérgalkornar a repetir amb les cél.lules HUVEC
intentant també delimitar quins subtipus de leusoestan implicats en aquesta adhesio, aquest
€s un punt de partida important ja que és el printici de que la p19 derivada de les cél.lules
endotelials pot afavorir un dels aspectes prodimdiris d’aquestes ceél.lules. Basicament
aguesta és una observacio totalment nova que etessgplantejar-nos moltes preguntes, entre

elles quin podria ser el mecanisme d’accio de fagriaquest cas.

2) Expressio de gens pro-inflamatoris:

En consonancia amb l'estudi anterior, hem trobafjamgant RT-PCR, que en les cél.lules

HUVEC amb sobreexpressié de pl9 estimulades peraT& produeix un augment de les

quimiocines CXCL9, CXCL10 i CXCL11. Les quimiocineén una familia de molécules amb

un paper molt destacat en el reclutament i activagls leucocits i concretament CXCL9,

CXCL10 i CXCL11 so6n clarament estimulades per I'/Fh les respostes immunomediades per
Thl i comparteixen el receptor CXCR3, que és esgaiebasicament per cel.lules T activades i
cel.lules NK Cid 2011).

També en aquesta mateixa linea hem trobat quetldsles HUVEC infectades amb el vector

pl9, en estat basal tenen un augment d’expressiduds importants molécules d’adhesio:

ICAM-1i VCAM-1.
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3) Angiogenesi:

In vitro, hem observat un lleuger augment, per gartes cel.lules amb expressio del vector p19
respecte el seu control, de formar estructucturagass a cordons vasculars , que basicament
explora la capacitat de diferenciacio cel.lularlorat adhesié a la matriu extracel.lular, la
generacio de gradients de quimiocines, polaritzdoinacio de filopodies, migracio cel.lular, i
la uni6 cel.lula-cél.lula. Si bé in vivo hem compad una possible diferéncia en la
neovascularitzacié amb la presencia o no de paStuldi és massa limitat en nombre per treure’n
conclusions. L’efecte pro-angiogénic de la pl9 anlileratura esta descrit, pero el seu
mecanisme no queda clar i basicament s’ha atrébidt induccié d’altres mol.lécules com la

MMP9 o la IL-17(Langowski 2006).

Tot i que son prel.liminars i requereixen confirmlda@quests resultats, sobretot 'augment de
guimiocines i el de mol.lecules d’adhesié per partes cel.lules endotelials amb sobreexpressio
de p19 recolzats per I'experiment d'adhesio de raibs,0ens obren una nova perspectiva pel que

fa a I'activitat biologica de la p19 i ens obremts molts interrogants:

- Sila pl19 derivada de I'endoteli té acci6 biologieaté de forma independent de la p407?

- Sino és secretada, pot tenir un mecanisme d’actigcel.lular?

- Recentment s’ha trobat que la p35, inicialment roo®scrita com a subunitat de la IL-

12 es pot unir també a Ebi3 i formar la IL-35, pada p19 unir-se a una altra subunitat

que desconeixem?
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- No hem detectat el recepetor per la IL-23 en lddubEs endotelials, perd en podria

existir un altre?

L’estudi realitzat I'any 2001 per Wiekowski et @mb els ratolins transgenics per pl9 que
mostraven inflamacid sistemica amb evidencia dewdis a nivell histologic, deixava també

moltes questions per resoldre. D’una banda sabe®@memann et al. que la subunitat p19 de la
IL-23 requereix la p40 per poder ser secretadaivabiologicament. No obstant, en I'estudi

dels ratolins transgenics, només van sobreexprésssubunitat p19 i a més no van detectar
nivells augmentats de p40 en el serum d’aquestimatcom era d’esperar. Tal com apuntaven
els mateixos autors és probable que la p40 esstral@vell local i que s’hagués secretat de
forma paracrina, perd no tenim evidéncies d’'agtedst en realitat no és I'nic exemple en la

literatura d’'una expressié dissociada evident der@lues subunitats.

Se sap que la IL-23 és important en l'artritis ratoide (AR) sobretot per la seva accio
promotora de les céel.lules Th1l7, tot i que la majdfestudis estan centrats en la IL-23 p19, no
en la IL-23 com a tal. Brentano et al. 'any 20@h\comprovar com efectivament la subunitat
pl9 estava present de forma abundant en el liguidvial dels pacients, mentre que
I'heterodimer el van detectar en nivells molt baixén experiments in vitro van comprovar com
l'activacié de TLRs que també s’han demostrat sotpresats en 'AROspelt et al 2008)
basicament conduia a un augment d’expressio del%aper part dels RASF (RA synovial
fibroblasts), pero no de la p40 ( a diferenciagled passava amb els monocits que després de
'estimulacié dels TLRs produien la IL23 complert&) final de I'estudi els autors també es

guestionaven el mateix. Pot la p19 tenir efecte®bics independentment de la p40?
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Basant-nos en el nostre estudi, amb la sobreexprésda p19 detectem un efecte de la mateixa
gue podria ser intracel.lular. | no seria el primas descrit d’interleucina que actua a aquest
nivell. La IL-1 alpha, pot actuar extracel.lularmera receptors de membrana, pero també hi ha
evidéencies de que alguns dels seus efectes depentnseva loclitzaciéo nuclear, on pot ser
translocada. S’han descrit accions intracel.lubsrsembla involucrada, com ara la proliferacio,
apoptosi i migracio, tot i que el mecanisme no quael tot clafBuryskova 2007)En aquesta
proteina intracel.lular també se li atribueix Igpa&eitat d’induir la produccié d’algunes citocines

com ara la IL-8 o la IL-6 en determinades circumsigs( Cheng 2008, Palmer 2005).

Per comprovar aquesta teoria en el nostre cas B#aeessant aprofundir en les vies de
transcripcié intracel.lulars i estudiar si algunellds es veu activada amb la sobreexpressio de la

p19.

Una altra possibilitat, €s que amb els factorsregtidors que hem utilitzat per produir p19, no
hagim pogut augmentar la produccié de p40 i potségn altres circumstancies perquée aixo
passi a nivell de la cel.lula endotelial. O bé gup40 sigui aportada per altres cél.lules. Ampliar
'estudi amb co-cultius seria interessant per @rgohquesta questid. També la co-infeccid de
pl9 i p40 en les cel.lules endotelials ens ajudariasoldre el dubte de la seva capacitat de

secrecio de la subunitat p19.

En definitiva, hem comprovat la capacitat de prediccde la 1L-23p19 per part de la cel.lula

endotelial i tenim indicis de que aquesta citoaiigaivada d’aquestes cel.lules pot tenir una

funcio biologica, obrint aixi un territori ampli eara inexplorat per seguir estudiant.
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CONCLUSIONS

1) Hem comprovat com les interleucines IL-12 i IB-8s troben altament expressades en
'ACG tan en forma de mRNA com de proteina a nitetlal. No hem pogut establir la seva

relacid6 amb les caracteristiques fenotipiques patsents i pel que fa a la persistencia de la
malaltia nivells elevats inicials en el mRNA deslzbunitat p40, semblen relacionar-se amb una

millor resposta al tractament.

2) Els nostres resultats demostren una correkatice els nivells de mRNA d’IL-23 i els

d’IL-17 en 'ACG i una important expressio d’lL-18h aquesta malaltia. A més de comprovar
la preséncia d’aquestes interleucines relacionadds la resposta Th17, quan hem estudiat la
seva relacié amb I'evolucié de I'ACG, contrariamahtjue podiem esperar, hem detectat la IL-

17 com a factor predictor de bon pronostic.

3) La naturalesa basicament observacional del em@stiudi impedeix establir conclusions
respecte el mecanisme que justifica el rol de 1L de les cel.lules Th17 en I'ACG. La
interrelacid entre les respostes Thl, Th1l7 i ekibdes paper de les Treg en aquesa patologia,

requereix més investigacio.

4) Amb els nostres resultats hem comprovat querstgeestimuls inflamatoris com el

TNFo o I'lFNy afavoreixen la produccié d’IL-23p19 per part de ¢&l.lules endotelials. Tambée

hem vist I'expressié d’aquesta subunitat en celdw@ndotelials a nivell de I'arteria temporal. No
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hem pogut detectar la co-produccié de p40, en ipiimecessaria per la secrecié de la citocina

amb activitat biologica (IL-23).

5) Els nostres estudis prel.liminars, orienten dudlL-23p19 derivada de les ceél.lules
endotelials pot ser funcional, tot i que amb elstres resultats encara no podem establir cap
mecanisme que ho expliqui, s’obren aixi bastarteyrogants en un camp fins ara inexplorat i

gue de ben segur mereix també més investigacio.
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