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1. ABREVIATURES

MS: Membrana sinovial

LA: liquid articular

AR: Artritis Reumatoide

APso: Artritis Psoriasica

Esp: Espondiloartropaties

EA: Espondilitis Anquilosant

ARe: Artritis Reactiva

VSG: Velocitat de sedimentacio globular

PCR: Proteina C reactiva

FR: Factor Reumatoide

FMM: farmacs modificadors de la malaltia

TNFa: Factor de necrosi tumoral alfa

FGF: "fibroblast growth factor”. Factor de creixement de fibroblastes
TGF-B: “Transforming growth factor-3”. Factor de transformacié de creixement
beta

DAF: “decay accelerating factor”. Factor accelerador de I'envelliment
Anti-PCC: anticossos anti péptid citrul.linat ciclic

P53: proteina p53

IHC: immunohistoquimica

IFN-y: Interferon gamma

IL- (1B, 2, 4, 5, 6, 8 i10) :Interleuquina (1 beta, 2, 4, 5, 6, 8 i10)
RANKL: lligand del receptor activador del factor nuclear kappa beta

OPG: osteoprotegerina



ELISA: Enzyme-linked immunossorbent assay (Enzimoimmunoassaig)
VEGF: “Vascular endothelial growth factor”. Factor de creixement vascular de
I'endotel.li

VCAM-I: “vascular cell adhesion molecule I”. Mol.lécules d’adhesio6 vascular |
Ang: angiopoietina

MMP: metal.loproteasses

UDPGD: uridin-difosfoglucosa dehidrogenasa

DIA: “Digital image analysis”. Analisi per imatge digital
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2.INTRODUCCIO

TEIXIT SINOVIAL NORMAL. CONCEPTES GENERALS

o Definici6 i estructura

La membrana sinovial (MS) és el teixit tou que recobreix I'espai que
conformen les articulacions diartrodials, les beines dels tendons i les burses.
Aquest espai conté una petita quantitat de liquid ric amb acid hialurdnic (que
€s qui dona consisténcia a la clara de I'ou), d’aqui I'origen etimologic del
terme sinovial o “synovium” (“syn= amb, ovium= ou) (.

A la MS es distingeixen dues parts ben definides:

- la capa de revestiment o capa de cél-lules superficials o capa intima
o “lining cells” que conté d’una a tres files de cél-lules sense unions
entre elles, formant un gruix d’'unes 20-40 um. Aquesta capa és en
algunes zones discontinua la qual cosa permet el contacte directe
entre el liquid articular (LA) i la subintima.

- la capa de I'estroma sinovial o subintima, rica en plexes vasculars i
fibroblastes especialitzats que pot tenir en condicions normals fins a
uns 5 mm de gruix.

Ocasionalment la capa de I'estroma pot estar formada per teixit adipds o
fibrés.

e Composicio cel-lular

La capa de revestiment esta formada per dos tipus de cél-lules: els

sinoviocits de tipus A o tipus macrofag que tindrien com a funcié
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catabolitzar els residus produits pel funcionament normal de l'articulacid, i en

major numero els sinoviocits de tipus B o tipus fibroblaste que sén capacgos de

secretar components de la matriu sinovial com: ac.hialuronic, procol.lagena, o-
2-globulina, fibronectina, laminina etc; components que determinen les
caracteristiques fisico-quimiques del liquid articular ®. Els sinovidcits A tipus
macrofag provenen dels monocits derivats del moll d’os i expressen marcadors
de macrofags com CD68, mol.lecules del sistema major d’histocompatibilitat
classe ll, receptors Fc, antigens leucocitaris CD14, CD45 i no tenen activitat
esterasa especifica . Els sinoviocits de tipus B, semblen provenir de les
cél.lules progenitores mesenquimals i expressen VCAM-I, DAF 49 i alts nivells
de UDPGD, que és I'enzim que converteix la UDP-glucosa a UDP-glucuronat
que constitueix el substracte per la sintesi de hialuronat. Els sinoviocits de tipus
B, i a diferéncia d’altres tipus de fibroblastes, expressen també mol.lécules
d’adhesié com la a6l integrina que s’uneix a la laminina de la membrana
bassal i és expressada normalment per les cél.lules endotelials, els adipocits i
els macrofags ©. Curiosament la a6pl integrina, no és expressada pels
sinoviocits tipus macrofags. La col-lagena de tipus IV és la col-lagena que es
localitza preferentment a la capa intima i sol ser més resistent a la digestio per
part de les metal.loproteases (1, 2 i 3), la qual cosa explicaria I'estabilitat de la

matriu sinovial en un ambient tan proteolitic com el de la sinovial reumatoide.
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La capa de I’estroma o subintima esta formada per una xarxa de fibres de
col-lagena amb fibroblastes, adipdcits i escassos vasos sanguinis. Els
fibroblastes de la capa subintima solen ser menys especialitzats que els de
la intima i no tenen UDPGD, VCAM-1 i DAF ® | Estudis recents en individus
sans han mostrat mitjangant técniques immunohistoquimiques la preséncia
a la capa intima, de limfocits T de predomini perivascular i macrofags HLA-
DR perd no de limfocits B 7).

e Funcions

Classicament, se li atribueixen funcions relacionades amb la millora i/o
preservacio de la biomecanica articular tals com: mantenir una superficie
cel-lular no adherent per facilitar el moviment, lubricar el cartilag, controlar el

volum i la composicio del liquid articular i nodrir als condrocits .

FENOMENS INFLAMATORIS AL TEIXIT SINOVIAL. SINOVITIS

La membrana sinovial és un teixit inespecific sense una arquitectura ben
definida a diferéncia d’dorgans com el ronyo o el fetge. Per aquest motiu la
sinovial no mostra diferéncies notables en els diferents tipus d’artritis no
infeccioses i a més a més, les ceél.lules implicades: limfocits, cél.lules
plasmatiques i macrdofags no mostren especificitat per cap d’aquestes
malalties. Tenint en compte, doncs, les limitacions del teixit, els canvis
morfologics observats ens poden ser d’utilitat a I'hora d’estudiar i classificar
les diferents patologies inflamatories. Els principals canvis morfologics

observats son:
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Hiperplasia sinovial

La MS reacciona davant diferents estimuls amb un augment de la seva
superficie, que apareix inflamada, edematosa i hipertrofiada i que es
disposa en forma de vellositats de manera similar a com ho fan altres
membranes mesodérmiques com la pleura i el peritoni ®

A nivell microscopic aquests canvis es tradueixen en un engruiximent de la
capa de revestiment de la MS, que pot arribar a tenir fins a 8 files de
cél.lules. Si aquesta hiperplasia és deguda a una proliferacié in situ o a
I'influx d’algunes cél-lules des del torrent circulatori, continua sent un tema
controvertit. També s’ha especulat que l'alteracid dels mecanismes de
I'apoptosi ), disregulada probablement per la sobreexpressio de proteines
antiapoptotiques com la sentrina "%, podria tenir un paper important.
Probablement i amb les dades acumulades, la hiperplasia s’explicaria per
una combinacio dels tres mecanismes: proliferacié cel.lular “in situ”, influx
de cél.lules (mondcits/macrofags) de la circulacié general i disregulacié de
I'apoptosi.

Aquesta hiperplasia de la capa de revestiment és molt més caracteristica de
la sinovial reumatoide que de la sinovial de les espondiloartropaties i estaria
augmentada en les AR de més llarga evolucié 'V

2.2.2 |Infiltrat cel.lular

Les caracteristiques laxes del teixit sinovial afavoreixen la infiltracié de
diferents tipus de cel.lules: limfocits, cél. plasmatiques, macrofags i

ocasionalment neutrofils. Aquestes cél.lules infiltrants participen de forma
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inespecifica en les diferents artritis no bacterianes. Malgrat aquesta
inespecificitat, 'estudi minucios del teixit sinovial ha permés distingir alguns fets
morfologics diferencials amb implicacid de diferents ceél.lules que podrien

contribuir a una millor avaluacié diagnostica i pronostica.

e Cél.lules implicades a la sinovitis reumatoide

A I'artritis reumatoide, el fenotip de la sinovial s’altera i es converteix en un
teixit hiperplasic que creix de forma invasiva destruint el cartilag i I'os
subcondral. A la sinovial reumatoide trobem caracteristicament una
hiperplasia de la capa intima, i l'existéncia del “pannus” o sinovial
proliferada que envaeix el cartilag subjacent. Les propietats invasives
d’aquest teixit s’han atribuit a caracteristiques especials dels sinoviocits
tipus fibroblastes d’aquesta zona (“panocits”) ? . La disregulacié d’alguns
factors de transcripcio, i del gen supressor de tumors, p53, ha estat
implicada en la proliferacié agressiva i la capacitat invasiva d’aquestes
cél.lules "

A través de la analisi del teixit sinovial s’ha pogut demostrar que és
possible diferenciar 'AR, a l'inici dels simptomes, d’altres tipus d’artritis amb
un valor predictiu del 85%, si trobem infiltraci6 abundant de macrofags i
cél-lules plasmatiques a la capa subintima ¥ . Aquesta infiltracid per
cél-lules especifiques és independent de la durada de la malaltia i de

(14,15

I'activitat clinica ). Incliis s’han pogut observar canvis inflamatoris en

articulacions asimptomatiques en pacients amb AR (16),
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En els fendmens inflamatoris de la sinovial reumatoide s’han vist implicats
diferents tipus cel-lulars distribuits tant a la capa de revestiment o intima
com a la capa de I'estroma o subintima.

Dos tipus cel-lulars predominen a la capa de revestiment: els macrofags i

els sinoviocits tipus fibroblaste o tipus B.

Els macrofags de la intima soén ceél-lules activades, que expressen
citoquines, quimiocines, mol.lecules d’adhesié i metal.loproteasses. Tenen
capacitat fagocitica i marcadors especifics com el CD68 i el CD14. A part
també expressen l'antigen leucocitari huma (HLA classe Il) i mol.lecules
d’adhesio com ICAM-1 ") la qual cosa ddna idea del seu estat d’activacio i
suggereix un paper en la interaccio cel-lula a cél-lula.

Diferents treballs han demostrat que existeix un perfil d’expressiéo de
citoquines a la sinovial reumatoide caracteristic de la linia macrofagica-
fibroblastica, amb una major expressié de IL-1B, IL-6, IL8, TNF-a. i TGF-p i
una escassa o nul-la expressio de citoquines derivades de ceél-lules T (IL-
2,IL-4,IL-5) (19,

Els sinoviocits tipus fibroblastes (tipus B) sén cél-lules de probable
origen mesenquimal i produeixen gran quantitat de citoquines i
metal.loproteasses. Es comporten com a cél-lules amb capacitat invasiva, i
tenen fenotip semblant a les cél.lules tumorals (pérdua d’inhibicid6 de
creixement per contacte, creixement independent de I'anclatge, activacio
d’oncogens, mutacions somatiques de gens etc..). Els sinoviocits tipus

fibroblastes envaeixen el cartilag i I'os subcondral provocant les erosions
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(19.20) " Aquestes propietats podrien estar condicionades per I'accié del gen

supressor de tumors p53 que experimentaria certes mutacions somatiques

g (212223

perdent les seves propietats reguladore ). També s’han detectat

mutacions en alguns gens reguladors dels processos tumorals com H-ras

(24)

En quant a la capa de I'estroma o “sublining”, les cél-lules predominants

son: cél-lules T, cél-lules B, cél-lules plasmatiques i macrofags. En menys
quantitat podem trobar mastocits, cel-lules NK “natural killer”, cél-lules
dendritiques i neutrofils.

Els limfocits T poden distribuir-se de forma difusa o bé en forma de
fol.licles limfoides, en gairebé el 50% dels pacients amb AR. D’aquests
pacients, la meitat mostren totes les caracteristiques d’organs limfoides
secundaris amb la formacié de centres germinals (limfoneogénesi sinovial), i
es comportarien com a fol.licles limfatics ectopics. En aquesta zona es
produeix la presentacié dels antigens i és on es creu que te lloc la
maduracid local de les cél-lules B cap a cél-lules plasmatiques ©* .

Els limfocits T CD4+ es troben en major proporcié que els CD8+ i expressen
un fenotip Th1. Estudis del nostre grup van demostrar respecte a I'expressio
de citoquines derivades de cel.lules T, que existeix un patré predominant
d’expressid de citoquines Th1 (IFN-y i IL-2) a les que classicament
s’atorgaren caracteristiques pro-inflamatories, respecte a les Th2 (IL-4, IL-5,
IL-10) que mostraven propietats anti-inflamatdries amb una ratio Th1/Th2 5

vegades superior a la sinovial reumatoide que a la de les
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espondiloartropaties (26), Aquests resultats sén concordants amb estudis
previs que també mostraren de forma prevalent, el patré de citoquines Th1
a la sinovial de I'AR ©7?®

Diversos estudis han demostrat també que els limfocits T activats, a part
d’expressar en la seva membrana RANKL, sén capacos de secretar-lo,
promovent aixi la formacié i maduracié dels osteoclastes i consequentment
afavorint el dany estructural %39,

Els limfocits B es troben en escassa proporcid sobretot en els agregats
limfoides juntament amb cel.lules T CD4+ (T “helper”), que ajudarien a la
maduracié de les cel-lules B cap a cél-lules plasmatiques productores
d’anticossos ). Tot i que inicialment es pensava que les cél.lules B tenien
un paper secundari en la fisiopatologia de I'AR, s’ha vist que realitzen
funcions essencials en: presentacio d’antigens a través dels seus receptors
d'immunoglobulines (Ig), secrecié de citoquines proinflamatories (TNF-a, IL-

@1 i dels sinoviocits tipus

1, limfotoxina-a ) i co-estimulacié de les cél-lules T
fibroblaste a través de la limfotoxina beta 2.

Les ceél.lules plasmatiques principalment derivades de les cél.lules B que
han migrat de la circulacié, envolten en forma de corona els agregats
limfoides a la membrana sinovial i sén la major font d’autoanticossos ©%. Els
autoanticossos més caracteristics sén el factor reumatoide i els anticossos
anticitrul.lina (anti-PCC). El factor reumatoide €s un autoanticos dirigit contra

la regi6 Fc de les immunoglobulines i els anti- PCC van dirigits contra

proteines citrul.linades que es produeixen a la membrana sinovial. Les
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proteines citrul.linades no sén especifiques de I'AR sino que estan
relacionades amb la inflamacio; el que si és especifica és la resposta
humoral que es genera en front aquestes proteines en pacients amb AR (34),

La preséncia dels anti-PCC s’ha associat a dany estructural donant mostra

d’un paper relevant en la patogénesi de 'AR ©%).

Els macrofags de I'estroma soén les cél.lules inflamatories majoritaries de
la sinovial reumatoide, amb una important expressié de CD68. Deriven dels
monocits circulants i solen estar sobretot en els pacients amb artritis
evolucionada (mostres sinovials obtingudes en cirurgia) en la unié del

cartilag amb el pannus ©°

. Els macrofags de la capa subintima també
correlacionen amb I'activitat de la malaltia ' i amb la destruccié articular en
'AR ©7),

Els mastocits s’han trobat en un nombre important en el teixit sinovial de
pacients amb AR establerta, en mostres provinents d’artroplastia i sobretot
en els punts on es produeixen les erosions (unid cartilag-pannus). Els
mastocits segreguen potents mediadors com la histamina, heparina,
leucotriens, proteinases (com la triptasa i la quimasa que activen les formes
precursores de les metal.loproteinases), factors de creixement i citoquines
que estarien estretament relacionades amb el dany estructural 3%, Tot i
les troballes d’aquest grup i les demostracions amb models experimentals
(40)

, estudis posteriors ben dissenyats, no han confirmat el paper d’aquestes

cél.lules en la sinovitis ni en la produccié d’erosions.
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Les cél-lules natural Kkiller “NK” també s’expressen en quantitats
importants al “sublining”. Tot i la dificultat, s’identifiquen a través de
marcadors que soén els “granzims” que es detecten en els granuls
especialitzats de les cél-lules NK activades. Es troben freqlientment a la
unié pannus-cartileg i se les relaciona amb el dany estructural ®¢4"),

Les cél.lules dendritiques poden ser de dos tipus: les interdigitals i les
fol.liculars. Les interdigitals sén potents cél.lules presentadores d’antigens i

es troben en els agregats limfoides perivasculars ©?),

Expressen
mol.lecules HLA de classe IlI, mol.lecules d’adhesido i receptors de
quimioquines. El segon tipus o fol.licular sol tenir un paper en la
diferenciacié de les cél.lules B a cél.lules plasmatiques.

Els neutrofils tot i ser les cél.lules més abundants en el liquid articular sén
poc frequents al TS , disposant-se enxarxats amb els dipdsits de fibrina.

Poden participar en la degradacié del cartilag mitjancant I'alliberament

d’enzims proteolitics 2,

e Cel.lules implicades a la sinovitis de les espondiloartropaties.

Les espondiloartropaties (Esp) sén un grup heterogeni de malalties que
inclou I'espondilitis anquilosant (EA), les artritis reactives (ARe), I'artritis
psoriasica (APso), I'espondiloartropatia associada a malaltia inflamatoria
intestinal i les espondiloartropaties indiferenciades. Les troballes
histologiques son bastant similars a les de I'AR, tot i que s’ha especulat que

la sinovitis no seria una lesio primaria com a I'AR sind secundaria a la
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inflamacié de I'entesis “*. Estudis recents que comparen la sinovitis de
'APso , en les seves formes poli i oligoarticular amb la de I'AR i la resta
d’Esp, demostren que la histopatologia sinovial de 'APso en qualsevol de
les seves presentacions s’assembla més a la de les Esp que a la de 'AR. A
destacar I'abséncia de proteines citrul.linades altament especifiques de la
sinovial reumatoide en aquests pacients amb APso 49),

Malgrat les similituds, existeixen alguns trets diferencials respecte I'AR: el
principal seria un augment significatiu de la vascularitat just per sota de la
capa superficial, comparat amb pacients amb AR localment activa
(vessament articular) " *®). Per altra banda, la capa intima al TS de les Esp,
sol ser monocapa, podent augmentar en el numero de files en relaci6 a
lactivitat de la malaltia 'V; la capa subintima o de I'estroma, sol ser poc
cel-lular amb preséncia de limfocits (en menor proporcié que a I'AR, segons
alguns autors) "% macrofags, cél-lules plasmatiques i neutrofils.

Les cél-lules més implicades en la inflamacio i el dany articular serien els
macrofags que secreten citoquines: (TNF-a i IL-1, IL-6, IL-8...) amb clara
activitat pro-inflamatoria. Prova indirecta d’aquesta implicacié és la milloria
clinica que presenten aquests pacients quan son tractats amb infliximab
(anti-TNF-a)) i la reduccié de macrofags que s’objectiva paral-lelament a
nivell tissular "), També s’ha estudiat el patrd de citoquines de cél-lules T
en aquests malalts, que correspon a un patré predominant Th2 (IL-4,IL-5,IL-
10..) en relacié a 'AR ¥ . Aquest predomini de citoquines Th2 es traduiria

en una resposta deficitaria contra els bacteris intracel-lulars, caracteristica a
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'ARe, i que no observem a I’APso, que té un patré Th1 similar al de I'AR ©®),
Altres cél-lules implicades son els limfocits T helper o CD4+, els limfocits B i
les cél-lules plasmatiques (podent formar aquestes ultimes, fol-licles
limfoides perd en menys proporcié que a 'AR) “8) De fet, segons les dades
de Kraan i col.laboradors ") la minima expressié de cél-lules plasmatiques i
macrofags a la capa subintima permetia diagnosticar en un 96% de
probabilitats una entitat diferent de 'AR ( Esp). De tota manera els resultats
en aquest estudi, podrien estar esbiaixats per 'escas nombre de pacients
controls amb APso (n= 2) i EA (n=3), que solen presentar un augment de
cél-lules plasmatiques a la MS encara que curiosament no es correlacioni
amb la produccié d’autoanticossos. En pacients amb APso s’ha objectivat
un infiltrat limfocitic important tant a pell com a MS, que també es localitza a
les entesis de pacients amb Esp “°. L'infiltrat sol ser perivascular, sobretot
de cél.lules T amb predomini CD4 (ratio CD4/CD8 de 2:1), aquesta relacid
es veu invertida al liquid articular (LA) i a les entesis on existeix un
predomini de limfocits CD8 “*°V. També s’observen en els pacients amb
APso cel-lules B en forma d’agregats limfoids.

En multiples estudis, s’ha demostrat 'important paper de la citoquina TNF-a
en la patogénesi de la psoriasi i de 'APso : activant als limfocits T, afavorint
la seva infiltracié i augmentant la proliferacié dels queratinocits a les plaques
psoriatiques ®1) També s’ha demostrat el seu efecte sinérgic amb el

RANKL en la potenciacio de 'osteoclastogénesi, i el seu paper en la
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52)

reabsorcié Ossia caracteristica d’aquesta malaltia ®?. Déna proba d’aixo

I'eficacia dels tractaments anti-TNF en aquestes dues entitats.

2.2.3 Neovascularitzacio. Angiogenesi

L’angiogénesi es defineix com la formacié de nous vasos a partir de vasos
preexistents. En l'adult és un procés fisioldgic en el cicle menstrual,
'embriogénesi i la cicatritzacié de les ferides. Com a procés patologic
contribueix a la retinopatia diabética i facilita el creixement i les metastasis
dels tumors ©®. En el ultims anys i gracies a estudis experimentals, s'ha
demostrat que I'angiogénesi és un procés fonamental en la fisiopatologia
de Tlartritis, obrint una porta des del punt de vista terapéutic amb
tractaments dirigits especificament contra les cél-lules endotelials “. Es
creu que I'angiogenesi es produeix en un intent d’aportar oxigen i nutrients
a un teixit sinovial proliferant on existeix un important estrés oxidatiu;
malgrat aquest intent, la neovascularitzacié és disfuncional i no aconsegueix
revertir I'ambient hipoxic de [larticulacié. Paral.lelament a l'aport de
nutrients, els nous vasos faciliten I'accés de leucocits a la MS contribuint a
la perpetuacié de la sinovitis ®*°°. A part, les céllules endotelials activades
sén capaces de segregar diferents mediadors inflamatoris, citoquines i
quimioquines ®®). L’angiogénesi apareix per la secrecié de mol.lecules pro-
angiogéniques en un ambient hipoxic i és regulada per factors activadors i
inhibidors. En aquest ambient hipoxic es produeix un factor de transcripcio

que és el HIF o factor induible per la hipoxia, I'activacié del qual promou
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'expressio de “Fibroblast growth factor “ (FGFB), "Vascular endothelial
growth factor” (VEGF), i dels seus receptors a la cél-lula endotelial,
promovent aixi I'angiogénesi. Aquesta produccié sembla ser més marcada
en presencia de citoquines inflamatories com IL-1, TNF-a i TGF-B que

548557 Els factors de

indueixen I'expressio del VEGF pels fibroblasts ¢
creixement FGF i VEGF promouen la proliferacié i migracié de les cél-lules
endotelials als llocs d’inflamacid, procés que ve facilitat per I'expressio de
metal.loproteasses (MMP) i de mol.lecules d’adhesié com les integrines,
sobretot avB3 ©®), L’angiogénesi també apareix en estats precogos de
I'aterosclerosi, manifestada com una disfuncié endotelial; donat que aquesta
disfuncié endotelial es produeix en pacients amb artropaties inflamatories,
especialment AR, podria ser que I'angiogénesi contribuis a la comorbiditat
cardiovascular associada d’aquests pacients ©°. E| factor activador de
I'angiogénesi més potent és el VEGF amb especificitat per la cél-lula
endotelial. EI VEGF actua a través de dos receptors : el VEGFR1 o Flt-1
que s’expressa en macrofags, la unio indueix I'activacié d’aquestes cél-lules
i el VEGFR2 o Flk-1/KDR expressat especificament a I'endotel.li i que al
activar-se indueix proliferacié endotelial ®*°®. Altres factors angiogénics que
actuen sobre I'endotel.li son les angiopoietines (ang) 1 i 2, que regulen la
unié dels components no endotel.lials del vas, com el muscul llis vascular.
Ambdues proteines interaccionen amb la cél-lula endotelial a través del
receptor tirosinquinasa (Tie2). L'ang-1 és essencial per la remodelacio,

maduracié i estabilitzacié dels vasos. L’ang-2 s’'uneix a Tie-2 amb la mateixa
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afinitat perd produeix un senyal negatiu actuant com inhibidor competitiu de
'ang-1, és a dir produint vasos immadurs, augmentant la permeabilitat
vascular i exposant les cel-lules endotelials a factors angiogénics com el

VEGF ©9.

= Angiogenesi a l'artritis reumatoide (AR)
A consequeéncia de la hiperplasia sinovial associada a 'AR es produeix un
augment de la distancia entre les cél.lules i els vasos sanguinis més
propers. Aixd comporta una hipoxia del teixit, un augment de la demanda
d’oxigen i nutrients a les cél-lules i una hipoperfusio, factors que promouen
'angiogenesi que a la vegada fara augmentar la infiltracié cel-lular i la

hiperplasia, tancant aixi el cercle ¢! Fig 1.

HIPERPLASIA
‘ I SINOVIAL 1
Infiltracié sinovial Augment de la

Produccié de citoquines i demanda d’oxigen
factors de creixement

0 !

Augment del nombre i Hipoxia
tamany dels vasos

sinovials
t ANGIOGENESI J
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A la sinovitis reumatoide hi ha un augment de I'expressié de factors pro-
angiogeénics en relacio als inhibidors. Alguns tenen una acci6 directa sobre

la cél-lula endotelial, o indirecta a través de I'expressié del VEGF.

Taula 1. Factors angiogénics

Directes Indirectes Endogens Exdgens
= VEGF =  FGF = Troponina-1° =  Esteroides
=  Ang-1 " TGF-B8 = L4t = Minociclina
=  Ang-2 " TNF-a = IL-1RA* =  Fumigilina
" IL-8 = Angiostatina ° =  Cloroquina
= IL-1 * Endostatina ° =  Metotrexate
. IL-18 * Trombospondina ’ = Salsdor
= SDF-1' = Penicil.lamina
=  VCAM-1 2 = Sulfapiridina
] E-selectina® =  Ciclosporina
=  Talidomida
=  Anti-TNF-a
= Taxol
= Inhibidors de la
COX-2

' factor derivat de l'estroma, > mol.lecules sol.lubles d'adhesio, ° factor derivat del cartilag, 4 citoquines

antiinflamatories, ® fragment de la proteina plasminogen, ° fragment de col.lagena, ” proteina de la matriu
extracel-lular.

El VEGF es troba augmentat al TS, al LA i al sérum de pacients amb AR
6263 | 5 isoforma VEGF165 és la més angiogénica i s’ha associat a
pacients amb AR erosiva, podent ser un marcador de mal prondstic a nivell
tissular ¥. A nivell séric valors augmentats de VEGF en pacients amb AR
d’inici es correlacionaven amb aparicié d’erosions a I'any de seguiment ©°.

En quant a I'expressié d’angiopoietines i els seus receptors, s’ha reportat

'expressio a la sinovial reumatoide dels dos receptors Tie-1 i Tie-2 ©©) i

I'expressio constitutiva de ang-1 i 2 pels fibroblasts sinovials en '’AR. El
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TNF-a pot induir I'expressié de ang-1 en els fibroblasts de la sinovial
reumatoide "%, fet que explicaria en part I'efecte antiangiogénic dels anti-
TNF-a. Quan es produeix un augment de VEGF i ang-2 es produeix
I'angiogénesi i quan el VEGF disminueix perd no ho fa ang-2 es produeix
regressid vascular per apoptosi endotelial 9 La regulacio de les ang i els
seus receptors és complexa i no sempre factors pro-angiogénics actuen
augmentant I'expressié d’ang, siné6 que depén de multiples factors com
'estat d’activacio de la cel.lula estimulada. També s’ha documentat la
preséncia d’inhibidors de I'angiogénesi com I'endostatina a nivell séric i en
el LA de pacients amb AR sense mostrar diferéncies significatives respecte
els pacients amb malalties diferents de 'AR ).
= Angiogenesi ales espondiloartropaties (Esp)

S’han fet estudis comparatius de I'expressio de factors angiogeénics tissulars
i sérics, entre AR i APso d’inici, detectant-se un augment significatiu de
I'expressio de VEGF, ang-2 i TGF- en APso comparada amb AR. Aix0 es
correlacionava estretament amb el patrdé vascular macroscopic de 'APso,
mostrant un perfil angiogénic diferencial ja a les fases inicials de la malaltia
("2 S’ha demostrat també I'eficacia antiangiogénica de les terapies anti-
TNF-a (infliximab) en pacients amb APso, produint-se a les 8 setmanes de
tractament una disminucié de I'area vascular total i dels factors VEGF, flt-

1,flk-1, SDF-1 i de la integrina avB3 “” | la qual cosa doéna mostra de

potencials dianes terapéutiques en les Esp i en concret a 'APso.
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ASPECTE MACROSCOPIC DE LA SINOVITIS

e Valoraci6 artroscopica

L’artroscopia és un metode endoscopic que permet la visualitzacio interna
de les articulacions. Els pioners de l'artroscopia van ser els japonesos,
concretament Kengi Takagi el 1918, que practica la primera artroscopia en
un genoll de cadaver, perd no va ser fins els anys setanta que aquesta
técnica comenca a tenir difusio. L’aparicié d’optiques de menor tamany (1.9
i 2.7 mm) que les convencionals utilitzades en cirurgia ortopédica (4-5 mm),
ha permes accedir a articulacions més petites millorant aixi la seguretat i
I'accessibilitat d’aquesta técnica (73) L’artroscopia reumatologica es realitza
en un mitja estéril amb anestésia local i sedacid suau opcional amb
benzodiacepines. En 36 pacients (24 AR, 4 APso i 8 artrosis) en els que es
practica una artroscopia de petita articulacid, va ser ben tolerada en >90%
dels casos i >80% dels pacients es mostraven disposats a repetir-la (™) De
un total de 16.532 artroscopies realitzades per 72 artroscopistes nomes es
produiren complicacions en un 1.5% del total (0.1% infeccié articular, 0.1%
infeccié de la ferida, 0.9% hemartrosi, 0.2% trombosi venosa profunda,
0.02% afectacié neurologica, 0.08 % tromboflebitis, i 0.06% altres) ). Una
altra série prévia amb 335 artroscopies van mostrar un 1.2% de
complicacions majors [artritis séptica (1), cel-lulitis (2) i trombosi venosa
profunda (1)], i un 12.8% de complicacions menors, sent la més frequent

I'hemartrosi ®.
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Les aplicacions de l'artroscopia en reumatologia son multiples. S’ha utilitzat
amb fins diagnostics i terapeutics (taula 2) i amb I'adveniment de les noves
teécniques de biologia molecular s’ha fet un gran aveng en I'is d’aquesta técnica
en lI'ambit de la recerca. L’artroscopia ens permet fer una visualitzacio
macroscopica de la cavitat articular i de la membrana sinovial on es produeix la
major part dels fenomens inflamatoris en les malalties reumatiques i ens facilita
I'obtencié de mostres biopsiques dirigides per visualitzacio directa per a estudi
microscopic. També ens permet controlar la resposta al tractament.

Taula 2

INDICACIONS DE L’ ARTROSCOPIA

DIAGNOSTIQUES
= Articulacié dolorosa i/o tumefacta amb proves no concloents

» Aguditzacié monoarticular d’'una artropatia cronica

= Confirmar o excloure artritis séptica

= Confirmar el diagnostic de patologia articular amb aspectes artroscopics
caracteristics:
('s.vellonodular,condromatosi sinovial, M. de Behget...)

= Inspeccid i obtencié de mostra sinovial per diagnostic (tumors, sarcoidosi,
hemocromatosi)

= Faltade resposta ales terapies administrades

TERAPEUTIQUES

= Rentat articular en artrosi, malaltia per diposit de microcristalls o
artropaties inflamatories per filiar

= Extraccio de cossos lliure

= Sinovectomia

= Aplicaci6 intraarticular de corticoides o terapies bioldogiques

RECERCA
= Estudis sobre membrana sinovial

= Estudis sobre cartilag en artropaties degeneratives

adaptat de: Cafiete JD, Salvador G, Sanmarti R, Gémez A. “Artroscopia reumatoldgica en el diagnostico, tratamiento
e investigacion de las enfermedades articulares”. MTA 1999;17(7):229-256.
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® Patrons vasculars sinovials

L’examen artroscopic de la membrana sinovial ha permés comprovar que
existeix una correlacié significativa entre les troballes macroscopiques i
microscopiques de la MS, sent la hiperémia capil.lar el signe macroscopic
amb més correlacié amb els infiltrats cel.lulars de les corresponents arees
inflamades ). Aquests mateixos autors van establir un sistema de gradacio
de la sinovitis que tot i no estar validat s’ha seguit emprant en posteriors
estudis.

Watanabe ja va parlar 'any 1978 de diferents morfologies vasculars: vasos
rectes i capil-lars tortuosos. Perd va ser en treballs posteriors on es
comengaren a consolidar aquestes observacions, de manera que segons
Reece i col.laboradors, el 89% dels pacients amb AR de curta evolucié o
d’inici (<12m), presentaven un patr6 predominant de vasos rectes i
ramificats, mentre que el 73% dels pacients amb APso i ARe d’inici (<12m)
presentaven preferentment un patré6 amb vasos tortuosos o en cabdell, la
qual cosa reflexaria diferencies patogenétiques ja des de l'inici de la malaltia
("8 Treballs posteriors han trobat certes diferéncies sobretot pel que
respecta al patro recte, aixi mentre alguns autors trobaren en AR d’inici un
84% ® o0 un 100% 989 de patrd recte, en altres séries les xifres van ser
més baixes 28% " 0 49% @Y. El tipus de patré no sembla dependre de la
durada de la malaltia perd si de [lactivitat local (preséncia o no de
vessament articular) "". Queda per determinar el valor diagnostic dels
patrons mixtes. S’han fet estudis de correlacié entre patrons, “scores”

vasculars microscopics i marcadors angiogénics en APso i AR d'inici /2,
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que mostren una correlacio significativa entre el patré tortuds, I'expressio de
VEGF i ang-2 en els pacients amb APso. Previament, altres autors
demostraren una correlacio entre el patré tortuds i I'expressié a LA de VEGF

i MMP-9 en pacients amb APso d'inici "?.

Taula 3. Distribucié en percentatges dels diferents patrons observats en
pacients amb AR segons diferents estudis.

Reece ® (1999) 18 <12m 89 11

Baeten 'V (2000)| 30 |<12men18 28 28 44
Fraser ™ (2001) 12 <12m 100

Fiocco ©% (2001) 19 >12'm 100

Cafiete ®7(2003) | 35 |<12men18 49 23 28
Fearon ? (2003) 14 <12m 84 0 16
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3.HIPOTESI DE TREBALL

L'estudi de I|la membrana sinovial, les seves -caracteristiques
macroscopiques vasculars i I'expressio de certes cél.lules i mol.lécules,
poden orientar-nos sobre el tipus de sinovitis, sobre la patogénesi
d’aquestes malalties i ens ajuda a trobar marcadors sinovials que tinguin

utilitat en el diagnostic i pronostic.
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4. OBJECTIUS

1. Estudiar I'expressié de la proteina p53 (gen supressor de tumors) i el grau
d’infiltracié per macrofags, en el teixit sinovial dels pacients amb AR i APso i la

seva associacio amb el dany estructural.

2. Estudiar i classificar els diferents patrons vasculars macroscopics valorats
per artroscopia en funcid dels diagnostics clinics. Estudiar la validesa d’aquests

patrons vasculars en predir 'evolucio de les artritis indiferenciades.

3. Determinar si els pacients amb AR que presenten diferents patrons vasculars
a la membrana sinovial tenen també una diferent expressié de moduladors

angiogenics i diferents fenotips clinic-biologics.
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5. INVESTIGACIO | RESULTATS

5.1 TREBALL 1

EXPRESSIO DE p53 AL TEIXIT SINOVIAL DE PACIENTS AMB
ARTRITIS REUMATOIDE | ARTRITIS PSORIASICA | LA SEVA

ASSOCIACIO AMB EL DANY ARTICULAR

Ann Rheum Dis 2005;64:183-187



Investigacio i Resultats 31

RESUM DELS RESULTATS

Es van analitzar per técniques immunohistoquimiques mostres de
membrana sinovial de 45 pacients (27 AR i 18 APso) obtingudes per
artroscopia de l'articulacié afecta.

No existien diferéncies significatives en la durada de la malaltia entre els
dos grups amb una mitja de durada de 60,3 mesos per AR i de 88
mesos per APso, ni en els parametres biologics d’inflamacioé (VSG i
PCR) en els pacients amb i sense erosions.

Un 40% dels pacients (12 AR/ 6 APso0) presentaven erosions
radiologiques en el moment de [lartroscopia. S’observa progressid
radiologica en 4 d’un subgrup de 11 pacients amb AR en els que es va

poder analitzar de forma prospectiva I'evolucié radioldgica en 1 any.

Expressio de p53

La proteina p53 es detecta en el 89% de pacients amb AR i en el 56%
de pacients amb APso, perd I'expressio va ser significativament més
intensa en els pacients amb AR.

El “score” o puntuacio mitja per I'expressio total de p53 va ser major en
els pacients amb AR que amb APso. Els majors “scores” 3 i 4 van ser

també significativament més frequents en pacients amb AR.
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Avaluant els “scores” mitjos d’expressio de p53 per zones (revestiment o
“lining”, estroma o “sublining” i endotel.li) també van ser significativament
majors en els pacients amb AR respecte APso.

La preséncia d'un “score” =2 2 de p53 en qualsevol de les arees
estudiades conferia un risc 8 vegades superior de tenir AR (ajustat per
parametres d’activitat bioldgica). Si aquesta expressid de p53 era a nivell
de la capa de revestiment o “lining” el risc augmentava fins a 31.5.

Un 44% dels pacients amb APso van presentar “scores” de 0 en front
d’'un 11% dels pacients amb AR.

En els pacients amb AR, I'expressié de la proteina p53 (total i al
“sublining” o estroma) es va associar significativament a malaltia erosiva
presentant “scores® majors aquells pacients en els que es va objectivar
progressié radioldgica a I'any. Aquesta associacid no es va veure en

pacients amb APso.

Infiltrat cel.lular

L’expressio de CD4 va ser significativament major en els pacients amb
AR que amb APso.

L’expressi6 de CD68 també va ser significativament major en els
pacients amb AR i malaltia erosiva, associacié que no es va observar en

els pacients amb APso.
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CONCLUSIONS

1.

Existeix una major expressié de proteina p53 en el teixit sinovial dels

pacients amb AR comparat amb APso.

La sobreexpressio de p53 i la seva associaci®6 amb malaltia erosiva i
progressio radioldgica és caracteristica dels pacients amb AR pero no d’
APso. Aix0 suggereix diferéncies fisiopatoldogiques en la sinovitis i en el
paper que la p53 i els macrofags tenen sobre el dany estructural

consequent en aquestes dues patologies.

L’expressio a teixit sinovial de p53 podria ser un marcador pronostic de

dany estructural a 'AR.
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5.2_TREBALL 2

UTILITAT DE LA MORFOLOGIA VASCULAR SINOVIAL EN EL
DIAGNOSTIC DE L’ARTRITIS CRONICA. UNA ANALISI
SISTEMATICA DE 100 CASOS.

Semin Arthritis Rheum 2003; 32:378-387
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RESUM DELS RESULTATS

= Es seleccionaren de la base de dades de la unitat d’artroscopia els
primers 100 malalts consecutius:
» 81 amb artritis inflamatoria:
- 35AR
- 29 Esp (16 APso0)
- 17 artritis indiferenciada (Al)
» 8 pacients amb artrosi
» 11 amb condrocalcinosi
= Trenta nou d’aquests pacients presentaven artritis d’inici considerada
com de durada inferior o igual a 12 mesos abans de la practica de
I'artroscopia.
» Les articulacions valorades van ser (85 genolls, 11 canells, 3 colzes i 1
metacarpofalangica).
» S’analitza la morfologia vascular sobre les imatges gravades arreu de

tota l'articulacio, i es classifica en tres patrons: recte, tortuds i mixt.

Distribuci6é de patrons

Segons durada de la malaltia
= No s’observaren diferéncies significatives en la distribucié dels patrons

vasculars entre els pacients amb artritis d’inici i els de més de 12 mesos
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d’evolucié, malgrat que aquests ultims estaven seguint tractament de fons

amb diferents FMM.

Segons diagnostics

El total de pacients amb patro recte es repartiren segons els seguents
diagnostics :

» 77% AR

> 18% Al

> 5% Esp

El total de pacients amb patré tortudés es repartiren segons els
seguents diagnostics :

» 62% Esp

> 20% Al

> 18% AR

Analitzat a la inversa, és a dir, en funcio dels diagnostics destacarem:
Enelgrup AR:

» un 49% presentaren un patro recte

» un 28% un patré mixt

» un 23% un patré tortuds

En el grup Esp:

» un 93% presentaren un patro tortués

» un 3% un patré mixt

» un 4% un patré recte
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Enelgrup Al :

» un 53% presentaren un patro tortuds
» un 24% un patré mixt
» un 23% un patro recte
= El patré recte va presentar una sensibilitat del 77% i una especificitat del
70% pel diagnostic d’AR. El patrd tortudés va presentar una sensibilitat
del 61% i una especificitat del 95% pel diagnostic d’Esp.
= En un model ajustat per sexes, el risc de tenir una AR amb un patré
recte va ser del 57.3% i amb un patré tortuds del 33.7%.
= Més de la meitat dels pacients amb AR i patré recte o mixt tenien un
FR+ (76 i 70% respectivament) en contrast amb només el 25% dels
pacients amb AR i patro tortuds.
= Dels 17 pacients amb Al, 6 varen evolucionar a un diagnostic definitiu als
dos anys:
» 4 d’ells cumpliren criteris d’AR:
- 2 tenien patrons rectes (ambdds oligoartritis FR+)
- 2 tenien patrons tortuosos (1 amb oligoartritis FR+ i HLA-
B27+)
» 1 evoluciona a Esp (patré tortuds)
> 1 a APso (patré tortuds)
» ElIs pacients amb artritis no inflamatoria (artrosi i condrocalcinosi)
presentaren una sinovitis lleu amb predomini d’'un patré similar al tortués

perd de menor intensitat.
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CONCLUSIONS

1. La morfologia vascular de la sinovial sembla estar més relacionada amb
els tipus d’artritis inflamatoria que amb la durada de la malaltia, els
tractaments de fons previs o el tamany de l'articulacio estudiada.

2. En la nostra poblacié el patré recte té una especificitat del 70% i una
sensibilitat del 77% pel diagnostic d’AR i s’associa a un major risc de
tenir una AR (OR=57.3).

3. Gairebé una tercera part dels pacients amb AR tenen un patré mixt , en
contraposicié a altres séries en les quals el 100% de les AR presenten
un patré recte. En el nostre grup el patré mixt també s’associa a un
major risc de patir una AR comparat amb el patro tortués (OR=33.7).

4. Els pacients amb AR i patré tortués (23%) van ser predominantment
seronegatius pel factor reumatoide, la qual cosa ens fa pensar en que la
morfologia vascular podria estar en relacié amb la fisiopatogénesi de la
malaltia.

5. El patro tortuds és altament especific pel diagnostic d’APso i Esp.

6. El patré vascular més prevalent en el grup d’Al va ser el tortuds. L'estudi
de la morfologia vascular en aquests pacients, podria ser d’utilitat en el
seu diagnostic i prondstic, establint-se com a possible factor predictiu
d’evolucio clinica.

7. En el grup d’artritis no inflamatories (artrosi i condrocalcinosi) el patrd

meés observat va ser un patré similar al tortuos .
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5.3 TREBALL 3

PATRONS VASCULARS SINOVIALS | EXPRESSIO DE
FACTORS ANGIOGENICS AL TEIXIT SINOVIAL | AL SERUM DE

PACIENTS AMB ARTRITIS REUMATOIDE

Rheumatology 2006; 46:966-971
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RESUM DELS RESULTATS

» Es van analitzar 27 pacients amb AR de forma consecutiva, als que
s’havia practicat una artroscopia amb finalitat diagnostica o terapéutica.

» Els pacients van ser classificats en tres subgrups en funci6é del patré
vascular observat: recte, tortués o mixt. El 41% dels pacients van
presentar un patré recte (dades similars a I'estudi anteriorment
presentat), 33% un patré mixti un 26% un patré tortuds.

= El FR va ser positiu en un 73% dels pacients amb patr6 recte i en un
89% dels pacients amb patré mixt en contrast amb un 43% dels pacients
amb un patré tortuds.

» La durada de la malaltia era significativament major en el grup de patré
recte respecte als altres grups. No es van observar diferéncies
significatives entre els grups respecte a I'activitat clinica de la malaltia
expressada en funcié del DAS 28, ni respecte el numero de FMM,
AINES o glucocorticoids orals que rebien els pacients.

= EI 55% de pacients amb patro recte i el 44% de pacients amb patré mixt
presentaven erosions en el moment de l'artroscopia comparat amb el
14% de pacients del grup tortuos.

= L’activitat inflamatoria mesurada en funcié de la PCR i la IL-6 va ser
significativament major en el grup de patré mixt i recte respecte al
tortuos.

» L’analisi immunohistoquimica mostra una distribuci6 del VEGF

predominantment perivascular i a la zona de I'estroma (“sublining”). Amb
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menys quantitat s’observa a la zona del revestiment (“lining”) i a nivell de
'endotel.li. L’analisi per imatge digital (DIA) mostra una expressio
significativament augmentada de VEGF en el grup de patrd recte respecte
al grup mixt. EI VEGF s’expressa en la capa de revestiment (“lining”) en el
36% dels pacients amb patré recte, en el 11% dels pacients amb patré mixt i
en cap pacient del grup de patré tortuds. L'expressio del VEGF en
'endotel.li va ser més frequent en el grup tortués (60%) que en el patrd
recte (40%) i en el mixt (22%).
= L’expressio del TGF-$ va ser significativament major en el grup tortuds
que en el de patrd recte. La totalitat dels pacients amb patrons recte i
mixt expressaven TGF-B en l'infiltrat perivascular a diferéncia del 55%
dels pacients en el grup tortuos.
» L’estudi dels marcadors angiogénics a sérum no mostra diferéncies
estadisticament significatives entre els tres grups. Només els nivells
sérics de VEGF van mostrar una tendéncia a la significacié entre els

grups recte i mixt.
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CONCLUSIONS

1.

En la nostra cohort de pacients amb AR, el patré vascular recte va ser
el més frequent (41%), dada concordant amb estudis previs del nostre
grup.

Existeix una major prevalenga de FR+, de malaltia erosiva i d'augment
dels reactants de fase aguda en els patrons recte i mixt comparats amb
el patr6 tortuds, fet que podria identificar un subgrup d’AR (patré tortués)
amb un pronostic clinic més favorable.

Els pacients amb el patré mixt son similars clinicament i biologica als
pacients amb patrd recte. Probablement es requeriria consens sobre la
definicié d’aquest patré en estudis propers.

Les diferéncies observades en la localitzacié dels factors angiogénics
(VEGF i TGF-B) a nivell de la membrana sinovial podrien tenir

rellevancia des del punt de vista patogénic.
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5. DISCUSSIO CONJUNTA

Com ja s’ha esmentat en la introduccid, la membrana sinovial és el teixit diana
on s’expressen els canvis fisiopatologics de les diferents malalties
inflamatories, especialment AR i Esp. En els darrers anys, la introduccié de
I'artroscopia en 'ambit reumatologic ha permés un accés senzill al teixit sinovial
que ha significat un gran aveng tant pel que fa a I'estudi macroscopic d’aquest
teixit (morfologia i patrons vasculars) com pel que fa a I'obtencié de mostres
adequades pel seu estudi microscopic.

Els  desenvolupaments tecnologics en altres camps com la

82) el

immunohistoquimica, els métodes de quantificacié per imatge digital ¢
cultiu cel-lular i la biologia mol-lecular, han permés un salt qualitatiu en la
recerca de factors amb significat pronostic o indicadors directes o indirectes
dels diferents processos fisiopatologics en les malalties reumatiques
inflamatories. L’estudi de diferents marcadors cel-lulars, l'expressié de
citoquines, quimiocines i altres mol.lécules implicades en processos com
I'angiogénesi i la destruccidé articular, ens donen llum sobre mecanismes
especifics patogenétics i poden ser també d'utilitat a I’hora d’avaluar noves
terapies ®.

En els treballs presentats en aquesta tesi mostrem que existeixen diferéncies

en l'aspecte macroscopic de la membrana sinovial, en relacié als patrons

vasculars entre diferents patologies inflamatories i que aquests patrons poden
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ser d’utilitat quan es presenten en una mateixa entitat com I'AR per identificar
un subgrup amb millor pronostic clinic.

Per altra banda existeix una associacid entre aquesta expressio
macroscopica i I'expressié de diferents marcadors tissulars angiogénics que
podria traduir mecanismes fisiopatologics diferencials.

També mostrem que I'expressié de certs marcadors tissulars com la
proteina p53 ens permet establir mecanismes diferencials en relacié al dany
estructural entre 'AR i I'APso, dues entitats que comparteixen algunes
caracteristiques fisiopatologiques.

Els sinoviocits tipus fibroblast de pacients amb AR, exhibeixen
caracteristiques de cel.lules transformades: pérdua d’inhibicid per contacte,
proliferacid sense anclatge, i expressen diferents oncogens caracteristics de
cél-lules que han escapat dels mecanismes normals de control del creixement.
Aixo va fer pensar, per similitud amb els estudis en el camp de I'oncologia, si la
transformacié d’aquestes ceél-lules en els llocs d’invasio del cartilag era
causada per canvis genetics permanents.

El gen supressor de tumors p53 (tp53) s’activa quan es produeix dany
cel-lular, aquest gen indueix l'arrest cel-lular i permet la reparaci6 del DNA
malmeés o indueix I'apoptosi en cas de no ser possible la reparacié. L’estrés
oxidatiu en els llocs on existeix inflamacié cronica com la membrana sinovial,

podria produir efectes genotoxics, és a dir mutacions en el gen p53 que
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impedissin una correcta reparacié cel-lular i que convertissin la inflamacié en un
procés cronic @3

Treballs previs han demostrat la sobreexpressié i algunes mutacions
funcionals de la proteina p53 al teixit sinovial de pacients amb AR @' 8% g
major part en AR de llarga evolucié. Els mateixos autors han demostrat també
aquest augment d’expressi® en AR de curta durada (< 6 mesos) sense
diferencies significatives respecte a les AR de llarga durada (> 5 anys) i inclus
en articulacions no afectes en un mateix pacient amb AR. La preséencia de p53
en els pacients control amb artrosi i artritis reactiva va ser significativament
menor a I'observada en els pacients amb AR ©°).

Treballs recents han demostrat també que la via de la p53 esta activada
tant en pacients amb AR activa, com en pacients amb AR en remissié, la qual
cosa dona suport a la idea d’'un paper adaptatiu de la p53 en 'AR ©®®. Tot i les
troballes d’algunes mutacions somatiques de la p53 en la sinovial reumatoide,
cada cop sembla més cert que la p53 és induida de forma normal durant el
procés inflamatori i actua suprimint i modulant les respostes inflamatories locals
®7) El percentatge de p53 anormal o mutada és controvertit (5-30%) ja que les
técniques immunohistoquimiques de que disposem fins la data no permeten
distingir les formes salvatges de p53 de les mutades.

En el primer treball d’aquesta tesi i donat que 'APso i 'AR soén dues
entitats que comparteixen mecanismes fisiopatologics [patrd de citoquines Th1

®3) expressié sinovial de marcadors angiogénics "), paper central del TNF-a
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en la seva patogénesi i mecanismes derivats del sistema RANK-L en la
produccio de les erosions ®? ] varem voler estudiar si 'expressié de la proteina
p53 també era present en pacients amb APso i si aquesta es correlacionava
amb el dany estructural. La sobreexpressio de p53 ja s’havia demostrat en

lesions cutanees de psoriasi %

, perd no en teixit sinovial. En aquest estudi
demostrem per primer cop que I'expressido de p53 a la sinovial reumatoide
s’associa a malaltia erosiva i progressié radioldogica en un any. Observem de
forma similar, un augment d’expressié de p53 a la sinovial dels pacients amb
APso perd de menys intensitat i no associada a dany radioldgic. Aquestes
diferencies en I'expressié de p53 en AR i APso no estan relacionades amb
diferéncies en la durada de la malaltia ni amb l'activitat inflamatoria, factors que
podrien afectar I'expressié de p53 ®”. No sabem, pels motius explicats
anteriorment, quin percentatge d’aquesta proteina esta mutada, perd donat que
la proteina mutada te una vida mitja més llarga, possiblement estigui en una
proporcio important. Aquesta proteina mutada, que s’expressa fonamentalment
a la capa de revestiment, pot induir la sintesi de MMP i de citoquines

) Es probable que I'efecte protector

proinflamatories causant dany estructural
que observem en els nostres pacients amb APso sigui degut a una major
expressio de les formes salvatges, tot i que aixd queda de moment en I'ambit
de lI'especulacio.

També en aquest estudi hem confirmat I'associacié entre la infiltracié per

macrofags (CD68+) i el dany estructural en AR ©"). Aquest acimul de

macrofags a nivell de la capa de revestiment i la consequent produccié de
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citoquines i MMP s’han implicat en el dany articular a 'AR 1), Aquest estudi
suggereix, doncs,diferents consequéncies patogéniques en la sinovitis de 'AR i
de I'APso.

Els dos altres treballs presentats, es centren en els aspectes
macroscopics de la membrana sinovial i la seva relaci6 amb caracteristiques
cliniques dels pacients i expressié de mediadors angiogénics.

Des de [I'aparicié del treball de Reece i col.laboradors (8 i tal com
s’esmentava en la introduccié, han aparegut diversos estudis sobre I'aspecte
macroscopic que ofereix la sinovitis per visié artroscopica, observant diferents
patrons vasculars (""727981) Tot i aixi, els resultats sén discordants en funcié de
les seéries, probablement degut a una diferent selecci6 de pacients o una
definicio diferent dels patrons. En el que si convergeixen tots els estudis és en
I'alta especificitat del patré tortuds (95% en la nostra série) pel diagnostic
d’espondiloartropaties i especialment d’APso i en que el patro recte, si bé no és
sempre el més freqlent en els pacients amb AR, si és el més caracteristic. La
nostra série va bastant en paral.lel a la de Baeten ') | que objectiva que en els
pacients amb AR el percentatge de patrd recte era del 28% observant-se un
44% de pacients amb patré mixt. A la nostra série el numero conjunt de
pacients amb AR i patrons mixt i tortuds (28% i 23% respectivament) era major
que el que presentaven patré recte (49%). Resulta d’interés el patré mixt
assignat a pacients amb similars proporcions de patro recte i tortuds i també el
percentatge de pacients amb AR i patré tortués que havia estat probablement

infravalorat en altres séries "), En el nostre grup de pacients, el patré mixt va
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presentar un risc augmentat d’associacié a AR (OR 33.7) comparat amb el
patré tortuds i discretament inferior al que presentava el patré recte (OR 57.3).

s (1180 els diferents patrons no tenen

De forma similar a altres treball
relacio amb el temps d’evolucié de la malaltia i si amb els diagnostics. L’alta
prevalenca de FR+ en els pacients amb patrons rectes i mixtes respecte als
tortuosos, com posteriorment confirmem en el tercer treball d’aquesta tesi, ens
fa pensar que aquesta morfologia esta en relacié amb la patogénesi de I'AR.

El nostre, és el primer estudi prospectiu sobre patrons vasculars que
inclou pacients amb Al. En la majoria de casos el patré predominant va ser el
tortuds. Si bé és cert que només 6 dels 17 pacients amb Al van evolucionar a
un diagnostic definitiu després de dos anys de seguiment i per tant no podem
extrapolar resultats, la combinacié de FR+ i del patré recte es va associar al
diagnostic d’AR i els dos pacients que van desenvolupar una Esp van presentar
patré tortuds. Probablement la valoracié dels patrons vasculars en aquest grup
de pacients resulta de gran interés diagnostic per a projectes futurs.

En la mateixa linea d’estudi de la morfologia vascular i amb la idea de
que 'AR és una malaltia heterogénea clinicament, geneética i histopatologica
®2) vam intentar establir subgrups de pacients amb AR en funci6 del patrd
vascular exhibit i I'expressié de diferents factors angiogénics a la membrana
sinovial i al serum. Aquest és el primer treball que intenta establir subgrups

d’AR en funcié dels patrons vasculars. Estudis previs ja han demostrat la

preséncia de diferents patrons vasculars a 'AR 278798 que podrien reflectir
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I'efecte de factors especifics angiogénics a la patogénesis de I'artritis. També
s’ha demostrat la relacid6 entre angiopoietines, VEGF, MMP-9, TGF-B i la
morfologia vascular ja a les fases inicials de I'’APso %" En el nostre estudi, el
patré vascular més frequent a I'AR va ser el recte (41%), i es va observar una
major prevalengca del FR+ en els patrons recte i mixt respecte el tortuds,
resultats concordants amb l'estudi previ del nostre grup. Donat que els estudis
de patrons vasculars en AR realitzats per altres grups no aportaven dades
sobre el FR, no podem, malauradament, comparar aquests resultats. També
varem observar una major prevalengca de malaltia erosiva als patrons recte i
mixt comparat amb el grup tortuds que, si bé podria estar en relacié al major
temps d’evolucid que presentaven aquests pacients, no es van trobar
diferéncies estadisticament significatives en quant a la durada de la malaltia
entre el patrd mixt i el tortuds, resultats similars a estudis d’altres grups (an,
Tampoc hi havien diferéncies significatives en quant al percentatge de pacients
tractats amb FMM en el moment de l'artroscopia. En canvi, aquest augment
d’erosions en els grups recte i mixt podria estar en relacié a una major activitat
inflamatoria en els grups esmentats. Es evident doncs que el grup d’AR amb
patré tortués té unes caracteristiques diferencials respecte als grups rectes i
mixts, que es comporten de forma molt similar. La baixa prevalenca del FR+ i
d’erosions, els nivells baixos dels reactants de fase aguda (PCR i IL-6) i la
tendéncia a rebre un menor nombre de FMM fa pensar en que es tracta d’'un

subgrup de pacients amb millor pronostic.
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En quant a 'associacié d’aquests patrons vasculars amb I'expressio de

(72.79) havien demostrat

factors angiogénics, dos treballs previs d’'un mateix grup
I'associacié del patré tortués en APso d’inici amb I'expressié de VEGF (tissular i
a LA) , TGF-B, MMP-9 (al LA) i angiopoietina-2 (MS), comparats amb el patré
recte. En el nostre estudi no es va poder demostrar aquesta associacio en cap
dels marcadors sérics valorats (VEGF,TGF-§ i IL-8), si bé es va observar una
tendéncia a una major expressio del VEGF séric en el patrd recte comparat
amb el patr6 mixt. Probablement aquests resultats negatius son deguts al
tamany de la mostra i al fet de qué els factors angiogenics es produeixen al
teixit i els seus nivells serics solen ser baixos. Estudis recents han demostrat
com a contrapartida que nivells sérics augmentats de IL-8 i altres quimioquines
s’associen a diferents variants histoldgiques de sinovitis reumatoide ).

A nivell tissular vam objectivar una expressio diferencial d’alguns dels
marcadors: major expressio del VEGF al grup de patro recte respecte als altres
dos i localitzat predominantment en la capa de revestiment o “lining”; i una
major expressié del TGF-B al grup tortuds respecte als altres dos patrons. La
major expressio del VEGF al “lining” s’ha associat en estudis experimentals a
major activitat macrofagica amb produccié augmentada de citoquines i MMP

que conduirien a una major destruccié articular %

. Tot i que s’ha demostrat
que el TGF-B és un potent inductor de la produccié de VEGF, pot mostrar
efectes antiinflamatoris en artritis experimentals pel que no queda clar quin

paper desenvolupa a I'AR i si podria tenir un paper protector en el grup de

pacients amb patré tortuds. Aixi doncs, aquesta expressio diferencial del VEGF
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i del TGF-B a la sinovial dels pacients amb AR, podria tenir una rellevancia

fisiopatologica.
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6. CONCLUSIONS FINALS

® |’estudi de la membrana sinovial constitueix un repte en si mateix en
tant que el contexte on es produeix la investigacié és un teixit poc
diferenciat que dificulta trobar diferéncies rellevants. Els treballs
exposats en aquesta tesi intenten aportar algunes claus per aprofondir

en la patogeénia i pronostic dels diferents tipus d’artritis.

®  Des del punt de vista macroscopic, els patrons vasculars ens permeten
distingir diferents tipus d’artritis i inclus poden mostrar variabilitat dins
d’'una mateixa malaltia com I'AR, associant-se a diferéncies cliniques i
pronostiques. Aquests patrons sembla que no es modifiquen amb el

tractament ni amb la durada de la malaltia.

® El patr6 recte és el més freqlient i caracteristic de I'AR tot i que també
es poden observar patrons tortuosos i mixtes. Els pacients amb
patrons rectes i mixtes mostren similituds cliniques i bioldgiques
mentre que el patrd tortuds en aquests pacients podria identificar un

subgrup d’AR amb un pronostic clinic més favorable.

® El patré tortuds és el més especific pel diagnostic d’espondiloartropatia
confirmant els resultats d’altres autors. En el grup dartritis
indiferenciada el patr6 més prevalent va ser el tortués. L’estudi de la
morfologia vascular en aquests pacients podria ser d'utilitat en el

diagnostic i evolucid clinica.
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® Malgrat que els patrons vasculars en pacients amb AR, no es van
associar a una expressio diferencial de marcadors angiogénics, la
distinta localitzacio dels factors VEGF i TGF- a nivell sinovial en els
diferents subgrups d’AR, podrien tenir rellevancia des del punt de vista

patogenic.

® Respecte a I'expressio diferencial de mol.lecules a I'AR i a 'APso, el
nostre treball conclou que existeix una expressid augmentada de la
p53 a les dues entitats, sent aquesta expressid significativament major
en els pacients amb AR. En relacié a les implicacions pronodstiques,
podem afirmar que lI'expressio de p53 s’associa a malaltia erosiva i a
progressio radioldgica només en els pacients amb AR i no amb APso,
pel que podriem parlar de diferéncies fisiopatogéniques en la sinovitis
d’'aquestes dues entitats. La p53 podria ser, doncs, un marcador

pronostic de dany radioldgic en els pacients amb AR.

B |’expressié de macrofags CD68+ va ser major en els pacients amb AR
i malaltia erosiva aixi com en els pacients amb progressio radiologica,

confirmant estudis previs.
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